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Resumo

MAGGI, Gabriel. Novas abordagens para o controle do ciclo estral e ovulagcéo
de fémeas ovinas. 2024. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2024.

A eficiéncia reprodutiva dos rebanhos ovinos e a rentabilidade sdo muito beneficiadas
pela utilizacao de biotécnicas da reproducao assistida, como exemplo dos tratamentos
para o controle do ciclo estral e a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). No
primeiro estudo objetivou-se revisar e discutir os principais aspectos dos protocolos
para controle do ciclo estral e suas atualizacdes. Com base nessa revisao, observou-
se grande variedade de tratamentos para indugao e sincronizacgéo do estro, sendo que
até o momento os protocolos baseados em progestagenos e gonadotrofina coriénica
equina (eCG) séo os que possibilitam melhores resultados. O segundo estudo, teve
como objetivo revisar a utilizacdo da dupla inseminacgéao artificial (dupla IA), pela via
cervical superficial, tanto apés a detec¢do do estro, como em tempo fixo. Observou-
se que os resultados apresentados na literatura apos a dupla IA sdo contraditorios.
Além disso, a maioria dos estudos ndo condizem com os protocolos de sincronizacéo
do estro e doses inseminantes atuais, além de utilizarem sémen congelado pela via
cervical superficial, a qual ndo é considerada adequada. Conclui-se que novos
estudos sdo necessarios para avaliar o potencial beneficio da dupla IATF nos
programas de IA utilizados atualmente. Os objetivos do terceiro estudo foram avaliar
o efeito da dupla inseminacao artificial em tempo fixo, a eficacia da dose de 125 ug de
cloprostenol para induzir a lutedlise e determinar a curva de disponibilidade de
gonadotrofina coribnica humana (hCG) apés aplicacao por via intramuscular (i.m.). No
Exp. 1, ovelhas receberam dispositivos intravaginais (DIV), contendo acetato de
medroxiprogesterona (60 mg) durante 7 dias, na remocdo do dispositivo foram
administrados eCG (300 Ul) e prostaglandina (PGF; 250 pg). Todas as ovelhas foram
inseminadas 54 h apés a retirada do DIV, com utilizacdo de sémen fresco (100 x 108
espermatozoides/dose), pela via cervical superficial, juntamente com a aplicagcéo de 4
pug de buserelina. Nesse momento, as fémeas foram alocadas em dois grupos:
controle (n=127) e 2IA (n=128). O grupo 2IA foi inseminado novamente 14 h apos a
primeira IATF. No Exp. 2, ovelhas receberam DIV por 6 dias, sendo que na remocao
0 grupo PGF 125 (n=41) e o grupo PGF 250 (n=40), receberam 125 e 250ug de
cloprostenol i.m., respectivamente. Apés, as fémeas foram expostas a monta natural.
No Exp. 3, ovelhas (n=5/grupo) foram tratadas com 100 (hCG2100), 250 (hCG250) ou
500 Ul de hCG i.m. (hCG500), no momento da retirada do DIV, que permaneceu
durante 14 dias. Amostras de sangue foram coletadas 0, 6, 12, 24, 36 e 48 h apos a
aplicacdo. No Exp. 1, observou-se que a dupla IATF possibilitou incremento na taxa
de prenhez de 12 pontos percentuais, em relacédo a IA unica (P=0,04). No Exp. 2, as
doses de 125 e 250 ug de cloprostenol nao diferiram quanto a taxas de expressao do
estro (81 e 65%, P=0,12), taxa de concepcéao (67 e 69%, P=0,83) e taxa de prenhez



(54 e 45%, P=0,39). No Exp. 3, as trés doses de hCG apresentaram pico plasmatico
6 h apds o tratamento, sendo que foi possivel detectar niveis séricos de hCG durante
todos os momentos avaliados. Conclui-se que a dupla IATF possibilita incremento
significativo na taxa de prenhez, porém, o custo-beneficio dessa abordagem deve ser
avaliado em cada situacdo, considerando a necessidade de mao de obra. A eficacia
similar das duas doses de cloprostenol avaliadas possibilita a reducéo de custo e de
volume a ser administrado nos animais. Finalmente, as curvas de hCG observadas
podem auxiliar na definicdo de doses a serem utilizadas nos estudos avaliando o
potencial uso dessa gonadotrofina para inducdo do crescimento folicular final ou da
ovulagao.

Palavras-chave: controle do ciclo estral; inseminacdo artificial; ovinocultura;
gonadotrofina coridnica humana,; eficiéncia reprodutiva.



Abstract

MAGGI, Gabriel. New approaches to control the estrous cycle and ovulation in
sheep. 2024. 79f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Poés-
Graduacao em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2024.

Reproductive efficiency and profitability of sheep flocks are greatly benefited by the
use of assisted reproductive biotechnologies, such as estrous cycle control treatments
and fixed-time artificial insemination (FTAI). The first study aimed to review and discuss
the main aspects of estrous cycle control protocols and their updates. Based on this
review, it was observed that there is a great variety of treatments for estrus induction
and synchronization, and that protocols based on progestogens and equine chorionic
gonadotropin (eCG) currently provide the best results. The second study aimed to
review the use of double artificial insemination (double Al) via the superficial cervical
route, both after estrus detection and at a fixed time. It was observed that the results
presented in the literature after double Al are contradictory. In addition, most studies
did not use the estrus synchronization protocols and insemination doses that are
currently used, and some studies used frozen semen via the superficial cervical route,
which is not considered adequate. It is concluded that further studies are needed to
evaluate the potential benefit of double FTAI in current Al programs. The objectives of
the third study were to evaluate the effect of double FTAI, the efficacy of the 125 ug
dose of cloprostenol to induce luteolysis, and to determine the serum concentration
curve of human chorionic gonadotropin (hCG) after intramuscular (i.m.) application. In
Exp. 1, ewes received intravaginal device (IVD) containing medroxyprogesterone
acetate (60 mg) for 7 days. At device removal, eCG (300 IU) and prostaglandin (PGF;
250 pg) were administered. All ewes were inseminated 54 h after IVD removal with
fresh semen via the superficial cervical route, along with 4 pg of buserelin. At this time,
the females were allocated to two groups: control (n=127) and 2Al (n=128). The 2Al
group was inseminated again 14 h after the first FTAI In Exp. 2, ewes received IVD
for 6 days. At removal, the PGF 125 group (n=41) and the PGF 250 group (n=40)
received 125 and 250 ug of cloprostenol i.m., respectively. The females were then
exposed to natural mating. In Exp. 3, ewes (n=5/group) were treated with 100
(hCG100), 250 (hCG250) or 500 1U of hCG i.m. (hCG500) at the time of IVD removal,
which remained for 14 days. Blood samples were collected 0, 6, 12, 24, 36 and 48 h
after application. In Exp. 1, it was observed that double FTAI allowed 12 percentual
points (p.p.) increase in pregnancy rate compared to single FTAI (P=0.04). In Exp. 2,
the 125 and 250 pg doses of cloprostenol did not differ regarding the rates of estrus
expression (81 and 65%, P=0.12), conception (67 and 69%, P=0.83) and pregnancy
(54 and 45%, P=0.39). In Exp. 3, the three doses of hCG induced a serum



concentration peak at 6 h after treatment, and it was possible to detect serum hCG
levels at all time-points evaluated. It is concluded that double FTAI allows a significant
increase in pregnancy rate, however, the cost-benefit of this approach should be
evaluated in each situation, considering the need for additional farm work. The similar
efficacy of the two doses of cloprostenol evaluated allows for a reduction in cost and
volume to be administered to the animals. Finally, the hCG curves observed can help
defining the doses to be used in studies evaluating the potential use of this
gonadotropin for induction of final follicular growth or ovulation.

Keywords: estrous cycle control; artificial insemination; sheep farming; human
chorionic gonadotropin; reproductive efficiency.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Lista de Figuras

Taxas de prenhez de fémeas ovinas submetidas a Unica ou dupla
IATF, de acordo com as quatro réplicas realizadas no Experimento
1. *indica diferenca significativa (P<0,05)........cccceveeeiieeiieeeeiiiiiiiin,
Taxas de expressao do estro, concepcédo e prenhez de ovelhas
tratadas com 125 ou 250ug de cloprostenol no momento da
retirada do dispositivo intravaginal e submetidas a monta natural.
Os nameros no interior das barras indicam a proporcéo de fémeas
(%) em cada grupo (EXp. 2) (P>0,05).......ccuriiiiiiiiiee e
Figura 3. Concentragao sérica de B-hCG (mUl/mL) 0, 6, 12, 24, 36
e 48 h apds a aplicacao de 100, 250 ou 500 Ul de gonadotrofina
coridnica humana (hCG) por via intramuscular. Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre os grupos em cada momento

66

67



Tabela 1

Tabela 2

Lista de Tabelas

Resultados reprodutivos obtidos a partir da realizagdo de
inseminacao Unica ou dupla em ovinos a partir da deteccéo do
estro, de acordo com o protocolo hormonal, método de
preservacdo do sémen, numero de espermatozoides na dose
inseminante e intervalos de iNSeMINAGAO...........ccvvvveeeeeeeeeriiiiiiins
Resultados reprodutivos obtidos a partir da realizagcdo de
inseminacao Unica ou dupla em tempo fixo em ovinos, de acordo
com o protocolo hormonal, método de preservacdo do sémen,
namero de espermatozoides na dose inseminante e intervalos de

INSEIMINAGAD. ...ttt et e e e e e e e e e e e s e r e e e e eeeeeeaeeeaaaans

43



B-hCG
CL
DIV
ECC
eCG
FGA
GnRH
hCG

IATF
LH
MAP

Hg
pL
mg
MN
P4
P4i
PGF
TETF
UFC
UHT
Ul

Lista de Abreviaturas e Siglas

Subunidade beta da gonadotrofina coribnica humana
Corpo luteo

Dispositivo intravaginal

Escore de condicéo corporal
Gonadotrofina coridonica equina
Fluorogestona

Hormonio liberador de gonadotrofinas
Gonadotrofina coridnica humana
Inseminacéo artificial

Inseminacéo artificial em tempo fixo
Hormaonio luteinizante

Acetato de medroxiprogesterona
Microgramas

Microlitros

Miligramas

Monta natural

Progesterona

Progesterona injetavel
Prostaglandina F2a

Transferéncia de embries em tempo fixo
Unidade Formadora de Col6nias
Ultra-high temperature

Unidade internacional



Sumario

I [N o Yo [ o= T PRSP 14
2 OB JEEIVOS . .ttt 17
N 0 Ao [0 L T PP PO PP TP PPPPPPPPPPTPPP 18
G TNt N o o o T OSSP PPPURRR 18
G N o 4o o T2 SPPR 26
LB AT B e e e e e e e e e e a7
4 CoNSIAEragOeS FiN@AIS........uuuuiiiiiiiiiiiiieeie e e e 69
RETEIBNCIAS ...ciiiiiii i re e e e e e e e e e e e e e e e 70



1 Introducéo

A ovinocultura € uma importante atividade do setor agropecuario, apresentando
importancia econdmica e social tanto em ambito nacional (VIANA; WAQUIL, 2020)
como em outros paises (HAENLEIN, 2001). O rebanho brasileiro € composto por
aproximadamente 21,5 milh6es de cabecas (IBGE, 2023), apresentando importante
crescimento, de aproximadamente 28% na Ultima década. Com a recuperacao desta
atividade, a busca pela rentabilidade dos rebanhos é uma preocupacdo dos
produtores de ovinos, sendo a eficiéncia reprodutiva um dos principais fatores que
interferem nesta métrica (AMER et al., 1999). Além da rentabilidade, a intensificacéo
dos manejos é uma caracteristica almejada pelos sistemas produtivos modernos
(SIMONETTI; LYNCH; CORMICK, 2014), assim, a utilizacdo de biotécnicas da
reproducdo assistida, como a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), séo
consideradas importantes ferramentas para suprir estas demandas.

A IATF esté associada com a utilizacdo de tratamentos para o controle do ciclo
estral, que apresentam diversas vantagens para 0s meios produtivos, como a
retomada da ciclicidade nos periodos de anestro estacional, a programacédo dos
periodos de acasalamento e concentracdo dos nascimentos em momentos favoraveis,
além de descartar a necessidade de deteccdo do estro, concentrar os manejos
reprodutivos, e maximizar a utilizacdo de carneiros de interesse zootécnico
(MENCHACA; RUBIANES, 2004). A realizacdo da sincronizacdo do estro é
considerada benéfica e operacionalmente viavel em pequenos sistemas produtivos
(GIZAW; TEGEGNE, 2018), sendo essa, junto com a IATF, de grande importancia
para o ganho genético na ovinocultura.

Os protocolos de sincronizagéo do estro mais utilizados comercialmente na
ovinocultura envolvem a utilizagdo de dispositivo intravaginal (DIV) contendo
progesterona ou seus analogos, associada a administragcdo de uma gonadotrofina,
sendo a gonadotrofina coridnica equina (eCG) a mais utilizada. Estes tratamentos
apresentam resultados satisfatérios na sincronizacao do estro (DOGAN; NUR, 2006),

porém apresentam taxas de prenhez variaveis (KARAGIANNIDIS et al., 2001;
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LASTER; GLIMP, 1974) dessa forma, ha necessidade de estudos que visem o
aprimoramento dos protocolos e, consequentemente, a melhoria dos indices
reprodutivos. A oscilacdo da taxa de concepcdo na IATF apds os protocolos
hormonais pode ser causada por fatores como o momento do pico do hormdnio
luteinizante (LH). Esse pico pode variar entre os individuos, ocasionando, em alguns
casos, ovulacdes tardias (MARTINEZ-ROS; GONZALEZ-BULNES, 2019). O LH é
secretado pela adeno-hipofise sob a acdo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), dessa forma, o GnRH também pode ser usado como parte do tratamento
hormonal na IATF, com o objetivo de induzir o pico pré-ovulatorio de LH (RUBIANES
et al., 1997) e, consequentemente, ovula¢des sincronas (REYNA et al., 2007). Nesse
sentido, estudos realizados e publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram
que a aplicacdo de GnRH em ovelhas lanadas, no momento da inseminacao (54 h
apos a retirada do DIV), promoveu incremento na taxa de prenhez de
aproximadamente 10 pontos percentuais (PEREIRA et al., 2024), representando um
avanco recente nos tratamentos para o controle do estro.

Uma alternativa estudada com o objetivo de melhorar os indices reprodutivos é
a utilizacdo de uma dupla inseminacao, podendo ser realizada apos a detecgcédo do
estro, ou em tempo fixo (LANGFORD, 1986; SALAMON; LIGHTFOOQOT, 1970). Esta
técnica tem como objetivo disponibilizar maior nUmero de espermatozoides viaveis
coincidindo com as ovulagbes, que ocorrem de forma dispersa (SALAMON;
MAXWELL; FIRTH, 1979). Porém, os resultados obtidos com a utilizacdo desta
técnica sdo inconsistentes, em alguns estudos sendo considerada benéfica, e em
outros, inviavel.

Do mesmo modo que a busca por resultados superiores na utilizagdo das
biotécnicas se torna um assunto importante, a reducao dos custos destes tratamentos
também deve ser discutida. Portanto, a adequacdo de produtos e reducdo das
dosagens hormonais utilizadas sao potenciais aspectos a serem avaliados, visando
maior difusdo das biotécnicas reprodutivas nos diferentes sistemas de producéo da
ovinocultura. A prostaglandina F2a e seus analogos sao agentes luteoliticos, os quais
sao frequentemente utilizados na sincronizagdo do estro de ovinos, tanto de forma
individual, como associada a protocolos com progestagenos e eCG (ABECIA;
FORCADA; GONZALEZ-BULNES, 2012). Estes agentes luteoliticos podem ser alvo
de estudos para a reducdo dos custos dos protocolos, visto que ha escassez de

estudos avaliando a eficacia de doses reduzidas em comparacdo com as doses
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convencionais. Portanto, ha necessidade de avaliacdo dos indices reprodutivos apos
a utilizacédo de doses reduzidas (BAIRD; SCARAMUZZI, 1975).

Outro fator relevante a ser observado esta relacionado com a utilizacédo de eCG
nos protocolos hormonais, a qual ja estd bem estabelecida, sendo associada a
melhores taxas de ovulacdo (MARTINEZ-ROS; RIOS-ABELLAN; GONZALEZ-
BULNES, 2019) e incremento nas taxas de concepcdo (GAROUSSI et al., 2020).
Porém, existem indicios de que a utilizacdo de eCG pode levar a reducéo da fertilidade
em ovinos apods usos repetidos, devido a ocorréncia de uma resposta imunolégica
(ROY et al., 1999). Além disso, futuramente a comercializacédo de eCG pode se tornar
restrita por preocupacdes com o bem-estar animal, uma vez que sua producao requer
coleta de sangue de éguas prenhes (VILANOVA et al., 2019). Este cenério limitaria os
resultados obtidos com os protocolos de indugao e sincronizacao do estro, visto que,
comercialmente, a suplementacéo de gonadotrofinas na espécie ovina € amplamente
realizada com eCG (HAMEED et al., 2021). A gonadotrofina coriénica humana (hCG),
€ uma potencial substituta da eCG, devido a capacidade de se ligar aos receptores de
LH, podendo assim ser um importante indutor da ovulacéo (KINSER et al., 1983).
Entretanto, a utilizacdo de hCG como indutor da ovulagcédo foi pouco estudada em
ovinos (BRUNO-GALARRAGA et al., 2021; DIAS et al.,, 2018). Também existe a
possibilidade da ocorréncia de resposta imunologica a hCG, o que deve ser
investigado. Além disso, a disponibilidade sérica deste produto apds sua aplicacéao foi
pouco estudada na espécie ovina.

Portanto, a investigacéo de alternativas para o aprimoramento dos protocolos
de sincronizacéo e inducéo do estro, bem como a reducédo dos custos dos tratamentos
hormonais sem comprometer o desempenho reprodutivo, sdo fundamentais para a

maior disseminacao das biotécnicas reprodutivas na ovinocultura.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Revisar os tratamentos hormonais e a realizagéo da inseminacao artificial dupla
em ovinos, bem como avaliar novas abordagens para o controle do ciclo estral e

execucdo da IATF na espécie.

2.2 Objetivos Especificos

1) Realizar revisao bibliogréfica do controle do ciclo estral e da inseminacao
artificial dupla em ovinos;

2) Avaliar a viabilidade da utilizacdo da dupla IATF apds protocolo hormonal
com progestageno, eCG, prostaglandina e GnRH,;

3) Determinar a viabilidade do uso de dose reduzida de cloprostenol sédico
para sincronizacdo do estro de ovelhas e seus efeitos sobre a eficiéncia
reprodutiva;

4) Avaliar a disponibilidade de B-hCG sérico apds administracao intramuscular

de diferentes doses de hCG.



3 Artigos
3.1 Artigo 1

Atualizagfes no controle do ciclo estral em ovinos
Fernando Caetano de Oliveira, Gabriel Maggi, Julia Nobre Blank Camozzato

Publicado na Revista Brasileira de Reproduc¢ao Animal
Volume 47, paginas 129-133, 2023.
DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2023.017
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Atualizac6es no controle do ciclo estral em ovinos
Updates on the control of the estrous cycle in sheep

Fernando Caetano de Oliveiral*, Gabriel Maggi?, Julia Nobre Blank Camozzato*

Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. 2Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Capdo do Ledo, RS, Brasil. *fcoliveira@ufrgs.br
Resumo
Nos ultimos anos, observou-se um aumento no tamanho do rebanho ovino no pais, indicando uma retomada na
ovinocultura. Para melhorar a eficiéncia reprodutiva desses animais, a utilizacdo de biotécnicas tem se mostrado
uma ferramenta importante. Dentre essas biotécnicas, destacam-se os protocolos de sincronizacéo do ciclo estral,
o0s quais frequentemente utilizam progesterona associada a gonadotrofinas ou analogos da prostaglandina em duas
aplicagdes. Este artigo tem como objetivo revisar os protocolos de sincronizagdo utilizados em ovinos e apresentar

atualizac@es relevantes sobre 0s mesmos.

Palavras-chave: manejo reprodutivo, biotécnicas reprodutivas, sincronizacdo do estro.

Abstract
In recent years, there has been an increase in the size of the sheep herd in the country, indicating a recovery in
sheep farming. To improve the reproductive efficiency of these animals, the use of biotechniques has been shown
to be an important tool. Among these biotechniques, estrous cycle synchronization protocols stand out, which
frequently use progesterone associated with gonadotropins or prostaglandin analogues in two applications. This

article aims to review the synchronization protocols used in sheep and present relevant updates about them.

Keywords: reproductive management, reproductive biotechniques, estrus synchronization
Introducéo
A ovinocultura brasileira apresenta uma importante retomada produtiva, recentemente atingindo um
rebanho de aproximadamente 20,5 milhGes de animais (FAO, 2021), representando assim um crescimento de
aproximadamente 2,8 milhdes de animais em 10 anos (FAO, 2021). A eficiéncia reprodutiva é um dos principais
fatores responsaveis pelo crescimento dos rebanhos e aumento da rentabilidade dos mesmos (Young et al., 2014).
Esta, por sua vez ¢é fortemente favorecida pelo uso de biotécnicas reprodutivas como a utilizagdo de protocolos

hormonais para controle do ciclo estral (Gizaw and Tegegne, 2018).
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O controle do ciclo estral oferece diversas vantagens para os sistemas produtivos, incluindo a inducéo da
ciclicidade em fémeas periblberes e matrizes em anestro estacional, 0 aumento da taxa ovulatoria, a concentragéo
dos manejos reprodutivos e, consequentemente, a possibilidade de programagdo dos periodos de pari¢do para
épocas de maior disponibilidade forrageira. Além disso, a concentragdo do estro e das ovulag@es torna possivel o
uso de outras biotécnicas reprodutivas, como a inseminagcdo artificial em tempo fixo (IATF) e a transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF) (Gibbons et al., 2019). A utilizacdo dessas técnicas em conjunto com o controle
do ciclo estral permite uma difusdo mais eficiente de genética de interesse. A partir disso o presente artigo tem
como objetivo rever os principais tratamentos para o controle do ciclo estral de fémeas ovinas.

Protocolos a base de progesterona

A utilizacdo da progesterona (P4) como método para o controle do ciclo estral em fémeas tem sido objeto
de estudo ha mais de 70 anos. Um dos primeiros registros foi quando Dutt and Casida, (1948), observaram que
aplicaces didrias de P4 por um periodo de 14 dias foram eficazes em desencadear estros férteis apds a interrupgao
da administracdo do hormdnio. Desde entdo, protocolos baseados em P4 tém sido amplamente utilizados para
controlar o ciclo estral em fémeas ovinas. Esses tratamentos séo baseados na endocrinologia da fase lutea do ciclo
estral, que permite o controle da secre¢do do horménio luteinizante (LH), regulando assim a ovulagéo e o estro
(Hansel and Convey, 1983). Além disso a progesterona pode atuar como indutor da ciclicidade, podendo ser
utilizada para retomar a atividade ovarina de fémeas durante a estacdo ndo reprodutiva da espécie através da
sensibilizacdo do eixo hipotadlamo/hipdfise/gonadal (Caraty and Skinner, 1999).

Atualmente, a administragcdo de P4 e seus analogos é realizada por meio de dispositivos intravaginais
(DIVs), estes liberam a progesterona de forma lenta, e apresentam a vantagem de serem de facil uso e permitirem
a retirada abrupta da fonte exdgena deste hormdnio (Abecia et al., 2011). Os DIVs disponiveis comercialmente
consistem geralmente em esponjas de poliuretano impregnadas com analogos sintéticos da P4, como o acetato de
medroxiprogesterona (MAP) em uma dose de 60 mg ou o acetato de fluorogestona (FGA) em uma dose de 20 a
30 mg. Além disso, ha apresentacGes comerciais de silicone impregnadas com 0,3 ou 0,36 g de progesterona
natural.

Os protocolos com o uso de DIVs podem ser classificados conforme o tempo de permanéncia do
dispositivo. Os protocolos de longa duracdo, consistem na permanéncia do DIV por um periodo correspondente
ao tempo de vida Gtil de um corpo lateo (CL) ciclico (12 a 14 dias) (Gibbons et al., 2019). Estes protocolos sdo
eficientes na sincronizacdo do estro, porém, alguns autores relatam que ao final desses protocolos a liberagdo de

P4 pelo DIV pode ser baixa e inapropriada, levando assim a persisténcia do foliculo dominante (Vifioles et al.,
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2001). Ja os protocolos de curta duracédo (5 a 7 dias) sdo menos duradouros que o CL, sendo assim se faz necessario
a aplicagdo de agentes luteoliticos como a prostaglandina F2o (PGF) ou seus analogos sintéticos, garantindo assim
a queda de producédo de progesterona (Menchaca and Rubianes, 2004). A administracdo de PGF geralmente é
realizada no momento da retirada do dispositivo, porém, pode ser administrada na colocagéo do DIV.

A utilizacdo dos DIVs contendo os diferentes progestagenos, MAP e FGA, ou progesterona natural, em
protocolos de 6 dias ndo apresentam diferenca na taxa de expressdo do estro, intervalo entre retirada do dispositivo
e inicio do estro e taxa de concepcdo em ovelhas expostas a monta natural, na estacdo nao reprodutiva (Ungerfeld
and Rubianes, 2002). O mesmo foi observado na utilizagdo destes progestagenos por 14 dias no periodo de
transicdo reprodutiva da espécie, em animais submetidos a inseminac&o artificial (Zeleke et al., 2005).

O inicio da expressdo do estro ap6s a retirada do DIV ocorre em aproximadamente 48 horas. As ovulacbes
por sua vez se concentram proximo das 60 horas, porém, apresentam uma grande variacdo podendo ocorrer desde
as 48 até as 80 horas ap0s a retirada dos dispositivos (Souza et al., 1995). Os protocolos hormonais contendo P4
podem ser utilizados para indugdo ou sincronizagdo do estro independente da populagdo ovariana das fémeas,
sendo eficazes na estacdo reprodutiva ou na contra estagéo.

A utilizacdo de DIVs é um fator predisponente de vaginite em ovinos, causando acumulos de secrecdo
mucopurulenta podendo ser sanguinolento em alguns casos (Penna et al., 2013). Estas vaginites levam a aumento
na contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) e alteragdo na microbiota normal do canal vaginal, a qual
é reestabelecida em aproximadamente 48 horas apds a retirada dos dispositivos (Vasconcelos et al., 2016).
Acredita-se que a causa da vaginite seja de origem fisica e ndo hormonal, visto que esponjas ndo impregnadas
também acarretam secre¢Bes purulentas (Suérez et al., 2006). Como alternativa para contornar as vaginites e
reduzir o descarte de residuos hormonais e plasticos oriundos dos DIVs, se pode utilizar progesterona injetavel de
longa acdo (P4i), a qual se mostrou eficaz em induzir a puberdade em bovinos, aumentando a taxa de prenhez a
IATF de novilhas pré-puberes (de Lima et al., 2020). Porém a utilizacdo desta via de aplicagdo é pouco estudada
em ovinos. D’Avila et al. (2022) mostraram que a utilizagdo da P4i como pré-sincronizacdo de um protocolo
convencional de DIV, associado a gonadotrofina coriénica equina (eCG) em ovelhas em anestro estacional, ndo
foi eficiente em aumentar as taxas de prenhez. Além disso, 0s mesmos autores observaram que protocolos que
substituiram DIV por P4i associada a eCG, ndo foram eficazes na inducéo e sincronizagdo do estro, porém, foram
capazes de induzir algumas ovulacdes.

A utilizagdo de 20mg de P4i em cabras no periodo de transigdo de anestro para o estro, como “P4-priming”

associado a diferentes doses de gonadotrofina coriénica humana (hCG - 50, 100 ou 300Ul) foi capaz de induzir o
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estro e obter prenhezes ap6s a monta natural (Alvarado-Espino et al., 2016). A utilizacdo de trés aplicacBes de P4i
(25mg) com intervalo de 48 horas, associadas a aplicagao Unica de 250Ul de hCG, se mostrou eficiente em induzir
0 estro e obter fertilidade aceitavel (54,5%) em ovelhas em anestro (Dehkordi et al., 2022). De forma geral, 0s
protocolos para controle de ciclo em ovinos que usam as distintas fontes de P4 se mostram eficientes, tanto no
controle da supressdo do estro como da retirada da P4, viabilizando trabalhos de reproducdo durante a contra
estacdo reprodutiva. Para o mercado brasileiro, o elevado custo dos tratamentos em relacdo ao valor do produto
ovino justifica a busca por possibilidades de menor custo em comparacdo com os dispositivos tradicionais
disponiveis.
Protocolos a base de prostaglandinas

Dentre as alternativas hormonais utilizadas para o controle do ciclo estral os protocolos que utilizam
analogos da PGF apresentam vantagens por sua facil aplicacdo, visto que 0s mesmos consistem em injecGes
intramusculares, baixo custo quando comparado aos protocolos baseados em P4, e menor contaminagéo ambiental
(Fierro et al., 2013). Porém, os mesmos apresentam limitagcdes como a aplicacdo restrita a fémeas ciclicas, ou seja,
que apresentam corpo lateo, pelo fato de utilizar apenas um agente luteolitico.

Estes tratamentos tradicionalmente consistem em duas aplicagdes de PGF com um intervalo de 9 a 14
dias, visando assim contornar a refratariedade dos CLs jovens, que ocorre nos dois primeiros dias apds a
luteinizagdo (Contreras-Solis et al., 2009). Apesar destes protocolos serem eficientes na inducdo do estro, a mesma
ocorre em uma janela de aproximadamente 4 dias, sendo necessario sua identificacdo, dificultando a utilizagdo na
IATF (Loubser and Van Niekerk, 1981). Visando concentrar mais a expressdo do estro dos animais tratados com
PGF, foi sugerida a reducdo no intervalo entre aplicagdes, para 7 dias, com a justificativa que a aplicagdo deste
horm6nio no inicio da fase ltea, enquanto o foliculo dominante da primeira onda estivesse em crescimento,
reduziria o intervalo de ovulacéo (Vifioles and Rubianes, 1998). A aplicacdo deste protocolo resultou na expresséo
do estro em até 72 horas apds a segunda aplicacéo, apresentando uma maior concentragao de cio, entre 25 e 48
horas (Menchaca et al., 2004)

A aplicacdo deste protocolo na IATF, em trés diferentes tempos, sendo estes 42, 48 e 54 horas ap6s a
segunda aplicacdo de PGF, apresentou taxas de prenhez superiores nas ovelhas inseminadas as 42 horas (Menchaca
et al., 2004), porém inferiores as taxas de prenhez obtidas em protocolos contendo MAP e eCG (Olivera-Muzante

etal., 2011).
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Utilizacéo de gonadotrofinas e GnRH

As gonadotrofinas, como as anteriormente citadas, eCG e hCG, assim como o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), podem ser associadas aos protocolos de sincronizagdo baseados em P4 ou anadlogos da
PGF, com o objetivo de melhorar a sincronia das ovulagOes destes tratamentos. A eCG é utilizada para estimular
o0 crescimento e ovulacdo, visto que este hormonio se liga aos receptores do hormdnio foliculo estimulante (FSH)
e luteinizante (LH). A aplicacdo da eCG geralmente ocorre na retirada do DIV (Hashim et al., 2013). Ao comparar
protocolos longos com DIV associados ou ndo a administracdo de eCG no momento da retirada dos mesmaos,
Garoussi et al., (2020) observaram significativo aumento nas taxas de concepcdo dos grupos tratados com esta
gonadotrofina. A administracdo de eCG associada a segunda administragcdo de PGF néo foi eficiente em aumentar
as taxas de prenhez em ovelhas submetidas IATF, porém, apresentou taxas de prolificidade e fecundidade
semelhantes a ovelhas tratadas com DIV+eCG (Cueto et al., 2020).

Ao estudar protocolos baseados em GnRH e analogos da PGF, Rekik et al. (2016) observaram taxas de
paricdo semelhantes as encontradas em protocolos contendo progestagenos e eCG, além de que também néo foi
possivel observar diferenga no nimero de cordeiros obtidos por parto, tornando esse protocolo uma alternativa
dentro das estacfes reprodutivas, visto que o mesmo apresenta menor custo quando comparado a protocolos
baseados em progestagenos.

J& Santos-Jimenez et al. (2020) observaram que a utilizagdo de GnRH aplicado 56 horas apds a remogao
do DIV, ou até mesmo duas aplicagdes deste hormonio, sendo a primeira no momento da disponibilizagdo do DIV
e a segunda também as 56 horas apds a remocao do dispositivo foram capazes de induzir o estro da mesma forma
que protocolos contendo eCG na estacdo reprodutiva. Porém, o mesmo néo foi observado em periodos de anestro
estacional, onde os protocolos com progestagenos + eCG apresentaram maiores taxas de expressao de estro.
Resultados semelhantes foram apresentados por Martinez-Ros; Gonzalez-Bulnes, (2019), que também observaram
que os protocolos que substituem eCG por duas aplica¢cBes de GnRH apresentam maior intervalo entre a retirada
do DIV e a ovulagdo, embora ndo tenha diferenca nas taxas de fertilidade dos animais estudados.

Considerac0es finais

Os tratamentos revisados sdo eficientes em induzir o estro e ovulagdo, porém, os protocolos contendo
progesterona e eCG apresentam melhor sincronia do estro em relagdo as duas aplicacdes de andlogos da PGF,
sendo mais eficientes quando utilizados associados a IATF. Além disso, vale ressaltar que a eficiéncia dos
protocolos e suas atualizagdes dependem da escolha correta para aplicacdo, sendo influenciados por estagédo

reprodutiva, clima, manejo da propriedade e pela condic¢do corporal dos animais.
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RESUMO
A inseminagdo artificial (IA) em ovinos apresenta resultados varidveis, principalmente

quando aplicada em conjunto com tratamentos de inducdo do estro, no periodo de anestro
da especie. Neste sentido, alternativas para obtengdo de melhores resultados, sem alterar
de forma significativa os custos de aplicacdo da técnica, sdo essenciais devido a
importancia desta biotécnica nos sistemas produtivos. Assim, uma alternativa que
potencialmente atende estes requisitos é a aplicacdo da dupla IA. Portanto, a presente

revisao tem como objetivo discutir os dados da literatura sobre a aplicacdo da dupla 1A
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cervical em ovinos, bem como apontar lacunas no conhecimento existente. Com base na
revisdo de literatura realizada, observou-se que os resultados obtidos com a dupla IA apés
deteccdo de estro ou em tempo fixo (IATF) apresentam taxas de prenhez inconsistentes.
Além disso, a maioria dos estudos disponiveis na literatura ndo condiz com os protocolos
de sincronizacdo do estro e doses inseminantes utilizadas atualmente. Adicionalmente,
destaca-se que muitos destes estudos utilizaram sémen congelado realizando a IA pela
via cervical superficial. Portanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar o potencial
beneficio da dupla IATF associada a protocolos hormonais e 0 uso de doses inseminantes

condizentes com as praticas atuais.

Palavras-Chave: inseminagdo artificial, ovelhas, inseminagdo cervical, eficiéncia

reprodutiva.

1.INTRODUCAO
A inseminacdo artificial (IA) é uma importante biotécnica reprodutiva para 0s

sistemas de producgdo de ruminantes, sendo uma 6tima ferramenta para produtores que
buscam o melhoramento genético de seus rebanhos (Alvarez et al., 2019). Esta técnica
pode estar associada a utilizacdo de tratamentos hormonais, uma abordagem que objetiva
o controle do estro e da ovulagdo, permitindo assim a realizagdo da inseminagéo artificial
em tempo fixo (IATF), ou seja, sem a necessidade de deteccdo de estro com rufides
(Abeciaet al., 2012).

A utilizacdo de biotécnicas associadas traz diversas vantagens como a retomada
da ciclicidade durante os periodos de anestro estacional de ovinos e a programacao dos
periodos de acasalamento e de pari¢do, garantindo melhores condi¢cfes climaticas e

nutricionais para as matrizes e seus produtos. Ainda, € possivel aumentar a taxa de
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ovulagdo e, consequentemente, 0 numero de nascidos, quando é utilizado tratamento com
gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Menchaca and Rubianes, 2004).

Na ovinocultura a realizacdo da IA apresenta taxas de concepg¢éo variaveis, o que
estd relacionado principalmente a dificuldade de deposicdo do sémen no ambiente
intrauterino devido a tortuosidade do canal cervical (Fair et al., 2019). Para realizar a
deposicao intrauterina do sémen é necessaria a realizagdo da inseminacg&o laparoscopica,
sendo essa uma técnica de custo elevado e, geralmente, restrita a utilizacdo de sémen
congelado de alto valor (Alvarez et al., 2019). Na ovinocultura comercial, a principal
abordagem de inseminacéo € a cervical, na qual o sémen percorre todo o canal cervical
para poder alcancgar o limen uterino. Essa forma é indicada somente para IA com sémen
fresco ou resfriado, podendo ser realizada apds deteccdo de estro ou em tempo fixo
(Gibbons et al., 2019).

Embora a IA cervical seja um procedimento simples, rapido e de baixo custo, 0s
resultados obtidos podem variar muito. Fatores como deficiéncias nutricionais, baixo
escore de condicdo corporal, baixa qualidade do sémen e manejo deficiente podem
comprometer os resultados. Ainda, protocolos hormonais inadequados e dispersdo no
momento das ovulacGes também podem afetar negativamente as taxas de concepcao
(Abecia et al., 2012; Gibbons et al., 2019).

Uma alternativa para incrementar as taxas de prenhez obtidas com a IA cervical
superficial ¢ a realizacdo de dupla inseminacéo, depositando duas doses de sémen no trato
reprodutivo da fémea em curto espaco de tempo. Porém, os estudos presentes na literatura
sdo antigos, utilizando metodologias distintas e tratamentos hormonais ndo comumente
utilizados na atualidade, além de reportarem taxas de prenhez bastante inconsistentes.

Portanto, a presente revisdo tem como objetivo relatar e discutir os dados presentes na
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literatura sobre a aplicagdo da dupla IA cervical em ovinos, identificando lacunas no

conhecimento existente acerca desta prética.

2. DUPLA INSEMINAC}AO ARTIFICIAL

A dupla inseminacdo em ovinos pode ser realizada ap6s a identificacdo de estro
ou apds tratamentos para a sincronizacdo do estro e ovulacdo a base de progestagenos e
analogos da prostaglandina F2 alfa (PGF). Além disso, as IA podem ser realizadas em
diferentes intervalos. Tais variagcbes podem levar a diferentes resultados na eficiéncia
reprodutiva apos a realizagdo da técnica, portanto, serdo abordadas em detalhes nesta
reviséo.

2.1 Dupla inseminacao apo6s deteccéo de estro

Existem relatos da utilizacdo da dupla IA desde o inicio da década de 1970 (Tabela
1), quando Salamon and Lightfoot, (1970) observaram incremento de aproximadamente
16 p.p. (22,6 vs. 38,8%) e 13 p.p. (39,7 e 53%) nas medias das taxas de parto de ovelhas
submetidas a dupla IA cervical superficial e cervical profunda, comparadas a ovelhas
submetidas a inseminacao cervical Unica, apos a deteccao do estro. No referido estudo, o
intervalo das inseminacdes foi de aproximadamente 12 horas com utilizacdo de sémen
congelado.

Em um estudo semelhante, Salamon (1971) observou que a taxa de paricdo em
ovelhas submetidas a duas IA com intervalo de 10 horas, ap6s a deteccdo do segundo
estro, decorrente de uma sincronizacao prévia com dispositivos intravaginais (DIV) com
progestagenos, foi maior, independentemente do uso de sémen fresco ou congelado.
Visser and Salamon (1973) observaram resultados contraditérios em dois experimentos

realizados. Em um experimento observaram acréscimo na taxa de parto de ovelhas
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submetidas a dupla IA (com intervalo de 8 horas entre as IAs), porém, em outro
experimento, onde compararam a utilizagdo de sémen com diferentes concentragoes,
associados ou ndo a dupla IA, apresentaram prenhezes semelhantes entre a inseminagéo
Unica e a dupla IA.

Visser and Salamon (1974) apresentaram a hipétese de que os beneficios da dupla
inseminagdo estavam ligados ao maior numero de espermatozoides depositados no trato
reprodutivo das fémeas, pois observaram que uma Unica inseminagdo com maior nimero
de espermatozoides na dose inseminante também levava ao aumento nas taxas de paricéo.
Ao usar doses inseminantes contendo mesmo nimero total de celulas tanto para Gnica IA
como para a dupla IA (180 x 10° ou 90 + 90 x10° espermatozoides moveis), Salamon
(1977) ndo observou diferenca nas taxas de prenhez, sugerindo que incremento nos
indices reprodutivos observados pelos demais estudos estariam relacionados com maior
namero de células espermaticas depositado. Jha et al. (2020), realizando a deteccdo do
estro apos protocolo de sincronizacao utilizando duas doses de analogo da PGF, também
ndo observaram diferencas nas taxas de prenhez de ovelhas inseminadas com
inseminacdo Unica ou dupla IA, com intervalo de 6 horas. As IAs foram realizadas pela
via cervical, utilizando 0 mesmo niimero total de espermatozoides mdveis (200 x 10°, no
estudo 1; e 100 x 10% no estudo 2). Ressalta-se que o estudo utilizou baixo nimero
amostral de animais.

Outras hipoteses foram sugeridas para explicar a obtencdo de incrementos nas
taxas de prenhez. Salamon et al. (1979) sugeriram que a deposi¢éo do sémen 12-14 horas
apos a deteccdo do estro estaria expondo o espermatozoide a envelhecimento adicional
no trato reprodutivo feminino. Por sua vez, a segunda inseminacgao ocorreria de forma

mais sincrona com o momento da ovulagdo, tendo assim um envelhecimento reduzido.



32

Simonetti et al. (2002) utilizando sincronizacgdo do estro a base de progesterona e
eCG seguido da deteccdo de estro, ndo observaram diferenca nas taxas de paricdo entre
ovelhas inseminadas uma vez (7 a 11 horas ap0s detecgdo do estro) e ovelhas que
receberam dupla inseminacéo (3 a 4 horas apds a deteccdo do estro e 8 a 9 horas apés a
primeira inseminagdo). Resultados semelhantes foram observados por Mufoz et al.
(2002), ao testarem intervalos entre inseminacdes de 3 e 6 horas, porém, sem a utilizacdo
de eCG na retirada dos dispositivos e subsequente deteccdo do estro. Paulenz et al. (2003)
observaram maior taxa de ndo retorno ao estro, porém sem diferencas na taxa de paricao,
em ovelhas inseminadas duas vezes com intervalo de 24 horas, sendo a primeira IA
realizada de 12 a 24 horas apds a deteccdo do estro.

A inseminacdo dupla também poderia ser uma alternativa para sistemas de criagdo
organicos, em que ha maior dificuldade no controle do ciclo estral e de utilizagdo de
técnicas para incremento das taxas de prenhez. Palacios et al. (2022) utilizando ovelhas
em estro natural, realizaram inseminacdo cervical com sémen fresco em trés diferentes
momentos, sendo eles: antes de 5; 5 a 16; e entre 16 e 24 horas ap0s a detec¢do do estro.
Os animais foram inseminados pela segunda vez 24 horas ap0s a primeira IA, ndo sendo
observado acréscimo nas taxas de prenhez em nenhum dos grupos estudados.

Vale ressaltar que a intensificacdo da ovinocultura e a procura por reducdo no
nimero de manejos dos rebanhos, além da necessidade de manutencdo de rufides na
propriedade, tornam os manejos de deteccdo de estro um limitante para aplicacdo da IA.
Assim, estudos buscando aprimorar protocolos de sincronizagdo do estro e ovulagéo
tornam-se essenciais para a disseminagdo das demais biotécnicas. A utilizacdo da dupla
IATF poderia representar uma alternativa para ovelhas sincronizadas, por ndo exigir o

manejo de detecgdo de estro, e reduzir a quantidade de manejos de coleta de sémen e
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inseminagdo, além de ser uma alternativa de baixo custo para incremento na eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos.
2.2 Dupla inseminagdo em tempo fixo

O sucesso de um protocolo de IATF depende principalmente do adequado
controle do momento da ovulacdo e da IA. Portanto, parece l6gico que a realizacdo de
duas IATF pode trazer beneficios por aumentar a chance de fecundagdo. Em estudo
utilizando ovelhas sincronizadas com duas aplica¢Ges de andlogos de PGF e dupla IATF,
56 e 66 h apds a segunda aplicacdo de PGF, obteve-se maiores taxas de prenhez
comparada com IA Unica em 60 ou 66 h, porém, ndo houve beneficio em relacdo as IAs
realizadas as 56 h (Tabela 2; Acritopoulou-Fourcroy et al., 1982). J& Hackett et al. (1981)
ndo observaram vantagem na utilizacdo da dupla 1A, apés a utilizagdo de tratamentos com
duas aplicacbes de PGF. Resultados semelhantes foram observados por Ismaya and
Soetimboel (1995) em ovelhas inseminadas em tempo fixo 48 h apds a segunda aplicacéo
de PGF, tendo a segunda inseminacdo realizada em um intervalo de 24 horas.

Ainda com protocolos que envolvem a administracdo de duas doses de
prostaglandina, com intervalo de 15 dias, associadas a IATF ou dupla IATF, Burutaran et
al. (2024), utilizando sémen fresco (dose inseminante com 150 x 10° espermatozoides
moveis), ndo observaram vantagens na utilizacdo da dupla IATF realizada num intervalo
de 24 horas (44 e 68h ap6s a segunda aplicacdo de PGF), quando comparada a
inseminacdo Unica 44, 54 ou 68 horas apds a aplicacdo da segunda dose de PGF. E
importante ressaltar que a utilizacdo de protocolos baseados apenas no tratamento com
PGF ndo seria a melhor recomendacdo para a realizacdo de IATF, uma vez que ha

controle apenas da fase luteal do ciclo estral, ndo havendo controle do crescimento
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folicular, acarretando em maior dispersdao do momento das ovulagdes em comparagao aos
protocolos que utilizam progestagenos associados a eCG.

A aplicacdo da dupla IA associada a protocolos de longa duragdo (12-14 dias) a
base de progestagenos, com ou sem a adicdo de eCG (500 Ul), utilizando sémen
refrigerado com dose inseminante de 450 x 10° espermatozoides mdveis, ndo apresentou
incremento significativo nas taxas de pari¢do. Os intervalos entre as duas I1As foram de 4,
5 ou 6 horas (Langford, 1986, 1982; Langford et al., 1983, 1982). Cabe ressaltar que os
referidos estudos utilizaram dose inseminante com numero total de células quatro vezes
superior ao nimero convencionalmente utilizado e, portanto, os eventuais beneficios de
duas IATF podem ter sido mascarados. Apds a aplicacdo de protocolo baseado em
progesterona (14 dias) associada a eCG (600 Ul), Curnock et al. (1984) concluiram que
a utilizacdo de dupla 1A é necesséria para obtencdo de taxas de concep¢do aceitaveis
quando utiliza-se sémen congelado. Em metodologia semelhante, porém com utilizacéo
de sémen fresco e doses inseminantes com menor nimero de células (150 x 108
espermatozoides moveis), Simonetti et al. (2014) encontraram desempenho reprodutivo
superior, porém, o reduzido namero amostral (n=24) limita as conclusdes.

Ao utilizar protocolos com DIVs de MAP ou progesterona durante 9 dias,
associados & eCG (600 UI) utilizando sémen fresco (500 x 10° espermatozoides moveis),
Fukui et al. (1991) observaram que a utilizacdo de inseminacdo Unica € tdo eficiente
quanto a utilizacdo da dupla IA, com intervalo de 12 horas. Novamente, o elevado numero
de células utilizados na IA ndo condiz com as préaticas atuais.

Ao associar a dupla inseminagdo com protocolos de curta duragéo de P4, com
PGF na insercdo do dispositivo e eCG (250 Ul) na retirada do mesmo, Menchaca et al.

(2005) ndo observaram acréscimo nas taxas de prenhez aos 35 dias, utilizando um
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intervalo de 6 horas entre as inseminagdes (48 e 54 horas apo0s a retirada do dispositivo),
com a utilizagdo de sémen resfriado e dose inseminante de 200 x 10° espermatozoides.
Ressalta-se que as taxas de prenhez no referido estudo foram baixas, oscilando entre 10
e 35%, independente do tratamento, 0 que sugere que outras variaveis podem ter
interferido nos resultados. Alguns autores ainda relatam menores taxas de prenhez em
ovelhas submetidas a dupla 1A em tempo fixo (dupla IATF), atribuindo esse resultado a
um possivel impacto do estresse causado pelo manejo adicional (Smith et al., 1978).

A0 nosso conhecimento, nenhum dos estudos disponiveis na literatura utilizou
indutor de ovulagdo como hCG ou GnRH. Portanto, € possivel que o uso adicional dos
referidos indutores possa aumentar a chance de fecundagdo apds realizagdo de uma ou

duas IATF. Entretanto, essa hipdtese ainda necessita ser testada.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos apés a aplicacdo da dupla inseminacdo artificial apds
deteccdo de estro, ou em tempo fixo, ainda sdo contraditérios. A maioria dos estudos
avaliaram protocolos de sincronizagdo do estro e doses inseminantes diferentes dos
utilizados atualmente. Os estudos, em sua maioria, utilizaram sémen congelado pela via
cervical superficial, a qual ndo é considerada adequada devido a baixa viabilidade
espermatica. Portanto, ainda h& oportunidade para a realizacdo de novos estudos que
permitam avaliar o potencial beneficio da dupla IATF considerando os protocolos

hormonais e as condutas de IA condizentes com as préaticas atuas.
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Tabela 1. Resultados reprodutivos obtidos a partir da realizacdo de inseminacdo Unica ou dupla em
ovinos a partir da deteccao do estro, de acordo com o protocolo hormonal, método de preservacao

do sémen, numero de espermatozoides na dose inseminante e intervalos de inseminacéo.
Results Obtained

Dupla IA (h) (%)
Dose 1A
Autor THratamento Sémen Ins. Unica 1°1A 221A Int ) A Unica IA #(p.p) Valor
ormonal (x10%) (h) 1As (h) Dupla deP
Salamon;  Estro Natural C 150 1-15 1-15 13-27 12 41,3 46,5 5,2 <0,01
Lightfoot (19/46) (20/43)
1970 - Estro Natural C 150 1-15 1-15 13-27 12 17,8 25,6 7.8 <0,01
Exp2- (8/45) (11/43)
Estro Natural C 150 1-15 1-15 13-27 12 8,7 442 35,5 <0,01
(4/46) (19/43)
Salamon;  Estro Natural C 80 1-15 1-15 13-27 12 39,7 53 13,3 <0,05
Lightfoot (46/116) (61/115)
1970 -
Exp 3
Salamon, E.N. ou2° C 150 1-2 1-15 10-25 10 429 59,5 16,6 <0,02
1971 - estro pés DIV (33/77) (47179)
Expl- E.N. ou2° F 150 1-2 1-15 10-25 10 69,1 78,6 10,5 <0,02
estro pés DIV (47/68) (55/70)
Salamon, E.N. ou 2° C 150 1-2 1-2 11-12 10 40,9 55,1 14,2 <0,02
1971 - estro pés DIV (38/93) (54/98)
Exp 2° E.N. ou2° C 150 1-2 1-2 11-12 10 39,1 50,5 114 <0,02
estro pés DIV (36/92) (48/95)
Visser; 2° estro pos C 180 1-15 1-15 8-23 8 22,9 57,1 342 <0,001
Salamon, DIV (8/35) (20/35)
1973° 2° estro pos C 180 1-15 1-15 8-23 8 35,3 54,5 19,2 <0,001
DIV (12/34) (18/33)
2° estro pos F 180 1-15 1-15 8-23 8 54,3 77,1 228 <0,001
DIV (19/35) (27/35)
Visser; 2° estro pos C 90 12-14 12-14 23-25 11 19,4 35,3 159 <0,001
Salamon, DIV (7/36) (12/34)
1974 2° estro pos C 180 12-14 12-14 23-25 11 29,7 57,6 27,9 <0,001
DIV (11/37) (19/33)
2° estro pos C 90 12-14 12-14 23-25 11 30,8 37,1 70 <0,001
DIV (12/39) (13/35)
2° estro pos C 180 12-14 12-14 23-25 11 34,2 545 20,3 <0,001
DIV (13/38) (18/33)
Salamon, DIV C 90 12-14 12-14 23-25 11 31,1 34,1 3,0
1977 (14/45) (15/44)
DIV C 180 12-14 12-14 23-25 11 46,5 48,9 2,4
(20/43) (22/45)
DIV C 360 12-14 12-14 23-25 11 55,6 55,8 0,2
(25/45) (24/43)
Salamon, 2° estro pos R 150 12-14 12-14 24-26 12 34,6 55,2 20,6 <0.001
1979 DIV (72/208)  (112/203)
Mufioz et MAP (12d) C 200 18 3 6 3 20,5 22,0 15
al, 2002 map (12d) C 200 18 6 12 6 20,5 31,8 113
MAP (12d) C 200 18 12 18 5 20,5 21,7 1,2
Simonetti  MAP (14d) + F 300 7-11 3-4 - 8-9 64,4 67,7 3,0 > 0,05
etal., eCG(400Ul) (67/104)  (42/62)
2002 *
Paulenz Estro Natural R 150 12-24 12-24 - 24 56,8 61,6 48 =0,06
etal., (150/264) (183/297)
2003 *
Jhaet al., 2x PGF C 200 12-18 10-12 16-18 6 16,7 26,1 9,4 > 0,05
2020 °© (4/24) (6/23)
2x PGF C 100 12-18 10-12 16-18 6 0 (0/18) 12,5 12,5
(3/24)
Palacios E.N. R 200 5-16 5-16 29-40 24 34 (8/23) 43 (6/14) 9,0 =0,06
etal., _
2027 * E.N. R 200 <5 <5 <29 25 37 (4/11) 40 (4/10) 3,0 =0,06

E.N. R 200 16-24 16-24 40-48 24  42(9/21) 42(5/12) 0,0 =0,06




As linhas dentro dos diferentes estudos representam diferentes grupos de inseminacdo Unica, 0S
quais sdo comparados com os resultados de dupla IA (colunas). Simbolos na coluna autores: *
estudos que utilizaram a taxa de paricdo como resultado; * estudos que utilizaram taxa de
fertilidade; ¢ estudos que utilizaram a taxa de prenhez como resultado. Sémen: fresco (F), resfriado
(R) ou congelado (C). Dose inseminante (x10°) de espermatozoides mdveis. Os intervalos de
tempo correspondem aos momentos de inseminagdo apos a deteccdo do estro. IA: inseminacao
artificial p.p: pontos percentuais; E.N.: Estro Natural; MAP: acetato de medroxiprogesterona;
DIV: dispositivo intravaginal; eCG: gonadotrofina coridnica equina; PGF: prostaglandina F2a.
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Tabela 2. Resultados reprodutivos obtidos a partir da realizacdo de inseminagao Unica ou dupla
em tempo fixo em ovinos, de acordo com o protocolo hormonal, método de preservacdo do
sémen, nimero de espermatozoides na dose inseminante e intervalos de inseminacao.

?:?:16)1 Resultados Obtidos (%)
Dose IA ., ., Int
Autor T|_r|atament|o Sémen Ins.  Unica IlA |2A 1As 1A Unica IA Dupla # \éalgr
ormona (x109  (h) (h) (p-p) e
Smith et FGA +eCG R 400 56 48 58 10 71,7 60,2 (56/93) -115 <0,01
al., 1978 (500U1) (66/92)
Hackett et 2x PFG R 450 60 60 72 12 35(11/31) 52(15/29) 17,0
al., 1981° 2% PFG R 450 72 60 72 12 52(16/31) 52(15/29) 0,0
Acritopoul 2xX PFG F 160 56 56 66 10 54,8 61,9 (26/42) 7,10 >0,05
ou- (23/42)
Fourcroy et 2x PFG F 160 50 56 66 10 375 61,9 (26/42) 24,4 <0,05
al., 1982 (12/32)
2x PFG F 160 66 56 66 10 30,8 61,9 (26/42) 31,1 <0,05
(12/39)
Langford, FGA (12d) + R 450 54 54 60 6 67,0 61,0 (11/18) -6,0
1982 eCG(500Ul) (14/21)
FGA (12d) + R 450 57 54 60 6 67,0 61,0 (11/18) -6,0
eCG(500UI) (12/18)
FGA (12d) + R 450 60 54 60 6 37,0(7/19) 61,0(11/18) 24,0
eCG(500Ul)
FGA (12d) R 450 54 54 60 6 11,0(2/18) 33,0(7/21) 22,0
FGA (12d) R 450 57 54 60 6 11,0(2/18) 330(7/21) 220
FGA (12d) R 450 60 54 60 6 260(5/19) 330(7/21) 7,0
Langfordet  FGA (12d) + R 450 54 54 59 5 55(26/47) 56 (30/54) 1,0
al, 1982 ° eCG(500Ul)
FGA (12d) + R 450 55 55 60 5 73(35/48) 69 (34/49) -4,
eCG(500Ul)
FGA (12d) + R 450 56 56 60 4 67(31/46) 76(34/45) 9,0
eCG(500U1)
Langford et 30mg FGA (12d) R 450 55 55 60 5 52(11/21) 70(14/20) 18,0 >0,05
al, 1983 " +eCG(500UI)
30mg FGA (12d) R 450 55 55 60 5 10 (2/20) 11 (2/19) 1,0 >0,05
40mg FGA (12d) R 450 55 55 60 5 69(9/13)  80(8/10) 11,0 >0,05
+eCG(500U1)
40mg FGA (12d) R 450 55 55 60 5  31(4/13) 20 (2/10)  -11,0 =>0,05
Langford, 30mgFGA (14d) R 450 55 55 60 5 39(37/96) 27 (27/99)  -12
1986 +eCG(500U1)
40mg FGA (12d) R 450 55 55 60 5 68(79/117) 69 (29/42) 1
+eCG(500U1)
Fukui et MAP (9d) + F 500 36 30 42 12 44,6 50,9 (29/57) 6,3 <0,05
al., 1991 * eCG(600UI) (25/56)
500mg P4 (9d) + F 500 36 30 42 12 46,6 50 (30/60) 34 <0,05
eCG(600U1) (27/58)
Ismaya; 2X PFG F 150 48 48 72 24 50,0 66,7 16,7
Sietimboel, 2x PFG F 150 48 48 72 24 500 16,6 -334
1995 *
Menchaca MAP (6d) + PGF R 200 48 48 54 6 34,7 23,4 (11/47) -11,3 <0,05
etal., 2005 +eCG(250Ul) (17/49)
0 MAP (6d) + PGF R 200 54 48 54 6 106 (5/47) 234 (11/47) 12,8 <0,05
+eCG(250U1)
Simonetti MAP (14d) + F 150 54 48 60 12 9,1(1/11) 50(6/12) 40,9 <0,05
etal., 2014 eCG(300UI)
O
Burataran 2x PFG (15d) F 150 54 44 68 24 66,4 738(93/126) 7.4 <0,05
etal., 2024 (83/125)
¢ 2x PFG (15d) F 150 44 44 68 24 64,1 73,8 (93/126) 9,7 <0,05
(82/128)
2x PFG (15d) F 150 68 44 68 24 66,7 73,8(93/126) 7.1 <0,05

(84/126)




As linhas dentro dos diferentes estudos representam diferentes grupos de inseminag&o Unica, 0s
quais sdo comparados com os resultados de dupla IATF (colunas). Simbolos na coluna autores:
* estudos que utilizaram a taxa de pari¢do como resultado; * estudos que utilizaram a taxa de
concepgdo como resultado; ¢ estudos que utilizaram a taxa de prenhez como resultado. Sémen:
fresco (F), resfriado (R) ou congelado (C). Dose inseminante (x10°%) de espermatozoides
moveis. |A: inseminacdo artificial, p.p: pontos percentuais; MAP: acetato de
medroxiprogesterona; FGA: acetato de fluorogestona; eCG: gonadotrofina coribnica equina;
PGF: prostaglandina F2a; Ul: unidades internacionais.
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RESUMO
Os principais protocolos de sincronizagdo do estro em ovinos, associados a inseminagao
artificial apresentam taxas de prenhez variadveis, apresentando margem para melhoria. O

presente estudo objetivou: (1) avaliar o efeito da dupla inseminacgéo artificial em tempo fixo
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(IATF); (2) avaliar a eficacia da dose de 125ug de cloprostenol em induzir a lutedlise; e (3)
determinar a curva de disponibilidade sérica de B-hCG apés a aplicacdo de 100, 250 ou 500Ul
por via intramuscular. No Exp. 1 ovelhas receberam dispositivos intravaginais (DIVs) contendo
60mg de MAP, durante seis dias. Na retirada, os animais receberam 250ug de cloprostenol
sodico e 300Ul de eCG. No momento da IA, foram aplicados 4pg de buserelina, sendo que as
ovelhas foram alocadas em dois grupos: controle (n=127) e 21A (n=128). O grupo 2IA foi
inseminado novamente 14 h apds a primeira IATF. No Exp. 2, ovelhas receberam dispositivos
intravaginais contendo 60mg de MAP, durante seis dias. Na retirada, os grupos PGF 125 (n=41)
e PGF 250 (n=40), receberam 125 e 250p1g de cloprostenol, respectivamente. Apds, as ovelhas
foram expostas a monta natural. No Exp. 3, nos grupos hCG100 (n=5), hCG250 (n=5) e
hCG500 (n=5), as ovelhas foram tratadas com 100, 250 ou 500 Ul de hCG, respectivamente.
Amostras de sangue foram coletadas 0, 6, 12, 24, 36 e 48 h apds a aplicacdo. No Exp 1., a dupla
IATF possibilitou incremento de 12 p.p. em relacéo a inseminacdo Unica. No Exp 2., as doses
de 250 e 125ug de cloprostenol ndo diferiram quanto a taxa de expressao de estro (65 e 81%,
P=0,12), taxa de concep¢do (69 e 67%, P=0,83) e taxa de prenhez (45 e 54%, P=0,39). No Exp
3., as trés doses de hCG apresentaram pico sérico 6 h ap6s os tratamentos, sendo que a
gonadotrofina foi detectada em todos os momentos avaliados. Conclui-se que a dupla IATF e a
dose reduzida de cloprostenol podem levar a reducdo do custo do tratamento hormonal por
prenhez obtida. Ainda, a curva de concentracdo sérica de hCG pode fornecer subsidio para a

escolha das doses a serem utilizadas para indugédo da ovulagdo em ovelhas.

Palavras-Chave: Dupla inseminacéo, cloprostenol, gonadotrofina coriénica humana, ovelhas,

inseminacao artificial.
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1 INTRODUCAO

A producéo de pequenos ruminantes representa uma importante atividade econdmica e
social em muitos paises (Haenlein, 2001). A busca por melhorias na eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos torna-se necessaria, por ser um dos principais fatores que afetam diretamente a
rentabilidade dos rebanhos (Amer et al., 1999). As biotécnicas da reproducdo como a
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), que esta diretamente associada com tratamentos
hormonais para o controle do ciclo estral, s&o importantes alternativas para a obtencdo de ganho
genético e melhor eficiéncia reprodutiva dentro de diferentes sistemas produtivos (Abril-
Parrefio et al., 2021).

Os principais tratamentos hormonais para sincronizacgao do estro e ovulagéo utilizados
na ovinocultura consistem na utilizagdo de dispositivos intravaginais (DIVs) contendo
progestagenos associados a administracao de gonadotrofina coriénica equina (eCG) (Hashim
et al., 2013). Porém, estes protocolos apresentam taxas de prenhez variaveis, as quais podem
estar relacionadas a dispersdo do momento da ovulacdo, tornando a IA menos sincrona,
apresentando assim margem para estudos visando a melhoria.

A dupla inseminacao € descrita ha varias décadas, tanto em tempo fixo (Langford et al.,
1982) com a utilizacao de diferentes protocolos hormonais, quanto ap6s a identificacdo de estro
(Paulenz et al., 2003). A dupla IA poderia representar uma possibilidade de incremento das
prenhezes sem expressiva alteracdo nos custos da técnica, tendo gastos apenas com a mao de
obra. Porém, a aplicacdo da dupla 1A apresenta resultados inconsistentes em relagcdo ao
acréscimo obtido na taxa de prenhez (Acritopoulou-Fourcroy et al., 1982). Além disso, a
maioria dos estudos sdo antigos e utilizaram protocolos hormonais e/ou doses inseminantes que
n&o séo atualmente utilizados.

Além das limitagdes descritas, a reducdo de custo dos tratamentos, seja pelo uso de

novos farmacos, ou pela diminui¢do das doses, sem prejudicar indicadores reprodutivos, é
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essencial para maior difusdo das biotécnicas. Nesse aspecto, estudos sugerem que baixas doses
de cloprostenol sdo eficientes para induzir a lutedlise em ovelhas (Haresign and Acritopoulou,
1978). Entretanto, revisando a literatura, ndo foram encontrados estudos comparando diferentes
doses de cloprostenol na sincronizagédo de estro em ovelhas.

Outro desafio na utilizacdo de protocolos hormonais para o controle do ciclo estral em
ovinos € o fato de que a suplementacao de gonadotrofinas depende exclusivamente da utilizacdo
de eCG. A auséncia de alternativas para induzir o crescimento folicular e ovulagdo pode
comprometer a eficiéncia dos tratamentos hormonais, uma vez que a producdo de eCG requer
coleta de sangue de éguas prenhes, o que pode ser um limitante considerando o bem-estar
animal (Vilanova et al., 2019). A gonadotrofina coriénica humana (hCG) é uma alternativa
promissora, por sua funcdo semelhante ao hormonio luteinizante (LH), podendo ser usada como
indutor de ovulacdo (Kinser et al., 1983).

Com base no acima exposto, os objetivos do presente estudo foram: (1) avaliar o efeito
da utilizacdo de dupla IATF, associada a aplicacdo de buserelina no momento da primeira IATF,
sobre a taxa de prenhez de ovelhas; (2) avaliar se 125 pg de PGF, equivalente a metade da dose
usual, é suficiente para induzir a lutedlise; e (3) determinar a curva de concentracdo sérica de

B-hCG apds a aplicacéo de 100, 250 e 500UI por via intramuscular.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos durante os periodos de transi¢cdo e estacéo
reprodutiva (novembro a abril), em fazendas comerciais do Rio Grande do Sul, Brasil. O estudo
utilizou o total de 351 ovelhas em idade reprodutiva, mantidas em campo nativo, com escore
de condig&o corporal (ECC) minimo de 2,5 (em uma escala de 0 a 5) conforme descrito por
Russel et al. (1969). Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas.
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2.1 Experimento 1

Para avaliar se a dupla IATF aumentaria a taxa de prenhez, 255 ovelhas receberam um
dispositivo intravaginal (DIV), contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP;
Fagron, S&o Paulo, Brasil), durante 7 dias. No momento da retirada do dispositivo, os animais
receberam 200 Ul de gonadotrofina corionica equina (eCG; SincroeCG, Ourofino, Cravinhos,
Brasil; ou Novormon, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 250ug de cloprostenol sédico (PGF; Estron,
Agener Unido, Sdo Paulo, Brasil). Todas as ovelhas foram inseminadas 54 h ap0s a retirada do
DIV, juntamente com a aplicacdo de 4ug de buserelina (Sincroforte, Ourofino, Cravinhos,
Brasil). No momento da IATF, as ovelhas foram divididas aleatoriamente em dois grupos:
Controle (n=127), no qual os animais ndo receberam tratamentos adicionais; e grupo 2 1A
(n=128), no qual os animais foram submetidos & segunda inseminacdo 14 h apés. As
inseminacdes foram realizadas pela via cervical superficial, utilizando sémen fresco, obtido de
um pool de sémen de 13 carneiros com fertilidade conhecida (trés ou quatro carneiros por
réplica). O sémen foi diluido em leite UHT e as doses inseminantes foram produzidas contendo
100 x 10° espermatozoides moveis em um volume de 100uL. Todos as IAs, nas diferentes
réplicas, foram realizadas pelo mesmo inseminador. O diagnostico de gestacdo foi realizado 30
dias ap6s a primeira inseminacdo, por ultrassonografia transretal com um transdutor de 7.5 MHz

(Infinit i3V, Jiangsu, China).
2.2 Experimento 2

Para avaliar a eficacia de duas doses de prostaglandina na sincronizagdo do estro e taxa
de prenhez ap6s a monta natural (MN), 81 ovelhas receberam DIV contendo 60mg de MAP
(Fagron, S&o Paulo, Brasil), por seis dias. Na retirada do dispositivo, os animais foram alocados
em dois grupos: PGF 125 (n=41), tratados com 125pug (0,5 ml) de cloprostenol sédico (Estron,
Agener Unido, S&o Paulo, Brasil); ou PGF 250 (n=40), tratados com 250ug (1 ml) do mesmo

anédlogo. A monta natural foi registrada utilizando propor¢do macho:fémea de 10%, com
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carneiros identificados na regido esternal com p6 xadrez diluido em graxa. O diagndstico de
gestacdo foi realizado 30 dias ap6s o fim do contato das fémeas com os carneiros, por
ultrassonografia transretal, conforme descrito no experimento anterior.

2.3 Experimento 3

A fim de determinar a curva de concentracdo sérica de hCG, 15 ovelhas previamente
sincronizadas com DIV contendo 60mg MAP (Fagron, S&o Paulo, Brasil) durante 14 dias,
foram alocadas aleatoriamente em trés grupos: hCG100 (n=5), hCG250 (n=5) e hCG500 (n=5),
nos quais as fémeas foram tratadas com 100, 250 e 500 Ul de hCG (Chorulon, MSD, S&o Paulo,
Brasil), respectivamente. Amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa da jugular,
com auxilio de tubos vacutainer as 0, 6, 12, 24, 36 e 48 h apds a aplicacdo. O soro foi obtido
apos a centrifugagdo das amostras a 5000 rpm, durante 10 minutos, para posterior quantificacdo
de B-hCG sérico pelo método de quimiluminescéncia utilizando o kit Elecsys HCG-p (COBAS;

Roche Diagnostics), com sensibilidade de <0.6 mUI/mL.
2.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo software JMP Pro 16 (SAS Institute). As taxas
de manifestacdo de estro, de prenhez e de concepc¢do foram analisadas por regressédo logistica.
As concentragdes de B-hCG foram analisadas por modelos mistos para dados repetidos,

utilizando o software SAS. Todas as analises consideraram a significancia de 5%.

3 RESULTADOS
3.1 Experimento 1

O grupo controle apresentou taxa de prenhez total de 34,6% (44/127) sendo esse

resultado inferior (P=0,04), quando comparado com o grupo 2IA, no qual obteve-se a taxa de
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prenhez de 46,9% (60/128). N&o foi observado efeito das diferentes réplicas (P=0,95) nem
interacdo réplica x grupo (P=0,69; Figura 1).

3.2 Experimento 2

N&o foram observadas diferencas na taxa de expressao do estro (P=0,12), taxa de
prenhez (P=0,39) e taxa de concepcdo (P=0,83), em ovelhas tratadas com 125 ou 250ug de

cloprostenol (Figura 2).

3.3 Experimento 3

As maiores concentragdes de B-hCG, foram observadas cerca de 6h apds a
administragdo de hCG por via intramuscular. O maior pico foi observado nos animais tratados
com 500 Ul (P=0,002), ndo sendo observada diferenca entre os grupos hCG100 e hCG250. As
24 h, o grupo hCG500 diferiu do hCG100, porém ndo foram observadas diferencas entre o
grupo hCG250 e os demais. As 36 e 48h, ndo foram observadas diferencas nas concentragoes
de hCG entre os trés grupos (Figura 3).

O grupo hCG100 manteve sua concentracdo maxima entre 6 e 24 h apds a aplicacéo,
ndo havendo diferenca de concentracdo neste intervalo (P= 0,12), porém, esses valores foram
superiores as concentracdes observadas em 36 e 48 h (P=0,02; P= 0,005). Ao avaliar o grupo
hCG250, ndo foram observadas diferencas entre 0s momentos de pico maximo de concentracao
até 12 h apds a aplicacao (P= 0,99), com posterior queda. Foi possivel observar comportamento
semelhante no grupo hCG500, apresentando concentracdes maximas até 12 h apos a aplicacédo

IM, com subsequente diminui¢do dos niveis.

4 DISCUSSAO
Os principais resultados do presente estudo foram: 1) a dupla IATF possibilitou
incremento na taxa de prenhez; 2) a dose de 125ug de cloprostenol sédico é tdo eficaz quanto

250ug, ndo afetando a eficiéncia reprodutiva de ovelhas; 3) o pico de concentragdo sérica de f3-
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hCG em ovelhas ocorre 6 h apds o tratamento sendo a hCG detectada na circulagdo por, no
minimo, 48 h.

No experimento 1 foi avaliado o efeito de utilizagdo da dupla IATF, associada ao
tratamento com buserelina no momento da primeira inseminacao (54 h apds a retirada do DIV).
Nossos resultados demostraram importante incremento de, aproximadamente, 12 pontos
percentuais, na taxa de prenhez total de ovelhas inseminadas duas vezes. E bem estabelecido
que a taxa de prenhez apds IATF depende da sincronia entre as ovulagdes e as inseminacdes,
sendo que ovelhas com estro sincronizado geralmente ovulam em torno de 65 h apés a retirada
do DIV (Souza et al., 1995). Recentemente, demonstrou-se que o uso de buserelina em ovelhas
é eficiente em ocasionar um pico de LH, além de aumentar as taxas de prenhez, quando utilizada
no momento da IATF (Pereiraetal., 2024). Neste sentido, acredita-se no potencial efeito aditivo
do uso de buserelina e da realizacdo de duas inseminacGes para garantir ovulagdes mais
sincronas e maior nimero de espermatozoides vidveis, respectivamente.

Contrapondo esta possivel explicacdo, Salamon (1977) sugere que O acréscimo
observado na taxa de prenhez apds a aplicacdo da dupla IA esté relacionado com 0 aumento da
dose inseminante. No referido estudo, ndo foi observada diferenca entre ovelhas inseminadas
com doses contendo 0 mesmo numero total de células considerando o protocolo de inseminacgéo
tnica (180 x 10°) ou protocolo de dupla IA (90x10° espermatozoides mdveis/dose em cada IA),
tendo obtido taxas de parto de 46,5 e 34,1%, respectivamente. Portanto, estudos futuros sdo
necessarios para avaliar se 0 uso de maior numero de células em uma Unica IATF possibilita
incremento na taxa de prenhez equivalente ao uso de dupla IATF.

Ao utilizar tratamento hormonal igual ao utilizado no presente experimento, Pereira et
al. (2024) reportaram taxa média de prenhez de 50,3% ap0s a realizacdo de uma Unica
inseminacdo, sendo esta superior & taxa média de prenhez do grupo controle do presente estudo

(34,6%), porém, semelhante a taxa de prenhez observada nos animais submetidos a dupla 1A
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(46,9%). Vale ressaltar que os estudos foram realizados em diferentes momentos e propriedades
comerciais distintas, porém, ambos apresentaram taxas de prenhez satisfatdrias, com resultados
proximos a 50%. Sendo assim, nao é possivel afirmar que sistemas produtivos que apresentam
taxas de prenhez satisfatorias sejam beneficiados pelo uso da dupla IA, sendo necessarios novos
estudos para avaliar a influéncia da fertilidade dos rebanhos sobre a viabilidade desta técnica.

Além de buscar estratégias para aumentar a eficiéncia das biotécnicas da reproducéo, a
reducdo do custo e o uso racional dos hormonios para o controle do ciclo estral sdo essenciais
para a maior adocdo das biotécnicas. Nesse aspecto, a reducdao da dose dos horménios pode
diminuir o custo dos protocolos, bem como o volume administrado e, consequentemente, a
reacdo no local da aplicacdo. Portanto, optou-se por avaliar a dose de prostaglandina F2 alfa
(PGF), um mediador inflamatério com potente efeito luteolitico.

A PGF e seus analogos sdo de extrema importancia em protocolos de curta duracéo (5
a 7 dias) com progestagenos, devido a possibilidade de haver corpos luteos (CL) funcionais no
momento da remocdo dos DIVs (Oliveira et al., 2013). Neste sentido, o cloprostenol é um
potente analogo sintético da PGF, que é frequentemente utilizado no controle do ciclo estral de
ovinos. No experimento 2, ao avaliar duas doses de cloprostenol, ndo se observou diferencas
nos parametros estudados. As doses de 125 e 250 pg de cloprostenol, foram capazes de
promover a lutedlise de forma similar em ovelhas previamente tratadas com progestageno
durante seis dias. Assim, é possivel indicar a menor dose, 0 que se torna interessante
economicamente, reduzindo o custo dos protocolos de sincronizagao do estro de ovelhas, sem
afetar a performance reprodutiva. Além disso, a redugdo da dose repercute em menor volume
de administracdo e, consequentemente, menor reagdo local e menor desperdicio de farmaco.

As taxas de manifestacdo de estro, em ambos os grupos (81 e 65%), foram semelhantes
as observadas por Texeira et al. (2016) (72,7%), utilizando protocolos com 6 dias de exposi¢do

a progestagenos e posterior administragdo de 75ug de d-cloprostenol e 300 Ul de eCG, no
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momento da retirada do DIV. A taxa de prenhez observada por Vifioles et al. (2001), ao utilizar
protocolo de 6 dias de exposi¢do a progestageno associado a administracdo de 250 Ul de eCG
(58%), corrobora com as taxas observadas nos dois grupos do presente estudo (54 e 45%).

A dose de 125ug de cloprostenol é indicada por Abecia et al. (2011), para protocolos de
sincronizagdo do estro em ovinos e caprinos. Entretanto, na referida revisdo de literatura os
autores ndao demonstram resultados de estro e fertilidade ap6s tratamento com diferentes doses.
Doses ainda menores as utilizadas no presente estudo, como 50pg, j& foram indicadas como
eficazes na inducdo da lutedlise em ovinos (Baird and Scaramuzzi, 1975), porém, os autores
avaliaram apenas caracteristicas do corpo luteo (CL) ap6s o tratamento, em nimero reduzido
de animais. A eficacia da lutedlise com doses reduzidas de cloprostenol pode ser relacionada a
maior afinidade com os receptores de prostaglandinas no CL em relagdo ao dinoprost (Re et al.,
1994), associada a sua meia vida mais longa (Baird and Scaramuzzi, 1975).

Conforme citado anteriormente, estratégias luteoliticas s&o indispensaveis nos
protocolos de sincronizacdo de estro e ovulacdo em ovelhas. Porém, para otimizar o controle
da ovulacéo e a funcéo luteal, faz-se necessaria a busca por farmacos indutores de ovulacgéo e
que, preferencialmente, também possuam efeito luteotréfico, como é o caso da hCG. Portanto,
no experimento 3, foram avaliadas as concentragdes séricas de B-hCG apds administracdo de
trés doses. O pico de concentracdo foi observado 6 h apos o tratamento, independentemente da
dose utilizada e, ap0s 48 h, todos os grupos apresentavam média de concentragdo de B-hCG
superiores a 5 mUI/mL, sendo estes valores superiores aos da sensibilidade do teste,
confirmando assim a presenca de hCG em nivel sérico.

Ao nosso conhecimento, ndo ha na literatura outros estudos que avaliaram a curva de
disponibilidade de hCG em ovinos, porém, estudos semelhantes estdo disponiveis em outras
espécies de ruminantes, como nos caprinos, nos quais foi observado um pico de concentragdo

de hCG ocorrendo aproximadamente 11 h apos a aplicagdo de 500Ul desta gonadotrofina, e
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tempo médio de eliminacdo de 70 h (Saleh et al., 2012). No referido estudo, foi possivel
identificar a gonadotrofina cinco dias ap6s sua aplicagdo. J& em bovinos, o tratamento com
3300 Ul de hCG resultou em concentracdo méxima de hCG 4 h ap6s o tratamento, mantendo
um platd até aproximadamente 12 h, com posterior reducdo até as 48 h. Setenta e duas horas
apos o tratamento, as concentragdes de hCG retornaram aos niveis basais observados na hora 0
(Nascimento et al., 2013).

Devido ao fato da hCG apresentar funcdo semelhante ao LH, pois ambos 0s hormonios
se ligam ao mesmo receptor (Lapthorn et al., 1994), esta gonadotrofina vem sendo estudada
como indutor da ovulacdo em ovelhas como alternativa & utilizacdo de eCG. Em um estudo
recente, ovelhas tratadas com a dose de 500 Ul de hCG no momento da retirada do DIV com
progestageno ou 24 h apds, apresentaram menores taxas de expressdo de estro e prenhez ap6s
monta natural, quando comparadas com ovelhas que receberam 400 Ul de eCG no momento da
retirada do DIV (Bruno-Galarraga et al., 2021). Ao utilizar 500 Ul de hCG 24 h apds a remocéo
do DIV e aplicacdo de eCG, Dias et al. (2018) observaram que as fémeas ovularam de forma
mais sincrona em relacdo as que ndo receberam hCG, porém, foram observadas menores taxas
de expressao de estro e prenhez.

Além da inducdo da ovulacdo a hCG tem sido estudada na prevencao da regressao lutea
prematura e na inducao de CL acessério, com o objetivo de diminuir as perdas embrionérias. A
aplicacdo de 100 Ul de hCG nos dias 11, 12 e 13 apds a monta natural, possibilitou maiores
taxas de prenhez, em comparac¢do com animais tratados com solucao salina, indicando possivel
reducdo na mortalidade embriondria. Sugere-se assim que as perdas embrionarias em ovinos
estdo relacionadas, em parte, ao suporte inadequado de progesterona (Kittok et al., 1983). Ao
aplicar 300 Ul de hCG 96 h apds a retirada do DIV, em um protocolo de superovulacdo, Dias
et al. (2022), observaram aumento nos niveis séricos de progesterona, além de um efeito

positivo na manutencdo da funcéo lutea. Corroborando com os estudos apresentados, Fernandez
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et al., (2019), ndo observaram incremento nas taxas de prenhez de ovelhas tratadas com 300 Ul
de hCG quatro dias apds a IATF, poréem, observaram menor perda embrionaria até os 33 dias
de gestacdo, relacionando esses resultados ao aumento da progesterona ocasionado pela
formagdo de CLs acessorios, ap6s o tratamento com hCG. Neste sentido, os resultados do
presente experimento apresentam a disponibilidade sérica de hCG em diferentes doses,
fornecendo subsidio para o ajuste de doses e para a determinacdo do momento de aplicagéo

desta gonadotrofina para inducéo da ovulacéo ou para prevenir a lutedlise.

CONCLUSAO

Concluimos que a realizacdo da dupla IATF (54 h e 68 h apds a remocao do DIV)
aumenta a taxa de prenhez, quando comparado a IATF Unica (54 h apds a remoc¢éo do DIV).
Além disso, a dose de 125 pg de cloprostenol € téo eficiente quanto a de 250 pg para promover
a sincronizacao do estro sem afetar as taxas de concepgéo e prenhez em ovelhas, reduzindo o
volume a ser injetado e o custo do protocolo. J& a determinacdo da curva de biodisponibilidade

de hCG pode ser relevante para a utilizacdo desta gonadotrofina em diferentes finalidades.
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Figura 1. Taxas de prenhez de fémeas ovinas submetidas a unica (1 IATF) ou dupla IATF (2

IATF), de acordo com as quatro réplicas realizadas no Experimento 1. * indica diferenca

significativa (P<0,05).
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Figura 2. Taxas de expressao do estro, concepcdo e prenhez de ovelhas tratadas com 125 pg ou
250 g de cloprostenol no momento da retirada do dispositivo intravaginal e submetidas a
monta natural. Os nimeros no interior das barras indicam a proporc¢édo de fémeas (%) em cada

grupo (Exp. 2) (P>0,05).
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Figura 3. Concentragdo sérica de B-hCG (mUI/mL) 0, 6, 12, 24, 36 e 48 h apds a aplicagéo de
100, 250 ou 500 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG) por via intramuscular. Letras

diferente indicam diferenca significativa entre os grupos em cada momento (Exp.3).



4 Consideracdes Finais

Os estudos de revisdao demonstraram diversas alternativas eficazes para o
controle do ciclo estral em ovinos, bem como apresentaram lacunas no conhecimento
da dupla inseminacdo, e no uso das gonadotrofinas, abrindo margem para a
realizagéo de novos estudos.

Com relagéo aos resultados do terceiro estudo, foi observado que a realizacao
da dupla IATF é viavel, visto que a sua aplicacdo aumenta a taxa de prenhez, quando
comparada a IATF Unica. Além disso, foi possivel observar que a dose de 125 g de
cloprostenol, administrada na remoc¢éo do DIV em protocolo de curta duragdo com
progestageno, é eficiente para promover a sincronizagdo do estro, proporcionando
taxas de concepcéo e prenhez aceitaveis e reduzindo o volume injetado e o custo do
protocolo. JA4 a determinacdo da curva de disponibilidade da hCG podem ser
relevantes para a utilizagdo desta gonadotrofina em diferentes finalidades. Novos
estudos serédo realizados para determinar doses e momentos mais adequados para
aplicacao da hCG para inducéo da ovulacéo nos protocolos de sincronizacéo do estro

em ovelhas.
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