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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho reprodutivo de ovelhas submetidas a
protocolo de 7 (D7) e 9 (D9) dias de permanéncia do dispositivo de progesterona no protocolo
de inseminacéo artificial de tempo fixo por laparoscopia. Um total de 220 ovelhas mesticas
(Doper x Santa Inés) foram distribuidas nos tratamentos de acordo com o peso corporal (52,67
+ 11,76 kg), o escore de condicdo corporal (2,5 + 0,8; escala de 1 -5) e a categoria animal
(multipara, nulipara e primipara). As ovelhas receberam um dispositivo intravaginais de 0,3 ¢
de progesterona (CIDR®) no dia 0. As ovelhas permaneceram com o dispositivo de P4 por 7
ou 9 dias, os quais foram os tratamentos experimentais. No momento da retirada da P4, as
ovelhas receberam 300 Ul de eCG (Folligon®) e 6,70 mg de Dinoprost Trometamina
(Lutalyse®). A inseminacdo foi realizada entre 46 e 59 h apds a remocao do dispositivo, com
duracdo entre 1 e 5 min por ovelha, sem diferenca estatistica entre os protocolos. A taxa de
deteccdo de estro foi maior no protocolo D9 quando comparada com o protocolo D7 (82% e
65%, respectivamente, P = 0,0096). Porém, o D7 tendeu a apresentar a maior taxa de prenhez
na IATF em comparacdo com 0 D9 (45% e 33%, respectivamente, P = 0,09). A concentragédo
plasmatica de progesterona na retirada do dispositivo foi maior no protocolo D7 comparado
com o protocolo D9 (2,35 e 1,22 ng/mL, respectivamente, P=0,04). Concluimos que é a reducéo
da duracéo do protocolo de sincronizacéao de estro para 7 dias é recomendada, o que melhorou

a resposta reprodutiva nas ovelhas.

Palavras-chaves: Desempenho reprodutivo; Sincronizacdo de estro; IATF por laparoscopia.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the reproductive performance of ewes
submitted to a protocol of 7 (D7) and 9 (D9) days of permanence of the progesterone device in
a protocol for timed artificial insemination by laparoscopy. A total of 220 crossbred ewes
(Doper x Santa Inés) were distributed in the treatments according to body weight (52.67 + 11.76
kg), body condition score (2.5 + 0.8; scale of 1 —5) and the animal category (multiparous,
nulliparous and primiparous). Ewes received an intravaginal device of 0.3 g of progesterone
(CIDR®) on day zero, keeping in ewes by for 7 or 9 days, which were the experimental
treatments. At the time of P4 withdrawal, ewes received 300 1U of eCG (Folligon®) and 6.70
mg of Dinoprost Tromethamine (Lutalyse®). Insemination was performed between 46 and 59
h after device removal, lasting between 1 and 5 min, without differencing statistical between
protocols. The estrus detection rate was higher in the D9 protocol compared to the D7 protocol
(82% and 65%, respectively, P = 0.0096). However, D7 tended to increase pregnancy rate on
the TAI compared to D9 (45% and 33%, respectively, P = 0.09). The plasma concentration of
progesterone at device removal was higher in the D7 protocol than in the D9 protocol (2,35 e
1,22 ng/mL, respectively, P=0,04). We conclude that reducing the length of the estrus
synchronization protocol to 7 days is recommended, which improved the reproductive response
in ewes.

Keywords: Reproductive performance; Estrus synchronization; TAI by laparoscopy.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento da populacdo humana hd uma demanda crescente por alimentos e
surge a necessidade de intensificar os sistemas de produgéo. A ovinocultura foi percussora das
atividades zootécnicas desenvolvidas pelo homem como fonte de alimento e protecdo, e dentro
deste cenario, ganha destaque o substancial crescimento de interesse, tanto no contexto social,
como no do agroneg6cio (RAINERI, 2012).

O potencial da ovinocultura no Brasil é promissor, sobretudo no segmento carne, onde
ha demanda reprimida (VIANA, 2012). H& uma producéo e oferta que ndo atendem o mercado
interno, havendo a necessidade de importa-la, o que demonstra o potencial estratégico da
cultura para o desenvolvimento rural (SOUZA et al., 2012). O principal entrave da ovinocultura
atual é a producdo de carne de animais jovens e a falta de constancia no fornecimento desta é o
fator limitante ao seu crescimento.

As ovelhas Santa Inés sdo amplamente criadas no Brasil para producdo de carne, pois
essa raga € muito resistente a parasitas e adaptavel ao clima tropical (DE AZAMBUJA
RIBEIRO & GONZALEZ-GARCIA 2016). E possivel a implantacdo de trés programas de
melhoramento em um periodo de 2 anos com a utilizacdo de racas tropicais, pois estas ndo
apresentam sazonalidade, ciclando durante todo o ano ou exibindo um curto periodo de anestro
(BALARO et al., 2014).

A capacidade de controlar a reproducdo em ovelhas e atender as demandas de um
mercado durante todo o ano é fundamental para maximizar a lucratividade de uma criacdo de
ovinos (JACKSON et al., 2014). Na regido amazonica, a capacidade reprodutiva dos ovinos é
alta, com apresentacdo de cio durante todo o ano, 0 que torna a producdo vantajosa (DE
OLIVEIRA et al., 2017). A ideia é que esta cultura se expanda e fortaleca rapidamente, por se
tratar de uma atividade boa, lucrativa, economicamente viavel e com tendéncia de expanséo.

Tem havido uma crescente demanda por parte da iniciativa privada por biotécnicas
reprodutivas em pequenos ruminantes, visando o incremento da produtividade (GUSMAO,
BISCARDE & KIYA, 2013). A utilizacdo de praticas dentro do manejo reprodutivo, como a
sincronizacdo de estro e a Inseminacdo artificial de tempo fixo (IATF), apresentam-se como
ponto estratégico parar o incremento da produtividade na criacdo de ovinos, possibilitando a
obtencdo de lotes uniformes em épocas apropriadas do ano para explorar nichos de mercado,

disponibilidade de forragem, méo-de-obra e tendéncias crescentes de pregos.
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As ovelhas possuem particularidades anatémicas que sdo fatores negativos na
inseminacdo, devido ao colo do Gtero ser uma estrutura pequena, estreita, rigida e tortuosa que
dificulta a canulacdo e a deposicdo de sémen no utero (KERSHAW et al., 2005). Por esse
motivo, a IATF por laparoscopia é utilizada para contornar este problema, sendo uma técnica
eficaz adaptada para ovinos na década de 1980 (EVANS et al., 1987). Embora varias
abordagens alternativas tenham sido propostas para substituir o uso da laparoscopia, essa
técnica continua sendo o método padrdo quando a obtencdo de maior taxa de prenhez €
obrigatoria (CASALI et al., 2017).

Devido ao efeito supressor do tratamento de protocolos hormonais com progestagenos
a longo prazo na fertilidade subsequente (VINOLES et al., 2001; DISKIN et al., 2002), um
tratamento alternativo e pratico a curto prazo com progestagenos para sincronizacdo do estro ja
foi sugerido nas ovelhas (ALl & HAYDER, 2009; SWELUM et al., 2016). E a partir do
conhecimento cientifico a respeito do padrédo da emergéncia da onda folicular, que ocorre a
cada 5 a 7 dias em pequenos ruminantes (RUBIANES; MENCHACA, 2003), surgiu a
possibilidade de se reduzir o periodo de exposicdo das fémeas aos progestagenos, de 9 a 12 dias
(protocolos de médio prazo) para 5 a 7 dias (protocolos de curto prazo - SIMPLICIO et al.,
2005).

Para ultrapassar as barreiras na ovinocultura, a adocdo de tecnologias no manejo
reprodutivo como a sincronizagdo do estro e a IATF por laparoscopia tornam-se essenciais,
viabilizando a melhoria no desempenho zootécnico e econémico da producdo. Estudos que
possam definir planos reprodutivos que maximizem a eficiéncia do rebanho sdo importantes
para viabilizar os sistemas de producdo de cordeiros. A hipdtese desta pesquisa é que a
diminuicao do tempo de permanéncia do dispositivo de P4 aumenta a taxa de prenhez por IATF
por laparoscopia. Se a hipotese for verdadeira, é possivel adequar o protocolo de sincronizacdo

existente para intensificar o sistema produtivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar o efeito da permanéncia do dispositivo de progesterona por 7 ou 9 dias nos

indices reprodutivos de ovelhas submetidas a IATF por laparoscopia.

3.2 ESPECIFICOS

Quantificar a sincronizacdo do estro, a taxa de deteccdo do estro, o tempo para
apresentacdo do estro e taxa de prenhez nos protocolos de curta e média duracéo;

Analisar a concentragdo plasmatica de progesterona no sangue durante a aplicagdo dos
protocolos;

Correlacionar o peso corporal, o escore de condicdo corporal e a categoria das matrizes

com as variaveis respostas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 SINCRONIZACAO DE ESTRO

O manejo da reproducdo usando a sincronizagdo do estro em pequenos ruminantes
envolve o uso de métodos naturais e / ou farmacol6gicos para manipular/modificar o ciclo estral
(MARTIN et al., 2004; ABECIA, FORCADA & GONZALEZ-BULNES, 2012). A
sincronizacdo do estro é geralmente combinada com inseminacdo artificial (1A) para aumentar
a eficiéncia da reproducdo (DONOVAN et al., 2004). Métodos comumente usados incluem:
uso de esponjas intravaginais impregnadas com progestdgenos (ABECIA, FORCADA &
GONZALEZ-BULNES, 2012) ou CIDR (WHEATON et al., 1993). O uso de prostaglandina
(PGF2a) ou seus analogos também ¢ popular durante a época de reproducao (ABECIA,
FORCADA & GONZALEZ-BULNES, 2012) e as vezes ¢ combinado com P4 para alcancar
uma maior eficiéncia reprodutiva (ALI, 2007; MARTEMUCCI e D'ALESSANDRO, 2011).

4.2 PROTOCOLOS

Os métodos de sincronizagéo do estro a base de progesterona (P4) sao aplicados a longo
prazo (12 a 14 dias - AHMADI et al, 2016), médio prazo (9 a 12 dias - SIMPLICIO et al., 2005)
e a curto (5 a 7 dias — KARACA, ATAMAN & COYAN 2009,). Os protocolos de
progestagenos/progesterona mais comumente usados para sincronizagdo de estro envolve um
periodo de tratamento de 12-14 dias (OLIVERA-MUZANTE et al., 2011; SWELUM et al.,
2015). E relatado que os periodos de tratamento P4 de longo prazo resultam em P4 com baixa
concentracgdo no final do tratamento, devido a uma reducgéo na absorcao de P4 da fonte exdgena
(GREYLING et al., 1994). Também é relatado que quando o corpo luteo (CL) regride a P4 da
fonte exdgena é insuficiente para suprimir a frequéncia de pulso de Horménio luteinizante (LH),
a rotacdo dos foliculos é retardada (DRIANCOURT, 2001; VINOLES et al., 2001). Portanto, é
sugerido que ha a ovulacdo de foliculos envelhecidos na retirada do dispositivo, 0 que pode
afetar a fertilidade (JOHNSON et al., 1996; VINOLES et al., 2001).

Desde que o fenbmeno da onda folicular foi demonstrado, novos protocolos para
controle ovariano e IATF foi proposta em ovinos (MENCHACA, NETO & CUADRO, 2017),
pois como as ondas foliculares surgem a cada 5-7 dias, o uso longo e prolongado de P4 ndo se
justifica (MENCHACA & RUBIANES, 2004). Posteriormente, novos protocolos de curta
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duragéo foram desenvolvidos para sincronizar estro e ovulacgdo, e assim facilitar a adocdo da
inseminacdo em pequenos ruminantes.

Periodos de tratamento de curta duracdo (ALI, 2007; FLEISCH et al., 2012) resultam
em melhor fertilidade devido a supressdo adequada da frequéncia do pulso de LH e ovulacdo
de foliculos jovens recém-recrutados (VINOLES et al., 2001). Dados obtidos recentemente
indicam que um curto tratamento com dispositivos de progesterona/progestagenos em
combinacdo com o tratamento com PGF2a (apenas para ter certeza de que a lutedlise ¢
induzida) aplicado no inicio do tratamento induz o estro com alta fertilidade (MENCHACA &
RUBIANES, 2004). A explicagdo €& que o tratamento de alto nivel com
progestagenos/progesterona pode controlar a dinamica folicular com o objetivo de melhorar a
taxa de gravidez.

4.2.1 Progestagenos

A introducéo de P4 exdgena no organismo da fémea inibe a secre¢éo pulsatil do (GnRH)
pelo hipotdlamo (LEBOEUF et al.,1998), impedindo o desenvolvimento de novos foliculos, e
consequentemente, a ovulacdo. Com esses propositos, varias vias sdo eficientes e,
comercialmente, sdo encontrados esponjas e dispositivos para uso intravaginal e implantes para
uso via subcutanea (ESPESCHIT, 1998; MACHADO & SIMPLICIO, 2001).

Em 2009, a Administracdo de Alimentos e Medicamentos (food and Drug
Administration — FDA) anunciou a aprovacao do CIDR para ovinos nos EUA (FDA, 2009).
Esse dispositivo é uma alternativa ao uso das esponjas, e é tdo eficiente quanto, em manter os
niveis plasmaticos suficientes para inibir a liberacdo das gonadotrofinas hipofisarias
(ESPESCHIT, 1998). O CIDR é um dispositivo para uso intravaginal composto de 330 mg de
P4 natural (WILDEUS, 2000), que é liberada, absorvida pela mucosa vaginal e lancada na
corrente sanguinea. O estro em animais tratados com CIDRs normalmente ocorre dentro de 48
horas apds a retirada do dispositivo (JACKSON et al., 2014). Devido a facilidade de uso e
disponibilidade, o CIDR tornou-se o padrdo-ouro para adicdo enddgena de P4 em ovinos
(JACKSON et al., 2014).

Com a reducdo dos tratamentos para um periodo menor que a fase luteal, ha
possibilidade do estro e a ovulacdo serem atrasados ou até inibidos pela presenca do CL
funcional remanescente no final do tratamento (LEBOEUF et al., 1998). Entdo determinar um

método de tratamento que eliminaria completamente o efeito da P4exdgena na remogéo era
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necessario em pequenos ruminantes (ABECIA, FORCADA & GONZALEZ-BULNES, 2011), o que

¢ possivel com a aplicacdo de PGF2a.

4.2.2 Prostaglandinas e seus anélogos sintéticos

A PGF2a e seus analogos sintéticos também tém sido utilizados para sincronizar o estro,
controlando a fungdo lutea (ABECIA et al., 2011). Seus mecanismos de acdo consistem em
induzir a regressao prematura do CL, interrompendo a fase luteal do ciclo estral e permitindo o
inicio de um novo ciclo (GONZALEZ et al., 2008).

Durante o ciclo estral, o PGF2a comega a ser secretada pelo Gtero ndo prenhe 13 dias
apos o estro. A administracdo de PGF2a apds a remogdo de um CIDR imita a secrecdo de
PGF2a pelo utero, causando lise do CL e o inicio de uma nova fase folicular (FATET et al.,
2011). Anélogos de PGF2a também podem induzir luteolise e geralmente sdo mais econémicos
(LIGHT et al., 1994). A eficacia do PGF2a ¢ limitada ao periodo ativo de ciclicidade em

pequenos ruminantes.

4.2.3 Gonadotrofinas

Os progestagenos também possuem a funcdo de sensibilizar o hipotalamo a acdo dos
estrdgenos para que haja manifestacdo do comportamento do cio (GONZALEZ et al., 2008).
Entretanto, o aparecimento do estro e ovulacdo podem ocorrer em menor nimero e de forma
dispersa (DE SOUZA RODRIGUES et al., 2004). Assim, hd a necessidade de se aplicar
gonadotrofina exdgena, sendo a mais utilizada a eCG de acordo com Gonzélez et al., (2008).

A administracdo de eCG em pequenos ruminantes é usada para aumentar a taxa de
ovulagdo nas tentativas de aumentar a fecundidade das fémeas (ESPINOSA-MARQUEZ et al.,
2004), podendo encurtar o intervalo do aparecimento do estro e a duracdo deste (OLIVERA-
MUZANTE, 2011).

4.3 INSEMINACAO ARTIFICIAL

A técnica de IA € uma técnica assistida de reproducdo e consiste na aplicacdo de uma
dose de sémen no trato reprodutivo feminino por meio de instrumentos. Em alguns paises, a 1A

teve um grande desenvolvimento e tem servido como ferramenta fundamental para o
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melhoramento genético em ovelhas. Mais de 500.000 ovelhas sdo inseminadas anualmente na
Austréalia, 300.000 na Franca, 60.000 na Espanha e 50.000 no Canada (HERNANDEZ
BALLESTEROS et al., 2015). No Ameérica do sul, IA em ovinos se desenvolveu com sucesso
no Brasil, Argentina e Uruguai e, em escala bem menor, nos outros paises (SEPULVEDA
BECKER, 2012).

Em combinagdo com outras tecnologias como inducdo/sincronizacdo de estro e
ovulagdo, a IA pode agregar valor genético ao rebanho, espalhando o uso de machos de
caracteristicas produtivas elevadas (ALVARES, DA CRUZ & FERREIRA, 2015). Além disso,
possibilita 0 uso de material genético de animais ap6s a morte, fora da idade reprodutiva ou
machos feridos e podem prevenir a transmisséo de doengas (HERNANDEZ BALLESTEROS
et al., 2015).

A 1A é uma ferramenta béasica dos programas de melhoramento, no entanto, ndo esta
disseminada entre os ovinos, principalmente devido a alta variabilidade de seus resultados de
fertilidade e os problemas especificos que sdo apresentados por sua metodologia.
Metodologicamente, o obstaculo para o desenvolvimento da IA em ovinos reside na rota de
aplicacdo que é limitada pela morfologia do colo da ovelha (KERSHAW et al., 2005).

De acordo com Fonseca et al., (2010), a expansao do uso de IA na producdo de ovinos
requer a geracdo de conhecimento adequado, adaptado as racgas envolvidas, bem como ao
sistema de producdo de pequenos ruminantes. H& alguns fatores indispensaveis para um
resultado satisfatorio em IA, entre eles: condi¢do corporal feminina, prolificidade, nutricdo
antes e depois da inseminacdo, sincronizacdo e inducao do estro, estresse minimo nutricional,
sanitario e manejo animal. Fatores masculinos também devem ser considerados, como a idade
do carneiro e a motilidade em massa do sémen usado (DAVID et al., 2015). Vicente-Fiel et al.,
(2014) determinou que alto e baixo carneiros de fertilidade apresentam diferencas claras em
varios espermatozoides parametros de qualidade (viabilidade e motilidade do esperma,
membrana integridade, fragmentacdo do DNA do esperma, area nuclear do esperma, perimetro

e comprimento).

4.3.1 Inseminacdo intrauterina laparoscopica

A inseminacao intrauterina laparoscopica (IAL) € a Gnica técnica que garante fertilidade
adequada quando sémen de boa qualidade é usado, pois garante a aplicacdo intrauterina de

sémen (KILLEN & CAFFERY, 1982). Além disso, como a laparoscopia permite a observacdo
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do ovério, também pode ser usado simultaneamente para diagnosticar o trato reprodutivo,
permitindo assim que as ovelhas com problemas reprodutivos (Orgdos genitais
subdesenvolvidos ou malformados; ovario ou uterino aderéncias, patologias ovarianas, falta de
resposta a indugdo do estro, gestacGes iniciais etc.) para ser removido do lote de
inseminacédo. Esses problemas passariam despercebidos quando realizado a inseminagéo
vaginal-cervical, consequentemente prejudicando os resultados de fertilidade (ANEL et al.,
2005).

Esta técnica oferece taxas de fertilidade aceitaveis e uniformes no uso de amostras de
espermatozoides congelados: 61% (WINDSOR et al., 1994); 62%, (FAIR et al., 2005); 60%
(ANEL et al., 2006); e 64% (MASOUDI et al., 2017). A 1AL foi projetada para ser usado com
amostras de espermatozoides congelados e sincronizagdo do estro (IATF); no entanto, também
tem sido usado com amostras de espermatozoides refrigerados e/ou com sémen natural, com
resultados semelhantes aos que sdo obtidos com amostras congeladas (AKE-VILLANUEVA
etal., 2017).

Por ser uma técnica com bons resultados, reduzindo a influéncia de fatores de variacdes
que possam ocorrer em uma IA e garantindo a inseminacdo intrauterina, a IAL € indicada para
pesquisas e estudos. A desvantagem desta técnica é a necessidade de pessoal qualificado e
equipamentos avancados, 0 que o torna sua aplicagdo mais dificil do que as técnicas comuns.
Além disso, embora seja uma técnica cirargica minimamente invasiva, pode ter implicagdes
para o bem-estar animal (ALVAREZ et al., 2019).

4.3.2 Inseminacdo artificial de tempo fixo

A IATF ou IA cronometrada € uma ferramenta importante quando a deteccéo do estro
ndo € viavel em programas reprodutivos comerciais (FAIGL et al., 2012). A detec¢do do estro
requer trabalho extra e representa um maior risco sanitario. Um eficiente IATF requer o uso de
protocolos hormonais que garantem uma alta concentracao de estro em um curto periodo a fim

de obter taxas de gravidez aceitaveis.

4.4 PRESERVACAO DO SEMEN

Existem varios tipos de técnicas de IA dependendo da escolha pela deposicéo de sémen.

Os métodos de preservacao de sémen também devem ser considerados, porque neste espécies,
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eles estdo intimamente ligados a rota de aplicacdo de espermatozoides que é usado na IA
(ALVAREZ et al., 2019). Usando sémen fresco, por vaginal, cervical ou intrauterino, sao
alcancadas satisfatorias taxas de prenhez, entre 50-70% (FAIGL et al., 2012). Contudo, usando
sémen congelado, técnicas de inseminacdo intrauterina laparoscopico ou transcervical sao 0s
unicos meios para alcangar taxas de gravidez aceitaveis (TAQUEDA et al., 2011; CSEH et al.,
2012; KUMAR & NAQVI, 2014). Como referéncia, Taqueda et al., (2011) obtiveram 45,8,
25,7 e 15,4% de taxas de prenhez ao aplicar o sémen intrauterino, cervical profunda ou 1A
cervical, respectivamente.

O uso de sémen resfriado por curtos periodos adquire grande interesse em programas
regionais de melhoramento, principalmente considerando a alta demanda de material genético
em escala regional, baixo custo do equipamento necessario, procedimento pratico na gestao de
sémen e viabilidade para implementacdo em campo (GIBBONS et al., 2019). O sémen resfriado
em ovelhas permite a conservagdo seminal e seu uso subsequente por meio de IA vaginal, ao
contréario do que acontece com sémen congelado, que sé pode ser usado por via intrauterina.
Adaptando o estro, métodos de sincronizagéo e protocolos de IA para os diferentes sistemas de
producédo, e possivel fazer um uso eficiente das técnicas de reproducéo, chegando a aceitavel
taxa de prenhez através do uso de sémen resfriado (cerca de 50%; CUETO & GIBBONS, 2010).

O uso de sémen resfriado ou refrigerado em ovinos € uma pratica economicamente
viavel, facil de implementar, com resultados aceitaveis e promissores (GIBBONS et al., 2019).
O uso de sémen resfriado é adequado para curtas periodos de conservacdo (8-12 h) em
comparacdo com o uso de sémen refrigerado, o que ¢é apropriado para periodos mais longos
(12-24 h; CUETO & GIBBONS, 2010).

A preservacdo dos espermatozoides em meio liquido (15° C ou 5° C) afeta a viabilidade
do esperma, sintese de espeécies reativas de oxigénio (SRO) e integridade do DNA devido ao
choque frio (GIBB & AITKEN, 2016; GURLER et al., 2016). De acordo com Dinatolo (2011),
é importante considerar que espermatozoides preservados apresentam mudancas funcionais e

estruturais em suas membranas que determinam uma meia-vida mais curta.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no setor de Sistema Intensivo de Produgdo de Ovinos e
Caprinos (SIPOC) do Departamento de Ciéncias Animais, Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo, localizada em Piracicaba, SP, Brasil (latitudes
22°41°13 S e 22°43°16”” S e longitudes 47°36’17°W e 47°39°02°°W, o clima da regido
segundo a classificacdo de Koppen é do tipo Cwa, tropical de altitude com inverno seco.). Toda
a experimentacdo animal foi realizada conforme as diretrizes da Comisséo de ética em pesquisa

no uso de animal da instituicdo (Protocolo n° 901.02.90420).

5.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 220 fémeas mesticas (Dorper x Santa Inés), blocadas conforme o peso
corporal (PC; 52,67 + 11,76 kg), o escore de condicdo corporal (ECC; 2,5 + 0,8; escala de 1—
5) e a categoria das matrizes (multipara, nulipara e primipara). Quatro machos vasectomizados
foram utilizados para a detec¢é@o do estro. Quatro reprodutores da raca Dorper com fertilidade
comprovada através do exame andrologico foram utilizados para a coleta de sémen.

Os animais receberam racédo balanceada no cocho (Tab. 1) a base de bagaco de cana-de-
acucar e milho, na proporcao 60:40 (volumoso: concentrado), segundo o Conselho Nacional de
Pesquisa (NRC, 2006), com fornecimento de agua e sal a vontade. As matrizes foram mantidas
em instalacbes com piso de concreto e cama de bagaco de cana enguanto os machos

vasectomizados e reprodutores foram mantidos em instalagcdes de piso ripado.
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Tabela 1 Ingredientes e composicdo quimica da dieta experimental

Ingredientes Quantidade (%)
Bagaco de cana-de-agucar 60,4
Milho 37,0
Ureia 0,9
Mistura Mineral* 1,1
Calcario 0,5
Rumensin200, g? 12,5
Composic¢do quimica %
Matéria Seca 89,9
Proteina Bruta 14,5
Fibra Insolivel em Detergente Neutro 37,97
Carboidratos nao fibrosos 5,22
Extrato Etéreo 2,45
Cinzas 6,08

1Composicao: 7,5% P; 13,4% Ca; 1,0% Mg; 7% S; 14,5% Na; 500 ppm Fe; 300 ppm Cu; 4600 ppm Zn; 15 ppm.?

Monensina sodica (Rumensin 200; Elanco do Brasil, Sao Paulo).

5.3 PROTOCOLOS DE SINCRONIZAGCAO DE ESTRO

Foram utilizados dois tempos de permanéncia do dispositivo de P4 no protocolo de
IATF, 7 dias (protocolo de curta duragdo) ou 9 dias (protocolo de média duracdo) de
permanéncia do dispositivo de P4. A fig. 1 mostra como foi realizado cada protocolo. No dia
0, as ovelhas receberam o dispositivo intravaginal impregnado com 330 mg de P4 (horménio,
nome comercial Eazi-breed CIDR®, da marca zoetis, produzido em Cravinhos/SP) que
permaneceram nas ovelhas pelo periodo de duracdo de cada protocolo. Na retirada do
dispositivo foi realizada uma coleta de sangue através da venopulsdo da veia jugular e as
ovelhas receberam 300 Ul de eCG (horm6nio, nome comercial Novormon ®, da marca zoetis,
produzido em Cravinhos/SP) e 6,70 mg de Dinoprost Trometamina (horménio, nome comercial
Lutalyse ®, da marca zoetis, produzido em Cravinhos/SP) por via intramuscular. No entanto, o

protocolo D9 iniciou 2 dias antes para que as ovelhas fossem inseminadas no mesmo dia.
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Figura 1 Esquema representativo dos protocolos de 7 e 9 dias de permanéncia do dispositivo de P4
(CIDR®)

Protocolo de 7 dias

DO D7 D9

Permanéncia do CIDR | Observacio do estro

Remogao do CIDR + 300 UI

Introdugdo do CIDR de eCG + 6,70 mg de IATF por laparoscopia
Dinoprost Trometamina
Protocolo de 9 dias
DO D9 D11
‘ Permanéncia do CIDR Observagao do estro
Remogao do CIDR + 300 UI I
Introducao do CIDR de eCG + 6,70 mg de IATF por laparoscopia

Dinoprost Trometamina

Fonte: autoria prépria

5.4 DETECCAO DE ESTRO

Ap0s a retirada do dispositivo foram utilizados quatro machos vasectomizados durante
60 horas para a identificacdo do estro, que foi considerado 0 momento em que houve aceitacao
da monta pela fémea, identificado de forma visual pelos colaboradores. As fémeas foram
identificadas conforme a ordem em que apresentaram o estro e separadas até 0 momento da
IATF. O tempo levado para 0s animais apresentarem o estro foi determinado pela diferenca do

horario em que houve a deteccdo do estro e o horéario da retirada do dispositivo.

5.5 COLETA DE SEMEN

Os sémens utilizados nas inseminacBes foram obtidos através da coleta com o auxilio

de uma vagina artificial dos quatro carneiros da raga Dorper, e posteriormente, foram
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submetidos a avaliagdo da qualidade espermaética através de um exame andrologico. O sémen
apresentou as seguintes condi¢c@es minimas: turbilhonamento 3 (1 a 5), motilidade progressiva
70% (0 a 100%), vigor 3 (1 a 5), 80% de espermatozoides normais e concentracdo espermatica
de 2,5 milhdes/mm?.

Apos a realizacdo do exame androldgico, o sémen foi diluido até a concentracéo 80 x
106 células/0,25 mL, usando DMPBS Flush® (Nutricell® — Campinas, SP, Brasil),
posteriormente armazenado em tubos Falcon e mantido em banho-maria a 37,5° C e entdo

envasados em palhetas de 0,25 mL e resfriados a 5° C pelo periodo maximo de 06 horas.

5.6 INSEMINACAO ARTIFICIAL DE TEMPO FIXO POR LAPAROSCOPIA

A IATF por laparoscopia foi realizada por um médico veterinario especializado na area
em uma média de 51 h (£ 3:10 h) ap0s a retirada do dispositivo de P4. Todos os cuidados para
evitar causar dor e sofrimento nos animais foram devidamente adotados. As fémeas passaram
por restricdo alimentar e hidrica 12 horas antes da realizacdo do procedimento para diminuir 0s
riscos de perfuracdo do rimen e da bexiga pelo laparoscépio.

As fémeas receberam Diidroestreptomicina (antibiético, nome comercial Pentabidtico
veterinario da marca Zoetis, produzido em Cravinhos/SP) na dosagem de 6 mL/100 kg e
Acepromazina (sedativo, nome comercial Acepran 1%, da marca vetnil, produzido em
Louveira/SP) na dose de 1 mg/kg, ambos por via intramuscular. Em seguida, foram contidas
em macas, em decubito dorsal, na posicao de Trendelenburg, permanecendo em uma inclinagédo
de 45°, onde foi realizada a tricotomia e a assepsia da regido do umbigo até a insercdo do Ubere,
foi realizado neste momento a aplicacdo de 9 mg/kg de Lidocaina 2% com epinefrina
(anestésico, nome comercial Anestésico Bravet, da marca Bravet, produzido em Rio de
Janeiro/RJ) por via subcutanea de 2 a 4 cm da linha média e de 8 a 10 cm do Ubere.

A inseminacdo foi realizada via intrauterina onde o sémen foi depositado diretamente
nos cornos uterinos via laparoscopia. O trocarte e a canula foram inseridos na cavidade
peritoneal a esquerda e a direita da linha do meio, aproximadamente 5 cm cranial ao Ubere. O
dioxido de carbono foi utilizado para inflar a cavidade peritoneal ajudando a visualizar o Gtero
com o auxilio do laparoscopio e separa-lo da parede abdominal. Quando o Utero estava na
posicdo correta, a trompa uterina foi perfurada e o sémen injetado diretamente no limen do
Gtero usando uma pipeta de inseminacdo conectada a uma seringa de 1 mL. O mesmo

procedimento foi repetido no outro corno uterino.
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5.7 DIAGNOSTICO DA PRENHEZ

O diagndstico da prenhez foi realizado através de ultrassom aos 45 dias apés a A com
o0 auxilio de um equipamento de ultrassonografia DP-20 vet. (Mindray Bio-Medical Electronics
Co., Ltda., Shenzhen, China), utilizando um transdutor linear (5,5 — 7,5 mhz) via transretal com

um auxilio de um gel lubrificante.

5.8 VARIAVEIS ANALISADAS

As concentracdes plasmaticas de P4 foram obtidas através das amostras de sangue
coletadas, que foram centrifugadas (1800 rpm por 15 minutos) para a separa¢do do soro
sanguineo, estocadas a -20° C para posterior dosagem de P4 pelo método de
Quimiluminescéncia automatizada usando um Kits comercial Immulite® 1000 (Siemens
Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os animais foram distribuidos em um delineamento de blocos casualizados, com dois
tratamentos sendo eles o protocolo de curta duracdo (D7) e o protocolo de média duracao (D9),
cujo modelo foi:

yi=p+Fi+ Bit Ei (1)

Onde u = média geral; Fi = efeito do tempo de protocolo; Bi= efeito do bloco e Ei = erro
residual. Como efeito fixo foi considerado o tempo de duracdo do protocolo. O PC, 0 ECC e
categoria das matrizes foram incluidos no efeito aleatério no modelo.

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa Statistical Analysis
System (SAS), versdo 9.3 para Windows. Todas as variaveis foram analisadas usando o
procedimento GLIMMIX, e a aproximacéo de Satterthwaite foi usada para determinar os graus
de liberdade do denominador para os testes de efeitos fixos. A opc¢do binomial foi usada para
analisar os efeitos de tratamentos na taxa de prenhez e estro. O tempo de inicio do estro foi
analisado usando a opcéo normal. As médias foram obtidas pelo comando LSMEANS. O efeito
do tempo até o estro na probabilidade de prenhez foi analisado por regressdo logistica

(procedimento LIFETEST) em relagéo aos protocolos.
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6 RESULTADOS

A 1A foi realizada entre 46 e 59 h ap6s a remocao do dispositivo (n= 220), com duracao
entre 1 e 5 min, ndo apresentando diferenca estatistica entre os protocolos usados. Com relagdo
ao tempo de permanéncia do dispositivo de liberagcdo de P4, a taxa de deteccdo do estro (Tab.
2) durante o periodo de 48 horas apds a retirada do dispositivo foi maior no protocolo D9
quando comparada com o protocolo D7 (82% e 65%, respectivamente, P = 0,0096). Porém, o
D7 tendeu a apresentar maior taxa de prenhez na IATF (Tab. 2) em comparag¢do com o D9 (45%
e 33%, respectivamente, P = 0,09). A concentracdo de P4 na retirada do dispositivo foi maior
no protocolo D7 comparado com o D9 (2,35 e 1,22 ng/mL, respectivamente P = 0,04), com

diferenga significativa (P = 0,04).

Tabela 2 Efeito dos protocolos de 7 ou 9 dias de permanéncia de P4 nos indices reprodutivos de ovelhas
mesticas (Dorper x Santa Inés) submetidas a IATF

Variavei Protocolo
ariavets 7 9 P-valor
NUmero de ovelhas 111 109
PC 52,33+£11,85 52,91 +11,76 0,81
ECC 2,5+0,87 2,5%£0,85 0,83
Deteccdo do estro (%) 65 (72/111) b 82 (89/109)a <0,01
Tempo para estro (h) 25,53 +9,78 27,07 £ 11,76 0,42
Tempo para realizacdo da IATF (h) 53,33 + 3,42 52,63 + 2,91 0,1
Tempo do estro a IATF (h) 25,90 + 6,87 24,51 + 8,89 0,28
Duracéo da IATF (min) 01:36 £ 00:56 1:43 £ 00:59 0,07
[ ] P4 naretirada do dispositivo (ng/mL) 2,35+0,4a 1,22+04Db 0,04
Taxa de prenhez na IATF (%) 45 (50/111) 33,02 (36/109) 0,09

PC: Peso corporal; ECC: escore de condigdo corporal.

Deteccéo de estro: porcentagem de ovelhas detectadas no estro; tempo para estro: periodo para detectar estro apds
a remocéo do P4; tempo para realizacdo da |ATF: periodo para realizacdo da IATF ap6s a remocéao do P4; tempo

do estro a IATF: periodo para realizagdo da IATF apds a detec¢do do estro; duracdo da IATF: periodo de duracdo
do procedimento cirtrgico; [ ] P4: concentracdo de P4 na retirada do dispositivo; Taxa de prenhez na IATF: taxa

de prenhez total ap6s a realizacdo da sincronizacéo e a IATF.
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Em ambos os protocolos as fémeas apresentaram o estro disperso no periodo de 48 h
(Fig. 2). Considerando apenas as fémeas que apresentaram estro, houve uma concentragéo da
distribuicdo de estro entre 12 e 36 horas ap6s a remocao do dispositivo, sendo que 73%
(n=65/89) dos animais do protocolo D9 e 84,7% (n=61/72) dos animais do protocolo D7,
apresentaram estro nessa janela de tempo.

Figura 2 Distribuic8o do estro nos protocolos de 7 e 9 dias
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ESTRO
Horas apds a retirada da P4

No protocolo D9, as ovelhas que manifestaram estro logo apés a retirada do dispositivo
apresentaram maior probabilidade de prenhez quando comparadas com as que demoraram a
manifestar estro (Fig. 3), o que ndo foi observado no protocolo D7. Apesar de ndo haver
diferenca significativa entre o tempo para manifestar o estro em ambos os protocolos (D9=
27,07 £ 11,76 e D7=25,53 £ 9,78, P=0,42).

Figura 3 a) Probabilidade de prenhez de acordo com tempo entre a remocdo do dispositivo de
Progesterona e a manifestacdo do estro em cada protocolo de IATF; b) Probabilidade de prenhez de acordo com
tempo entre a observacéo do estro e a IA em cada protocolo de IATF
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Os animais com PC maiores apresentaram menor probabilidade de estro em ambos os

protocolos. No protocolo D7, os animais que apresentaram menor PC no inicio do protocolo

apresentaram maior probabilidade de prenhez, o que néo € observado no protocolo D9 (Fig. 4).
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Figura 4 a) Probabilidade de Estro de acordo com o PC das ovelhas no inicio do protocolo de IATF;
b) Probabilidade de prenhez de acordo com o PC das ovelhas no inicio do protocolo de IATF
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7 DISCUSSAO

O presente estudo objetivou avaliar o efeito do tempo de permanéncia do dispositivo de
P4 na performance reprodutiva de ovelhas em condigdes tropicais. O protocolo de 7 dias de P4
apresentou performance reprodutiva melhor quando comparado com o protocolo de 9 dias, o
que pode ser justificado pela tendéncia de maior taxa de prenhez no protocolo e maior
concentracdo de P4 no momento da retirada do dispositivo. Protocolos curtos de sincronizagdo
tém mostrado resultados melhores em comparagdo com protocolos de longa exposic¢éo de P4.
Acredita-se que protocolos curtos induzem a ovulagdo de um foliculo mais jovem quando
comparado com protocolos longos, o que culmina em odcitos de maior qualidade (TITI et al.,
2010), o que € associado com 0 aumento taxa de prenhez.

A sincronizagéo eficiente do estro e da ovulagdo é considerada um dos pilares dos
programas de IATF na ovinocultura (OLIVERA-MUZANTE et al., 2011). As ovelhas tendem
a apresentar estro 36 horas ap0s a remocdo dos progestagenos (FORNAZARI, 2018) e ovular
em 58 a 60 horas (STEYN, 2003). Neste estudo, a maior ocorréncia do estro foi encontrada
entre 12 e 36 horas ap0os a remocdo do dispositivo de P4, o que esté fora da faixa obtida por
outros pesquisadores que estudaram a protocolos de curto prazo (FUKUI et al., 1993;
MARTEMUCCI & D'ALESSANDRO, 2011) e tratamento a longo prazo de P4 durante a época
de reproducdo (EVANS et al., 2004; VILARINO et al., 2010). O inicio precoce do estro pode
ser um indicador de crescimento folicular mais rapido, devido a baixa concentracdo de P4,
principalmente no protocolo de 9 dias. Essa sintonia estreita do estro indica que os foliculos
ovulatorios se originaram de uma unica onda (BARRETT et al., 2004), o que é de particular
importancia na IATF.

Fornazari, (2018), obteve 100% de eficiéncia na apresentacdo de estro em protocolo de
curto prazo. Respostas semelhantes foram observadas em estudos realizados durante a estacao
de reproducdo com progestagenos/progesterona (FLEISCH et al., 2012; FIERRO et al., 2016;
ZONTURLU et al., 2018), possivelmente, devido a alta concentracdo de P4 proporcionada pelo
dispositivo de liberacdo interna controlada de drogas (CIDR) durante o periodo de tratamento
(ABECIA, FORCADA & GONZALEZ-BULNES, 2012). Neste experimento, a maior taxa de
deteccdo do estro (P=0,0096) foi no protocolo de 9 dias (82%). Harl (2014) observou que 0s
protocolos de longo prazo resultam em um intervalo mais curto para o estro em comparagao

com protocolos de curto prazo. Este pode ser o motivo pelo qual o protocolo D9 apresentou
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maior probabilidade de prenhez nas ovelhas que manifestaram estro logo ap0s a retirada do
dispositivo.

Neste estudo a concentracdo de P4 na remocéo do dispositivo foi menor no protocolo
D9, corroborando com a ideia deste protocolo induzir a ovulacdo de foliculos
persistentes/velhos, induzindo uma menor taxa de prenhez. Estudos realizados por Satterfield
(2004) e por Husein e Ababneh (2008) em Ovelhas Awassi, relataram um aumento rapido da
P4 dois dias ap6s a insercao do dispositivo, de 0,2 a 5,0 ng/mL e uma diminuicao gradual para
1,7ng/mL no dia de sua remocdo. O CIDR fornece altas concentracGes de P4 no sangue
imediatamente ap0s sua insercao, devido a sua eficiente cinética de liberacdo (DE GRAAFF &
GRIMARD, 2018), o que resulta em um rapido aumento nas concentra¢des sanguineas desse
hormonio (> 5 ng/mL) durante aproximadamente 4-5 dias de tratamento semelhantes aos niveis
observados durante a fase lGtea médio-tardia (MENCHACA & RUBIANES, 2004).

Altas concentracOes plasmaticas de P4 reduzem a secrecdo de LH na hipofise (ADAMS,
1994) e a manutencao de grandes foliculos no ovério € altamente dependente do suporte de LH
(BK, SCARAMUZZI & WEBB, 1995); portanto, esses foliculos grandes entram em atresia em
caso de escassez do hormdnio, dando lugar ao recrutamento de uma nova onda folicular. Os
primeiros estudos indicaram que altos niveis de progestagenos afetam a viabilidade de grandes
foliculos e aumentam a renovacéo folicular (LEYVA, BUCKRELL & WALTON, 1998; NOEL
et al., 1994). No entanto, ap0s 6 ou 7 dias de tratamento, as concentraces de dispositivo
intravaginal P4 no sangue diminuem para niveis subluteos (<2 ng / mL), o suficiente para
bloquear a ovulacdo, mas predispondo a um crescimento persistente do foliculo dominante.
Quanto maior o tempo de permanéncia do dispositivo intravaginal as condi¢des prejudiciais de
baixos niveis de P4 estardo presentes durante um periodo excessivo, e entdo a fertilidade sera
afetada (MENCHACA, NETO & CUADRO, 2017).

Estudos que determinaram o efeito da P4 na dinamica folicular em ovinos relataram que
as concentracdes séricas de P4 tém uma relacdo negativa com o tamanho do foliculo dominante,
onde niveis mais elevados causaram a regressdo do foliculo dominante e aceleraram o turnover
folicular. Por outro lado, baixas concentracbes de P4 ou niveis subluteos induziram um
crescimento excessivo do foliculo dominante induzindo a ovulacdo de um foliculo persistente
(RUBIANES et al., 1996; VINOLES et al., 1999).

O momento da ovulacdo em ovelhas apds o protocolo de curto prazo ocorre em média
aproximadamente 60 horas a partir da remocéo do dispositivo intravaginal (VILARINO et al.,
2010; 2013). Casali, et al., (2017), apontam que a IATF deve ser realizada de 52 a 56 h ap6s a
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remocao do dispositivo de P4, evitando a inseminacao precoce provavelmente associada até o
momento da ovulagdo. Deste modo, o intervalo de tempo no qual a IA foi realizada neste estudo
esta de acordo com a literatura.

O tempo de duracdo para realizagdo da IATF manteve-se entre 1 € 5 min, ndo
apresentando diferenca estatistica entre os protocolos usados. Embora a laparoscopia seja um
procedimento minimamente invasivo, 0 tempo de conten¢do na mesa cirurgica pode ser um
fator negativo que reduz a fertilidade. Hill, Thompson e Perkins (1988) descobriram que o
namero de ovelhas inseminada por hora foi associada a taxa de prenhez, indicando que o
aumento da velocidade de inseminacdo melhora a fertilidade. Nesse sentido, Emsen et al.,
(2011) observaram que quando este tempo diminui, a fertilidade aumentou (57% vs. 42% para
1-4 min ou 4-8 min, respectivamente).

A taxa de prenhez obtida neste estudo encontra-se dentro dos valores aceitaveis para
IATF por laparoscopia. O tratamento D7 tendeu a aumentar a taxa de prenhez em comparacgao
com o D9. Biehl, et al., (2017), obtiveram taxa de prenhez de 24,8% em protocolo de curto
prazo e 33,3% em protocolo de longo prazo. Em um ensaio com 1.750 ovelhas multiparas
recebendo inseminacdo intrauterina, a taxa de prenhez foi significativamente maior em
protocolo de curto prazo (7 dias) comparado com protocolo longo (12 dias - GIBBONS et al.,
2019). A maior taxa de prenhez no protocolo D7 pode ser explicada pela dinamica folicular.
Martinez-Ros et al., 2018, avaliando a dindmica folicular indicaram que o protocolo de 7 dias
de duracdo mais aplicacdo de PGF2a apresentou um maior nimero de foliculos médios em
crescimento 24 h ap6s a remocao do progestagenos, um maior nimero de foliculos grandes em
crescimento e um aumento nas concentrages plasmaticas de estradiol durante a fase folicular
do que o grupo de 14 dias de duracdo. O que significa que a maioria dos foliculos ovulatorios
no grupo de tratamento de curto prazo emergiram de foliculos recém-recrutados e estavam em
fase de crescimento ativo durante a fase folicular.

Os protocolos de curto prazo sdo 0s mais adequados para manter as concentracdes
sustentadas de progestagenos, suprimir a secrecdo de LH e induzir um desenvolvimento
folicular adequado (UNGERFELD & RUBIANES, 1999; VINOLES et al., 2001; LETELIER
et al., 2009). Resultados de estudos anteriores em bovinos e ovinos indicam que o pico pre-
ovulatorio de LH e a ovulacdo estdo avancados em animais com grandes foliculos em fase de
crescimento no inicio da fase folicular (STEVENSON et al., 1998; VINOLES & RUBIANES,
1998; VEIGA -LOPEZ et al., 2008), porque esses foliculos em crescimento requerem um tempo

menor para o crescimento pré-ovulatorio final e ovulacdo (SCARAMUZZI et al., 1980;
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KASTELIC & GINTHER, 1991; STEVENSON et al., 1998), o que pode ter ocorrido nas
ovelhas do grupo D7 do presente estudo e gerado uma maior taxa de prenhez.

Um ponto que deve ser observado quando se objetiva uma maior eficiéncia reprodutiva,
é manter as matrizes ganhando PC durante todo o periodo de acasalamento. As ovelhas que
ganham PC antes e durante o periodo de acasalamento apresentam maior fertilidade, resultando
em menor nimero de ovelhas vazias (GLAERSEN, 2020). Neste experimento o PC e 0 ECC
também influenciaram a taxa de deteccédo de estro, sendo os animais mais magros, € com maior
potencial de ganho de PC, os que melhorem responderam aos tratamentos. Embora seja
reconhecido que a nutricdo neste momento afeta a taxa de ovulacéo, ndo se sabe ao certo o
mecanismo de funcionamento. Obviamente, ovelhas malnutridas apresentam menor chance de
emprenhar, no entanto, animais que ganham mais PC tem mostrado maior chance de emprenhar
gquando comparado com animais que ndo ganharam PC. Deste modo, talvez o mais importante
ndo seja 0 PC e o ECC em si, mas a mudanga de PC e ECC, como mostrado no trabalho de
Carvalho et al., (2014).
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8 CONCLUSAO

O protocolo de 7 dias de permanéncia apresentou melhor performance reprodutiva,
portanto, € possivel reduzir os dias de duracdo do protocolo de sincronizagdo do estro o que

melhorou os resultados reprodutivos.
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