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RESUMO

objetivo deste trabalho foi relacionar o efeito do jejum durante a sincronizacdo de

cios com o didametro do foliculo ovulatério e contagem de foliculos antrais. Para isto

foi medida a concentracdo sanguinea de progesterona (P4) no momento da remocao
do dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR), assim como o numero de
foliculos antrais e o diametro do foliculo dominante de dez (n=10) ovelhas mesticas
submetidas ao jejum (n=5) e alimentadas a vontade (n=5), durante 84 horas, iniciando 48
horas antes da remocdo do CIDR. A contagem dos foliculos e a medicdo do foliculo
dominante foram determinadas apds o abate das ovelhas e coleta individual dos ovarios.
N3do houve diferenca (P>0,05) nas concentracdes médias de P4, no momento da insercdo do
CIDR entre grupos, porém no momento da remog¢ao do CIDR as concentragdes foram
diferentes no grupo jejum (4,07+0,32 ng/mL) quando comparadas com o controle (9,36+1,84
ng/mL; P<0,05). O didametro do foliculo dominante e a contagem dos foliculos antrais apds a
remocao do CIDR também nao foram diferentes entre grupos (P>0,05). Nas condi¢des deste
experimento o jejum aumentou a concentracao sanguinea de P, em ovelhas sincronizadas
com CIDR, porém ndo teve efeito no numero de foliculos antrais, nem no tamanho do
foliculo dominante.

Palavras-chave: Ovino. Progestageno. Restri¢cao alimentar. CIDR.
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INTRODUCAO

A sincronizacdo de estro em ovelhas é um avango tecnoldgico que permite melhorar o
desempenho reprodutivo e produtivo. Esta biotécnica permite concentrar a rotina de
inseminacdo artificial e as paricdes, mesmo durante os periodos de anestro estacional
(URIBE-VELASQUEZ et al., 2009). Um dos métodos mais usados é a utilizagdo de esponjas
intravaginais impregnadas com progestdgenos, tais como acetato de medroxiprogesterona
(MAP), acetato de fluorogestona (FGA) ou acetato de melengestrol (MGA), consorciados ou
ndo com prostaglandina F,a (PGF,a) e/ou gonadotrofina coriénica equina (eCG) (DIAS et al.,
2001). Outro dos métodos usados no controle do estro e ovulagdo em ovelhas é o
dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR), que pode ser associado com eCG
ou PGF,a (DIAS et al.,, 2001). Estudos mencionam 100% de presenga de estro em animais
gue utilizaram CIDR contendo 0,33 g de progesterona (P4) (NOGUEIRA et al., 2008; SOUSA et
al., 2007). Quando é utilizada P, exdgena ou seus andlogos (MAP, FGA, MGA), ocorre
regressao do corpo luteo, mas o estro e, consequentemente, a ovulacdo serdo manifestados

guando a fonte de P4 for removida (CASTONGUAY et al., 1990).

O desempenho reprodutivo pode ser negativamente afetado em periodos de privacao de
alimento, com comprometimento do crescimento folicular no ovario (BUTLER et al., 2003).
Em ovelhas, o efeito da restricdo alimentar aguda em curto prazo ndo estd totalmente
definido, segundo Tatman et al. (1991) vacas e ovelhas adultas parecem ser resistentes a
essa restricao, provavelmente devido a utilizacdo dos nutrientes em fermentacao presentes
no rumen, que pode variar de acordo com o grau de restricdo alimentar e o estado
reprodutivo dos animais (MACKEY et al., 2000). No entanto, existe uma relagdo inversa entre
a ingestdao de matéria seca e o nivel sanguineo de P4, desta maneira maior ingestdao de
matéria seca aumenta o fluxo sanguineo para a veia porta hepatica, levando assim mais
sangue ao figado, ocorrendo a maior catabolizacao da P4 e consequente redugdo dos seus

niveis séricos (SANGSRITAVONG et al., 2002).

Na dinamica folicular, apds o recrutamento, varios foliculos pequenos vao aumentando seu
didametro e suas fung¢des enddcrinas, sendo que posteriormente somente um se tornara o

dominante até a ovulacdo ou atresia com um diametro de 4-12 mm (DUGGAVATHI et al.,
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2003). Nas ovelhas, foliculos com diametros maiores que 2-3 mm sdo totalmente
dependentes de gonadotrofinas (SCARAMUZZI et al., 1993) e seu crescimento nesta fase é
muito rapido; aproximadamente 1 mm/dia (LEYVA et al., 1998). Apds a sele¢do do foliculo
dominante, ele vai impedir o desenvolvimento dos outros foliculos da mesma onda,
diminuindo a secre¢do de FSH e aumentando a de LH mediante um feedback positivo entre o
foliculo dominante e o eixo hipotdlamo-hipdfise que vai culminar na ovulagdo
(DRIANCOURT, 2001). Os niveis de P4 exercem influéncia na dindmica folicular, evidenciando
gue ondas desenvolvidas sob elevada e continua concentracdo deste hormdnio apresentam
foliculos dominantes com tamanho menor que aqueles pertencentes a ondas desenvolvidas
sob baixos niveis de P4 (GINTHER; KOT, 1994). Altas concentracdes de P4 podem inibir o
crescimento do foliculo dominante (URIBE-VELASQUEZ et al., 2008b), visto que a P, exerce
um feedback negativo no eixo hipotalamo-hipéfise decrescendo a frequéncia dos pulsos de

LH (LEYVA et al., 1998).

Baseado nestas consideragdes, o objetivo deste trabalho foi relacionar o efeito do jejum
sobre a concentracdo sanguinea de P, didmetro do foliculo dominante e nimero de

foliculos antrais em ovelhas submetidas a um protocolo de sincronizacao a base de CIDR.

MATERIAL E METODOS

O comité de ética em experimentacdao animal da Universidade Federal de Pelotas aprovou

todos os procedimentos realizados neste experimento, sob o protocolo 8593.

Foram utilizadas ovelhas multiparas (n=10) mesticas (Corriedale X Texel), ndo lactantes, 2,5
anos de idade, 53,9245,42 kg de peso e 3,04+0,26 escore de condi¢dao corporal (ECC,
1=magra e 5=obesa) (RUSSEL, 1991) durante a estacdo de monta no sul do Brasil (31°48’S,
52°24’W). As ovelhas foram alojadas em baias cobertas (2,0X3,5 m) e agrupadas por ECC e
peso em dois grupos. A dieta foi baseada em feno de tifton (1,5 Kg de matéria seca) e
concentrado (0,5Kg de MS; 47,5 g de extrato etéreo, 193,4 g de proteina bruta, 1194,5 g de
fibra em detergente neutro e 931,5 g de fibra em detergente acido) de acordo com o NRC

(1985), e aceso a agua a vontade.
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As ovelhas foram submetidas a uma pré-sincronizagdo com esponja intravaginal contendo
acetato de medroxiprogesterona (60 mg; DEG, Sao Paulo, Brasil) durante 14 dias. A deteccao
do estro foi realizada apds a remocdo da esponja por observacdo visual trés vezes ao dia; as
08 h, 12 h e 19 h, em que ovelhas detectadas em estro foram consideradas no dia 0 do
proximo ciclo estral. Aproximadamente 11 dias apds a detec¢do do estro, todos os animais
receberam uma injecdo de 125 pg de cloprostenol sddico (IM, Ciosin®, Schering-Coopers,
Cotia, Brasil) e 36 h depois, 100 ug de gonadolerina (IM, Fertigen®, Tortuga, Sto. Amaro,
Brasil) a fim de induzir a ovulacdo dentro de 24 h. Vinte quatro horas apds a injecdo de
gonadolerina (tempo esperado de ovulacdo e emergéncia da nova onda folicular) foi
implantado o CIDR (CIDR®, InterAg, Hamilton, Nova Zelandia) que permaneceu nas ovelhas
durante 6 dias, quando foi injetado 125 pg de cloprostenol sdédico. Dois dias antes da
remocao do CIDR os animais foram estabelecidos como grupo controle; que recebeu uma
dieta de manutencdo durante todo o periodo experimental (n=5) e grupo jejum; no qual foi
removida completamente a alimentacdo até o fim do experimento com apenas acesso a

agua (n=5).

As amostras de sangue foram coletadas no momento da inser¢ao do CIDR e no momento da
remocao, mediante puncdo venosa jugular em tubos vacutainer (BD Diagnostics, Sdo Paulo,
Brasil) contendo EDTA. Os tubos foram centrifugados (1000 rpm por 20 minutos), separado o
plasma e armazenado em micro tubos a -80 °C até a avaliacdo. As concentra¢des de P, foram
avaliadas mediante radioimunoensaio com kit comercial (DSL-3400, Diagnostics Systems

Laboratories Inc., Webster, TX, USA).

O jejum comecgou 48 h antes da implantacao do CIDR e terminou 36 h apds sua remocao,
guando todas as ovelhas foram abatidas em um abatedouro local e os ovarios foram
recolhidos em frascos individuais esterilizados contendo solucdo salina e transportados para
o laboratério em gelo. Neste momento, foi dissecado e medido o diametro do maior foliculo.
Além disso, todos os foliculos visiveis na superficie ovariana foram medidos e contados. Os
foliculos foram classificados em pequenos (<2 mm), médios (2-4 mm) e grandes (>4 mm)

conforme o descrito por Sarath et al. (2008).
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A anilise estatistica foi realizada usando o software Graphpad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). Para analisar a concentra¢do de P4 e diametro folicular foi usado o

teste de "t" e para a contagem de foliculos foi usado o teste de Mann-Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da insercdo do CIDR ndo foram observadas diferengcas nas concentracdes
plasmaticas de P, entre tratamentos (tabela 1), isto provavelmente pela auséncia de um
corpo luteo funcional, como consequéncia da aplicacdo exdégena de PGF,a dois dias antes da
insercdo do CIDR. J4 no momento da remog¢do do CIDR, o grupo jejum (9,35%1,84 ng/ml)
apresentou maior concentracdo média de P, que o grupo controle (4,07+0,32 ng/mL;
P=0,02), semelhante ao descrito em outros estudos (ALEXANDER et al., 2007; KIYMA et al.,
2004) em que ovelhas ovariectomizadas tratadas com CIDR evidenciaram concentragdes de
P, aproximadamente duas vezes maiores no grupo jejum do que o grupo com alimentacgado a

vontade.

Tabela 1 - ConcentragGes plasmaticas médias de P, de ovelhas submetidas ou ndo a jejum.

Momento Controle (ng/mL)  Jejum (ng/mL) Valor de P
Insercao do CIDR 0,8610,15 0,9+0,10 >0,05
Remocdo do CIDR 4,07+0,32 9,35+1,84 0,02

* erro padrao

Tanto nos grupos controle e jejum no momento da insercdo do CIDR, quanto no grupo
controle no momento da remocdo do CIDR, as concentracées de P4, foram semelhantes ao
descrito em estudos prévios (COELHO et al., 2000; MINTON et al., 1990; SASA et al., 2002;
URIBE-VELASQUEZ et al., 2008a).

Os achados de Kiyma et al. (2004) descartam efeito do ovario no aumento das
concentracOes de P4 baseado nisto, sugere-se que o efeito do jejum no aumento das
concentra¢des de P4, em ovelhas esta relacionado com a diminui¢cdo de fluxo na veia porta
hepatica, ocasionado pela reducdo na ingesta de alimento. Desta maneira, uma menor

guantidade de sangue passa pelo figado, que é o local onde ocorre a maior catabolizacdo da
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P, (SANGSRITAVONG et al.,, 2002), catabolizando menos P, e elevando a concentracdo

sanguinea deste hormonio.

Neste trabalho ndo foi observado efeito do jejum sobre o didmetro do foliculo dominante
(P>0,05), apresentando diametro médio de 7,1£0,56 mm no grupo controle e 7,4£0,37 mm
no grupo jejum, resultados que diferem dos reportados por Ginther e Kot (1994); Uribe-
Veldsquez, et al. (2008b) que mencionam que elevadas concentra¢des de P4 podem ter um
efeito inibitorio sobre o crescimento do foliculo dominante, principalmente por exercer um
feedback negativo no hipotdlamo e hipdfise, regulando a liberacdo das gonadotrofinas e,
principalmente, na liberacao de LH. No entanto, neste estudo apesar das concentracdes de
P, terem sido aproximadamente duas vezes maiores no grupo jejum do que no controle ndo
se observou alteracao do crescimento do foliculo dominante como indicado anteriormente.
O diametro do foliculo dominante neste estudo foi maior que o reportado por Uribe-
Veldsquez et al. (2009) e que em condi¢des similares realizaram a medi¢dao do foliculo
dominante em ovelhas das racas Bergamadcia e Santa Inés. As variacdes no diametro folicular
podem estar relacionadas a resposta enddcrina da raca e/ou ao protocolo de sincronizagdo
utilizado (DIAS et al., 2001; LENZ et al., 2008), além disso a sincronizacao pré-protocolo com
esponja intravaginal e apds a utilizacdo do CIDR pode influenciar no aumento no didmetro

folicular (VINOLES et al., 2001).

A contagem de foliculos antrais ndo apresentou diferenca entre os grupos controle e jejum
em nenhum dos tamanhos (P>0,05) (tabela 2), diferente do relatado por Uribe-Velasquez et
al. (2008a) que mencionam que altas concentragdes de P, tém influencia negativa sobre a
dinamica folicular, no entanto, apesar de apresentar diferenca nas concentrag¢des de P4, ndo
houve variacdo no numero de foliculos. O numero de foliculos pequenos neste estudo foi
maior do que reportado por Uribe-Veldsquez et al. (2008b), podendo ser atribuida a
eficiéncia do método de contagem, ja que neste estudo a contagem foi realizada
diretamente na superficie dos ovarios, entretanto o autor mencionado anteriormente
utilizou ultrassom para realizar a contagem e isto pode dificultar a visualizacdao dos foliculos

de menor tamanho.
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Tabela 2 - Médias da contagem de foliculos antrais de ovelhas mantidas ou ndo em jejum.

Tamanho Controle Jejum Valor de P
Pequeno (<2) 14,2+4,42 9,0+2,58 0,40
Médio (2-4) 0,8+0,37 1,2+0,37 0,50
Grande (>4) 1,2+0,20 1,210,20 0,88
Contagem total 16,2+4,63 11,4+2,66 0,46

* erro padrdo

O numero de foliculos de tamanho médio e grande foram similares no grupo controle e
jejum, com valores de 0,8+0,37, 1,2+0,20 e 1,2+0,37, 1,2+0,20, respectivamente, semelhante
ao encontrado por Uribe-Velasquez et al. (2008b). Porém, a contagem de foliculos totais foi
maior que a descrita por Uribe-Velasquez et al. (2002), como consequéncia do maior

numero de foliculos pequenos encontrados neste estudo.

CONCLUSAO

O jejum aumenta a concentracdo sanguinea de P, em ovelhas sincronizadas com CIDR,
porém esse nivel de P4 ndo teve efeito no niumero de foliculos antrais, nem no tamanho do

foliculo dominante apds a remogao do CIDR.
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RELATIONSHIP OF PROGESTERONE CONCENTRATIONS WITH THE NUMBER OF
FOLLICLES AND DOMINANT FOLLICLE DIAMETER IN SHEEP SUBMITTED TO
FASTING DURING ESTRUS SYNCHRONIZATION

ABSTRACT

diameter and antral follicle count in ewes during estrus synchronization. The

concentrations of seric progesterone (P4) at the time of removal of the progesterone
releasing intravaginal device (CIDR) were measured, as well as the number of antral follicle
and the diameter of the dominant follicle of ten (n = 10) crossbred ewes, submitted to
fasting (n = 5) and fed ad libitum (n = 5) for 84 hours, starting 48 hours before CIDR removal.
The counting of follicles and the measure of the dominant follicle were determined after
slaughter and collection of individual ovaries. There was no difference (P>0.05) in the
average concentrations of P, at the time of CIDR insertion between groups, but at the time
of CIDR removal concentrations of P, were higher for fasting (9.36 + 1.84 ng/mL) than in the
control group (4.07 + 0.32 ng/mL) (P<0.05). The diameter of the dominant follicle and the
count of antral follicles were also not different (P>0.05). In this experiment the conditions of
fasting increased blood concentrations of P4 in ewes synchronized with CIDR, but had no
effect on the number of antral follicles or the size of the dominant follicle after CIDR
removal.

The aim of this study was to relate the effect of fasting with the ovulatory follicle

Keywords: Sheep. Progestin. Feed Restriction. CIDR.

RELACION DE LA CONCENTRACION DE PROGESTERONA CON EL NUMERO DE
FOLICULOS Y DIAMETRO DEL FOLICULO DOMINANTE EN OVEJAS SOMETIDAS
A AYUNO DURANTE LA SINCRONIZACION DE CELOS

RESUMEN

de celos con el diametro del foliculo ovulatorio y el nimero de foliculos antrales. Para

esto, fue medida la concentracién sanguinea de progesterona (P4) en el momento que
fue retirado el dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR), asi como el nimero
de foliculos antrales y el didmetro del foliculo dominante de diez (n=10) ovejas mestizas
sometidas a ayuno (n=5) y alimentadas ad libitum (n=5), durante 48 horas antes de retirar el
CIDR. Los foliculos fueron contados y medidos después del sacrificio de las ovejas y también
fue realizada colecta individual de los ovarios. No hubo diferencia (P>0,05) en las
concentraciones de P4 entre grupos en el momento en que fue colocado o CIDR, sin embargo

EI objetivo de este trabajo fue relacionar el efecto del ayuno durante la sincronizacién
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en el momento que fue retirado las concentraciones fueron diferentes en el grupo con
ayuno (4,07+0,32 ng/mL) en comparacion al grupo control (9,36+1,84 ng/mL; P<0,05). El
diametro del foliculo dominante y el nimero de los foliculos antrales después de la retirada
del CIDR no fueron diferentes entre grupos (P>0,05). En las condiciones de este estudio, el
ayuno aumento la concentracién sanguinea de P4, sin embargo no tuvo efecto sobre el
numero de foliculos antrales, ni en el tamafio del foliculo dominante.

Palabras clave: Ovino. Progestageno. Restriccién Alimentar. CIDR.
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