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RESUMO

Rizzoni, Leandro Becalete. Caracteristicas morfofuncionais de estruturas ovarianas e
diagnostico precoce de gestacdo em ovelhas. Orientador: Jairo Pereira Neves. Alfenas:
UNIFENAS, 2018. Tese (Doutorado em Reproducdo, Sanidade e Bem-Estar Animal).

A utilizacdo de biotécnicas na reproducdo animal proporciona o melhoramento do
rebanho, entretanto se faz necessario o conhecimento da fisiologia reprodutiva, que vem
sendo mais bem elucidado por meio da ultrassonografia e de técnicas de dosagem hormonais,
possibilitando, assim, uma melhor acuracia nas técnicas de manipulacdo reprodutiva e de
diagnostico por imagem. O presente estudo foi dividido em dois experimentos. O experimento
1 teve como objetivo estabelecer uma relacdo entre o padrdo vascular, morfoldgico e
funcional do corpo lateo (CL) de ovelhas através da ultrassonografia no modo Doppler
colorido (CD). Para isso, 34 ovelhas, cruzadas Dorper com Santa Inés, foram divididas
aleatoriamente em G1 (rufiadas) e G2 (acasaladas) que tiveram o estro sincronizado. As
imagens ultrassonograficas dos CLs foram feitas diariamente até o dia D17, pela via
transretal. As varidveis analisadas foram a area do CL e area de fluxo sanguineo (FS).
Amostras de sangue foram coletadas para dosagem de P4. A area do CL teve um crescimento
progressivo até o D5 (P<0,0001), sem aumento significativo nos dias subsequentes; o G1
progrediu para uma queda acentuada em sua area a partir do D13 (P<0,0001). O mesmo
padrdo foi observado quanto a area FS, com crescimento progressivo até o D4 (P<0,0001),
seguido por uma queda no D13 (P<0,0001) para 0 G1. As concentracBes plasmaticas de P4
alcancaram valores fisiologicos para ovinos at¢é o D6 (P<0,0001), com uma queda
pronunciada no D12 (P<0,0001) para o G1. O experimento 2 objetivou determinar a
confiabilidade da ultrassonografia em modo Doppler colorido, como diagnéstico preditivo de
ovelhas ndo gestantes 17 dias ap6s cobertura, por meio do padrdo vascular do corpo luteo.
Foram utilizadas 62 ovelhas cruzadas Dorper com Santa Inés. O diagndstico de gesta¢do no
D17 (DG17) classificou os animais como Gestantes, para 0s que apresentaram alguma area de
fluxo sanguineo (FS) no corpo luteo (CL) e N&o-gestantes, para aqueles que ndo apresentaram
nenhuma area de FS no CL. No D30, o diagnoéstico de gestacdo (DG30) foi confirmado por
ultrassonografia em modo-B. O DG30 foi comparado retrospectivamente com o DG17. Os
parametros de desempenho do diagndstico, baseado na area de FS,tiveram sensibilidade de
100,0%; especificidade de 80,0%; valor preditivo negativo 100,0%; valor preditivo positivo
de 73,3% e acurécia de 87,1%. A proporg¢do de falso positivo foi 12,9% (8/62), causado por
ciclos longos e por perdas embrionarias precoce; a de falso negativo, foi de 0,0% (0/62).
Esses estudos demonstraram que a utilizagdo da ultrassonografia em modo CD traz vantagens
adicionais a ultrassonografia em modo-B e € uma potencial ferramenta para a avaliacdo da
funcdo luteal e para o diagnostico precoce de gestacdo em ovinos, permitindo melhor acuracia
na identificacdo e na mensuracgdo do corpo luteo e em sua vascularizacéo.

Palavras-chave: fluxo sanguineo, luteogénese, lutedlise, progesterona, ovinos.



ABSTRACT

Rizzoni, Leandro Becalete. Morphofunctional characteristics of ovarian structures and
early diagnosis of gestation in sheep. Advisor: Jairo Pereira Neves. Alfenas: UNIFENAS,
2018. Thesis (PhD in Reproduction, Health and Animal Welfare).

The use of biotechniques in animal reproduction allows to provide the improvement of
the herd, however it is necessary to know the reproductive physiology, which has been better
elucidated through ultrasound and hormonal dosing techniques, thus enabling a better
accuracy in the techniques of reproductive manipulation and diagnostic imaging. The present
study was divided into two experiments. The experiment 1, aimed to establish a relationship
between the vascular, morphological and functional pattern of the corpus luteum (CL) of
sheep through color Doppler (CD) ultrasonography. Therefore, 34 Dorper crossbred ewes
with Santa Inés were randomly divided into G1 (ruffed) and G2 (mated) that had estrus
synchronized. Ultrasonographic images of CLs were made daily up to the day D17, by the
transrectal route. The analyzed variables were the CL area and the blood flow area (FS).
Blood samples were collected for P4 dosing. The CL area had a progressive increase to D5
(P<0.0001), without significant increase on subsequent days, G1 progressed to a marked fall
in its area from D13 (P<0.0001). The same pattern was observed for FS area, with progressive
growth up to D4 (P<0.0001) followed by a drop in D13 (P<0.0001) for G1. The plasma
concentrations of P4 reached physiological values for sheep up to D6 (P<0.0001), with a
pronounced drop in D12 (P<0.0001) for G1. Experiment 2, aim to determine the reliability of
Doppler ultrasonography, as a predictive diagnosis of non-pregnant sheep 17 days after
coverage, through the vascular pattern of the corpus luteum. 62 Dorper crossbred sheep were
used with Santa Inés. The diagnosis of pregnancy in D17 (DG17), classified the animals as
Pregnant, for those who presented some area of blood flow (FS) in the corpus luteum (CL)
and Non-pregnant, for those who did not present any FS area in CL. In D30 the diagnosis of
gestation (DG30) was confirmed by B-mode ultrasonography. DG30 was compared
retrospectively with DG17. The diagnostic performance parameters based on the FS area had
a sensitivity of 100.0%; specificity of 80.0%; negative predictive value 100.0%; positive
predictive value of 73.3% and accuracy of 87.1%. The proportion of false positive was 12.9%
(8/62), caused by long cycles and early embryonic losses, and the false negative rate was
0.0% (0/62). These studies have demonstrated that the use of ultrasound in CD mode offers
additional advantages in B-mode ultrasound and is a potential tool for the evaluation of luteal
function and for the early diagnosis of gestation in sheep, allowing a better accuracy in the
identification and measurement of the corpus luteum and its vascularization.

Key-words: blood flow, luteogenesis, luteolysis progesterone, sheep.
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CAPITULO 1
1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

As caracteristicas produtivas e reprodutivas dos ovinos sdo algumas das razdes para a
sua crescente expansdo, por se tratar de animais de grande adaptabilidade aos diversos
sistemas de criacdo, desde os familiares e extensivos, até outros modernos e intensivos. Os
ciclos produtivos desses animais sdo curtos, sendo possivel o abate com apenas trés meses de
vida, estando estes aptos a reproducdo a partir dos seis meses de idade (FONSECA et al.,
2007). O periodo de gestacdo dessa espécie é de cinco meses, o qual, aliado a um curto
periodo de puerpério e a uma elevada prolificidade, faz com que esse sistema de criacdo seja
mais dindmico com retorno do capital investido mais rapido, quando comparado ao retorno
da bovinocultura (ARASHIRO, 2008).

Com a necessidade de incrementar os indicadores produtivos, tomados como
parametro para avaliar a eficiéncia do sistema de produgdo de rebanhos ovinos, diversas
biotecnologias, especialmente as relacionadas a reprodugao animal, tém sido alvo de estudos e
tém apresentado expressiva evolucdo nos ultimos anos. A utilizacdo dessas técnicas s6 se
tornou possivel devido ao conhecimento adquirido em periodo anterior, por meio de técnicas
de diagndstico de imagem, como a ultrassonografia e as técnicas de dosagens hormonais
(GRIFFI e GINTHER, 1992), que possibilitaram o conhecimento da fisiologia reprodutiva de
fémeas ovinas, descrevendo com maior clareza as estruturas uterinas e ovarianas, € 0S
processos, como a dindmica folicular e luteinica. Nesse contexto, pode-se citar o surgimento
da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), multipla ovulacdo e transferéncia de
embrides (MOTE) e diagndstico de gestacdo, 0 que constitui biotecnias relacionadas ao
melhoramento genético e reprodutivo dos rebanhos ovinos.

O corpo lateo é uma glandula transitdria cujo desenvolvimento no ovario comeca
imediatamente apos a ovulacdo. Sua principal funcdo é sintetizar progesterona, um hormonio
esteroide essencial para o estabelecimento e para manutencdo da gestacdo em diversas
espécies domeésticas, inclusive nos ovinos (MILLER e MOORE, 1976; WILMUT et al., 1985;
NISWENDER et al., 2000). A anélise da concentracdo de progesterona no plasma é o padréo
de referéncia para a avaliagdo da funcdo luteal (TOM et al., 1998), porém possui
inconvenientes como o custo e o intervalo de tempo entre a coleta da amostra e o resultado

(HERZOG et al., 2010). Estudos anteriores em ovelhas observaram uma correlagdo positiva
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entre a morfologia do corpo luteo (drea e diametro do corpo lGteo) e a concentracao
plasmética de progesterona (BARTLEWSKI et al., 1999; GONZALEZ-BULNES et al.,
2000). Entretanto, a avaliagdo da funcdo luteal por variacbes morfoldgicas apresenta algumas
limitacbes (PIETERSE et al., 1990), especialmente durante o periodo de lutedlise
(KASTELIC et al., 1990a; BARTLEWSKI et al., 1999). Em contrapartida a ultrassonografia
em modo Doppler colorido j& possui comprovada eficdcia na avaliacdo da funcdo luteal de
ruminantes (SINGH et al., 2003).

Outro procedimento importante e componente chave para 0s programas de manejo
reprodutivo de rebanhos que visam melhorar o desempenho reprodutivo é o diagnéstico de
gestacdo (THOMPSON et al., 1995). Este contribui para a diminuicdo do tempo para a re-
sincronizacdo de ovelhas vazias e, consequentemente, para a redugdo dos dias abertos
(OLTENACU et al., 1990). Como a vascularizacdo estd diretamente associada a
funcionalidade do o6rgdo, a ultrassonografia em modo Doppler colorido pode fornecer
informagdes sobre o estado funcional do 6rgdo (MIYAMOTO et al., 2006). Estudos em
bovinos mostraram uma estreita associagdo entre a vasculariza¢do do corpo Iuteo e o potencial
de producdo de progesterona (ACOSTA et al.,, 2003), pois o sistema vascular fornece

oxigénio, nutrientes, hormdnios e substratos necessarios para a esteroidogénese.

Atualmente, a ultrassonografia € o método mais utilizado para diagnostico de
gestacdo em condicdes de campo. Embora a gestacdo em ovinos possa ser reconhecida em
torno dos 17 a 19 dias ap0s a cobertura, utilizando o ultrassom em Modo-B, somente a partir
do 25° dia os resultados sdo precisos e confiaveis (GARCIA et al.,, 1993). Como a
vascularizacdo do corpo Iuteo diminui simultaneamente com a concentracdo plasmatica de
progesterona, este pode ser utilizado como indicador do inicio do processo de lutedlise
funcional (McCRACKEN et al., 1999) e, consequentemente, indicar a falha na fertilizacéo ou
no processo de estabelecimento da gestacdo. Nesse contexto, a ultrassonografia em modo
Doppler colorido pode ser utilizada para o diagndstico preditivo de animais ndo gestantes, por

meio da avaliagdo da vascularizacdo do corpo luteo baseado no seus status funcional.
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2. REVISAO DE LITERATURA
a. Ciclo estral

O ciclo reprodutivo dos ovinos é regulado pela traducdo de um sinal luminoso em um
sinal hormonal através da melatonina, que é sintetizada durante a noite na glandula pineal, e
indica as mudancas de luminosidade. Em latitudes maiores que 35° 0s animais apresentam
estacionalidade reprodutiva, ou seja, apresentam-se aptos a reproducdo em uma determinada
época do ano que no Brasil se faz nos meses referentes ao final do verdo e do outono,
caracterizando-as como poliestricas estacionais de dias curtos. (LEDEZMA et al., 2006).

Nas ovelhas, o ciclo estral tem uma duracdo media de 17 dias, podendo variar de 14 a
20 dias (CASTRO et al., 1999; MENCHACA e RUBIANES, 2002), e € dividido em quatro
fases: proestro, que tem seu inicio logo apds a regressdo do CL do ciclo anterior, e
compreende o desenvolvimento da onda folicular ovulatoria; estro, periodo em que ha a
receptividade sexual da fémea, com a ovulagdo geralmente ocorrendo no final desta fase nos
ovinos; metaestro, fase em que ocorre o desenvolvimento inicial do CL (luteogénese) e
diestro, periodo em que ha a atividade de um CL maduro, culminando com a regressdo deste
(lutedlise) (SWENSON e REECE, 1996; GONZALEZ, 2002; FONSECA e BRUSCHI,
2005).

Alguns fatores como a sazonalidade podem influenciar o periodo do ciclo estral, sendo
comum a ocorréncia de ciclos curtos durante o periodo de transi¢do, compreendidos entre a
estacdo de acasalamento e a estacdo de anestro e da estacdo de anestro para a estagdo de
acasalamento (CAMP et al., 1983). O ciclo estral é o resultado de uma interacdo coordenada,
envolvendo quatro 6rgdos diferentes: hipotdlamo, hipofise, ovéarios e Gtero. A regulacdo do
ciclo estral € enddcrina, cujos principais hormonios envolvidos sdo: GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina), de origem hipotalamica; as gonadotrofinas hipofisarias
(horménio foliculo estimulante - FSH e hormonio luteinizante - LH), os esteroides ovarianos
(estradiol - E2 e progesterona - P4) e a prostaglandina PGF2a, de origem uterina
(GONZALEZ, 2002). A regulacdo da secre¢do e da biodisponibilidade de hormonios
gonadotréficos durante o ciclo estral depende de uma complexa interagdo entre diversos
fatores internos, como a producéo local de aminoacidos e de peptideos hormonais, esteroides

ovarianos e outros hormonios foliculares como a inibina, ativina e folistatina,
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neurotransmissores e neuromoduladores, e produtos uterinos, além de fatores de origem
externa como os sinais de fotoperiodo, de feromdnios do macho, de nutricdo e de estresse
(BARTLEWSKI et al. 2011; CLARKE, 2011).

O estro € um complexo de sinais fisiolégicos e comportamentais que antecede a
ovulagdo. A duracdo do estro varia de 24 a 36 horas nas ovelhas (FONSECA et al., 2006). De
modo geral, os sinais de estro incluem imobilidade da fémea durante a monta, vulva
edemaciada, mucosa vaginal hiperémica, descarga de muco vaginal claro e elastico, insercéo
da cauda arrepiada, inquietude, formacdo de grupo, lordose e, algumas vezes, reducdo do
consumo alimentar e da producdo de leite; outros comportamentos como proximidade do
macho, levantar e abanar da cauda e urinar com frequéncia também sdo observados nas
ovelhas (PACHECO e QUIRINO, 2010). Segundo Simitzis et al. (2006), essa fase de
reconhecimento e de cortejo € muito importante para o sucesso da cobertura, pois fémeas
cortejadas tendem a permanecer imdveis, enquanto as que nao sdo cortejadas tendem a
caminhar. Muitos desses sinais podem também estar presentes no pro-estro, por isso, se 0
macho tenta a cobertura, elas ficam paradas em estacdo e se deixam montar, confirmando,
assim, o estro. Entretanto, na auséncia do macho ou na presenca de um macho inexperiente, o
estro pode passar despercebido (MORAES et al., 2002).

Os sinais de estro sdo decorrentes da elevada concentracdo de estradiol na circulacéo,
proveniente do foliculo pré-ovulatério, que atua em centros cerebrais e medulares. Os ovinos
apresentam ovulacdo espontanea, podendo ser Unica ou multipla, que ocorrem préximo ao
final do estro, podendo variar de 21 a 45 horas apds o inicio do estro (GORDON, 1997;
JAINUDEEN et al., 2004; THOMPSON, 2006). Esse periodo coincide aproximadamente com
14 a 26 horas ap0s o pico de LH (MOBINI, 2002).

b. Dinamica folicular

A dindmica folicular consiste em um processo continuo de crescimento e de regressao
de foliculos antrais, que culmina com o desenvolvimento de um foliculo ovulatorio. O
crescimento folicular ocorre em modelo de ondas, podendo ser dividido em quatro momentos
distintos. No primeiro, ocorre o recrutamento ou a emergéncia folicular, em que um grupo de
foliculos tornam-se responsivos ao estimulo hormonal e iniciam o seu crescimento. No
segundo, ha a selecdo ou desvio, em que somente alguns dos foliculos recrutados sé@o

selecionados. No terceiro momento, ocorre a dominancia folicular, em que o foliculo pré-
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ovulatorio inibe o crescimento de outros foliculos, continuando o seu desenvolvimento até o
qguarto momento em que ocorre a ovulacdo ou atresia (IRELAND, 1987). Durante o ciclo
estral, as ovelhas apresentam de 2 a 3 ondas foliculares (EVANS et al., 2000; EVANS, 2003).

O controle hormonal da dinamica folicular é realizado pelas gonadotrofinas
hipofisarias (FSH e LH). Durante a fase de recrutamento sob acdo do FSH, inicia-se 0
desenvolvimento dos foliculos que continuam a crescer até a ovulagdo. Na fase de selecdo,
um unico foliculo se destaca; com a acdo do LH, ele alcanca a dominéncia e a capacidade de
ovular. O foliculo dominante exerce um efeito negativo nos demais foliculos pela acdo do E2
e na liberacdo de FSH pela inibina, impedindo que eles se desenvolvam. Se no momento da
dominancia houver um CL presente e ativo, a concentracdo plasmatica de P4 estara elevada e
o foliculo dominante entra em atresia. A P4 exerce um efeito negativo sobre o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, reduzindo a amplitude e a frequéncia dos pulsos de LH,
impossibilitando o processo de maturacdo e de ovulacdo folicular. Caso ndo haja a presenca
de CL, ou ele ja tenha sofrido lutedlise, e as concentracdes plasmaticas de P4 estejam baixas,
o foliculo dominante completa sua maturacdo que culmina na ovulacdo (GINTHER et al.,
1996).

A dominancia folicular nos pequenos ruminantes ainda € bastante contraditoria
(DRIANCOURT et al., 1991; VINOLES, 2004). Alguns autores defendem a teoria de
dominancia, entretanto sugerem que ela ndo seria tdo aparente quanto ocorre nos bovinos,
permitindo, assim, a selecdo de dois foliculos ovulatérios, criando-se o conceito de
codominancia, que permite a ocorréncia de multiplas ovulacdes (GINTHER e KOT, 1994;
MEDAN et al., 2005; PALHAO et al., 2009). Nos ovinos, foram propostos dois mecanismos
para explicar a codominancia. O primeiro seria a presenca de um maior nimero de foliculos
responsivos, as gonadotrofinas, e o segundo seria um intervalo mais longo de acdo do FSH
sobre estes foliculos, ou seja, ocorre um maior periodo de recrutamento folicular
(SCARAMUZZI et al., 1993; BARTLEWSKI et al., 1999).

c. Dinamica luteal

O CL é uma estrutura glandular transitoria, que inicia seu desenvolvimento no ovario
imediatamente ap6s a ovulagdo sob acdo de um conjunto de fatores mitogénicos,
angiogénicos e de crescimento, 0s quais agem sobre as células remanescentes da parede

folicular, determinando a luteinizagdo. Sua principal funcéo consiste na sintese e na liberagédo
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da P4 (SANGHA et al., 2002; WEBB et al., 2002, TAMANINI e DE AMBROGI, 2004),
além de outros produtos como o 17-B-estradiol, as prostaglandinas e os hormonios peptideos
como a relaxina, a ocitocina, a neuropressina I, a vasopressina e a inibina, produzidos em
menores quantidades (SANGHA et al., 2002).

O CL desempenha um papel central na regulacdo do ciclo estral e na manutencéo da
gestacdo, cuja funcdo é realizada em grande parte pela P4 (STOCCO et al., 2007). A
necessidade da progesterona para a manutencdo da gestacdo excede a duragdo normal do ciclo
estral em muitas espécies (NISWENDER et al., 2000). A P4 luteal é necessaria até 50-60 dias
de gestacao nas ovelhas, pois nesta especie, diferentemente dos outros ruminantes, a placenta
secreta lactogénio placentario ao invés da P4; nos demais ruminantes como as vacas, 0 CL
secreta P4 até os 210-230 dias de gestacdo nas vacas e, durante todo o periodo de gestacdo, na
cabra, algo em torno de 150 dias, (THIBAULT e LEVASSEUR, 2001).

As células luteinicas esteroidogénicas sintetizam e liberam P4 na circulacdo sistémica,
promovendo a quiescéncia na contratilidade do miométrio, a secre¢do glandular do
endométrio e o ambiente uterino adequado para o desenvolvimento do concepto (SALLES e
ARAUJO, 2010). Entretanto, na auséncia da fertilizacdo ou na incapacidade do concepto em
sinalizar sua presenca no Gtero através do interferon-t, pulsos de PGF2a séo liberados pelas
células endometriais, promovendo a lutedlise funcional e estrutural, o que determina o

término do ciclo estral e gera um novo estro (McCRACKEN et al., 1999).
i. Ovulacao e luteogénese

A ovulacdo é o resultado de uma interacdo entre o pico de LH e de determinados
fatores locais como os esteroides, prostaglandinas e peptideos, que desencadeiam mudancas
estruturais e bioguimicas que levam a ruptura do foliculo ovulatério, resultando na expulséo
do odcito e, consequentemente, na formacdo do CL (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004).

A ruptura do foliculo ovulatério é mediada pela degradacdo das fibras colagenas
presentes na tdnica albuginea e na parede folicular e também por um aumento na perfusao
sanguinea na base do foliculo (ACOSTA et al., 1999). A perfusdo sanguinea ¢ mediada por
peptideos vasoativos (angiotensina Il, endotelina | e peptideo natriurético atrial), que séo
liberados durante o estimulo de LH, que atuam diretamente na ovulacdo e no
desenvolvimento inicial do CL, pois regulam a secrecdo local de prostaglandinas e dos
horménios esteroides (ACOSTA et al., 1999).
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Ap0s a ovulacdo, inicia-se a luteogénese, caracterizada por um intenso crescimento
tecidual e proliferacdo celular. Em ovelhas, o tecido do foliculo ovulatério pesa em média 40
mg, e da origem a um CL de 600 a 700 mg em apenas poucos dias (FARIN et al., 1986). O
CL é composto por uma populacdo heterogénea de células com propriedades morfologicas,
endocrinoldgicas e bioquimicas distintas das células de origem (SMITH et al., 1994),
divididas em duas classes: células ndo esteroidogénicas (fibroblastos, células endoteliais,
celulas musculares lisas, leucdcitos, macrofagos e eventualmente plasmdcitos) e células
esteroidogénicas (células luteais grandes e células luteais pequenas) (ALILA e HANSEL,
1984, MILVAE et al., 1996; NISWENDER et al., 2000).

A diferenciacdo das células da teca da origem a células luteais pequenas, classificadas
dessa forma por apresentarem um menor volume, entretanto sdo as de maior nimero quando
comparadas as células luteais grandes, que sdo originadas a partir da diferenciacdo das celulas
da granulosa. Nos ovinos, as células pequenas representam 18 a 23% do volume total do CL e
23 a 26% do total de células (FIELDS e FIELDS, 1996). As células pequenas possuem uma
secrecdo basal de P4 reduzida, porém uma maior secrecdo sob o estimulo de LH, quando
comparados as células luteais grandes (SANGHA et al., 2002). As células grandes apresentam
alta producdo de P4, independentemente de estimulos externos, e também producdo de
ocitocina, que ocupam cerca de 40% do volume do CL (WILTBANK e NISWENDER, 1992).

A luteogénese tem seu inicio logo ap6s a ovulagdo, caracterizada por migragdes
celulares para o interior do foliculo, com intensa proliferacdo e diferenciacdo celular,
neovascularizacdo e remodelamento tecidual sob a influéncia de fatores mitogénicos e
angiogeénicos, dentre estes, os fatores de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), de
crescimento vascular endotelial (VEGF), de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), de
crescimento ligador da heparina, de crescimento derivado de plaquetas e metaloproteinases
(SMITH et al., 1994; McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000; ACOSTA e
MIYAMOTO, 2004).

Além das mudangas estruturais, o pico de LH esta diretamente relacionado as
mudangas tanto na expressdo quanto na regulacdo das enzimas esteroidogénicas, evento de
grande relevancia dentro do processo de luteinizacdo, o qual torna as células luteais aptas a
sintetizar P4 (SMITH et al., 1994; SANGHA et al., 2002).

O CL secreta a P4, como principal horménio esteroide, além do 17p-estradiol, das

prostaglandinas e de varios horménios peptideos como a relaxina, ocitocina, neurofisina,
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vasopressina e inibina. Durante a luteinizacdo, a P4 eleva-se dez vezes devido ao aumento na
producdo das enzimas esteroidogénicas, e também devido ao grande aumento do fluxo
sanguineo para o CL, permitindo a utilizacéo de lipoproteinas séricas como fonte de colesterol
para a esteroidogénese (WILTBANK e NISWENDER, 1992).

Anatomicamente, o CL pode ser classificado como protuso e incluso, maci¢o ou
cavitario, sendo que esta ultima condi¢do pode ocorrer devido a ocupacdo incompleta da
cavidade folicular pelas células durante a luteinizacdo (NEVES et al., 2002). A luteinizacao
do foliculo ovulatério ocorre de fora para dentro. Quando ndo se completa, forma-se a
cavidade luteal, uma estrutura localizada no centro do CL preenchida por um transudado
seroso limpido, que nédo afeta a duracdo do ciclo estral nem a capacidade de producdo de P4
(SINGH et al., 1997; DICKIE et al., 1999; GONZALEZ-BULNES et al., 2000) o que foi da
mesma forma foi observado em bovinos (KITO et al., 1986, TOM et al., 1998; PIERSON e
GINTHER, 1988; Kastelic et al., 1990a). As cavidades sdo consideradas temporarias e nao
patoldgicas, visto que ndo reaparecem ao longo do ciclo estral. Entretanto, Bartlewski et al.
(1999) atribuiram o reaparecimento de cavidades durante a lutedlise a rapida degradacédo

estrutural e ou ao acimulo de fluido na regressdo do CL.
ii. Angiogénese e vascularizagéo

O desenvolvimento normal do CL e sua capacidade de produzir P4, fatores de
crescimento, fatores angiogénicos e substancias vasoativas, sdo dependentes da
vascularizacdo (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004), sendo a inadequada vascularizacdo luteal a
causa primaria da disfuncao luteal (DUGGAVATHI et al., 2003a).

As estruturas ovarianas, foliculares ou luteinicas, estdo sempre em alternancia de fases
de crescimento e de regressdo, requerendo, assim, angiogénese continua (ROBINSON et al.,
2009). A angiogénese ocorre como um evento fisioldgico essencial para o crescimento e para
0 desenvolvimento normal dos tecidos, em que a formagdo de novos vasos sanguineos, por
meio da migracdo e proliferacdo de células endoteliais oriundas de vasos preexistentes,
garante a disponibilidade de oxigénio, de nutrientes, de hormdnios e de substratos, bem como
a transferéncia de diferentes hormonios para as células-alvo (TAMANINI e DE AMBROGI,
2004; AYRES e MINGOTI, 2012).

O pico de secrecdo de LH promove complexas alteracGes estruturais e funcionais no

foliculo maduro, as quais estdo estreitamente associadas ao aumento do fluxo sanguineo na
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parede do foliculo pré-ovulatério (ACOSTA et al., 2003). Sabe-se que o primeiro aumento
detectavel na concentracdo de estradiol plasmatico coincide com o aumento da vascularizacao
(&rea de fluxo sanguineo) na parede do foliculo maduro (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004).
Assim, parece haver uma intima associagéo entre diametro folicular, concentracdo de estradiol
no fluido folicular e area vascular (MATTIOLI et al., 2001).

Ap0s a ovulagdo, o suprimento sanguineo das células da granulosa aumenta. Essas
celulas crescem e se dividem formando um corpo solido que alcanca seu tamanho méximo e
sua completa atividade funcional por volta do sétimo dia ap6s a ovulacdo. Nesse momento, o
CL esta altamente vascularizado, recebendo aproximadamente 97% do fluxo de sangue
ovariano (ROBERTSON, 1977). J& no meio da fase luteal, as células esteroidogénicas
encontram-se adjacentes a uma célula endotelial e o CL tem o maior fluxo sanguineo por
unidade de tecido, quando comparado aos demais oOrgaos (WILTBANK et al., 1988;
REYNOLDS et al., 2000). O fluxo sanguineo ovariano esta altamente correlacionado com a
taxa de secrecdo de P4 (ACOSTA et al., 2003; SCHAMS e BERISHA, 2004), ja& que o
sistema de vascularizacdo do CL serve como uma rota de entrega de substancias bioldgicas,
ao fornecer nutrientes para as células luteas, substratos para producdo de horménios
estimuladores e/ou reguladores, que sdo indispensaveis para a manutencdo da secrecdo de P4
(AYRES e MINGOTI, 2012).

O conhecimento acerca da regulacdo dos eventos angiogénicos no CL ainda é
parcialmente compreendido. Os principais fatores angiogénicos conhecidos incluem o fator de
crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2), a familia dos fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF), o sistema angiopoietina e a familia dos fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGF), sendo que o subtipo a (VEGFa) é o mais estudado (ROBINSON et al.,
2009). A regulacdo da angiogénese é estabelecida tanto por fatores locais, quanto por fatores
sistémicos, além dos fatores pré-angiogénicos e de uma variedade de citocinas que estdo
envolvidas ativamente neste processo (TAMANINI e DE AMBROGI, 2004).

iii. Esteroidogénese

A funcdo luteinica dos ruminantes (medida pela secrecdo de P4) é regulada pelo LH
proveniente da hipofise anterior (MORAES et al., 2002). Apés a ligacdo de LH ao seu
receptor, ocorre a ativacdo da adenilciclase e o subsequente aumento das concentracfes de

adenosina monofosfato ciclica (CAMP). A presenca de CAMP estimula a esteroidogénese em
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poucos minutos, facilitando o transporte de colesterol para dentro da célula e do meio
intracelular para dentro da mitocéndria, que converte o colesterol em pregnelona pela agéo da
enzima clivadora de cadeia lateral (P450scc), localizada na membrana interna da mitocondria
(BERTAN et al., 2006).

O padrdo de mudancas nas concentracdes de P4 durante a fase luteal do ciclo estral em
ovelhas foi um dos primeiros a ser descritos e tem sido confirmado diversas vezes desde entéo
(ALECOZAY et al., 1988; NISWENDER et al., 2000). Concentra¢des de P4 de 0,2 ng/mL
sdo provenientes do cortex da adrenal, visto que concentracBes similares foram observadas em
ovelhas ovariectomizadas e em anestro (ROBERTSON, 1977). A érea luteal e a concentracédo
de P4 sérica aumentam (p <0,05) de 12 a 24h e 60 a 72h ap6s a ovulacdo, respectivamente
(DUGGAVATHI et al., 2003b). No momento da ovulacdo, as concentracdes de P4 estdo em
niveis basais, alcancando aumento expressivo entre 3 e 7 dias, mantendo um platd até
aproximadamente o dia 12, e subsequentemente declinam rapidamente em funcéo da lutedlise,
alcancando valores basais antes do proximo estro ou da ovulagdo (BARTLEWSKI et al.,
1999). Em ovelhas, essas concentragdes ficam em torno de 3,7 ng /mL na fase luteal
(GONZALEZ, 2002).

iv. Lutedlise

A lutedlise é o processo de degeneracdo do CL, caracterizado inicialmente por uma
diminuicdo na biossintese e na secrecdo de P4 (lutedlise funcional), seguida por alteracdes
histoldgicas (lutedlise morfoldgica e estrutural), resultando na formacdo do corpus albicans,
pequena cicatriz composta por tecido conjuntivo denso (McGUIRE et al., 1994,
McCRACKEN et al., 1999).

A PGF2a ¢ o fator responsavel pelo inicio do processo de lutedlise (NISWENDER et
al., 2000). A PGF2a ¢ o hormdnio luteolitico sintetizado e liberado de forma ciclica pelo
endométrio dos ovinos (SWENSON e REECE, 1996). No final do ciclo estral, com a
diminuicdo da agdo da P4 sobre o hipotalamo, ocorre um aumento nas concentragdes
plasméticas de E2, que por sua vez estimula a formacdo de receptores para ocitocina no
endométrio e, simultaneamente, estimula a liberagdo de ocitocina em pequenas quantidades,
mas em elevada frequéncia (McCRACKEN et al., 1999).

O endométrio libera pequenas quantidades de PGF2o (sub-luteoliticas), que sao

suficientes para iniciar a liberacdo suplementar de ocitocina pelo tecido luteal e para
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desencadear uma amplificacdo na liberacdo endometrial de PGF2a. A sintese e a liberacao de
PGF2a pelo utero passam a ser alto o suficiente para ativar os receptores de baixa
sensibilidade, inibindo a secrecdo de P4 e promovendo a liberagdo suplementar de ocitocina
pelo CL, formando um sistema ciclico de retroalimentacdo positiva (McCCRACKEN et al.,
1999).

A primeira alteracdo observada durante o processo de lutedlise é a redugdo nas
concentragOes plasmaticas de P4 (ACOSTA et al., 2002), seguida por um aumento agudo no
fluxo sanguineo para o CL (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004). Essa elevacdo aguda no aporte
sanguineo ocorre somente no meio do ciclo, entre 0,5 a 2 horas ap6s a administracdo da
PGF2a, sendo essencial para as células endoteliais do CL sintetizarem e liberarem substancias
vasoativas (endotelina-1 e angiotensina Il), que ird0 posteriormente causar uma
vasoconstriccao, reduzindo o fluxo sanguineo para o CL (OHTANI et al., 1998; LEVY et al.,
2000).

As alteragdes morfoldgicas que ocorrem com o CL durante o processo de lutedlise
podem ser atribuidas a diversos fatores, incluindo apoptose, fluxo sanguineo, células do
sistema imune, metaloproteinases, fator de necrose tumoral-a e inibidor 1 do ativador do
plasminogénio (McCRACKEN et al., 1999).

d. Avaliacdo do corpo luteo

A funcdo luteal é responsavel pela duracdo e pela regularidade dos ciclos estrais, pelo
controle da ocorréncia de ovulacdes e pela manutencdo da gestacdo. A avaliacdo do CL
fornece informacdes importantes sobre o estado reprodutivo da fémea, e possibilita a
adequacao de procedimentos de manipulagcdo ou de sincronizagédo do ciclo estral (VIANA et
al., 1999).

A concentracdo plasmatica de P4 esta relacionada com sua producdo e liberacdo pelo
CL e suas taxas de metabolizacdo e eliminacdo, que podem ser influenciadas pelo fluxo
sanguineo, pela disponibilidade de precursores e por fatores luteotroficos (VIANA et al.,
1999). A concentracdo plasmatica de P4 apresenta variacdo ciclica durante o ciclo estral e
reflete a funcionalidade do CL entre a fase de crescimento, de manutengéo e de regresséo
(BORGES et al., 2003).

Analise de concentracdo plasmatica de P4 é o padrdo de referéncia para avaliacdo da

funcdo luteal (TOM et al., 1998). No dia do estro, a P4 encontra-se abaixo de 1ng/mL, e
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valores maximos sdo encontrados ao redor do 10° dia (WISE et al., 1982, BORGES et al.,
2003), e sd8o mantidas elevadas até inicio da regressdo do CL, caso ndo ocorra gestacdo
(BORGES, 2001). Entretanto, a avaliagio do CL baseada na P4 sanguinea tem dois
inconvenientes: o primeiro sdo os custos relativamente elevados e o segundo € o intervalo de
tempo entre a retirada de sangue e a disponibilidade do resultado (HERZOG et al., 2010).

O uso da ultrassonografia nos estudos da reproducdo de pequenos ruminantes
revolucionou o conhecimento da fisiologia reprodutiva. As pesquisas geradas com o uso das
imagens de ultrassom esclareceram a complexidade do processo reprodutivo nas fémeas
ovinas, como a dinamica do desenvolvimento folicular, a formacdo do CL e o
desenvolvimento fetal (VASCONCELOS e SANTOS, 2006).

A ultrassonografia € uma técnica que permite a completa visualiza¢do do tecido luteal,
possibilitando maior precisdo na identificacio e na mensuracdo do CL (PIERSON e
GINTHER, 1987; RIBADU et al.,, 1994). Nessa avaliacdo, a imagem do CL é uniforme,
circunscrita e menos ecogénica que o estroma ovariano (VIANA et al.,1999). Alteracbes na
vascularizagdo ocorrem nos foliculos e CLs em crescimento e regressdo. Assim, o Doppler
colorido pode ser utilizado para caracterizar alteragdes na dinamica vascular em processos
fisiolégicos importantes (SINGH et al., 2003).

O processo de luteinizacdo com significativa hiperplasia das células da teca,
hipertrofia das células da granulosa (NISWENDER et al., 1994) e ainda proliferacdo de
células fibroblasticas (GONCALVES et al., 2001), resulta, na aquisi¢cdo progressiva de
tamanho, de forma, de consisténcia e de padrdo ecogénico do CL (TOM et al.,1998). Existe
alta relacdo entre a concentracdo de P4 plasmatica e a massa e 0 volume do CL (VERONESI
et al., 2002). A angiogénese caracteristica da luteinizacdo (SMITH et al., 1994) é também
responsavel pelo padrdo hipoecogénico do CL a ultrassonografia (TOM et al., 1998). Os
niveis de P4 basicamente dependem do fluxo sanguineo ao CL, que pode ser quantificado de
forma confiavel por ultrassonografia Doppler transretal. O ultrassom Doppler colorido
oferece uma abordagem ndo invasiva para avaliar a funcdo vascular no CL, permitindo a
observacao visual do sinal Doppler que se refere ao fluxo sanguineo local dentro do CL
(ACOSTA et al., 2002).

A lutedlise e o subsequente retorno a atividade ovariana ciclica podem ser
monitorados por varios parametros, dentre estes, 0 tamanho e o aspecto ultrassonografico do

tecido luteal (SIQUEIRA et al., 2009), o fluxo sanguineo luteal, avaliado pelo Doppler
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colorido (MIYAMOTO et al., 2006) e a concentracdo plasmatica de P4 (BICALHO et al.,
2008; MARTIN e FERREIRA, 2010). A regressao funcional do CL é caracterizada pelo
decréscimo na producgdo de P4, e a redugdo estrutural se manifesta como uma degradacéo do
tecido luteal (PATE, 1994).

e. Diagnostico de gestacéo

A ultrassonografia em tempo real, apesar de ndo estar totalmente livre da ocorréncia
de erros, é 0 método mais eficiente por reunir praticidade e acuracia no diagndstico precoce
da gestacdo (SALLES et al., 1997; CHALHOUB e RIBEIRO FILHO, 2002), na quantificacdo
fetal, na sexagem e, até mesmo, na identificacdo de algumas patologias reprodutivas
(BUCKRELL, 1988; ISHWAR, 1996).

O diagndstico precoce de gestacdo pela ultrassonografia € importante para aprimorar o
manejo reprodutivo e racionalizar a produtividade de rebanhos. Fémeas prenhes podem ser
submetidas a um programa nutricional adequado, visando ao maximo aproveitamento do
potencial produtivo e, a0 mesmo tempo, podem suprir as exigéncias dos fetos em
desenvolvimento (DAVEY, 1986), sobretudo no final de gestacdo, fase em que a nutri¢do tem
maior influéncia no peso da cria ao nascer.

Os primeiros relatos sobre a observagdes de fetos pela ultrassonografia em ovinos
foram realizadas por Tainturier et al. (1983). A partir de entdo, a ultrassonografia tem sido
amplamente utilizada nos pequenos ruminantes (CHALHOUB, 2000) para diagnostico
precoce de gestacdo com uma acuracia préximo aos 100% (BRETZLAFF et al., 1993;
GARCIA et al., 1993).

A visualizacdo do embrido e dos batimentos cardiacos, fatores que determinam o
diagndstico positivo de gestacdo, somente é possivel precisar a partir do 25° dia de gestagdo
em modo B (AZEVEDO et al., 2001; CALAMARI et al., 2002; SANTOS et al., 2004). A
diferenciacdo do embrido ovino em cabeca e tronco somente pode ser visualizada a partir do
26° dia de gestacéo através de transdutor linear de 5,0 MHz, pela via transretal (KAULFUSS
etal., 1996).

3. OBJETIVOS

a. Objetivo geral
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Avaliar os aspectos morfofuncionais da dindmica luteal em ovelhas.

b. Objetivos especificos

Estabelecer uma relagdo entre o padrdo vascular, morfoldgico e funcional do corpo
luteo ao longo do ciclo.

Determinar a confiabilidade do uso da ultrassonografia em modo Doppler colorido,
como diagndstico preditivo de animais ndo gestantes no 17° dia ap0s cobertura atraveés do

padrdo vascular do corpo luteo.
4. HIPOTESE

Existe uma relacdo entre o padrdo vascular dos corpos luteos e sua funcionalidade,
sendo o Doppler colorido uma ferramenta confidvel para determinar a funcéo luteal de
ovelhas, assim como, no diagnostico preditivo de animais ndo gestantes, no 17° dia apés a

cobertura.
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CAPITULO 2

Caracteristicas morfofuncionais do corpo luteo

[Morphofunctional characteristics of the corpus luteum]

L. B. Rizzoni', J.P. Neves?

'Unifenas — Universidade José Rosario Vellano

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estabelecer uma relacdo entre o padrdo vascular, morfoldgico e
funcional do corpo lateo (CL) de ovelhas através da ultrassonografia no modo Doppler
colorido (CD). Foram utilizadas ovelhas cruzadas Dorper com Santa Inés (n=34), divididas
aleatoriamente em G1 (rufiadas) e G2 (acasaladas) que tiveram o estro sincronizado. As
imagens ultrassonograficas dos CLs foram feitas diariamente até o dia D17, pela via
transretal. As variaveis analisadas foram a area do CL e de fluxo sanguineo (FS). Amostras de
sangue foram coletadas para dosagem de P4. A area do CL teve um crescimento progressivo
até o D5 (P<0,0001), sem aumento significativo nos dias subsequentes; o G1 progrediu para
uma gueda acentuada em sua area a partir do D13 (P<0,0001). O mesmo padréo foi observado
quanto a area FS, com crescimento progressivo até o D4 (P<0,0001), seguido por uma queda
no D13 (P<0,0001) para o G1. As concentracBes plasméticas de P4 alcancaram valores
fisiolégicos para ovinos até o D6 (P<0,0001), com uma queda pronunciada no D12
(P<0,0001) para o G1. O presente estudo demonstrou que a utilizacdo da ultrassonografia em
modo CD traz vantagens adicionais a ultrassonografia em modo-B e é uma potencial
ferramenta de avaliacdo da funcdo luteal em ovinos, permitindo melhor acuracia na
identificacdo e na mensuracdo do corpo luteo e em sua vascularizagdo no acompanhamento da
dindmica luteal. Os dados sugerem também que ha uma intima associacdo entre a
vascularizagéo luteal e o potencial de produgéo de progesterona, uma vez que a rede vascular

disponibiliza oxigénio, nutrientes, hormonios e substratos necessarios a esteroidogénese.

Palavras-chave: luteogénese; lutedlise; progesterona; ovinos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to establish a relationship between the vascular,
morphological and functional pattern of the corpus luteum (CL) of sheep through color
Doppler ultrasonography (CD). Dorper crossbred ewes were used with Santa Inés (n=34),
randomly divided into G1 (ruffed) and G2 (mated) that had estrus synchronized.
Ultrasonographic images of the CLs were made daily up to the D17 day, by the transrectal
route. The analyzed variables were the CL area and blood flow (FS). Blood samples were
collected for P4 dosing. The CL area had a progressive increase to D5 (P<0.0001), without
significant increase on subsequent days, G1 progressed to a marked fall in its area from D13
(P<0.0001). The same pattern was observed for FS area, with progressive growth up to D4
(P<0.0001) followed by a drop in D13 (P<0.0001) for G1. Plasma concentrations of P4
reached physiological values for sheep up to D6 (P<0.0001), with a pronounced drop in D12
(P<0.0001) for G1. The present study demonstrated that the use of ultrasonography in CD
mode offers additional advantages in B-mode ultrasonography and is a potential tool for
evaluation of luteal function in sheep, allowing a better accuracy in the identification and
measurement of the corpus luteum and its vascularization in the follow-up of the luteal
dynamics. The data also suggest that there is an intimate association between luteal
vascularization and progesterone production potential, since the vascular network provides

oxygen, nutrients, hormones and substrates necessary for steroidogenesis.

Keywords: luteogenesis, luteolysis, progesterone, sheep.
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INTRODUCAO

O corpo luteo é uma glandula transitoria cujo desenvolvimento no ovario comega
imediatamente apds a ovulagdo. Sua principal funcdo é sintetizar progesterona, um hormonio
esteroide essencial para o estabelecimento e para a manutencdo da gestacdo em diversas
especies domeésticas (Niswender et al.,, 2000). Em ovinos, a progesterona € de extrema
importancia para o estabelecimento e para a manutencdo da gestacdo desde os primeiros dias
apos o acasalamento (Miller e Moore, 1976; Wilmut et al., 1985). Portanto, a presenga de um
corpo lateo funcional em ovelhas € um requisito basico em mdltiplos programas de

reproducdo assistida, como a transferéncia de embrides (Bertan, 2006).

A associacdo entre as técnicas de ultrassonografia em modo-B e a dosagem hormonais
aumentou acentuadamente o conhecimento sobre a fisiologia da reproducdo, demonstrando
gue as mudancas morfoldgicas estdo diretamente relacionadas com as variacdes hormonais e
funcionais do corpo lateo (Griffi e Ginther, 1992). Estudos anteriores em ovelhas observaram
uma correlacdo positiva entre a morfologia do corpo luteo (&rea e didmetro do corpo IUteo) e a
concentracdo plasmatica de progesterona (Bartlewski et al., 1999; Gonzalez-Bulnes et al.,
2000). Entretanto, a avalia¢do da funcdo lateal por variacdes morfoldgicas apresenta algumas
limitacdes (Pieterse et al., 1990), especialmente durante o periodo de lute6lise (Kastelic et al.,
1990; Bartlewski et al., 1999). Em contrapartida, a ultrassonografia em modo Doppler
colorido esta se demonstrando eficaz na avaliacdo da funcdo ldteal de ruminantes (Singh et
al., 2003).

O potencial da ultrassonografia em modo Doppler colorido para o manejo reprodutivo em
animais de producdo foi inicialmente utilizado no inicio dos anos 2000 (Bollwein et al., 2000;
Miyamoto et al., 2006). Desde entdo, varios estudos foram realizados demonstrando que a
técnica pode ser usada com sucesso para avaliar a vascularizagao de varios 0rgaos e estruturas
reprodutivas (Oliveira et al., 2014; Beltrame et al., 2017), incluindo o corpo luteo (Acosta e
Miyamoto, 2004). Como a vascularizacdo estd diretamente associada & funcionalidade do
orgdo, a ultrassonografia em modo Doppler colorido pode fornecer informacdes sobre o
estado funcional deste (Miyamoto et al., 2006). Estudos anteriores em bovinos mostraram
uma estreita associacdo entre a vascularizacdo do corpo liteo e o potencial de producdo de
progesterona (Acosta et al., 2003). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo

estabelecer uma relacéo entre o padréo vascular, morfologico e funcional do corpo luteo de
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ovelhas ao longo do ciclo estral.
MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos do experimento foram conduzidos seguindo os preceitos de bem-
estar animal e submetidos ao Comité de Etica (CEUA) sob o nlmero 24A/2016. O
experimento foi conduzido no Departamento de Ovinocultura do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncias e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus Muzambinho — MG, no
periodo de novembro de 2015 a fevereiro de 2016. O clima da regido é temperado Umido com
inverno seco e verdo moderadamente quente (Cwb), segundo a classificacdo de Koppen (Sa
Junior, 2012), com temperatura média anual de 18°C, precipitacdo média anual de 1.605
milimetros (Aparecido e Souza, 2013) e altitude média de 1.013 metros.

Foram utilizadas 34 ovelhas cruzadas Dorper com Santa Inés, com idades entre 10 e 48
meses, peso médio de 48,6 + 6,8 kg e escore de condi¢do corporal médio de 4,02 + 0,042
(escala de 1 a 5 segundo Ribeiro, 1997); 1 reprodutor Santa Inés PO de 16 meses e 58 kg de
peso vivo; 1 reprodutor Dorper PO de 36 meses e 52 kg de peso vivo e 1 reprodutor White
Dorper PO de 36 meses e 48 kg de peso vivo; o escore de condicdo corporal dos reprodutores
foi de 4,25 + 0,25 (1 a 5, Ribeiro, 1997). Os animais foram alocados em um sistema de
manejo semi-intensivo com acesso ao pasto de capim Mombaca (Panicum maximum cv.
Mombaca), diariamente, das 8 as 17horas, e suplementacdo média por animal com 1 kg de
silagem de milho e 400 g concentrado comercial especifico para ovelhas (Algomix Ovinos e
Caprinos® — Algomix. Brasil) no periodo da tarde. Agua e sal mineral foram fornecidos a

vontade.

Todos os animais passaram por inspecdo dos cascos e dasmucosas; as avaliacGes parasitarias
foram realizadas semanalmente pelo método FAMACHA (Molento et al., 2004) e
mensalmente pelo OPG (ovos por grama de fezes) e OOPG (oocistos por grama de fezes).
Previamente, o Utero e ovarios foram avaliados com o auxilio de um ultrassom (DP-
2200Vet®, Mindray. China) e foram descartados os que apresentavam patologias. O aparelho
foi equipado com um transdutor linear de 5,0 MHz, acoplado a uma haste plastica para

permitir 0 acesso pela via transretal; todos os exames foram realizados pelo mesmao técnico.

Os animais foram submetidos a sincronizacdo de estro através da utilizacdo esponjas

intravaginais impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP)
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(Progespon® - Zoetis. Brasil) introduzidas no dia 0 (DO) e retiradas no D9. No D7, os animais
receberam 400 Ul de eCG/animal (Novormon® - Zoetis. Brasil) e 0,133 mg de cloprostenol
sodico/ animal (Ciosin® - MSD Saude Animal. Brasil) via intramuscular (protocolo descrito
na Figura 1). Quatro horas apés o final do protocolo, as ovelhas foram colocadas com dois
reprodutores portando aventais na regido abdominal ventral para evitar a copula e, dessa
forma ,atuarem como rufides para a detecgdo do estro durante duas horas, duas vezes ao dia,
por trés dias. O estro foi definido como 0 momento em que a fémea aceitou a monta. Foram
observadas as seguintes variaveis: taxa de concepcdo (%), taxa de repeticdo de estro (%),

duracdo do estro (horas) e intervalo entre o fim do protocolo e o inicio do estro (horas).

Esponia -MAP
|

DO D7 D9
400 UL eCG
0,133 mg cloprostenol sodico

Figura 01. Protocolo de sincronizagéo de estro.

Apo6s a sincronizacgdo, as ovelhas foram divididas aleatoriamente em 2 grupos: G1 (n=20)
mantidos somente com rufides e G2 (n=14), que foram acasaladas por dois machos
sexualmente maduros e aptos para a reproducéo (reprodutor Santa Inés e Dorper). A avaliacdo
ovariana foi realizada através de um aparelho de ultrassonografia portatil com a funcéo
Doppler colorido (Sonoscape S2V®, SonoScape, Shenzhen, China), equipado com um
transdutor linear de 7,5 MHz, acoplado a uma haste plastica para permitir acesso pela via
transretal. As avaliacGes dos ovarios foram feitas diariamente a partir da deteccdo do estro
durante 17 dias (D17) com intervalo de 24 horas. O DO foi considerado o dia em que houve a
ovulagdo determinada pela auséncia do foliculo dominante. A Gltima medida do foliculo
dominante em seu maior didmetro foi considerada como didmetro ovulatério. As avaliagfes
subsequentes tiveram como objetivo acompanhar o periodo de luteogénese e posterior
lutedlise no caso de fémeas ndo gestantes. A ultrassonografia em modo-B foi utilizada para
localizar o CL e mensurar a area do tecido lateal (cm?) em seu maior diametro, considerada
como diferenca entre a area luteal total, menos a area da cavidade, quando presente. Animais
com multiplas ovulacOes tiveram as areas dos CLs somados. O modo Doppler colorido foi
utilizado para a determinacdo do fluxo sanguineo liteal através da rea de vascularizacao.

Todas as medidas foram calculadas por recursos do préprio aparelho. O percentual de
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vascularizagéo foi dado pela razdo da area do CL pela area de vascularizacdo do CL.

Amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de progesterona, nos dias D3, D6, D9,
D12 e D15, por meio da venopuncdo da jugular, em tubos vacuolizados de 5 mL
(Vacutainer® - BD. Brasil) sem anticoagulantes; estes, apos a coleta, foram acondicionados a
5° C até a dessoragem; logo ap6s, o soro foi aspirado e estocado em tubetes plasticos a
temperatura de 20 °C negativos até a analise. As concentragcdes plasmaticas de progesterona
foram determinadas pela técnica de radioimunoensaio (RIA), utilizando-se kits comerciais
(Coat—a-count kit, DPC, Diagnostic Products Co. Los Angeles, CA, USA) no Laboratério de
Reproducdo Animal do CENARGEN (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia-DF).

Os dados foram analisados pelo PROC MIXED multivariavel do SAS 9.3 (SAS Institute Ind.,
Cary, NC 27512-8000, EUA), utilizando teste T para efeito de grupo e teste LSD para efeito
de dia e de interacdo de grupo x dia. O nivel de significancia foi considerado P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O intervalo entre a retirada da esponja até a manifestacdo de estro foi de 34,59 + 10,55 horas.
Esse intervalo foi inferior ao observado por Vifioles et al. (2001) em um protocolo curto (6
dias) de sincronizacdo com progestageno e eCG (84,80 + 7,10), e longo (12 dias) com e sem
eCG (44,6 + 2,5 e 49,00 + 3,00, respectivamente) em ovelhas da raca Polwarth, porém similar
ao estudo de Cavalcanti et al. (2012), que verificaram intervalo de 32,90 + 7,40 horas em

ovelhas na mesma regido geografica.

A duracdo do estro foi de 8 a 36 horas. Embora o esperado seja de 24 a 48 horas (Gonzalez,
2002), o protocolo demonstrou grande sincronia, visto que 67,65% (23/34) estavam em estro
24 horas ap6s a remogdo da esponja. A duracdo media foi de 22,82 + 9,21 horas, pouco
inferior ao valor encontrado por Cavalcanti et al. (2012) de 37,40 = 9,00 horas. O menor
tempo entre a retirada da esponja e o inicio do estro, bem como um menor periodo de estro no
presente experimento pode ser justificado pelo uso do eCG, porque esta gonadotrofina
estimula o desenvolvimento folicular, aumentando o recrutamento de foliculos pequenos
(Evans et al., 2003), elevando a concentracdo de estrégeno e LH, que atuam diretamente na
duracgéo do estro (Husein e Kridli, 1998; Dias et al., 2000).

O diametro médio dos foliculos ovulatérios foi de 6,71 £ 1,03 mm e variou numa amplitude
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de 4,4 a 8,9. Esse resultado assemelha-se a outros observados na literatura. Foram observados
foliculos pré-ovulatérios de 6,00 + 0,30 mm por Duggavathi et al. (2003), e 6,40 + 0,70 mm
por Cavalcanti et al. (2012). O diametro dos foliculos ovulatérios pode variar em funcéo da
taxa de prolificidade das ovelhas. Bartlewski et al., (1999), em seu estudo, observaram que
ovelhas nédo prolificas possuiam foliculos maiores do que ovelhas prolificas, 6,40 = 0,20 vs
5,30 + 0,20 mm, respectivamente (P<0,001).

Os animais do G2 (n=14) tiveram uma taxa de concepgdo de 78,57% (11/14). A taxa de
repeticdo de estro para o G1 (n=20) foi de 85% (17/20). A duragdo do ciclo estral nesses
animais foi de 17,89 * 0,63 dias entre estros, e 17,30 + 0,56 dias entre ovulac@es, semelhante
a duracdo média do ciclo estral em ovinos de 16 a 17 dias, verificado por Gordon (1997),
Rosa e Bryant (2003) e Bartlewski et al. (2011).

Houve efeito de dia (P<0,0001) sobre a area de tecido luteal com aumento até o D5 em ambos
0S grupos, sem aumento significativo nos dias subsequentes, mantendo, assim, um platd
(Figura 02). Esses achados foram similares aos encontrados por Davies et al. (2006) em
ovelhas Western White Face (WWF), que verificaram aumento expressivo da area de tecido
luteal entre os dias 3 e 7, ndo se alterando do dia 7 ao 13. Em ovelhas da raca Finn, os
mesmos autores encontraram um aumento da area luteal do dia 3 ao 9 apds a ovulacdo
(p<0,05), o qual declinou entre os dias 9 e 14 (p<0,05). O padrdo de crescimento da area
luteal ndo diferiu entre as racas, assemelhando-se ao relatado por Bartlewski et al. (1999). Os
animais do grupo G1 tiveram uma queda acentuada na area luteal ap6s o D13 (P<0,0001)
(Figura 02). Davies et al. (2006) observaram essa queda significativa no dia 14 do ciclo estral
em ovelhas WWF e Finn.
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Figura 02. Area do corpo liteo (cm?) em modo-B entre os dias D1 e D17 do ciclo estral, para

os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

O crescimento do CL até o D5 encontrado no presente estudo pode ser explicado pela intensa
proliferacdo celular observada durante o periodo de luteogénese (Smith et al., 1994) e pela
hipertrofia das células esteroidogénicas luteais (Milvae et al., 1996). Também se deve ao
aumento das células esteroidogénicas na primeira metade do ciclo, enquanto que o nimero de
células ndo-esteroidogénicas tendem a aumentar na parte posterior do ciclo (Farin et al.,
1986). A é4rea luteal méxima foi de 2,71 + 1,32 cm?, atingida no D10 do ciclo. Gonzalez-
Bulnes et al. (2000) observaram a &rea luteal méxima no dia 12 do ciclo com 1,54 + 0,12 cm?
em ovelhas Merino espanholas. Davies et al. (2006) observaram area luteal maxima de 2,00
cm? no dia 12 do ciclo, em ovelhas WWF. J&4 em ovelhas Finn, 0s mesmos autores
observaram area luteal méxima de cerca de 2,30 cm? no dia 9 do ciclo. Assim, pode-se
observar que a area total dos CLs foi superior as encontradas em estudos semelhantes. Tal
fato pode ser justificado pela metodologia empregada neste estudo que utilizou a soma da area
dos CLs em animais que tiveram multiplas ovula¢cdes, podendo ter superestimada a area do
CL.

O mesmo padrdo da area do CL foi observado quanto a area FS, com crescimento até o D4
(P<0,0001) para ambos os grupos, seguido por uma queda no D13 (P<0,0001) para o G1
(Figura 03). Esses dados corroboram com Reynolds et al. (2000) que descreveram 0 processo
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de angiogénese no CL, alcancando 0 maximo entre o segundo e terceiro dia ap6s a ovulagéo.

Acosta et al. (2003) observaram que, durante o desenvolvimento do CL em bovinos, o

aumento gradual na vascularizacdo do CL na luteogénese ocorre simultaneamente com o

aumento do seu volume e das concentracOes de progesterona.
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Figura 03. Area do fluxo sanguineo (cm?) mediante o sinal Doppler entre os dias D1 e D17 do

ciclo estral, para os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

Quando as medidas do fluxo sanguineo foram transformadas em porcentagem da area total do

CL (PFS), mantiveram-se constantes no G2 durante todo o experimento, ocorrendo

divergéncia a partir do D11, atingindo significancia estatistica no D14 (P<0,0001), sugerindo,

de acordo com a vascularizacdo, que a lutedlise ocorreu ap6s o dia 12, seguindo a

progesterona (Figura 04).
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Figura 04. Porcentagem de fluxo sanguineo dado pela razéo entre a area do corpo Iiteo e a
area de vascularizacdo do corpo liteo entre os dias D1 e D17 do ciclo estral, para os

diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

Shirasuna et al. (2004) utilizaram Doppler via transretal em bovinos para determinar
alteracdes no fluxo sanguineo do corpo lGteo durante a lutedlise espontdnea. No momento
considerado como lutedlise, em torno do dia 17 ao 18 do ciclo estral, houve aumento da
vascularizagdo dos corpos luteos em todas as vacas examinadas (n=8), seguido de uma
diminuicdo na concentracdo plasmatica de P4 ap0s 24 horas. Paralelamente, as concentracfes
plasmaticas de PGF aumentaram drasticamente quando a vascularizacdo aumentou nos dias
17 e 18, sugerindo que a liberagao pulsatil de PGF2a do ttero estimula o aumento do fluxo
sanguineo luteal. Esses resultados demonstram que a vascularizacdo aumenta agudamente
antes de diminuir a concentragdo plasmatica de P4 em bovinos. No presente estudo, néo foi
observado esse aumento de vascularizacdo antecedendo a lutedlise, pois a metodologia de

avaliacdo foi em intervalos de 24 horas.

Apo6s a ovulagdo, as concentracbes plasmaticas de P4 alcancaram valores fisiologicos
descritos para ovinos, com crescimento nas concentracbes de P4 até o D6 (P<0,0001),
concordando com Mukasa-Mugerwa et al. (1990) que consideraram valores plasmaticos de

P4 superiores a 3 ng /ml caracterizando a fase de diestro (luteal) ou gestacao.
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Em ovelhas da raca WWF, Davies et al. (2006) observaram esse aumento até o dia 5 do ciclo,
ndo se alterando até o dia 13. Em ovelhas da raca Finn, 0os mesmos autores observaram
aumento da progesterona até o dia 11 do ciclo, ndo se alterando até o dia 14, e declinando
subsequentemente com a lutedlise. Bartlewski et al. (1999), em experimento comparando as
mesmas racas citadas anteriormente, observaram concentra¢des crescentes de progesterona
até o dia 11 do ciclo, declinando no dia 13 e alcancando valores baixos no dia 15 do ciclo nas
ovelhas da raca WWF. Ja nas ovelhas da raga Finn, as concentracdes de progesterona
aumentaram até o dia 11, declinaram no dia 13 e alcangcaram valores basais no dia 14. Nesse
estudo, puderam observar que, apesar de as concentracdes de progesterona serem maiores nas
ovelhas da ragca WWF do que em ovelhas da raga Finn, as areas de tecido luteal ndo diferiram
entres as ragas. Os dados do presente estudo demonstram que as concentragcdes de
progesterona variaram em um padrdo fisioldgico similar ao encontrado em outras racas,
assemelhando-se mais com o padrédo da raca ndo prolifica WWF, no qual ha elevacao rapida e

estabilizag@o nas concentracGes de progesterona.

Considerando apenas os dados dos animais G1, foi possivel observar uma queda pronunciada
na concentracdo plasmatica de P4 no D12 (P<0,0001), caracterizando o inicio do processo de
lute6lise natural (Figura 05).
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Figura 05. Concentracdo plasmatica de progesterona nos dias D3, D6, D9, D12 e D15 do ciclo

estral, para os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

A queda pronunciada das concentracdes de progesterona apOs a lutedlise foi também



43

observada por outros autores. Contreras-solis et al. (2008) observaram queda acentuada 72
horas antes da nova ovulacdo, alcangando valores menores que 1 ng nas Ultimas 24 horas.
Davies et al. (2006) observaram diminuicdo significativa da progesterona no dia 14 do ciclo
em ovelhas da raca WWF, e a partir do dia 11 em ovelhas da raca Finn. Bartlewski et al.
(1999) trabalhando com as mesmas ragas, observaram declinio no dia 13 em ovelhas WWF e

Finn, alcancando valores abaixo de 0,5 ng/mL no dia 15 e 14, respectivamente.

A queda na concentracdo plasmatica de P4 foi repentina, quando comparada a redugéo
gradual observada na area de tecido luteal, demonstrando a diferenca temporal entre a
lutedlise funcional e estrutural evidenciada em estudos anteriores em ovinos (Bartlewski et
al., 1999; Davies et al., 2006; Contreras-Solis et al., 2008). Os dados deste estudo e dos
autores supracitados comprovam que no processo de lutedlise, o CL perde a capacidade
esteroidogénica (lutedlise funcional) abruptamente e inicia o processo de regressao (lutedlise

estrutural) gradualmente.
CONCLUSOES

A utilizacdo da ultrassonografia em modo Doppler colorido (transdutor de 7,5 MHz) é uma
potencial ferramenta de avaliacdo da funcdo luteal em ovinos, permitindo melhor acuracia na
identificacdo e na mensuracdo do corpo lUteo e de sua vascularizagdo no acompanhamento da

dinamica luteal.

Os dados sugerem também que ha uma intima associacdo entre a vascularizacdo luteal e o
potencial de producdo de progesterona, uma vez que a rede vascular disponibiliza oxigénio,

nutrientes, horménios e substratos necessarios a esteroidogénese.
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CAPITULO 3

Diagnostico precoce de gestacdo de ovinos através da ultrassonografia do corpo lateo

com Doppler colorido

[Early diagnosis of pregnancy in sheep through ultrasound of the corpus luteum color

Doppler]

L. B. Rizzoni!, J.P. Neves?

'Unifenas — Universidade José Roséario Vellano

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi determinar a confiabilidade da ultrassonografia em modo
Doppler colorido, como diagnostico preditivo de ovelhas ndo gestantes 17 dias apds cobertura
por meio do padrdo vascular do corpo luteo. Foram utilizadas 63 ovelhas cruzadas Dorper
com Santa Inés. O diagndstico de gestacdo no D17 (DG17) classificou os animais como
Gestantes, para 0s que apresentaram alguma area de fluxo sanguineo (FS) no corpo luteo (CL)
e Nao-gestantes, para aqueles que nao apresentaram nenhuma area de FS no CL. No D30, o
diagnostico de gestacdo (DG30) foi confirmado por ultrassonografia em modo-B. O DG30 foi
comparado retrospectivamente com o DG17. Os parametros de desempenho do diagnéstico
baseado na area de FS tiveram uma sensibilidade de 100,0%; especificidade de 80,0%; valor
preditivo negativo 100,0%; valor preditivo positivo de 73,3% e acuracia de 87,1%. A
proporcéo de falso positivo foi 12,9% (8/62), causado por ciclos longos e perdas embrionérias
precoce, e a de falso negativo foi de 0,0% (0/62). O presente estudo demonstrou que a
utilizacdo da ultrassonografia em modo Doppler colorido traz vantagens adicionais para a
ultrassonografia em modo-B e é uma potencial ferramenta para o diagnostico precoce de
gestacdo em ovinos, permitindo melhor acurécia no diagndstico de animais ndo gestantes no
DG17.

Palavras-chave: fluxo sanguineo; ovelha; especificidade; valor preditivo.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the reliability of color Doppler
ultrasonography, as a predictive diagnosis of non-pregnant ewes 17 days after coverage
through the vascular pattern of the corpus luteum. 63 Dorper crossbred sheep were used with
Santa Inés. The diagnosis of pregnancy in D17 (DG17), classified the animals as Pregnant,
for those who presented some area of blood flow (FS) in the corpus luteum (CL) and Non-
pregnant, for those who did not present any FS area in CL. In D30 the diagnosis of gestation
(DG30) was confirmed by B-mode ultrasonography. DG30 was compared retrospectively
with DG17. The diagnostic performance parameters based on the FS area had a sensitivity of
100.0%; specificity of 80.0%; negative predictive value 100.0%; positive predictive value of
73.3% and accuracy of 87.1%. The proportion of false positive was 12.9% (8/62), caused by
long cycles and early embryonic losses, and the false negative rate was 0.0% (0/62). The
present study demonstrated that the use of color Doppler ultrasonography offers additional
advantages in B-mode ultrasonography and is a potential tool for the early diagnosis of
gestation in sheep, allowing a better accuracy in the diagnosis of non-pregnant animals in
DG17.

Keywords: blood flow, sheep, specificity, predictive value.

INTRODUCAO

O diagnostico de gestacdo é um estagio critico do manejo reprodutivo de qualquer sistema de
producdo animal. A identificacdo de fémeas ndo gestantes ¢ de suma importancia para a
tomada de decisdo em relacgdo a situagcdo da matriz no rebanho. Quanto mais cedo a gestacédo
for diagnosticada, mais cedo a ovelha podera ser reencaminhada ou descartada da reproducéo,
minimizando os prejuizos financeiros. Dessa forma, um método de diagnostico de gestacdo
precoce, preciso e viavel é essencial para otimizar o desempenho reprodutivo do rebanho. A
observacao do retorno de estro apos os protocolos reprodutivos € o método mais simples e,
possivelmente, 0 mais amplamente utilizado para detectar animais ndo gestantes, entretanto,
as ovelhas tém o seu ciclo estral pouco definido, podendo variar de 14 a 19 dias (Baird et al.,
1976; Senger, 2005). Além disso, o diagndstico preditivo de gestacdo, baseado no retorno ao

estro, necessita do uso de rufides e geralmente é trabalhoso. Esse método também nédo pode
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ser aplicado fora da estacdo reprodutiva, visto que muitas ovelhas entram em anestro apds 0s
protocolos de inducdo e de sincronizacdo de estro (Ungerfeld et al., 2003). A dosagem da
concentracdo de progesterona plasmatica € precisa para detectar animais ndo gestantes nos
dias 16 a 18 ap6s a cobertura (McPhee e Tiberghien, 1987; Susmel e Piasentier, 1992),
entretanto é altamente dispendiosa, requer suporte laboratorial e ndo fornece resultados em
tempo real. Por isso, ndo é uma ferramenta prética para o gerenciamento reprodutivo em

condigdes a campo (Barbagianni et al., 2017).

A ultrassonografia € uma técnica segura e ndo invasiva que fornece resultados em tempo real
com base na interpretacdo direta das imagens. Atualmente, dentro das técnicas de imagem, é o
método mais utilizado para diagndstico de gestacdo em condicdes de campo. Embora a
gestacdo em ovinos possa ser reconhecida em torno dos 17 a 19 dias ap0s a cobertura
utilizando o ultrassom em Modo-B, somente a partir do dia 25 os resultados séo precisos e
confidveis (Garcia et al., 1993). O potencial da ultrassonografia em modo Doppler colorido
para 0 manejo reprodutivo em animais de producdo foi inicialmente demonstrado no inicio
dos anos 2000 (Bollwein et al., 2000; Miyamoto et al., 2006). Desde entdo, varios estudos
foram realizados demonstrando que a técnica pode ser usada com sucesso para avaliar a
vascularizagdo de varios 6rgdos e estruturas reprodutivas (Oliveira et al., 2014; Beltrame et
al., 2017), incluindo o corpo luteo (Acosta e Miyamoto, 2004). A vascularizacdo do corpo
luteo diminui simultaneamente com a concentracdo plasmatica de progesterona, indicando
que o inicio do processo de lutedlise (McCracken et al., 1999) e, consequentemente, a
fertilizacdo ou o processo de estabelecimento da gestagdo ndo ocorreram.

O objetivo do presente estudo foi determinar a confiabilidade da ultrassonografia em modo
Doppler colorido, como diagnéstico preditivo de ovelhas ndo gestantes no 17° dia apés

cobertura através do padrao vascular do corpo ldteo.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos do experimento foram conduzidos seguindo os preceitos de bem-
estar animal e submetidos a0 Comité de Etica (CEUA) sob o nimero 24 A/2016. O
experimento foi realizado no Departamento de Ovinocultura do Instituto Federal de

Educacao, Ciéncias e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus Muzambinho — MG, no
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periodo compreendido entre os meses de novembro de 2016 a fevereiro de 2017. O clima da
regido € temperado Umido com inverno seco e verdo moderadamente quente (Cwb), segundo
a classificacdo de Koppen (S& Junior, 2012), com temperatura média anual de 18°C,
precipitacdo media anual de 1.605 milimetros (Aparecido e Souza, 2013) e altitude média de
1.013 metros.

Foram utilizadas 63 ovelhas cruzadas Dorper com Santa Inés, com idade entre 10 e 48 meses,
peso médio de 45,7 + 6,4 kg de peso vivo e escore de condigdo corporal médio de 4,00 £ 0,48
em uma escala de 0 a 5 (Ribeiro, 1997); 1 reprodutor Santa Inés PO de 16 meses e 58 kg de
peso vivo; 1 reprodutor Dorper PO de 36 meses e 52 kg de peso vivo e 1 reprodutor White
Dorper PO de 36 meses e 48 kg de peso vivo; o escore de condicao corporal dos reprodutores
foi de 4,25 £ 0,25 (0 a 5, Ribeiro, 1997). Os animais foram alocados em um sistema de
manejo semi-intensivo com acesso ao pasto de capim Mombaca (Panicum maximum cv.
Mombaca), diariamente, das 8 as 17horas, e suplementacdo média por animal com 1 kg de
silagem de milho e 400 g concentrado comercial (Algomix Ovinos e Caprinos® — Algomix.

Brasil) no periodo da tarde. Agua e sal mineral foram fornecidos a vontade.

Todos os animais passaram por inspecao dos cascos e das mucosas, 0s endoparasitos foram
avaliados semanalmente pelo método FAMACHA (Molento et al., 2004) e mensalmente pelo
OPG (ovos por grama de fezes) e OOPG (oocistos por grama de fezes). Previamente, o Utero
e os ovarios foram avaliados para o descarte de possiveis patologias ja existentes com o
auxilio de um ultrassom (DP-2200Vet®, Mindray. China), equipado com um transdutor linear
de 5,0 MHz, acoplado a uma haste plastica para permitir o acesso pela via transretal; todos 0s

exames foram realizados pelo mesmo técnico.

Os animais foram submetidos a sincronizacdo de estro por meio da utilizacdo esponjas
intravaginais, impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP)
(Progespon® - Zoetis. Brasil), introduzidas no dia 0 (DO) e retiradas no D9. No D7, os
animais receberam 400 Ul de eCG/ animal (Novormon® - Zoetis. Brasil) e 0,133 mg de
cloprostenol sédico/ animal (Ciosin® - MSD Saude Animal. Brasil) via intramuscular
(protocolo descrito na Figura 1). Quatro horas apés o final do protocolo, as ovelhas foram
colocadas com dois reprodutores portando aventais na regido abdominal ventral para evitar a
copula e atuarem como rufiBes, para detecgdo do estro, durante duas horas, duas vezes ao dia,

por trés dias. O estro foi definido como 0 momento em que a fémea aceitou a monta. Foram
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observadas as seguintes varidveis: taxa de repeticdo de estro (%), intervalo entre o fim do

protocolo e o inicio do estro (horas) e duragdo do estro (horas).

Esponja -MAP .
|

DO D7 D9

400 UL eCG
0,133 mg cloprostenol sodico

Figura 01. Protocolo de sincronizagéo de estro.

Apo6s a sincronizagdo, 34 animais foram cobertos por trés machos sexualmente maduros e
aptos para a reproducdo sendo que 29 ovelhas tiveram apenas o0 estro monitorado.
Paralelamente, uma amostra do total de animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos:
G1 (n=20, somente rufiados) e G2 (n=9, cobertas). A avaliacdo ovariana foi realizada através
de um aparelho de ultrassonografia portatil com a funcdo Doppler colorido (Sonoscape
S2V®, SonoScape, Shenzhen, China), equipado com um transdutor linear de 7,5 MHz,
acoplado a uma haste plastica para permitir o acesso pela via transretal. As avaliacdes dos
ovarios foram feitas nos dias D7, D12 e D17. O DO foi considerado o dia em que houve a
ovulacdo, determinada pela auséncia do foliculo dominante. A Gltima medida do foliculo
dominante em seu maior didmetro foi considerada como didmetro ovulatorio. A
ultrassonografia em modo-B foi utilizada para localizar o CL e mensurar a area do tecido
lateal (cm?) em seu maior didmetro, considerada como diferenca entre a area liteal total,
menos a area da cavidade, quando presente. Animais com mdltiplas ovulagdes tiveram as
areas dos CLs somadas. O modo Doppler colorido foi utilizado para a determinacéo do fluxo
sanguineo luteal atraves da area de vascularizagdo. Todas as medidas foram calculadas por
recursos do proprio aparelho. O percentual de vascularizacao foi dado pela razdo da area do
CL pela area de vascularizacdo do CL.

Amostras de sangue foram coletadas para dosagem de progesterona, nos dias D3, D6, D9,
D12 e D15, por meio da venopuncdo da jugular, em tubos vacuolizados de 5 mL
(Vacutainer® - BD. Brasil) sem anticoagulantes; estes, apds a coleta, foram acondicionados a
5° C até a dessoragem; logo apés, o soro foi aspirado e estocado em tubetes plasticos a
temperatura de 20 °C negativos até a analise. As concentragcdes plasmaticas de progesterona

foram determinadas pela técnica de eletroquimioluminescéncia através do equipamento
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Elecsys® (Roche Diagndstica Brasil LTDA. Brasil) utilizando kits comerciais (Progesterona
I1l, Roche Diagnostica Brasil LTDA. Brasil) no Laboratério de Fisica do Exercicio do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncias e Tecnologia do Sul de Minas Gerais (Muzambinho-
MQG).

No D17, todos os animais (n=63) foram submetidos ao diagnostico preditivo de gestacao pela
via transretal, através de um aparelho de ultrassonografia portatil com a funcdo Doppler
colorido (Sonoscape S2V®, SonoScape, Shenzhen, China), equipado com um transdutor
linear de 7,5 MHz, acoplado a uma haste pléstica. Foi utilizado o0 modo-B para a localiza¢do
do corpo lateo e 0 modo Doppler colorido para a avaliagdo do fluxo sanguineo. Os animais
foram classificados como Gestantes, para 0s que apresentaram alguma area de fluxo
sanguineo no CL e N&o-gestantes, para aqueles que ndo apresentaram nenhuma area de fluxo
sanguineo no CL (Figura 2). No D30, o diagnostico de gestacdo (DG30) foi confirmado por
ultrassonografia em modo-B com a visualiza¢do do batimento cardiaco fetal.

DG 17 -
Gestantes

DG 17 — Nao-
Gestantes

Figura 02. Diagnostico de gestacdo de acordo com a area de fluxo sanguineo no corpo luteo.

Os dados foram analisados pelo PROC MIXED multivariavel do SAS 9.3 (SAS
Institute Ind., Cary, NC 27512-8000, EUA), utilizando teste T para efeito de grupo e teste
LSD para efeito de dia e interacdo de grupo x dia. O nivel de significancia foi

considerado P<0,05.

O DG30 foi comparado retrospectivamente com o DG17, gerando resultados de verdadeiro-
positivos (VP), verdadeiro-negativos (VN), falso positivos (FP) e falso-negativos (FN) que

foram inseridos em uma tabela de contingéncia 2x2.

A sensibilidade (SEN), especificidade (ESP), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
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negativo (VPN) e acurécia (ACC) do DG17 foram calculados com as seguintes equacdes:
SEN=VP/(VP+FN)*100; ESP=VN/(FP+VN)*100; VPP=VP/(VP+FP); VPN=VN/(FN+VN);
e ACC=(VP+VN) /n total. O teste Kappa foi aplicado para avaliar a concordancia entre os

diagnosticos de gestacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de repeticdo de estro para os animais que ndo foram cobertos (n=29) foi de 86,20%
(25/29). A duracdo do ciclo estral nesses animais foi de 17,68 + 0,53 dias entre estros, e 17,33
+ 0,66 dias entre ovulacGes, semelhante a duracdo média do ciclo estral em ovinos de 16 a 17
dias, verificado por Gordon (1997), Rosa e Bryant (2003) e Bartlewski et al. (2011).

O intervalo entre a retirada das esponjas até a manifestacdo de estro foi de 38,48 + 12,96
horas. Esse intervalo foi inferior ao observado por Vifioles et al. (2001) em um protocolo
curto (6 dias) de sincronizacdo com progestagenos e eCG (84,80 + 7,10), porém um pouco
abaixo do protocolo longo (12 dias), proposto pelos mesmo autores com e sem a utilizacdo de
eCG (44,6 £ 2,5 e 49,00 + 3,00, respectivamente) em ovelhas da raca Polwarth, e um pouco
acima ao estudo de Cavalcanti et al. (2012), que verificaram intervalo de 32,90 + 7,40 horas

em ovelhas na mesma regido geogréfica.

A duracdo média do estro foi de 21,84 + 8,85 horas, pouco inferior ao valor encontrado por
Cavalcanti et al. (2012) de 37,40 + 9,00 horas. O menor periodo de estro no presente
experimento pode ser justificado pelo uso do eCG, porque esta gonadotrofina estimula o
desenvolvimento folicular, aumentando o recrutamento de foliculos pequenos (Evans et al.,
2003), elevando a concentragdo de estrogeno e LH, que atuam diretamente na duracdo do
estro (Husein e Kridli, 1998; Dias et al., 2000).

O diametro médio dos foliculos ovulatérios foi de 6,67 £ 1,05 mm e variou numa amplitude
de 4,0 a 9,0. Esse resultado assemelha-se a outros ja observados na literatura. Duggavathi et
al. (2003) relatou foliculos pré-ovulatérios de 6,00 £ 0,30 mm e Cavalcanti et al. (2012) de
6,40 £ 0,70 mm. O diametro dos foliculos ovulatérios pode variar em funcdo da taxa de
prolificidade das ovelhas. Bartlewski et al., (1999), em seu estudo, observaram que ovelhas
ndo prolificas possuiam foliculos maiores do que ovelhas prolificas, 6,40 £ 0,20 vs 5,30 +
0,20 mm, respectivamente (P<0,001).
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Houve efeito de dia sobre a area de tecido luteal, os animais do G1 demonstraram um declinio
na area do CL, do D7 para o D17 (P<0,02), divergindo do G2 no D12 (P<0,004 — Figura 01).
Esse fato pode ser justificado pela ocorréncia da lutedlise. Davies et al. (2006) obtiveram
dados semelhantes com ovelhas da raca Western White Face (WWF) e Finn, com uma queda

acentuada na area do CL no dia 14 do ciclo estral.

E feitos:
—a— 42 Dia: P< 00004

g “orpo Liteo (cm®
frea do €
[

& 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Diaz Apds a Deteegiio da Ovulagio

Figura 03. Area do corpo liteo (cm?) em modo-B entre os dias D7, D12 e D17 do ciclo estral,

para os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

O mesmo padrdo da area do CL foi observado quanto a &rea FS, com divergéncia entre 0s
grupos no D12, seguido por uma queda (P<0,0001) para o G1 (Figura 02).
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Figura 04. Area do fluxo sanguineo (cm?) mediante o sinal Doppler nos dias D7, D12 e D17

do ciclo estral, para os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

Quando as medidas do fluxo sanguineo foram transformadas em porcentagem da area total do

CL (PFS), as medidas mantiveram-se constantes no G2 durante todo o experimento,

ocorrendo divergéncia apés o D12 (P<0,0001), com uma queda significante (P<0,05) no

percentual de fluxo sanguineo do CL para os animais deste grupo (Figura 05).
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Figura 5. Porcentagem de fluxo sanguineo dado pela razdo entre a area do corpo IUteo e a area
de vascularizagdo do corpo luteo nos dias D7, D12 e D17 do ciclo estral, para os diferentes
grupos de tratamento (G1 e G2).

Os dados discrepantes (out liers) de progesterona foram desconsiderados quando as
concentracdes plasmaticas de progesterona foram maiores que a média de 14,6 ng/mL (duas

vezes 0 valor do desvio padrao (5/145 — 3,0%)).

Apds a ovulacdo, as concentracdes plasmaticas de P4 alcancaram valores fisioldgicos
descritos para ovinos, com crescimento nas concentracfes de P4 até o D6 (P<0,0001),
concordando com Mukasa-Mugerwa et al. (1990) que consideram valores plasmaticos de P4
superiores a 3 ng /mL caracterizando a fase de diestro (luteal) ou gestacéo.

Em ovelhas da ragca WWEF, Davies et al. (2006) observaram esse aumento até o dia 5 do ciclo,
ndo se alterando até o dia 13. Em ovelhas da raca Finn, os mesmos autores observaram
aumento da progesterona até o dia 11 do ciclo, ndo se alterando até o dia 14, e declinando

subsequentemente com a lutedlise.

Considerando apenas os dados dos animais G1, foi possivel observar uma queda pronunciada
na concentracdo plasmatica de P4 no D9 (P<0,0001), caracterizando o inicio do processo de
lutedlise (Figura 06).
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Figura 06. Concentragdo plasmatica de progesterona nos dias D3, D6, D9, D12 e D15 do ciclo



57

estral, para os diferentes grupos de tratamento (G1 e G2).

A queda pronunciada das concentracdes de progesterona apOs a lutedlise foi também
observada por outros autores. Contreras-Solis et al. (2008) observaram queda acentuada 72
horas antes da nova ovulacdo, alcangando valores menores que 1 ng nas Ultimas 24 horas.
Davies et al. (2006) observaram diminuicéo significativa da progesterona no dia 14 do ciclo

em ovelhas da raca WWF e, a partir do dia 11, em ovelhas da raca Finn.

Os animais classificados como Gestantes (n=30) no DG17 apresentaram uma area do CL
(2,10+1,10 cm?) superior (P<0,05) & 4rea do CL dos animais N&o-gestantes (n=32) (0,50,6
cm?), sugerindo que os animais ndo gestantes ja apresentavam o CL em estado de lutedlise.
Da mesma forma, ocorreu para a area de fluxo sanguineo (Gestantes 0,37+0,33 cm? Néo-
gestantes 0,00+0,00 cm?® — P<0,05) e percentual de fluxo sanguineo (Gestantes 17,1+10,0 %;
Né&o-gestantes 0,0+0,0 % — P<0,05). A PGF2q, liberada durante o processo de luteolise, ¢ um
potente vasoconstritor, proporcionando uma reducao significativa no fluxo sanguineo do CL
(Weems et al., 2006) levando a destruicdo funcional do CL (Siqueira, 2007). Os niveis de P4
dependem do fluxo sanguineo presente no CL, que pode ser quantificado de forma confiavel
por ultrassonografia Doppler colorido, mostrando uma correlacdo positiva entre a area de

vascularizagdo do CL e as concentragdes plasmaticas de P4 (Acosta et al., 2002).

Tabela 01 — Tabela de contingéncia Predicdo de Gestacdo (Dia 17) vs. Diagndstico de
Gestacéo (Dia 30).

Diagnostico gestacéo (Dia 30)

Predigdo Gestacdo (D17) Gestante N&o gestante Total
Gestante VP (n=22) FP (n=8) VP+FP (n=30)
Né&o gestante FN (n=0) VN (n=33) FN+VN (n=33)
Total VP+FN (n=22) FP+VN (n=41) N Total (n=63)

VP — verdadeiro positivo; FP — falso positivo; FN — falso negativo; VN — verdadeiro negativo;
N — ndmero.

Os parametros de desempenho do diagndstico baseado na area de fluxo sanguineo tiveram
uma sensibilidade (SEN) de 100,0% e especificidades (ESP) de 80,5%. Segundo De Vries et
al. (2005), a SEN da técnica de diagndstico de gestacao deve estar sempre proxima aos 100%,
assim como o valor preditivo negativo (VPN) de gestacdo, reduzindo, assim, as chances de
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haver diagnosticos falsos negativos (FN) (Romano, 2004). Portanto, para aumentar a precisao
do diagnostico precoce de ndo gestacdo, um procedimento com alto VPN que minimiza os FN

se faz necessério (Romano et al., 2006).

O valor preditivo positivo (VPP) foi de 73,3% com 12,7% (8/63) de animais falsos positivos,
provavelmente pela ocorréncia de ciclos longos e de perdas embrionarias precoces. Segundo
Nation et al. (2003), o diagnostico de gestacdo antes do D30 é considerado precoce e pouco
confidvel, devido ao risco de perdas embrionérias, entretanto o VPN foi de 100,0%, igual ao
desejavel para a técnica. E importante que os animais que forem diagnosticadas ndo gestantes
sejam verdadeiramente ndo gestantes, principalmente nos casos em que o0s animais forem
posteriormente submetidos a procedimentos de manipulacdo de estro, pois a maioria dos
protocolos utilizam PGF2a. Se 0s animais fossem falsamente diagnosticados como n&o
gestantes, iriam abortar (Fricke, 2002; De Vries et al., 2005).

A acurécia (ACC) foi de 87,3%, superior ao trabalho de Ayres (2012) que, ao utilizar a
mesma técnica de diagndstico preditivo com Doppler colorido em bovinos no DG20, obteve
74,5% de ACC, superior ainda aos resultados de Pieterse et al. (1990), que utilizaram o
modo-B para a avaliacdo uterina de vacas leiteiras do D21 ao D25 apds 1A (65%), sugerindo
que a avaliacdo do CL é mais eficiente que a uterina para o diagnostico precoce de gestacao.
Além disso, de acordo com Perry et al. (1990), existem dificuldades na diferenciacdo do
fluido fisiolégico intraluminal uterino do estro e do proestro com o cérion alantoide entre 18 e
21 dias e, com isso, afirmaram que o tempo minimo para alcancar eficiéncia no diagnéstico
sdo apos o0 D25. A acuracia tende aumentar com a evolugdo tecnoldgica e com a melhora dos

equipamentos utilizados para a avaliacdo com o Doppler colorido (Ayres, 2012).

Os resultados demonstram que ha uma boa concordéncia entre os diagndsticos do DG17 e
DG30, com um teste Kappa de 0,74 que, quanto mais proximo de 1,00, mais perfeito se torna

0 acordo entre as amostras.

CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a utilizacdo da ultrassonografia em modo Doppler colorido
traz vantagens adicionais para a ultrassonografia em modo-B e é uma potencial ferramenta de

avaliacdo da funcdo luteal, assim como para o diagnostico precoce de gestagdo em ovinos,
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permitindo melhor acuracia no diagndéstico de animais nao gestantes no DG17.
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