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1. INTRODUCAO GERAL

A ovinocaprinocultura vem apresentando um crescimento significativo
nestes ultimos anos. Este aumento foi mais pronunciado nos paises em
desenvolvimento e de clima tropical, em funcao da estabilizagao, ou até mesmo
reducao nos rebanhos dos paises considerados desenvolvidos (FONSECA e
BRUSCHI, 2005). Dados da ANUALPEC de 2005 mostram que houve um
crescimento de 6% em relacdo ao ano anterior, entretanto o efetivo nacional,
que poderia ser superior a 100 milhdes de cabecas, ndo ultrapassa 30 milhdes
(FONSECA e BRUSCHI, 2005). Atualmente o Brasil conta com uma populagao
de 15.200.000 de ovinos e 10.050.000 de caprinos, 0 que representa uma
relacdo por habitante de 0,08 e 0,05; respectivamente. Somando esses dados,
a existéncia de 390,8 milhdes de hectares disponiveis para expansao, percebe-
se um grande potencial do pais de assumir um papel de destaque internacional
dentro desta atividade, a exemplo do que ja ocorre com a bovinocultura,
suinocultura e avicultura (ANUARIO BRASILEIRO DE CAPRINOS E OVINOS,
2008).

O real crescimento observado na caprinocultura nacional trouxe consigo
um grande interesse do governo brasileiro em melhorar a genética do plantel
nacional. Recentemente teve inicio o teste de progénie de animais das ragas
Saanen, Anglo Nubiana e Parda Alpina, parte integrante das agdes previstas
pelo Programa Nacional de Melhoramento Genético de Caprinos Leiteiros,
coordenado pela Embrapa Caprinos (RUMINANDO..., 2005).

A razao para a crescente expansado da caprinocultura observada nos
ultimos anos pode ser encontrada nas caracteristicas produtivas e reprodutivas

dos caprinos. Séao animais déceis e com grande
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capacidade de adaptagao aos mais diversos tipos de sistema de criagao, desde
os familiares e extensivos até os sistemas intensivos, mais modernos e
tecnificados. Estes apresentam ciclos produtivos curtos, sendo possivel o abate
de alguns animais com apenas trés meses de vida, e com machos e fémeas
aptos a reproducao a partir dos seis meses de idade (FONSECA et al, 2007).
Segundo estes autores, os caprinos possuem um periodo de gestacao de cinco
meses, que aliado a um curto periodo de puerpério € a uma elevada
prolificidade, fazem com que o sistema de criagdo seja mais dindmico e o
retorno do capital investido mais rapido, quando comparado a bovinocultura.

No entanto, estas espécies apresentam uma caracteristica bastante
peculiar: a estacionalidade reprodutiva. As cabras sdo fémeas poliéstricas
estacionais, apresentando atividade ovariana luteal ciclica somente durante os
meses onde os periodos de luminosidade sdo menores (dias curtos). No Brasil,
este periodo compreende os meses referentes ao final do verdo e outono.
Contudo, com o desenvolvimento e a utilizagdo das biotecnologias aplicadas a
reproducdo animal é possivel fazer com que estes animais apresentem um
ciclo produtivo e reprodutivo durante o ano inteiro.

A reproducao assistida na espécie caprina por meio de biotecnologias
(p-ex., manipulagdo hormonal do ciclo, IA, TE e PIVE) com o objetivo de elevar
a eficiéncia reprodutiva do rebanho ja € uma realidade (BALDASSARE e
KARATZAS, 2004). A implementagao de programas de reproducgao assistida
em caprinos permite obter trés partos em dois anos, o que representa uma
reducdo no intervalo de partos de 12 para oito meses, o periodo seco de cinco
para dois meses e o periodo improdutivo de cinco para trés meses por ano,
quando comparado com o manejo reprodutivo tradicional de apenas um parto
por ano. Com isso, € possivel aumentar o numero de crias (de 1,5 para 2,25
cabritos/ano) e o periodo produtivo (de sete para nove meses/ano) sem alterar
o periodo de lactagdo (FONSECA e BRUSCHI, 2005).

A TE é uma biotecnologia em expansao na espécie caprina e consiste
em uma eficiente ferramenta para a multiplicagcdo de animais geneticamente
superiores e de elevado custo, assim como os geneticamente modificados
(transgénicos) e 0s clones (GOOTWINE et al., 1997).
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Um dos fatores mais importantes para o sucesso de um programa de TE
€ a selecao das receptoras, etapa considerada decisiva para se obter uma taxa
de gestacdo satisfatoria (VIANA, 1996). Além dos cuidados sanitarios e
nutricionais, as receptoras devem estar em condi¢des fisioldégicas adequadas,
ou seja, apresentar uma sincronia entre a fase do ciclo estral e a idade dos
embrides a serem transferidos, fornecendo assim um perfil hormonal e uma
condigdo uterina favoravel ao desenvolvimento do concepto. Para isso, a
receptora deve apresentar um corpo luteo (CL) funcional, capaz de sintetizar
progesterona (Ps) em quantidade adequada para o desenvolvimento
embrionario inicial e manutengao da futura gestagao. Além de ser fundamental
para a gestacdo, estudos anteriores demonstraram que a P4 influencia a
dinamica folicular, refletindo diretamente nos resultados de um programa de TE
(MENCHACA e RUBIANES, 2002; RUBIANES e MENCHACA, 2003).

A ultra-sonografia em tempo real consiste em uma técnica nao-invasiva
que permite a identificagdo e avaliagao, in situ, dos diversos 6rgaos e tecidos
que compdem o sistema reprodutivo de machos e fémeas. Utilizando esta
técnica é possivel realizar avaliacdes individuais e seriadas, o que permitiu a
compreensao e a caracterizagado dos inumeros eventos reprodutivos como, por
exemplo, a dinamica folicular e a ovulagdo (GRIFFIN e GINTHER, 1992). Além
disto, a ultra-sonografia € considerada uma técnica segura e n&o causa
alteragdes fisioldgicas no paciente, o que garante a integridade fisica e o bem-
estar do animal, uma preocupacéo cada vez maior por parte das comissoes de
ética e da sociedade em geral.

Nos pequenos ruminantes, como nado € possivel a realizagdo da
palpacgao transretal, o impacto da ultra-sonografia foi ainda maior. O uso desta
técnica permite avaliar a resposta de doadoras ou receptoras de embrides aos
protocolos hormonais utilizados, evitando assim procedimentos cirurgicos
desnecessarios.

Diversos experimentos vém sendo realizados utilizando a ultra-
sonografia como ferramenta para estudos em fisiologia ovariana, e para a
avaliagcao dos diferentes protocolos hormonais utilizados para sincronizagao do

estro e superovulacdo. Especificamente no caso da funcéo luteal, a ultra-
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sonografia vem se tornando uma ferramenta auxiliar importante e eficiente na
identificacdo e avaliacdo do CL em cabras e ovelhas (DICKIE et al., 1999;
VINOLES et al., 2004; SIMOES et al., 2006). Entretanto, na grande maioria dos
estudos, o uso da ultra-sonografia limita-se apenas a identificagdo do CL e na
mensuracado do seu didmetro, area ou volume, e essa forma de avaliagao nao
elimina por completo possiveis equivocos (PIETERSE et al., 1990).

Atualmente, uma nova abordagem nos estudos envolvendo a ultra-
sonografia vem sendo utilizada. Trata-se da analise das imagens utilizando
algoritmos computacionais para quantificar a ecotextura dos diferentes tecidos
dos orgaos reprodutivos, visando estabelecer uma correlagao entre a aparéncia
ultra-sonografica da imagem e a fungdo fisiolégica do tecido estudado. A
utilizacdo destes algoritmos computacionais permite uma avaliagdo da
ecotextura mais precisa, identificando variacbes imperceptiveis ao olho
humano e eliminando as inconsisténcias obtidas por uma avaliagéo visual
subjetiva (SINHG et al., 2003). O uso desta nova tecnologia permitiria a
realizagcao de uma avaliacéo e selecado de receptora mais eficiente, além de ser
uma excelente ferramenta para estudos sobre a fisiopatologia de determinadas
condigdes como, por exemplo, a regressao luteal precoce e falhas nos
processos de ovulacgao e de luteogénese.

Com base nestas informagdes, o presente estudo teve como objetivo
estudar a dindmica luteal em caprinos da raga Toggenburg, e estabelecer uma
metodologia para analise computacional de imagens ultra-sonograficas do CL
em caprinos, e avaliar sua eficiéncia no estabelecimento da fungéo luteal em

diferentes fases do ciclo estral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CICLO ESTRAL E COMPORTAMENTO SEXUAL EM CAPRINOS

O ciclo estral compreende o intervalo entre dois estros consecutivos,
sendo caracterizado por uma sequéncia de eventos enddcrinos, morfoldgicos e
comportamentais. E o resultado de uma interacdo coordenada, envolvendo
quatro o6rgaos diferentes: sistema nervoso central (hipotdlamo), hipdfise,
gbnadas (ovarios) e o utero. A regulagdo do ciclo estral € enddcrina, e os
principais horménios envolvidos sdo: GnRH, de origem hipotalamica; as
gonadotropinas hipofisarias (FSH e LH), os esterdides ovarianos (E2 e P4) € a
PGF,, principalmente de origem uterina (GONZALEZ, 2002).

O ciclo estral € divido em quatro fases: (1) proestro, que tem inicio logo
apos a regressao do CL do ciclo anterior, e compreende o desenvolvimento da
onda folicular ovulatéria; (2) estro, periodo de receptividade sexual da fémea,
com a ovulacdo geralmente ocorrendo no final desta fase em algumas
espécies; (3) metaestro, fase onde ocorre o desenvolvimento inicial do CL
(luteogénese) e em determinadas espécies (p.ex., caprina) a ovulagao e (4)
diestro, periodo onde ha a atividade de um CL maduro, terminando com a
regressdo do mesmo (lutedlise). Entretanto, outros autores consideram que o
ciclo estral apresenta somente duas fases: (1) folicular, englobando o proestro
e o estro; e (2) luteinica, correspondendo ao metaestro e diestro; em caprinos,
estas duas fases possuem uma duragao média de 4 e 17 dias, respectivamente
(SWENSON e REECE, 1996; GONZALEZ, 2002; FONSECA e BRUSCHI,
2005).
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A duragdo do ciclo estral varia em funcdo da espécie, nas cabras
domésticas (Capra hircus) o ciclo estral se completa, em média, a cada 21
dias, podendo variar de 19 a 24 dias (de CASTRO et al., 1999; MENCHACA e
RUBIANES, 2002). Alguns fatores podem fazer com que o ciclo estral seja
mais longo ou curto. O mais conhecido é o efeito da sazonalidade, sendo
comum a ocorréncia de ciclos curtos durante o periodo de transi¢ao, fase esta
compreendida entre a estagdo de acasalamento e a estagédo de anestro (CAMP
et al., 1983). A ocorréncia de ciclos curtos também pode estar associada a um
fendbmeno conhecido como regressao luteal precoce ou regressdo prematura
do corpo luteo. Este fenbmeno é frequiente em cabras superovuladas com
eCG, sendo caracterizado por uma acentuada queda da concentragcio
plasmatica de P4 por volta do terceiro dia apos a ovulagéo (STUBBINGS et al.,
1986; ESPINOZA-MARQUEZ et al., 2004). Um ciclo estral com duracéo longa
(>25 dias) pode estar associado a presenga de cistos foliculares luteinizados
(de CASTRO et al., 1999).

A progesterona também exerce efeito sobre o intervalo entre dois estros.
Menchaca e Rubianes (2001), através da insercao de dispositivos intravaginais
impregnados com P4 em cabras mestigcas (Anglo Nubiano x Saanen) durante
um periodo de cinco dias apds a deteccdo do estro, demonstraram que uma
elevacao prematura na concentracao plasmatica de P4 durante a fase inicial do
ciclo estral determinou o encurtamento do mesmo (<12 dias). No referido
estudo, sugeriu-se que a exposi¢cao prematura a elevadas concentragdes de P4
causou uma inibicdo dos fatores luteotrépicos (principalmente o LH),

importantes para o desenvolvimento inicial do CL.

Simdes et al. (2006) avaliaram o efeito do numero de partos sobre a
duracgédo do ciclo estral. Nesse estudo, nédo foi observada diferenca no intervalo
entre dois estros de cabras multiparas (21,0 = 0,7 dias) ou nuliparas (20,4 + 1,1
dias). Contudo, o intervalo entre duas ovulagbées consecutivas foi mais longo

nas cabras multiparas (21,2 + 0,8 vs 20,4 + 0,7 dias).



17

O estro constitui o periodo de receptividade sexual da fémea. O estro
nas cabras pode ser facilmente evidenciado através dos seguintes sinais:
aumento da atividade e estado de alerta, vocalizacdo frequente, poliuria,
diminuicdo da producdo de leite, procura o macho, vulva hiperémica e
edematosa, batimento lateral da cauda e aceitacdo da monta, sendo somente
este ultimo, o sinal confirmatorio (GORDON, 1997).

O comportamento de estro descrito acima e o periodo de receptividade
sexual duram em média 30 horas, podendo sofrer importantes variagbes em
funcdo da raga e estagdo do ano (GONCALVES et al., 2001). Em um estudo
com cabras da raga Alpina (FONSECA et al.,, 2008), foi observado uma
duracao média do estro induzido de 25 horas, enquanto que em outros estudos
envolvendo as ragcas Saanen (MAFFILI et al., 2005) e Toggenburg (MAFFILI et
al., 2006) a duracdo do estro induzido foi bem superior (58 e 36 horas,
respectivamente). Blaszczyk et al. (2004) observaram que o estro induzido foi
mais prolongado durante a estagéo reprodutiva do que na de anestro (32 horas

vs. 27 horas, respectivamente).

O ciclo estral pode ser facilmente manipulado e controlado, podendo ser
encurtado ou prolongado através da utilizagdo de horménios exégenos. Estes
protocolos hormonais tém por objetivo elevar a eficiéncia reprodutiva, e
consequentemente a  produgdo. Assim, tornam-se componentes
importantissimos dentro de um programa de reproducdo assistida, pois
exercem influéncia direta sobre a eficiéncia das diversas biotecnologias da
reproducdo, como por exemplo, a IA, IATF, TE e a PIVE. Nos animais com
reproducdo sazonal, como ocorre com Os caprinos, a utilizacdo destes
protocolos permite manter uma produg¢ao de leite e crias durante o ano todo
(BALDASSARRE e KARATZAS, 2004).
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2.2 DINAMICA FOLICULAR

Em 1983, Camp et al. estudaram a dindmica ovariana em caprinos e, em
virtude da técnica utilizada (laparoscopia), suas conclusées foram limitadas,
porém importantissimas para as pesquisas subsequentes. O advento da ultra-
sonografia permitiu grandes avangos no conhecimento sobre a fisiologia
ovariana. Um dos primeiros estudos com dinamica folicular na espécie caprina
utilizando esta ferramenta foi realizado por Ginther e Kot (1994). Neste estudo
os autores constataram, assim como em bovinos (PIERSON e GINTHER,
1984), que o crescimento folicular também ocorre em ondas. Desde entdo

diversos outros estudos foram realizados, obtendo-se resultados semelhantes.

Segundo Lucy et al. (1992) a dindmica folicular consiste de um processo
continuo de crescimento e regressédo de foliculos antrais que termina com o
desenvolvimento do foliculo ovulatorio. Neste processo é possivel observar
quatro momentos distintos: (1) o recrutamento ou emergéncia, evento
dependente das gonadotropinas hipofisarias onde um grupo de foliculos
adquire a habilidade de responder a este estimulo hormonal e assim continuar
seu crescimento; (2) selecdo ou desvio, onde somente alguns foliculos
recrutados séo selecionados, ndo entrando em atresia; (3) a dominancia,
momento onde o foliculo pré-ovulatério inibe o crescimento de outros foliculos,
continuando o seu desenvolvimento até a ultima etapa que consiste na (4)
ovulagao ou atresia (IRELAND, 1987).

No entanto, considerando-se a fase pré-antral (antes mesmo do
recrutamento), o desenvolvimento e crescimento folicular pode ser iniciado
muitos meses antes, em bovinos cerca de quatro meses antes. Nesse
momento o desenvolvimento folicular parece ser dependente de fatores de
crescimento locais, nao existindo uma dependéncia completa das
gonadotropinas, embora ja tenha sido evidenciada a presenca de receptores
para FSH ja nesta fase (WEBB et al., 2004).

Durante o ciclo estral, as cabras podem apresentar de duas a cinco

ondas foliculares, sendo mais frequente um ciclo de quatro ondas (GINTHER e
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KOT, 1994; de CASTRO et al., 1999; MENCHACA e RUBIANES, 2002;
RUBIANES e MENCHACA, 2003; MEDAN et al., 2005; SIMOES et al., 2006).
Em um ciclo com quatro ondas foliculares, Simdes et al. (2006) observaram
que a emergéncia da primeira onda ocorreu no dia 1,4+1,0 do ciclo, a segunda
no dia 6,9t1,4, a terceira no dia 11,6+1,8 e a quarta no dia 16,8+1,6.
Comparando com ciclos de trés e cinco ondas, observou-se que a emergéncia
da terceira onda folicular foi mais precoce no ciclo com cinco ondas (8,9+2,1)
do que no ciclo de trés e de quatro ondas (14,8+1,3 e 11,6+1,8;
respectivamente). E a emergéncia da quarta onda foi mais tardia no ciclo de
quatro ondas quando comparado ao ciclo de cinco ondas (16,8+1,6 vs
12,6+1,3; respectivamente). O dia da emergéncia da primeira e da segunda

onda nao diferiu entre os ciclos com trés, quatro ou cinco ondas.

Neste mesmo estudo (SIMOES et al., 2006) nao foi detectado um efeito
da ordem de parto, tipo de estro (natural ou induzido), intervalo interovulatério,
numero de CL e momento da emergéncia da primeira onda folicular sobre o
nuamero total de ondas no ciclo. Analisando somente a ultima onda de
crescimento folicular nos dois ovarios, foi verificada uma diferenga em relagéao
ao momento da emergéncia da onda e na morfologia do foliculo. No ovario
onde ocorreu a ovulagdo a emergéncia da ultima onda folicular ocorreu mais
tardiamente e com menor variabilidade, sugerindo que uma nova onda emergiu
durante a lutedlise natural. O didmetro maximo do maior foliculo foi maior no
ovario onde houve a ovulagédo (7,1+1,0mm vs 5,7+0,4mm, respectivamente).
Estes resultados demonstram a existéncia de mecanismos envolvidos na
regulacdo da ultima onda folicular do ciclo estral que ainda precisam ser

elucidados.

O controle hormonal da dindmica folicular ¢é realizado pelas
gonadotropinas hipofisarias (FSH e LH). Durante a fase de recrutamento, sob
acao do FSH, os foliculos se desenvolvem para prosseguir o desenvolvimento
até a ovulacdo. Na fase de selecdo um unico foliculo se destaca,

desenvolvendo a capacidade de ovular. Na fase seguinte (dominéancia), o
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foliculo selecionado, sob agao do LH, continua o seu desenvolvimento e passa
a exercer um efeito de dominancia sobre os demais foliculos através do efeito
negativo do E, e da inibina sobre a liberagdo do FSH. Se neste momento
houver um CL presente e ativo, a concentracdo plasmatica de P, estara
elevada e o foliculo dominante entra em atresia. A P4 exerce um efeito negativo
sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, reduzido a amplitude e a
frequéncia dos pulsos de LH, inviabilizando o processo de maturagao final e
ovulagdo. Caso ndo haja a presengca de um CL, ou se este ja entrou em
processo de regressao (lutedlise), o foliculo dominante termina o seu

desenvolvimento e ocorre o processo de ovulagdo (GINTHER et al., 1996).

Assim como ocorre na espécie bovina (GINTHER et al.,, 1996), nos
pequenos ruminantes (ovinos e caprinos) existe uma forte evidéncia de que a
emergéncia de uma onda folicular esteja associada a uma elevagdo na
concentragdo plasmatica do FSH (GINTHER et al., 1995; VINOLES, 2003;
MEDAN et al.,, 2003; MEDAN et al., 2005). Entretanto, foi reportado que
durante o ciclo estral de ovinos algumas ondas foliculares nao foram
precedidas por um aumento detectavel na concentracdo plasmatica de FSH.
Da mesma forma, observou-se que algumas elevagdes na concentragdo deste
horménio ndo foram acompanhadas pela emergéncia de uma nova onda
folicular (VINOLES et al., 2002).

Estudos em caprinos observaram uma correlagao positiva e significativa
(r=0,80; P<0,001) entre o numero de ondas de crescimento folicular e o numero
de picos do horménio FSH (MEDAN et al., 2003; MEDAN et al., 2005). Nestes
mesmos estudos foi demonstrado que a elevacdo na concentragao plasmatica
do FSH era seguida por uma diminuicdo progressiva, estando negativamente
correlacionada com a elevagédo nas concentragdes de estradiol-17f e inibina
produzidos pelo foliculo de maior didametro, demonstrando o efeito de
retroalimentagdo negativa destes dois horménios sobre a liberagdo do FSH.

Em relagdo ao estradiol-17p, de Castro et al. (1999) observaram que a
concentracdo deste esterdide se elevou no momento da ovulagdo e depois

diminui até atingir as concentragdes basais, permanecendo baixa até o dia 16
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do ciclo, quando ocorreu um novo pico associado ao processo de lutedlise e de
ovulagao do ciclo subsequente. Tal observacéao foi atribuida ao fato de que no
meio do ciclo, em fungdo da elevada concentracdo de P, e consequente
inibicdo do LH, o estimulo ao desenvolvimento folicular seria menor, levando
assim a uma menor produgao do estrogénio.

Um outro esterdide importante no controle da dindmica folicular é a Py,
que apresenta um efeito inibidor sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
diminuindo a secrecdo do LH. Concentracdes mais baixas de LH reduzem a
persisténcia do maior foliculo da onda e aceleram o processo conhecido como
turnover folicular, o que determina o inicio mais precoce de uma nova onda.
Menchaca e Rubianes (2002) observaram que a elevagdo na concentragao
plasmatica de P, através do uso de progestagenos exdgenos (dispositivos
intravaginais) no inicio do ciclo estral, afetou negativamente o crescimento e a
persisténcia do maior foliculo da primeira onda de crescimento, sendo
observada a emergéncia mais precoce da segunda onda.

Semelhantemente, de Castro et al. (1999) acompanharam o ciclo estral
de sete cabras da raca Saanen, e observaram o efeito da concentracéo
plasmatica de P, sobre o intervalo entre as ondas de crescimento folicular.
Neste estudo o intervalo médio entre a emergéncia da primeira e segunda onda
folicular foi de sete dias, e o intervalo entre as ondas subsequentes (segunda,
terceira e quarta) foi de quatro dias.

Simdes et al. (2006) observaram que a concentragao de P4 apresentou
um efeito negativo sobre o diametro e sobre o periodo de crescimento e de
regressdo do foliculo dominante. O didmetro folicular maximo, em mm, foi
maior na primeira, quarta e quinta onda (7,5+1,0; 6,6+0,9 e 6,9+1,1;
respectivamente) do que na segunda e na terceira onda (5,9+0,7 mm e 6,0+1,0
mm, respectivamente). Na primeira e na quinta onda de crescimento folicular
foi observada uma fase de crescimento do maior foliculo (3,3+1,2 e 4,1£1,2
dias, respectivamente) mais longa do que na segunda, terceira e quarta onda
(2,440,9; 2,7+1,3 e 2,8+1,3 dias, respectivamente). O mesmo efeito foi
observado durante a fase de regressdo do maior foliculo, sendo também mais

demorada na primeira onda do que na segunda, na terceira e do que na quarta
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onda (4,3+1,4; 3,6+1,1; 3,0+1,3 e 3,1+1,2 dias). Tais resultados demonstram o
efeito da concentragao plasmatica de P4 sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, refletindo diretamente sobre o diametro e a dinamica folicular ao longo

do ciclo estral.

A existéncia do fendmeno de dominancia folicular nos pequenos
ruminantes ainda € um assunto bastante controverso (DRIANCOURT et al.,
1991; VINOLES, 2003). Alguns autores sugerem a existéncia desta relagdo de
dominancia, entretanto ela ndo seria tdo aparente quanto na espécie bovina, o
que permitiria a selecao de dois foliculos ovulatérios, criando-se entdo o
conceito de co-dominancia (GINTHER e KOT, 1994; MEDAN et al., 2005).
Estudos mostram que durante a primeira e a ultima onda folicular ocorre uma
grande producgéo de estrogénio, existindo uma forte relagdo de dominancia do
maior foliculo sobre os demais. Entretanto, nas ondas foliculares que ocorrem
no meio do ciclo, uma relagdo de dominancia nao foi possivel ser estabelecida,
ja que elas ndo estavam associadas a uma grande elevagao na concentragéo
do estrogénio (de CASTRO et al., 1999).

Estudos utilizando  protocolos  superovulatérios em  caprinos
evidenciaram a existéncia da dominancia folicular durante a fase luteinica
inicial. Foi observado que a presenca de um foliculo com diametro >5mm no
inicio do protocolo de superovulagdo apresentou um efeito deletério sobre a
resposta ovariana, causando menor recrutamento folicular, menor taxa de
ovulacdo e menor numero de embridbes com grau de qualidade 1 e 2
(MENCHACA et al., 2002; MENCHACA et al., 2007).

O desenvolvimento de mais de um foliculo dominante (co-dominancia)
presente nos pequenos ruminantes (ovinos e caprinos) permite a ocorréncia de
multiplas ovulagées. Em ovelhas dois mecanismos foram propostos para
explicar a co-dominancia: (1) a presenga de um maior numero de foliculos
responsivos as gonadotropinas e (2) um intervalo mais longo de agéo do FSH
sobre estes foliculos (SCARAMUZZI et al., 1993). Bartlewski et al. (1999b)

observaram que em 10% das ovelhas estudadas pelo menos um dos foliculos
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ovulatérios foi originado na penultima onda de crescimento, concluindo que
uma maior taxa de ovulagdo esteja provavelmente associada a um maior

periodo de recrutamento folicular.
2.2.1 Estacionalidade

A espécie caprina apresenta reprodugcao estacional, apresentando
atividade reprodutiva nos periodos onde o periodo de luminosidade
(fotoperiodo) € menor. O efeito da estacionalidade é mais observado em paises
de clima temperado, onde a latitude é superior a 35° N ou S (KARAGIANNIDIS
et al.,, 1999; GONCALVES et al, 2001; CHOE et al., 2006). Apesar desta
observacdo, a raga também parece exercer certa influéncia sobre a
estacionalidade reprodutiva. Cruz et al. (2005) demonstraram que cabras de
ragas européias (Anglo Nubiana e Saanen), mesmo sendo criadas em regides
de clima tropical (latitude 14° 51’S) continuaram apresentando um periodo de
anestro e inatividade ovulatéria durante o verao (periodo do ano onde o

fotoperiodo é maior).

As alteragdes que ocorrem na fisiologia reprodutiva das fémeas
domésticas consideradas estacionais (p.ex., gatas, éguas, cabras e ovelhas)
sdo mediadas pela glandula pineal. Esta glandula, em resposta a fotoperiodos
curtos, libera maiores quantidades do hormdnio conhecido como melatonina,
que desempenha um papel critico na modificagdo da atividade do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal. A melatonina torna os centros hipotalamicos
de liberagao tonica de GnRH menos sensiveis ao efeito negativo do E..
Portanto, a capacidade do E; em inibir a secregao das gonadotropinas é o fator
que regula a ciclicidade estacional destas espécies (PUGH, 2005). De forma
geral, a melatonina indica a duragdo do fotoperiodo, resultando em uma
resposta do sistema reprodutivo que varia de acordo com a espécie e a
natureza particular de sua estratégia na estagdo reprodutiva (SWENSON e
REECE, 1996).

Em caprinos, o ciclo reprodutivo € dividido em trés estagdes distintas: a

estacdo reprodutiva (de acasalamento), onde se observa uma atividade
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ovariana luteal ciclica; a estacao de anestro, onde esta atividade ovariana nao
€ observada e a estacdo de transicdo (FONSECA e BRUSCHI, 2005). Na
estacdo de anestro (dias longos), o ambiente de baixas concentragdes de
melatonina torna os centro hipotalamicos liberador de GnRH mais sensivel aos
efeitos negativos do E;, fazendo deste esterdide um potente supressor da
frequéncia de liberacdo do LH. As concentragdes plasmaticas de LH nesse
momento permitem que haja crescimento folicular, contudo ndo sao
suficientemente altas para o desenvolvimento folicular final e a ovulagéo
(SQUIRES, 2003).

Da estacdo de anestro para a fase de transicdo observa-se uma
diminuigcado na sensibilidade do hipotalamo ao efeito supressor do E, sobre a
liberagdo do GnRH, aumentando a frequéncia de liberagdo do LH (KARCSH,
1984). Contudo, quando ocorre o primeiro pico ovulatério de LH, o foliculo pré-
ovulatério nem sempre esta completamente maduro a ponto de responder
adequadamente ao estimulo hormonal, originando CL de vida curta e

consequentemente ciclos estrais mais curtos (LEGAN et al., 1985)

Na estacao reprodutiva (dias curtos), a concentragdo da melatonina esta
mais elevada, e a sensibilidade do hipotalamo ao efeito negativo do estradiol
sobre a secrecao de LH bastante reduzida. Assim, o aumento na freqiéncia do
pulso de LH permite a maturagao completa do foliculo pré-ovulatério e posterior
ovulacao (SQUIRES, 2003).

Blaszczyk et al. (2004) observaram um efeito estacional sobre a
concentracdo dos horménios esteroides. Este estudo demonstrou uma
diferenca no padrao de secre¢cdao da melatonina dentro e fora da estacdo
reprodutiva, que pode estar diretamente relacionada com a secrecdo de
estradiol durante o periodo de estro, sendo maior durante a estacao
reprodutiva. Como o estradiol estd diretamente relacionado com o
comportamento sexual e o pico ovulatério de LH, cabras sincronizadas com
MAP durante a estacdo reprodutiva apresentaram um intervalo entre a retirada

do implante vaginal e a ovulagcdo menor do que 0s animais sincronizados fora
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da estacao (PIERSON et al., 2001). Apesar destas alteracdes, o estro pode ser
eficientemente induzido dentro e fora da estacdo reprodutiva, contudo estas
diferencas devem ser levadas em consideragdo nos protocolos que se
destinam a IA ou IATF (PIERSON et al., 2001; FONSECA, 2002; BLASZCZYK
et al., 2004).

A fisiologia reprodutiva dos machos também é influenciada pela
estacionalidade, principalmente no que diz respeito a producdo e qualidade
espermatica. Karangiannidis et al. (1999) avaliaram a quantidade e a qualidade
espermatica de trés ragas caprinas (Alpina, Saanen e Damascus) criadas em
uma regido na Grécia (40° 37'N). Neste estudo observaram que durante a
estacdo reprodutiva a produgcdo espermatica (volume, concentragdo e
quantidade total de espermatozoéides por ejaculado) foi superior, 0 mesmo
efeito foi observado na qualidade do sémen (motilidade progressiva e patologia
espermatica). Estudando mais detalhadamente este assunto, La Falci et al.
(2002) avaliaram as proteinas do plasma seminal de bodes da raga Saanen
criados na regido Sul do Brasil (30° 03'S) e observaram que o padréao
eletroforético destas proteinas fora da estacao reprodutiva foi diferente quando
comparado com o padrao apresentado dentro da estacdo de acasalamento.
Fora da estacao foi observado que estas proteinas apresentaram um efeito
deletério sobre a motilidade espermatica e integridade do acrossoma. O efeito
negativo foi atribuido a fosfolipase A, que apresentou uma maior concentragao

no plasma seminal coletado fora da estagao.
2.3 DINAMICA LUTEAL: OVULACAO, LUTEOGENESE E LUTEOLISE
2.3.1 Breve Histoérico

McCracken et al. (1999) e Niswender et al. (2000) em suas respectivas
revisdes de literatura descrevem que um pesquisador chamado Volcher Coiter
(1514 — 1576) observou a presenca de cavidades amareladas preenchidas por
um liquido nos ovarios de seres humanos. Em 1672 o pesquisador Regnier de
Graaf (1641 - 1673) apresentou a primeira descricdo destas estruturas e

percebeu que, em coelhos, apds o coito tais estruturas globulares apareciam
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nos ovarios e permaneciam até o momento do parto. De Graaf também
observou que o numero de fetos estava diretamente relacionado ao numero
destas estruturas. Quase 20 anos mais tarde, Marcello Malpighi, em 1689,
realizou uma detalhada avaliagdo microscopica destas estruturas e passou a
denomina-las de corpus luteum (em portugués corpo luteo), que significa corpo

amarelo.

Entretanto somente no final do século XIX, Beard (1897) e Prenant
(1898), postularam que o CL poderia funcionar como uma glandula, produzindo
determinadas substancias com a fungdo de manter a gestagcéo e de supresséo
da ovulagao e do estro durante este periodo. Em 1901 esta observacao foi
confirmada por estudos realizados por Magnus e Fraenkel, que ao removerem
0s corpos luteos presentes em ovarios de coelhas causaram um abortamento
ou reabsorcao dos embrides presentes no utero dos animais. Em caprinos esta
evidéncia foi observada em 1926 por Drumond-Robinson e Asdel
(McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000).

Apesar destes estudos, a natureza da substancia produzida por esta
estrutura permaneceu desconhecida por mais de duas décadas, quando em
1929 Allen e Corner demonstraram que o extrato lipidico extraido do CL era
capaz de manter a gestagdo em coelhas ovariectomizadas. Cinco anos mais
tarde foi denominada progesterona e pela primeira vez foi cristalizada pelos
pesquisadores Allen e Wintersteiner (McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER
et al., 2000).

Classicamente, o CL é definido como sendo uma gléndula transitoria
formada a partir das células da parede folicular logo apdés o processo de
ovulacdo. Sua formacéao é resultado de um complexo mecanismo associado a
alteragdes morfolégicas e bioquimicas. Sua fungdo consiste na sintese e
liberagdo da progesterona, um esterdide essencial para o estabelecimento e
manutencgéo da gestacdo (SMITH et al., 1994; SANGHA et al., 2002; WEBB et
al., 2002).
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2.3.2 Ovulacéao e Luteogénese

A ovulagao é o resultado de uma interagao dinamica entre o pico de LH
e determinados fatores locais incluindo os esterdides, as prostaglandinas e
peptideos. O pico de LH inicia o processo de mudangas estruturais e
bioquimicas que levam a ruptura do foliculo ovulatorio, resultando na expulsao
do odécito e consequente formagéao do CL (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004).

Durante o processo de ovulagdo € possivel observar duas importantes
alteragdes que vao facilitar a ruptura do foliculo ovulatério: a degradagéo das
fibras colagenas presentes na tunica albuginea e na parede folicular e um
aumento da perfusdo sanguinea na base do foliculo ovulatério (MURDOCH et
al., 1986; ABISOGUN et al.,, 1988; ACOSTA et al.,, 1999). Este aumento na
perfusdo sanguinea para os ovarios € mediado por peptideos vasoativos
(angiotensina I, endotelina | e peptideo natriurético atrial), que s&o liberados
durante o estimulo provocado pelo LH. Estes peptideos vasoativos
desempenham uma importante fungdo durante o processo de ovulagdo e o
desenvolvimento luteal inicial, pois regulam a secrecdo local de

prostaglandinas e horménios esterdides (ACOSTA et al., 1999).

Apods a ovulagao, inicia-se o processo de formagao do CL, denominado
luteogénese. Este periodo é caracterizado por um intenso crescimento tecidual
e proliferagao celular semelhante a um tumor. Em ovelhas, o tecido do foliculo
ovulatério que pesa em média 40mg, da origem a um CL com cerca de 600 a
700mg em apenas poucos dias (FARIN et al., 1986). O CL dos ruminantes
domeésticos € composto por uma populagdo heterogénea de células com
propriedades morfoldgicas, endocrinoldégicas e bioquimicas distintas das
células de origem (SMITH et al., 1994). Esta populagao de células esta dividida
em duas classes: as células nao-esteroidogénicas (fibroblastos, células
endoteliais, células musculares lisas, leucécitos, macrofagos e eventualmente
plasmdcitos) e as células esteroidogénicas (células luteais grandes e células
luteais pequenas) (ALILA e HANSEL, 1984).
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As caracteristicas morfologicas do CL de cabras sdo semelhantes as de
outros ruminantes. As células luteais grandes sao formadas a partir da
diferenciagao das células da granulosa. Sdo células que apresentam um maior
volume e apresentam uma grande capacidade de producédo de P4, sendo
responsaveis pela producdo de 80% deste esteréide. Em caprinos e ovinos
representam aproximadamente 40% e 35% do volume luteal, e somente 10% e
8-14% das células luteais, respectivamente (FARIN et al., 1986; SHARMA e
SHARMA, 1998). Tais células apresentam uma secregao basal de P4 elevada,
entretanto uma menor secrecdo quando estimulada pelo LH. Durante o
processo de lutedlise, secretam ocitocina (SANGHA et al., 2002).

As células luteais pequenas sao formadas a partir da diferenciagcéo das
células da teca. Sédo células de menor volume, entretanto encontradas em
maior numero quando comparadas as células luteais grandes. Em caprinos,
representam aproximadamente 20% do volume total do CL e 25% do total de
células; em ovinos representam aproximadamente 18-23% e 23-26%,
respectivamente (FIELDS e FIELDS, 1996). Estas células possuem uma
secregao basal de P4 reduzida, porém uma maior secre¢cao sob o estimulo do
LH, quando comparadas com as células luteais grandes (SANGHA et al.,
2002).

Contudo, a origem desses dois tipos celulares do CL ainda é um assunto
bastante controverso. Alguns pesquisadores relatam que algumas células
luteais pequenas podem se diferenciar em células luteais grandes no decorrer
do ciclo, e vice-versa (ALILA e HANSEL, 1984; KALENDER e ARIKAN, 2007).
Outros autores propdem a existéncia de células tronco no CL, que sofrem
diferenciagcao em células luteais pequenas, e estas posteriormente em células
luteais grandes, entretanto esta hipétese ainda nao foi testada (SMITH et al.,
1994).

O processo de formagao do CL (luteogénese) tem seu inicio logo apés o
processo de ovulagdo. E um processo rapido, caracterizado por migracdes
celulares para o interior do foliculo, intensa proliferacéo e diferenciagao celular,
neovascularizagdo e remodelamento tecidual sob a influéncia de fatores

mitogénicos e angiogénicos, dentre eles o fator de crescimento de fibroblastos
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basico (bFGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), fator de crescimento ligador da
heparina, fator de crescimento derivado de plaquetas e metaloproteinases
(SMITH et al., 1994; McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000;
ACOSTA e MIYAMOTO, 2004).

Além destas mudancas estruturais, o pico de LH esta diretamente
relacionado as mudangas tanto na expressdao quanto na regulagdo das
enzimas esteroidogénicas, um evento chave dentro do processo de
luteinizagcado que torna as células luteais capazes de sintetizar a progesterona
(SMITH et al., 1994; SANGHA et al., 2002).

Smith et al. (1994), em sua revisdo de literatura, descrevem que durante
o0 processo de luteogénese ha uma elevagdo nas concentracbes de mRNA
codificador das enzimas clivadora da cadeia lateral do colesterol (P-450) €
3B-hidroxiesteroide-desidrogenase (3BHSD), responsaveis pela biossintese da
P4. Durante este periodo observa-se também uma redugdo na expressao das
enzimas responsaveis pela sintese de estrogénio, a 17a-Hidroxilase (P-45017,,)
e a aromatase (P-4505r0m). Estudos em ovinos nao detectaram diferengas entre
as concentracdes de RNAm para 3HSD dos dias 3, 6, 9, e 12 do ciclo estral,
entretanto esta concentragao diminuiu no dia 15, momento coincidente com o
processo de lutedlise (HAWKINGS et al., 1993).

2.3.3 Lutedlise

A lutedlise, pela propria origem da palavra, consiste na degeneragao do
corpo luteo. Aparentemente, o desenvolvimento da lutedlise consistiu em um
mecanismo evolutivo para elevar a eficiéncia reprodutiva, permitindo que um
novo ciclo recomece caso a fémea nao fique gestante (McKRACKEN et al.,
1999). O processo de lutedlise € caracterizado inicialmente por uma diminuigédo
na biossintese e secrecdo da P, (lutedlise funcional), seguida por uma
alteracdo na estrutura histolégica do CL (lutedlise morfolégica e estrutural),
resultando na formagao do corpus albicans, uma pequena cicatriz composta
por tecido conjuntivo denso (McGUIRE et al., 1994; McKRACKEN et al., 1999).



30

Na grande maioria das espécies domésticas a prostaglandina Fy,
(PGF,,) € o fator responsavel pelo inicio do processo de Ilutedlise
(McKRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000). A PGF;, € o hormbnio
luteolitico sintetizado e liberado de forma ciclica pelo endométrio de vacas,
éguas, ovelhas e cabras (SWENSON e REECE, 1996). Com base em estudos
realizados em ovinos, McCracken et al. (1999) descrevem como os esterdides
ovarianos controlam o processo de lutedlise. No final do ciclo estral, com a
diminuicdo da acdo da P, sobre o hipotalamo, ocorre a elevacdo na
concentracdo plasmatica de E,. Este por sua vez, estimula a formacado de
receptores para ocitocina no endométrio e, simultaneamente, estimula a
liberagdo de pequenas quantidades de ocitocina, mas em elevada frequéncia.

Pequenas quantidades de PGFy, (sub-luteoliticas) s&o liberadas pelo
endomeétrio, sendo suficientes para iniciar a liberacdo suplementar de ocitocina
pelo tecido luteal. Esta liberacdo suplementar determina uma amplificacdo na
liberacdo endometrial de PGF,,. A sintese e liberacdo de PGF,, pelo utero
passam a ser altas o suficiente para ativar os receptores de PGF,, de baixa
sensibilidade, inibindo a secrecédo de P4 e promovendo a liberagado suplementar
de ocitocina pelo CL, formando um sistema ciclico de retroalimentacéo positiva
(McKRACKEN et al., 1999).

A primeira alteragcdo observada durante o processo de lutedlise é a
reducdo na concentracdo plasmatica de P4,. Em bovinos, uma reducao
significante na concentragao plasmatica de P4 foi observada 30 minutos apds a
aplicagao da PGF,,, com o volume luteal e a velocidade do fluxo sanguineo
permanecendo inalterado por um periodo de 8 horas (ACOSTA et al. 2002).
Em caprinos, a concentracido plasmatica de P4 caiu para valores menores que
1ng/mL cerca de 24 horas ap6s a aplicagdo da PGF,, (BRETZLAFF et al.,
1983).

Em uma extensa revisdo de literatura, Niswender et al. (2000),
descreveram as diversas formas pela qual a PGF,, poderia determinar a
reducdo da sintese e liberacdo da P4. Aparentemente, a PGF,, ndo apresenta
um efeito sobre os receptores de LH ou sobre a capacidade de captacao das

lipoproteinas e armazenamento do colesterol por parte das células luteais. O
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primeiro ponto onde ocorre um efeito negativo da PGF,, sobre a
esteroidogénese parece ser sobre o transporte do colesterol pela membrana da
mitocondria. Ainda nao foi observado um efeito sobre as enzimas P-4504. €
3BHSD.

Com relacao as alteragcdes vasculares que ocorrem durante a lutedlise
por agdo da PGF,,, inicialmente observa-se um aumento agudo no fluxo
sanguineo para o CL (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004). Esta elevagcéo aguda no
aporte sanglineo somente ocorre no meio do ciclo, e acontece entre 0,5-2
horas apds a administracdo da PGF,,, sendo crucial para as células endoteliais
do CL sintetizarem e liberarem substancias vasoativas (endotelina-1 e
angiotensina Il), que vao causar uma posterior vasoconstriccdo, reduzindo o
fluxo sanglineo para o CL (OHTANI et al., 1998; LEVY et al., 2000).

As alteragbes morfolégicas que ocorre no CL durante o processo de
regressao 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).

2.4 ULTRA-SONOGRAFIA

2.4.1 Fundamentos da ultra-sonografia

Segundo a revisao de literatura realizada por King (2006), o casal Curie
descobriu, no final do século XIX (1880), que determinados cristais
apresentavam uma propriedade piezoelétrica, ou seja, possuiam a capacidade
de converter energia elétrica em mecanica e vice-versa. Em seus estudos,
observaram que a aplicagcado de eletricidade sobre estes cristais resultava em
sua deformagao e posterior producdo de ondas sonoras de alta freqléncia
(acima de 20KHz), entdo denominadas ultra-sénicas. E que ao retornarem aos
cristais, as ondas ultra-sbnicas promoviam sua reorganizagao e a conversao da

energia mecanica em elétrica.
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Griffin e Ginther (1992) compilaram dados da literatura e, de forma
detalhada, descreveram o0s principios basicos da ultra-sonografia.
Resumidamente, as ondas sonoras sao emitidas pelos cristais localizados na
probe ou transdutor e transmitidas até o tecido que se deseja avaliar. A
propor¢do das ondas refletidas (eco) ao transdutor € convertida em corrente
elétrica e demonstrada no monitor como uma imagem em escala de cinza.
Portanto, pode-se dizer que o fundamento da ultra-sonografia consiste na
capacidade dos diferentes tecidos analisados de refletir ondas sonoras de alta
frequéncia.

Quando um feixe de onda sonora atinge um obstaculo, a magnitude da
reflexdo depende da impedancia acustica do material, uma propriedade fisica
que esta diretamente relacionado com a resisténcia ou dificuldade da
passagem do som (RAMALHO et al.,, 1999). Liquidos ndo sao capazes de
refletir as ondas ultra-sénicas (anecodicas), e na imagem formada
correspondem as regides negras. Ja tecidos mais densos (p.ex., 0Ssos) séo
capazes de refletir grande parte das ondas, sendo representados na imagem
como regides brancas, denominadas hiperecdicas (GRIFFIN e GINTHER,
1992).

Atualmente, o aparelho de ultra-som B-mode (Brigthness modality -
modo brilho) é o mais utilizado (KING, 2006). Este tipo de equipamento é capaz
de gerar e receber ondas de alta frequéncia criando uma imagem em um plano
seccional. A imagem ultra-sonografica € uma matriz bi-dimensional composta
por milhares de “pictures elements” ou pixels, que representam o menor
elemento de uma imagem (TOM et al., 1998).

Os pixels sao apresentados na imagem dentro de uma escala de cinza,
que varia de zero (preto) a 255 (branco). O valor dos pixels é proporcional a
amplitude da onda refletida que retorna ao transdutor, i.e., quanto maior o eco
produzido, maior serdo os valores dos pixels, dando origem a uma imagem
mais clara (GRIFFIN e GINTHER, 1992; TOM et al., 1998).
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2.4.2 Ultra-sonografia em pequenos ruminantes

A ultra-sonografia € uma técnica amplamente utilizada em pesquisas
envolvendo a espécie humana e os animais domésticos. Entretanto, o foco das
pesquisas conduzidas nestas espécies € bastante divergente. Nos seres
humanos observa-se claramente uma preocupagdo em utilizar a ultra-
sonografia como ferramenta para o diagndstico de determinadas patologias,
enquanto que nos animais domésticos o objetivo € a compreensdo dos
diversos eventos fisiologicos (SINGH et al., 2003).

O primeiro relato do inicio da utilizagao da ultra-sonografia em animais
data de 1956, sendo usado para avaliar a qualidade de carcaca a partir da
mensuragdo da camada de gordura do lombo. Contudo, o primeiro relato do
uso como método de diagndstico ocorreu somente 10 anos mais tarde, sendo
utilizado para o diagnostico de gestagao em ovelhas. Desde entdo, a ultra-
sonografia vem sendo amplamente utilizada, seja como simples ferramenta ou
como o proprio objeto de estudo, nas mais diversas areas da Medicina
Veterinaria (KING, 2006).

A ultra-sonografia € um método diagndstico nao-invasivo, considerado
seguro para o operador, auxiliares e principalmente para os animais, ja que nao
ha necessidade de sedacédo e nem relatos de alteragdes fisiologicas em funcao
da técnica. Uma outra grande vantagem observada estad na possibilidade de
avaliagdes seriadas e em tempo real, o que ndo era possivel atraveés das
metodologias cirurgicas previamente utilizadas (SINGH et al., 2003).

O diagnodstico ultra-sonografico foi o mais significativo avango
tecnolégico no campo de pesquisa em grandes animais e reprodugao clinica
desde a introducdo da palpacao transretal e do radioimunoensaio (GINTHER,
1986). Em pequenos ruminantes, esse avango tecnolégico foi muito mais
significativo visto que nessas espécies a palpacéao transretal ndo € possivel.

A adaptagdo da ultra-sonografia por via trans-retal para pequenos
ruminantes foi um marco na década de 90, permitindo a realizacdo de
importantes estudos envolvendo a fisiologia ovariana (SCHIRICK et al., 1993;
GINTHER e KNOT, 1994; GINTHER et al, 1995; De CASTRO et al., 1999;
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DICKIE et al., 1999). Desde entao, diversos outros estudos foram conduzidos
nas areas de dinamica folicular (MEDAN et al., 2003; SIMOES et al., 2006),
dinamica luteal (ORITA et al., 2000; ARASHIRO et al., 2007) e endocrinologia
ovariana (MENCHACA e RUBIANES, 2002; MEDAN et al., 2005).

Em pequenos ruminantes, a ultra-sonografia também tem sido utilizada
como uma importante ferramenta para estudos envolvendo diagnéstico inicial
da gestagdo (MEDAN et al.,, 2004) e sexagem fetal (SANTOS et al., 2007).
Outras ferramentas, como o eco Doppler colorido, também tém sido utilizadas
para estudos sobre a vascularizagao luteal em caprinos (MIYAMOTO et al.,
2006).

2.4.3 Andlise computacional de imagens ultra-sonograficas

A aparéncia ultra-sonografica ou padrdao de imagem de um tecido é
denominado ecotextura, sendo determinado pela estrutura histolégica do
mesmo (SINGH et al., 2003). Estudos anteriores com ovinos (GONZALEZ-
BULNES et al., 2002) e bovinos (VERONESI et al., 2002) correlacionaram a
concentracao plasmatica de P, com a aparéncia ultra-sonografica (ecotextura)
do CL, sendo esta ultima considerada um indicador do status funcional do CL.
Contudo, nestes experimentos, a ecotextura nao foi quantificada, sendo
realizada uma avaliagao visual e subjetiva.

Uma imagem ultra-sonografica € composta por um conjunto de fileiras
de pixels, ou picture elements, e representam a intensidade do reflexo da onda
sonora em um ponto especifico do tecido (TOM et al., 1998).

A densidade e as caracteristicas macroscopicas do tecido podem ser
observadas por ultra-som, mas nao quantificadas pelo olho humano. O olho
humano é capaz de distinguir somente 18 a 20 diferentes tons de cinzas, o que
leva a diferentes percepcbes individuais da escala de cinza e,
consequentemente, a variagbes extremas na interpretagdo da imagem
(PIERSON e ADAMS, 1995). O uso da analise computacional, a partir de
algoritmos computacionais especificamente desenvolvidos, reduz as

inconsisténcias da avaliagao visual, pois permite a quantificacdo de cada pixel
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da imagem obtendo o valor médio dos pixels e o desvio padrao
(heterogeneidade) (SINGH et al., 2003).

Andlises de imagens com auxilio de ferramentas computacionais e
modelos matematicos tém permitido importantes progressos na pesquisa da
dinamica ovariana (SINGH et al., 2003). Singh et al. (1998) e Tom et al. (1998)
observaram variagao na ecotextura da parede e do antro folicular em fungao da
fase de crescimento ou regressao dos foliculos, assim como entre foliculos
dominantes e subordinados, concluindo que a densidade das imagens ultra-
sonograficas reflete o status funcional e endécrino do foliculo.

Analises computacionais de imagens ultra-sonograficas de foliculos
ovarianos também podem auxiliar na compreensdo sobre a etiologia da
regressao luteal precoce (STUBBINGS et al., 1986; SAHARREA et al., 1998).
Em um estudo recente, observou-se que foliculos ovulatérios que deram
origem a um CL classificado como “de baixa competéncia” (persisténcia inferior
a 7 dias) apresentavam aparéncias ultra-sonograficas distintas dos foliculos
que deram origem a um CL considerado normal (LIU et al., 2007). Observou-se
que a regiao central do antro dos foliculos que deram origem a CL “de baixa
competéncia” apresentou os valores médios dos pixels e a heterogeneidade
mais elevadas do que em foliculos que deram origem a um CL normal. O que
sugere um maior grau de descamacéao das células da granulosa nos foliculos
que deram origem a CL “de baixa competéncia’. Nesse mesmo estudo foi
observado ainda que os foliculos que deram origem a CLs normais
apresentavam a parede folicular mais espessa e vascularizada.

A anadlise computacional de imagens ultra-sonograficas também pode
ser util na avaliagdo da fungao luteal. Singh et al. (1997) trabalhando com
bovinos, Davies et al. (2006) com ovinos e Simbes et al. (2007) em caprinos,
observaram que os valores dos pixels das imagens variaram entre o metaestro,
diestro e proestro, correspondendo as fases de formacao, fungdo e regresséo
luteal. Também observaram que os valores de pixels das imagens tiveram uma
correlagao significativa com a concentragao de P4 no plasma e no proprio corpo
luteo, e ainda com a densidade volumétrica das células luteais e do tecido

conjuntivo. Entretanto, Tom et al. (1998) avaliando ovarios de novilhas por
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ultra-sonografia transretal ndo observaram correlagao entre os valores de pixel
e o diametro luteal, principal parametro de avaliagcao utilizado na caracterizagao
da funcédo luteal. Esta observacdo pode estar associada a dificuldade
normalmente encontrada em correlacionar-se tamanho luteal, producdo de P, e
taxas de gestacao. A elevagédo na concentragédo plasmatica de P4 é essencial
para o estabelecimento da gestagcéao apos a inseminagdo e também apos a
transferéncia de embrides e a avaliagao correta da funcao luteal €, portanto, de
grande importancia na selecao de receptoras (CHAGAS e SILVA et al., 2002).

Siqueira (2007) também nao observou uma correlagao significativa entre
a concentragao plasmatica de P4 e o valor médio dos pixels em CL de bovinos,
entretanto relatou uma correlagéo positiva com a heterogeneidade da imagem,
considerando-a um potencial indicador da fungéo luteal.

O uso de algoritmos computacionais para a analise de imagens ultra-
sonograficas representa um importante avango tecnoldgico no sentido de
elucidar os mecanismos envolvidos na fisiologia reprodutiva. Entretanto,
segundo Siqueira (2007), ha a necessidade de um melhor ajustamento e
determinagao das caracteristicas que devem ser consideradas desejaveis nas

diferentes estruturas ovarianas.
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DINAMICA LUTEAL EM CAPRINOS DA RACA TOGGENBURG:
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RESUMO

O crescimento da caprinocultura no Brasil tem resultado no aumento na
utilizacado de biotecnologias da reproducédo nesta espécie. O desenvolvimento
destas biotécnicas, contudo, requer uma base de conhecimentos sobre
fisiologia ovariana, ainda limitada em pequenos ruminantes, particularmente
considerando-se o existente na espécie bovina. Objetivou-se no presente
estudo estabelecer caracteristicas morfolégicas e enddcrinas da dinédmica
luteal em cabras Toggenburg. Foram utilizadas fémeas nuliparas (n=21) com
idade média de 8 meses, peso médio de 33,5211,22 Kg e escore de condi¢cao
corporal médio de 3,5+0,07, e que manifestaram estro natural durante um
periodo de 48 horas, no inicio da estacdo de acasalamento natural. Apds a
manifestacdo do estro (dia 0) e cobertura destas fémeas, foram realizadas
avaliagdes ultra-sonograficas dos ovarios a cada 24 horas durante 21 dias.
Para isso, foi utilizado um aparelho portatil (Aloka SSD 500, Aloka Co, Japao)
acoplado a um transdutor linear de 5 MHz, adaptado para uso transretal. O
didmetro do CL foi mensurado diariamente apds a sua primeira visualizagao
utilizando recursos do proprio aparelho. Antes de cada avaliacido ultra-
sonografica foi coletada uma amostra de sangue para posterior dosagem de P4
plasmatica por RIA. Os corpos luteos foram detectados pela primeira vez no dia
5,00+£0,19 apds o estro, com area média de 0,63+0,07 cm? e aumentaram
progressivamente de tamanho (P<0,001) até o 9° dia do ciclo, quando
atingiram uma area maxima de 1,26+0,08 cmz, nao havendo variagao nos dias
subsequentes (P>0,05). Nas fémeas com apenas uma ovulagdo a primeira
visualizacao do CL foi mais precoce do que nas fémeas com ovulagdao multipla
(4,54+0,18 vs 5,74+0,25 dias, P<0,05). No momento da primeira visualizagédo a
area luteal foi menor nos animais com uma ovulagao (0,56+0,06 vs 0,83+0,11
cm?, P<0,05). Assim como a area de tecido luteal, a concentragcdo plasmatica
de P, aumentou progressivamente até o 9° dia do ciclo, ndo apresentando
aumento significativo até o momento da lutedlise. O processo de lutedlise foi
caracterizado por uma acentuada queda da concentracdo plasmatica de P4,
que atingiu valores inferiores a 1 ng/mL cerca de 24hs apds o inicio da
lutedlise. Diferentemente, a area de tecido luteal diminuiu de forma bem mais
lenta e gradual. Foi observada uma correlagdo significativa (P<0,05) entre a
area de tecido luteal e a concentragcao plasmatica de P4 durante o processo de
lutegéonese e de lutedlise (r=0,63 e r=0,50, respectivamente). No dia em que o
CL atinge sua area maxima (D9) as fémeas com mais de um CL, portanto com
uma maior area de tecido luteal (1,10+0,04 vs 1,63+0,14 cm?, P>0,05) , ndo
apresentaram uma concentragao plasmatica de P4, maior do que aquelas com
apenas uma ovulagdo (5,92+0,59 vs 7,04+0,79 ng/mL; P>0,05). Esses
resultados demonstram que (1) apesar das limitagcbes inerentes ao exame
ultra-sonografico em pequenos ruminantes, a deteccéo do tecido luteal pode
ser feita no tergo inicial do ciclo; (2) o crescimento de tecido luteal refletiu
positivamente sobre a concentragdo plasmatica de P4, (3) contudo a
concentracdo plasmatica maxima de P4 nao esta diretamente relacionada ao
numero de CL no ovario. Estas caracteristicas demonstram que a dinamica
luteal em caprinos da raga Toggenburg segue padrbes semelhantes aos
observados em outras racas e em outras espécies.

Palavras chaves: Dindmica luteal, caprinos, progesterona, ultra-sonografia
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ABSTRACT

With the increase of the goat industry in Brazil, and therefore an increase of the
assited reproduction programs, there is a greater need for research on goat
reproduction, that present a delay in relation to others domestics ruminants. The
aim of this study was to establish the morphologics and endocrine
characteristics of luteal dymanics in Toggenburg goats. Nuliparous females
(n=21) with an average age of 8 months, weight 33.52+1.22 Kg and 3.5+0.07
body condition score, with natural estrus in a 48 hours interval in the beginning
of breeding season were used. After estrus identification (day 0) and matting,
sonographic evaluations of the ovaries were performed with 24hrs intervals
after estrus during 21 days. A portable ultrasound device (Aloka SSD 500,
Aloka Co, Japan.) equipped with an adapted linear rectal 5SMHz probe to rectal
evaluation was used. During this period, CL diameter was daily measured after
its first visualization using the equipment calipers. Just before each sonographic
evaluation a blood sample was collected for progresterone determination by
radioimmunoassay. For the establishment of luteal dynamics until day 15 were
used data of all animals (n=21), and between day 16 and 21 were used only the
data of nonpregnats animals. Corpora lutea were first visualized on day
5.00+0.19 with a average area of 0.63+0.07 cm?, and progressively increased in
size (P<0.001) until the day 9, when reached a maximum area of 1.26+0.08
cm?, there was no significant increase on subsequent days (P>0.05). The CL of
animals with single ovulation was first visuzlized earlier than in animals with
multiple ovulation (4.54+0.18 vs 5.74+0.25 days, P<0.05). In the day of the first
visualization luteal tissue area was smaller in animals with sigle ovulation
(0.56+0.06 vs 0.83+0.11 cm? P<0.05). Plasma progesterone also increased
until day 9 and no significant increase was observed until luteolysis. The
luteolysis process was characterized by an abrupt decrease in progesterone
level, that reached values below 1 ng/mL about 24 hours after the beginning of
the process. In contrast, the luteal area decresed in size slowly and gradually. A
significant correlation between progesterone levels and luteal area was
observed during the processes of luteogenesis and luteolysis (r=0.63 and
r=0.50, respectively). When CL reach its maximum size (day 9) females with
more than one ovulation, therefore with a greater luteal area (1.10£0.04 vs
1.63+0.14 cm? P>0.05), didn’t have a greater progesterone level when
compared to animals with single ovulation (5.92+0.59 vs 7.041£0.79 ng/mL,
P>0.05). These results showed that (1) despite of the limitations of the
ultrasonographic exam in small ruminants, the detection of the luteal tissue
could be early performed; (2) luteal growth was positively correlated with
plasma progesterone level, (3) however, the maximum progesterone level is not
related to the number of CL in the ovary. These characteristics showed that the
luteal dynamics in Toggenbur goats has a similar pattern observed in others
goats breeds and even other species.

Key words: Luteal dynamics, goats, progesterone, ultrasonography



1 INTRODUCAO

O CL é uma glandula endécrina transitéria responsavel pela sintese e
liberagdo da P4, um hormonio esterdide essencial para o desenvolvimento
embrionario inicial e para a manutencéo da gestagao, em especial nos caprinos
que dependem exclusivamente da P4 de origem luteal para levar a gestagao a
termo (SMITH et al., 1994; McCRACKEN et al., 1999).

A existéncia de uma correlagao positiva entre a area de tecido luteal e a
concentracdo plasmatica de P4 foi descrita anteriormente na espécie bovina
(SIQUEIRA, 2007), ovina (DAVIES et al., 2006) e caprina (ORITA et al., 2000).
Entretanto, o aumento no numero de CLs de bovinos ndo esta
necessariamente associado a uma elevagao nas concentragdes plasmaticas de
P4 (MANN et al., 2007). Diferengcas na concentragdo maxima de progesterona
de cabras e ovelhas foram observadas em fungéo da raga (BARTLEWSKI et
al., 1999; FONSECA e TORRES, 2005).

Anteriormente, o estudo da fungdo ovariana em pequenos ruminantes
era realizado por meio de técnicas cirurgicas, como a laparotomia e a
laparoscopia (CAMP et al.,, 1983). Estes procedimentos cirurgicos, também
realizados para a coleta e transferéncia de embrides, tornam-se inadequados a
médio e longo prazo, pois quase sempre levam a formacao de aderéncias pos-
operatorias (GONCALVES, 2001).

A adaptacdo ultra-sonografia por via transretal para pequenos
ruminantes marcou a década de 90. A partir deste momento, importantes
estudos foram realizados na area de fisiologia ovariana (SCHIRICK et al., 1993;
GINTHER e KNOT, 1994; GINTHER et al, 1995; De CASTRO et al., 1999;
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DICKIE et al., 1999). Estudos demonstram que a ultra-sonografia por via
transretal permite identificar as estruturas ovarianas com uma sensibilidade e
especificidade semelhante as observadas nas técnicas cirrgicas (VINOLES et
al., 2004; SIMOES et al., 2005). Estes resultados demonstram que a ultra-
sonografia tornou-se uma ferramenta fundamental para os estudos envolvendo

a fungao reprodutiva.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a dindmica luteal em cabras da
ragca Toggenburg utilizando a ultra-sonografia transretal de forma seriada ao
longo do ciclo estral, correlacionado as alteragbes morfolégicas observadas no

CL com a concentragao plasmatica de Pg.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL, PERIODO E CONDIGOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido em uma granja de caprinos leiteiros
localizada no municipio de Coronel Pacheco, na Zona da Mata mineira (21° 35’
S, 43° 15’ W, 435 metros de altitude), durante o inicio da estagao reprodutiva
(entre margo e abril de 2007; outono). Segundo a classificagdo de Koppen o
clima da regido onde foi conduzido o experimento é do tipo Cwa, caracterizado
por invernos secos e verdes chuvosos, sendo a temperatura média anual entre
18,0°C a 23,0°C e precipitagdo pluviométrica anual de 2000 a 2600mm?®.
Dentro do galpao onde os animais eram mantidos, foi colocado um termémetro
para a mensuragdo da temperatura ambiente maxima e minima, e um
termohigrémetro para a mensuracédo da umidade relativa do ar. Na Tabela 1 é

possivel observar os dados climatolégicos de controle obtidos.

Tabela 1 Dados de controle climatolégicos obtidos durante o periodo
experimental (média + desvio padrio).

Dados climatolégicos Valor
Temperatura ambiente média maxima 27,4 +22°C
Temperatura ambiente média minima 23,7+25°C

Umidade relativa do ar (média) 79,3+12,7 %
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2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 23 cabras nuliparas (Capra hircus) da raga Toggenburg
com idade média de oito meses, com média de peso vivo de 33,52+1,22 Kg e
escore de condi¢do corporal de 3,52+0,07 (escala de 1 — muito magra; a 5 —
muito gorda; SUITER, 1994). Duas fémeas foram descartadas por
apresentarem cistos foliculares. Os animais selecionados manifestaram estro
natural, detectado com auxilio de um rufido, dentro de um intervalo de 48
horas, e nao apresentavam patologias reprodutivas detectaveis a ultra-
sonografia e vaginoscopia. Apds a detecgao do estro, todas as fémeas foram
cobertas por um bode sexualmente maduro duas vezes ao dia até nao
aceitarem mais a aproximag¢ao do macho. Para as coberturas foram utilizados
trés machos diferentes, os acasalamentos foram determinados pelos
proprietarios da granja. Dos animais, 14 ficaram gestantes e sete
permaneceram vazias, duas fémeas foram descartadas apds a detecgao da
presenca de cistos foliculares.

Os animais foram mantidos em sistema de confinamento total em baias
coletivas, alimentados no cocho com capim Napier (Pennisetum purpureum v.
Taiwan) picado e concentrado formulado e misturado na prépria granja
(ANEXO 2). Agua e sal mineral (Salminas Caprinos®, ANEXO 3) foram

fornecidos ad libitum.

2.3 AVALIACOES ULTRA-SONOGRAFICAS OVARIANAS

Para a realizacdo das avaliagdes ultra-sonograficas dos ovarios foi
utilizado um aparelho portatil (Aloka SSD 500°, Aloka Co. Jap3o) acoplado a
um transdutor linear de 5 MHz adaptado para uso transretal em pequenos
ruminantes. Esta adaptacédo consistia na fixagdo de duas hastes rigidas ao
cabo do transdutor, o que permitiu a movimentacdo do mesmo no interior do
reto. Estas avaliacbes foram realizadas sempre pelo mesmo operador € no
mesmo periodo do dia. O ganho proximal, distal e total (22, 2.2 e 82,

respectivamente); assim como a area de foco do aparelho foram padronizados
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(F1 e F2), ndo sendo alterados durante todo o periodo experimental. Antes da
avaliagao as cabras eram contidas em um tronco préprio. Em seguida, as fezes
eram retiradas manualmente da ampola retal e, com o auxilio de uma seringa
de 60mL, eram depositados entre 5 a 10mL de gel (Carbogel®) para facilitar a
transmissao das ondas ultra-sénicas.

As avaliagdes dos ovarios tiveram inicio no momento da detecgao do
estro (DO) e foram realizadas durante 21 dias consecutivos (D21) com
intervalos de 24 horas. No DO foi localizado e mensurado o(s) foliculo(s)
dominante(s) (FD). O FD foi avaliado e mensurado diariamente até o momento
da ovulacdo. O dia da ovulacao foi considerado como sendo o momento em
que o FD anteriormente identificado ndo estava mais presente. A ultima medida
do didametro do FD foi considerada como sendo o didmetro ovulatério. Apds a
ovulagdo, as avaliagdes subsequentes (DO até D21) visaram acompanhar o
periodo de luteogénese e posterior lutedlise no caso das fémeas nao
gestantes. Durante estes periodos, imagens correspondentes a secgao
transversal do CL, em seu maior diametro, foram geradas diariamente para a
mensuracao de sua area e posterior analise de ecotextura.

A area de tecido luteal (cm?) foi mensurada utilizando-se dispositivos do
préprio equipamento, considerada como sendo a diferenga entre a area luteal
total, menos a area da cavidade, quando presente. Naqueles animais que
apresentaram dupla (n=7) ou tripla ovulagdo (n=1), a area luteal considerada
para cada dia do ciclo foi a soma das areas dos dois ou trés corpos luteos,
respectivamente.

A area luteal, o didmetro folicular, assim como a localizagdo das

estruturas ovarianas foram anotadas em fichas proprias (ANEXO 4).

2.4 COLETA DE SANGUE E DOSAGEM PLASMATICA DE P,

Antes de cada avaliagédo ultra-sonografica, uma amostra de sangue foi
coletada para posterior determinacdo da concentragdo plasmatica de
progesterona. A coleta foi realizada através da puncdo da veia jugular

utilizando tubos de 5mL com vacuo contendo anticoagulante (EDTA). O local
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da puncédo era higienizado com algodao embebido em alcool 70% antes de
cada coleta, havendo também uma alternancia entre as veias jugulares direita
e esquerda. Apds a coleta as amostram foram acondicionadas em recipiente
isotérmico  (5°C) e imediatamente levadas ao laboratorio para o
processamento. As amostras foram centrifugadas sob refrigeragao (5°C) a 894
X g por 20 minutos para a separag¢ao do plasma, sendo este acondicionado a —
20°C até o momento da determinagdo da concentragcdo plasmatica de
progesterona.

As analises da concentragcdo plasmatica de progesterona foram
realizadas em aparelho de radioimunoensaio de fase sdlida utilizando-se kits
comerciais de analise por 1'® (Coat-a-Count®, Medlab), no Laboratério de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp
(matricula CNEN 14542).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis peso corporal, area do corpo luteo, area de tecido luteal
(corrigida para a presenga de cavidades no CL), progesterona plasmatica,
valores médios de pixel e heterogeneidade dos pixels foram testadas para
normalidade (Teste Lilliefors) e homogeneidade das variancias (Teste Cochran
e Bartlett).Os valores diarios mensurados da area luteal e da concentragao
plasmatica de progesterona foram avaliados em fungdo do dia do ciclo, por
analise de variancia (ANOVA), e diferengas entre médias foram determinadas
pelo teste de Tukey. Os periodos de Iluteogénese e Ilutedlise foram
determinados em fung¢ao da presenca de variagdes significativas na area luteal
e concentragdo de progesterona. As correlagdes entre as variaveis
mensuradas foram estabelecidas através da correlacdo de Pearson. As
analises foram realizadas utilizando-se o SAEG - Sistema de Analises
Estatisticas (SAEG, 2007).

Para a determinacdo do efeito do dia do ciclo sobre a concentragao
plasmatica de P4 e a area luteal durante o periodo de luteogénese e lutedlise,

assim como as correlagdes feitas durante estes periodos, foram considerados
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os dados de todos os animais (n=21) até o 15° dia do ciclo estral. Para as
mesmas analises realizadas durante o periodo de lutedlise foram consideradas
somente os dados das fémeas que n&o ficaram gestantes (n=7) a partir do 16°
dia do ciclo.

Para as avaliagdes durante o periodo de lutedlise os dados foram
centralizados em fungdo do inicio do processo de lutedlise, momento
considerado como sendo o dia do ciclo em que o valor de progesterona atingiu

valores inferiores a 1ng/mL.



3 RESULTADOS

3.1 CICLO ESTRAL

Dos 21 animais utilizados no experimento, 66,7% (14/21) ficaram
gestantes. Nos sete animais restantes, a duragdo do ciclo estral apresentou
uma duracdo meédia de 20,5+0,45 dias. Foram observadas cabras com uma

unica ovulacao (n=13), dupla ovulagao (n=7) e trés ovulagdes (n=1).

3.2 FOLICULOS OVULATORIOS

No dia do estro (dia 0) 93% (28/30) dos foliculos ovulatérios foram
observados com auxilio da ultra-sonografia por via trans-retal, sendo a
ovulacdo confirmada pelo desaparecimento dos foliculos maiores que 5mm em
um intervalo de 48 horas apés a deteccao do estro e posterior identificagdo do
CL. A presenca dos dois foliculos ovulatérios que nao foram observados no dia
0 foi confirmada através da observacado do CL nas avaliagdes subsequentes.

O didametro médio dos foliculos ovulatérios foi de 7,4+0,1mm, ndo sendo
observada uma correlacdo entre o diametro do foliculo ovulatério e a area de
tecido luteal no 9° dia do ciclo, momento em que o CL e a P4 atingiram seus

valores maximos (r=0,26; P>0,05).
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3.3 DINAMICA LUTEAL

A primeira identificacdo do CL ocorreu, em média, no 5° dia do ciclo
estral. A identificacdo do CL foi mais precoce nas fémeas com apenas uma
ovulacdo, embora apresentassem uma area luteal menor quando comparadas
as fémeas com multiplas ovulagbes (Tabela 2). Entretanto, considerando
individualmente cada CL (i.e., sem somar as areas dos CLs nos animais com
mais de uma ovulagdo), ndo foi observada diferenga na area do CL no
momento da primeira identificagdo dos animais com uma ou multiplas
ovulagdes (0,56+0,06 e 0,53+0,05 cm?, respectivamente; P>0,05). A partir do

sexto dia do ciclo, todos os CL ja haviam sido identificados.

Tabela 2 Dia e area (cm?) de tecido luteal no momento da primeira identificacdo
do CL em cabras com uma ou multiplas ovulagdes (médiaterro padrao)

N° de Dia da 12 identificagao Area luteal no dia da 12
ovulacdes (dias) identificagdo (cm?)*
1 (n=13) 4,54+0,18° 0,56+0,06°
>2 (n=08) 5,74+0,25° 0,83+0,112
MEDIA (n=21) 5,00+0,19 0,63+0,07

2° Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05; ANOVA).
* Para os animais com mais de uma ovulagao a area luteal corresponde a soma das areas de
todos os CL presentes nos ovarios.

A partir da primeira identificacédo do CL, foi observado um efeito do dia
do ciclo sobre a area do CL, que mensurada no corte transversal em seu maior
didametro aumentou progressivamente até o 9° dia do ciclo estral, nao

apresentado aumento significativo nos dias subsequentes (Tabela 3).
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Tabela 3 Area luteal durante o periodo de desenvolvimento do CL (médiaterro

padrao)

AB,CD

Dia do Ciclo Estral

Area do CL (cm?) Comparacdes a 5%

15 (n=21)

0,45+0,04
0,62+0,05
0,85+0,07
0,99+0,06
1,05+0,09
1,26+0,08
1,40+0,08
1,52+0,08
1,58+0,09
1,62+0,09
1,64+0,09
1,65+0,02

D
D
CD
BCD
BCD
ABC

na area de tecido luteal (Tabela 4).

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05, Tukey)

A partir do 18° dia do ciclo foi observada uma reducéo n&o significativa

Tabela 4 Area de tecido luteal durante a fase final do ciclo estral das fémeas
nao gestantes apds a normalizagdo para 0 momento da lutedlise natural (Hora
0) (médiatdesvio padrao)

A Médias seguidas de letras semelhantes, na mesma coluna, nao diferem

Horas em relagao a Area do CL Comparacgoes
lutedlise (cm?) a 5%
(O=inicio da luteolise)
-48 (n=6) 1,56+0,12 A
-24 (n=6) 1,57+0,11 A
0 (n=7) 1,52+0,11 A
24 (n=7) 1,36+0,12 A
48 (n=7) 1,15+0,11 A
72 (n=3) 1,01+0,21 A

—

P>0,05; Tukey)

Dos 30 corpos luteos formados, 25 (83%) apresentaram uma cavidade

central anecdica. No dia da primeira detecgcdo, apresentaram uma area média

de 0,29+0,20 cm?, correspondendo a 45,31% da area total do CL. Estas

cavidades regrediram (P<0,01) progressivamente de tamanho até o dia 11 do
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ciclo, quando atingiram uma area inferior a 0,1 cm2; correspondendo a menos

que 7% da area total do CL
3.4 CONCENTRACAO PLASMATICA DE P,

Assim como ocorreu com a area de tecido luteal, foi observado um efeito
do dia do ciclo sobre a concentracdo plasmatica de P4. Na Tabela 5 é possivel
visualizar que a concentracdo plasmatica de P, aumentou progressivamente
até o 9° dia do ciclo estral, ndo havendo aumento significativo nos dias

subsequentes.

Tabela 5 Concentragdo plasmatica de P4 (médiaterro padrdo) durante o
periodo de luteogénese
Dia do Ciclo Concentracédo Plasmatica de Comparagdes a 5%

Estral P4 (ng/mL)
2 (n=21) 0,33+0,05 I
3 (n=21) 1,5710,29 HI
4 (n=19) 3,44+0,49 GH
5 (n=21) 3,52+0,19 GH
6 (n=21) 4,40+0,22 FG
7 (n=21) 4,7110,29 EFG
8 (n=19) 5,23+0,22 DEFG
9 (n=20) 6,31+0,46 ABCDEF
10 (n=19) 5,85+0,42 ABCDEFG
11 (n=20) 6,43+0,49 ABCDEF
12 (n=21) 6,93+0,37 ABCDE
13 (n=21) 7,98+0,42 AB
14 (n=21) 8,32+0,40 A
15 (n=21) 7,89+0,46 ABC

AB, C, D,’E'F, G,

Tukey)

7T Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05;

Considerando apenas os dados dos animais que nao ficaram gestantes,
foi possivel observar uma queda acentuada na concentracido plasmatica de P4
(valores inferiores a 1ng/mL) no final do ciclo, caracterizando o inicio do

processo de lutedlise natural (Tabela 6).
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Tabela 6 Concentracao plasmatica de P4, (médiaterro padrdo) das fémeas nao
gestantes apds a normalizagdo para o momento da lutedlise natural (Hora 0)

Horas em relagao a Concentracao Plasmatica  Comparacoes a
lutedlise de 5%
(O=inicio da luteolise) P4 (ng/mL)
-48 (n=6) 6,91+0,91 A
-24 (n=6) 7,75%0,70 A
0 (n=7) 5,49+0,84 A
24 (n=7) 0,42+0,16 B
48 (n=7) 0,11£0,02 B
72 (n=3) 0,06+0,01 B

"B Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05; Tukey)

Durante o periodo de luteogénese foi possivel verificar que o aumento
progressivo da area de tecido luteal foi acompanhado por uma crescente
elevagdo na concentracédo plasmatica de P4 (Figura 1), sendo observada uma

correlagao positiva entre estas duas variaveis (r=0,63; P<0,05).

35 7 T 10.0
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—
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Area luteal (cm ?)
P4 (ng/mL)

—
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0.5

Concentracéo plasmatica de
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01 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 12 13 14 15
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Figura 1 Valores médios da area luteal (o) e da concentracao plasmatica de P4
(m) durante o periodo de luteogénese.

Durante o periodo de lutedlise também foi possivel estabelecer uma
correlagao positiva entre a area de tecido luteal e a concentragao plasmatica de

P4 (r=0,50; P<0,05). No entanto, percebe-se que a partir do inicio do processo
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de lutedlise a queda na concentragao de P, foi mais acentuada e abrupta do

que a observada na area do CL (Figura 2).

20 1
18 1 1 10.0
16 1
14 1
12 1
1.0 1
0.8
0.6
0.4
0.2 4
0.0 =

Area luteal (cm )
Concnetracao plasmatica de
P4 {ng/mL)

A8 24 0 24 48 72

Horas em relacdo a lutedlise (0 = inicio da lutedlise)

Figura 2 Valores médios da area luteal (e) e da concentragéo plasmatica de P4
(m) durante o periodo de lutedlise

No momento em que o CL atingiu sua area maxima, os animais com
multiplas ovulagdes apresentaram uma area de tecido luteal maior do que as
fémeas com uma unica ovulagdo. Contudo, essa maior area nao resultou em

uma maior concentragao plasmatica de progesterona (Tabela 7).

Tabela 7 Area de tecido luteal e concentracdo plasmatica de P4 (médiaterro
padrdo) no momento do ciclo em que atingiu sua area maxima (D9)

Numero de Area do CL no D9 Concentragao plasmatica de P4 no
ovulagdo (cm?)* D9 (ng/mL)
1 (n=13) 1,10+0,04° 5,92+0,592

>2 (n=06) 1,63+0,14° 7,04+0,792

2P Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05, ANOVA).
* Para os animais com mais de uma ovulagao a area luteal corresponde a soma das areas de
todos os CL presentes nos ovarios.

No dia em que a concentragao plasmatica de P4 e a area luteal atigem
seus valores maximos (D9), ndo foi observada diferenga (P>0,05) nestas
variaveis entre animais gestantes e nao-gestantes (Figura 3). Nas fémeas
gestantes, a concentracao plasmatica de P, se manteve elevada até o final do

periodo experimental. Nos animais que nao ficaram gestantes a concentragao
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plasmatica do esterdide caiu de forma abrupta, atingindo valores inferiores a

1ng/mL 24 horas apds o inicio da lutedlise (Figura 4).

(ng/mL}

Concentragdo plasmatica de P 4

[I-[I_ T/ "1/ "1/ /"1 "7 "7 "1 "1 "1 """1T """T1T "
o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dia do Ciclo

Figura 3 Média da concentragdo plasmatica de P, de animais gestantes (A) e
nao-gestantes (m) durante o periodo de luteogénese.
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Figura 4 Média da concentragdo plasmatica de P, de animais gestantes (A) e
nao-gestantes (m) durante o periodo de lutedlise.



4 DISCUSSAO

Em virtude de sua sazonalidade, € comum a cabra apresentar ciclos
curtos durante o periodo de transicdo, fase compreendida entre a estagao de
anestro e reprodutiva (CAMP et al., 1983). Embora o experimento tenha sido
conduzido logo no inicio da estagao reprodutiva, a duragdo média do ciclo
estral observada no presente estudo (20,5+0,45 dias) esteve dentro do
intervalo de 19 a 24 dias, valores considerados fisioldgicos para a espécie em
estudo (de CASTRO et al.,1999; MENCHACA & RUBIANES, 2002).

O didmetro do foliculo ovulatério observado no presente estudo
(7,4£0,7mm) foi semelhante aos valores descritos na literatura. Maffili et al.
(2006) também trabalhando com cabras da raga Toggenburg, observaram que
os foliculos ovulatérios apresentaram um diametro médio de 7,7+1,3mm.
Resultados semelhantes foram observados em outras ragas estudadas por
Simdes et al. (2006) (Serrana: 7,1£0,1mm), Medan et al. (2005) (Shiba:
7,81£0,2mm) e Maffili et al. (2005) (Saanen: 6,9 +1,8mm).

A ultra-sonografia é considerada uma ferramenta eficiente para a
identificacdo dos foliculos ovarianos. Em ovinos, Vifoles et al. (2004)
reportaram que a ultra-sonografia transretal com transdutor de 7,5 MHz
apresentou uma sensibilidade de 90-95% para a identificagcdo de foliculos
ovarianos com diferentes didmetros, e que este valor foi menor para foliculos
com 3 e 2 mm de didametro (71% e 62%, respectivamente). Em outro estudo
com ovinos, 96% (23/24) das ovulagdes foram identificadas através da ultra-
sonografia transretal (7,5MHz), sendo confirmadas posteriormente através de
métodos cirurgicos (DUGGAVATHI et al., 2003). Desta forma, os dados obtidos
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neste experimento demonstram que em caprinos resultados semelhantes (93%
- 28/30) podem ser obtidos utilizando um transdutor de 5MHz.

Como o CL é formado a partir do foliculo ovulatério, € de se esperar que
a area do CL esteja diretamente associada ao didmetro do foliculo ovulatério.
Estudos anteriores em bovinos (VASCONCELOS et al.,, 2001; SIQUEIRA,
2007) e em ovinos (BARTLEWSKI et al., 1999) demonstraram uma correlagao
positiva entre o didmetro do foliculo ovulatério e a area ou volume do CL
formado apds a ovulagdo. No presente estudo, quando o CL atingiu sua area
maxima, nao foi observada uma correlagao significativa entre o didmetro do
foliculo ovulatério e a area de tecido luteal (r=0,26, P>0,05). A homogeneidade
do grupo experimental, constituido apenas de cabras nuliparas de peso, idade
e condicdo corporais semelhantes, resultou em um baixo coeficiente de
variacdo (CV) para o parametro didmetro do foliculo ovulatério (10%). A
pequena amplitude da variavel pode ter comprometido a identificacdo da
correlagdo com o tamanho do CL, que talvez possa ser melhor demonstrada
utilizando-se animais de categorias ou estadios fisiologicos diferentes.

A presenca de cavidade luteal foi um achado bastante frequente neste
experimento, 83% (25/30) dos CL apresentaram uma cavidade -central
anecoica. A luteinizacdo do foliculo ovulatério € um processo que ocorre de
fora para dentro. Quando esse processo nédo € completo forma-se a cavidade
luteal, uma estrutura localizada no centro do CL preenchida por um transudato
seroso limpido (SINGH et al., 1997).

Estudos anteriores relataram uma elevada frequéncia de CL com
cavidades em caprinos (SIMOES et al., 2005 — 65%; SIMOES et al., 2007 —
78%), ovinos (DICKIE et al., 1999 — 12 a 68%; GONZALEZ-BULNES et al.,
2000 — 33,3%) e bovinos (KASTELIC et al., 1990 — 79%; SINGH et al., 1997 —
72%; SIQUEIRA, 2007 — 66%). Apesar de ser bastante frequente, ndo ha
correlacdo entre a existéncia destas cavidades com o comprimento do ciclo
estral ou com a concentragéo plasmatica de P4 ao longo do ciclo, portanto sem
uma aparente importancia do ponto de vista funcional (KASTELIC et al., 1990,
GOLZALEZ-BULNES et al., 2000). Contudo, do ponto de vista pratico, Vifioles

et al. (2004) reportam que durante a fase inicial do ciclo um CL com uma
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grande cavidade central pode ser confundido com um foliculo ovariano, o que
pode dificultar ou atrasar a correta identificacdo do CL. Entretanto, como em
caprinos nao € possivel ter acesso aos o6rgaos reprodutivos pela palpacéo
transretal, a existéncia de uma cavidade anecoica no CL facilita a correta
localizag&o e visualizagao dos ovarios quando se utiliza a ultra-sonografia.

Diversos estudos demonstraram que a primeira deteccdo do CL em
caprinos pode ser realizada entre o segundo e o terceiro dia do ciclo (ORITA et
al., 2000; RIESEMBERG et al., 2001; MEDAN et al., 2003; SIMOES et al.,
2007). No presente estudo a primeira visualizagdo foi mais tardia (5° dia do
ciclo), entretanto o transdutor utilizado nos outros estudos apresentava uma
frequéncia maior (7,5MHz), o que poderia justificar esta diferenca.

Dickie et al. (1999) e Vinoles et al. (2004) relataram uma maior
dificuldade na identificacdo do CL em ovarios de ovelhas com multiplas
ovulagdes, observando uma menor sensibilidade da avaliagao ultra-sonografica
nestes casos. No presente estudo, a primeira visualizacdo do CL foi mais
precoce naqueles animais com apenas uma ovulagdo, embora apresentassem
uma area luteal menor. Entretanto, considerando individualmente cada CL, nédo
foi observada diferenca na area de cada CL dos animais com uma ou multiplas
ovulagdes no momento da primeira visualizagao (0,56+0,06 e 0,53+0,05 cmz,
respectivamente; P>0,05). Das cabras que tiveram mais de uma ovulagao
(n=8), somente em uma as ovulagdes ocorreram em ovarios distintos. Portanto,
acredita-se que a presenca de mais de um CL em um mesmo ovario dificultou
a distincdo entre os mesmos, 0 que provavelmente resultou em uma
identificacdo mais tardia.

Em ovinos, Vifioles et al. (2004) demonstraram que a identificagdo do CL
utilizando a ultra-sonografia por via transretal possui uma sensibilidade de 96%
(26/27), obtendo apenas um resultado falso-negativo confirmado
posteriormente no exame post-mortem. Simdes et al. (2005) compararam a
eficiéncia de trés técnicas diferentes (ultra-sonografia transretal, laparotomia e
laparoscopia) para a identificagdo do CL em caprinos, e ndo observaram
diferenca estatistica (91,7%; 87,5%; 83,3%; respectivamente). Assim, os

resultados obtidos demonstram que a ultra-sonografia por via trans-retal
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consiste em uma excelente ferramenta para a identificagdo do CL, podendo
inclusive substituir as técnicas invasivas utilizadas em pequenos ruminantes
(laparotomia e laparoscopia) em situagdes em que a identificagdo da presencga
e posicdo do CL sdo fundamentais como, por exemplo, na triagem de
receptoras de embrido.

Assim como em bovinos, os procedimentos para a coleta e transferéncia
de embrides em caprinos ocorrem por volta do sétimo dia do ciclo estral
(GONCALVES, 2001). Com isso, pode-se dizer que a ultra-sonografia consiste
em uma técnica auxiliar adequada e eficiente para a avaliagdo das doadoras e
receptoras de embrides no momento programado para a coleta ou
transferéncia, respectivamente. Em pequenos ruminantes, como a coleta e
transferéncia dos embrides sdo, em sua grande maioria, realizados por via
cirargica, o uso da ultra-sonografia tornaria o procedimento mais pratico e
rapido, uma vez que nao haveria a necessidade da localizagdo dos ovarios e
posterior identificagdo de um possivel CL. Além disso, evitaria procedimentos
cirurgicos desnecessarios caso ndo haja resposta superovulatéria por parte da
doadora, ou a receptora nao esteja apta a receber um embrido, ou seja, nao
apresente um CL caracteristico.

Gonzalez-Bulnes et al. (2002) utilizando um protocolo de superovulagao
associado um tratamento prévio com progestageno durante 14 dias (esponja
impregnada com FGA) em ovinos, observaram que a presenca de um CL
durante todo o periodo do tratamento diminuiu a taxa de embrides
degenerados, elevando consequentemente o numero de embrides viaveis.
Estes resultados demonstram que uma correta e precisa identificacédo do CL é
importante para se obter bons resultados nos programas de TE.

No presente estudo, o CL cresceu progressivamente até o 9° dia do ciclo
(1,2640,08 cm? — Tabela 3), demonstrando a intensa proliferacdo celular
observada durante o periodo de luteogénese (SMITH et al., 1994). Camp et al.
(1983), através da laparoscopia, observaram que em cabras Anglo Nubiana o
CL atingiu seu didmetro maximo (9,4+0,6mm) no dia 11 do ciclo, resultado
semelhante obtido em cabras Serrana onde o CL atingiu o didmetro maximo
(12,5+1,6mm) no dia 10,7+3,2 (SIMOES et al., 2007). Entretanto, em cabras
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Shiba o didmetro maximo (12,1+0,3mm) foi atingido mais cedo, sendo
observado no 8° dia do ciclo (MEDAN et al., 2003). Portanto, percebe-se que o
momento em que o CL atinge sua dimensdo maxima no presente experimento
ficou dentro de uma variagao observada na espécie caprina.

Em relagdo a P4, foi observado um aumento gradual na concentragao
plasmatica desse esterdide até o 9° dia do ciclo, ndo apresentado aumento
significativo até o inicio da lutedlise natural, quando comegou a diminuir até
atingir valores inferiores a 1ng/mL 24 horas depois (Tabelas 5 e 6). O presente
resultado demonstra as transformagdes bioquimicas ocorridas no CL que
permitem a sintese e a liberagcdo da progesterona (SMITH et al., 1994;
SANGHA et al., 2002). Assim como as alteracbes observadas no processo de
lutedlise, quando o CL perde a capacidade esteroidogénica (lutedlise funcional)
e inicia o processo de regresséo (lutedlise estrutural) (McCRACKEN et al.,
1999).

Foi observado que a queda na concentragao plasmatica de P4 ocorreu
de forma mais rapida e abrupta quando comparado com a redugédo na area de
tecido luteal (Figura 2), demonstrando a diferenga temporal entre a lutedlise
funcional e estrutural evidenciada em estudos anteriores em caprinos (SIMOES
et al., 2007) e também em bovinos (VIANA et al., 1999). Segundo Orita et al.
(2000) a queda na concentragdo plasmatica de P4 tem inicio 48 horas antes do
CL entrar em processo de regressao estrutural. Esta observacéo é devida ao
fato de que, no mecanismo da lutedlise, o primeiro evento observado é a
interrupcao na esteroidogénese luteal, pelo efeito direto da PGF na via
esteroidogénica, e indiretamente, pela redugdao do fluxo sanguineo luteal
(NISWENDER, 2000), o que resulta na redugcao da progesterona a valores
abaixo de 1,0 ng/mL em apenas 24h (Tabela 6). J&4 a regressdo morfoldgica
envolve o desencadeamento da cascata apoptética, com a morte, vesiculacéo
e fagocitose das células luteais e substituicao parcial do tecido por fibroblastos,
com reducdo gradual e, consequentemente, ndo significativa do volume luteal
no mesmo periodo (Tabela 4).

Em caprinos, estudos anteriores observaram uma correlacdo positiva

entre a area de tecido luteal e a concentracao plasmatica de P4 (r=0,80; ORITA
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et al., 2000), o mesmo ocorrendo na espécie bovina (r=0,69; SIQUEIRA, 2007)
e ovina (r=0,59; DAVIES et al., 2006). Resultados semelhantes foram obtidos
no presente estudo durante o processo de luteogénese (r=0,63; P<0,05) e de
lutedlise (r=0,50; P<0,05), demonstrando que em cabras da raga Toggenburg o
aumento ou a diminuicdo na area de tecido luteal refletiu diretamente sobre a
sintese e liberacdo do horménio pelo CL.

Os resultados deste estudo demonstram que a dinamica luteal de
caprinos da raga Toggenburg esta associada a um periodo de crescimento do
CL (luteogénese) associado a um aumento da area e da P4 plasmatica,
seguido por uma fase de estabilizacao e, posteriormente, uma regressdo onde
foi observada uma diminuicdo na area de tecido luteal e na concentragao
plasmatica de P4 (lutedlise). Esta dindmica luteal observada esta de acordo
com as relatadas em estudos anteriores (ORITA et al., 2000; MEDAN et al.,
2003; SIMOES et al., 2007), sendo semelhante também a dinamica observada
em outros ruminantes domésticos como bovinos (SIQUEIRA, 2007) e ovinos
(DAVIES et al., 2006).

Embora exista uma importante correlacdo positiva entre a area de tecido
luteal e a concentragao plasmatica de P, durante o periodo de formagao e
regressdo do CL, os resultados da Tabela 7 mostram que a capacidade
fisiologica de sintese e liberagdo de P4 ndo foi superior nos animais com mais
de um CL. No momento em que a P4 atinge seu valor maximo n&o houve uma
correlagao significativa entre a area luteal e concentragdo plasmatica de P4
(r=0,05; P>0,05). Em bovinos (MANN et al., 2007) e ovinos (BARTLEWSKI et
al., 1999) também nado foi observado uma elevagdo na concentragéo
plasmatica de P, em funcdo do numero ovulagdes. Contrariamente, Jarrell e
Dziuk (1991) observaram uma maior concentracao plasmatica de P4, em cabras
gestantes com mais de um CL entre o 3° e 25° dia do ciclo, somente do 30° dia
em diante nao foi observada diferenca da concentracao plasmatica de P4, em
funcdo do numero de CL ou de fetos.

Em ovinos, foi observado que a formacdo de tecido luteal e a
capacidade esteroidogénica do CL parece ser controlado por mecanismos

especificos em ragas com diferentes taxas de ovulacédo (BARTLEWSKI et al.,
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1999). Em caprinos, Fonseca e Torres (2005) também observaram diferenca
na concentragao plasmatica maxima de P4, em fungdo da raga estudada. Os
resultados do presente estudo também sugerem que a concentragao
plasmatica maxima de P4 esteja mais associada a raga do que ao numero de
CL.

A taxa de gestagdo alcangada neste estudo (66,7%) € semelhante as
observadas em outros estudos que utilizaram a monta natural (59,2% -
FONSECA e TORRES, 2005) ou a inseminacéo artificial (63,7% - MENCHACA
e RUBIANES, 2007). Esta observagdo demonstra que a ultra-sonografia
consiste em uma técnica segura, e que mesmo utilizada de forma seriada néo
afetou negativamente a perfomance reprodutiva do grupo experimental.

Comparando animais gestantes e nao-gestantes, Fonseca e Torres
(2005) s6 observaram diferenga na concentragao plasmatica de P4 durante o
periodo esperado da lutedlise, indicando que a P4 ndo foi um fator limitante
para o estabelecimento da gestagdo. O mesmo foi observado no presente
estudo, nas fémeas que ficaram gestantes a presenga de um embrido viavel
nao permitiu que ocorresse 0 processo de lutedlise, mantendo as
concentragdes plasmaticas de P4 até o final do periodo experimental (Figura 4).

Os resultados demonstrados neste estudo indicaram que o a area luteal,
o numero de CLs ou a concentragao plasmatica de P4 ndo foram os unicos
fatores que contribuiram para que os animais ficarem gestantes (P>0,05), ou
seja, outros fatores que nao foram avaliados no presente estudo (ambiente
uterino, qualidade espermatica e oocitaria) podem ter sido determinantes para

o estabelecimento ou ndo das gestagdes.



5 CONCLUSOES

A ultra-sonografia por via transretal (transdutor de 5MHz) possibilita a
identificacdo e mensuragcdo do corpo luteo e acompanhamento da dinamica
luteal em caprinos, constituindo uma importante ferramenta auxiliar para a
avaliacao de doadoras e receptoras de embrido na espécie caprina.

A dindmica luteal em cabras da raga Toggenburg segue padrdes
semelhantes aos observados em outras racas e também outras espécies de

ruminantes domésticos como bovinos e ovinos.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA FUNCAO LUTEAL EM CABRAS NULIPARAS DA RACA
TOGGENBURG PELA ANALISE DE ATRIBUTOS DA IMAGEM ULTRA-
SONOGRAFICA



76

RESUMO

A ecotextura do corpo luteo (CL) consiste em um importante parametro de
avaliagdo, pois esta diretamente relacionada as variagées de vascularizagéo e
histolégicas do CL e, conseqientemente a esteroidogénese. O objetivo deste
estudo foi avaliar a funcéo luteal de fémeas nuliparas da raga Toggenburg
utiizando a analise de atributos de imagens ultra-sonograficas. Foram
utilizadas fémeas nuliparas (n=21) com idade média de 8 meses, peso médio
de 33,52+1,22 Kg e escore de condicdao corporal médio de 3,5+£0,07, e que
manifestaram estro natural durante um periodo de 48 horas, no inicio da
estacdo de acasalamento natural. Apos a manifestacdo do estro (dia 0) e
cobertura destas fémeas, foram realizadas avaliagbes ultra-sonograficas dos
ovarios a cada 24 horas durante 21 dias. Para isso, foi utilizado um aparelho
portatil (Aloka SSD 500, Aloka Co, Jap&o) acoplado a um transdutor linear de 5
MHz, adaptado para uso transretal. As imagens foram gravadas em fitas VHS e
posteriormente digitalizadas em formato .TIFF, resolugdo de 1500x1125 pixels,
utilizando uma placa de captura de video (Pinnacle DC10, Pinnacle System).
Estas imagens foram analisadas em um software préprio (Quantporo®). Cada
ponto da imagem (pixel) foi quantificado dentro de uma escala de cinza
variando de 0O (preto) a 255 (branco). Para as analises das imagens foi definida
uma area minima representativa de 5625 pixels (0,31cm?). Para determinar as
caracteristicas da ecotextura luteal até o 15° dia do ciclo foram utilizados os
dados dos animais (n=21), e do 16° até o 21° dia somente os dados de fémeas
ndo-gestantes (n=7). O valor médio dos pixels durante o periodo de
luteogénese aumentou progessivamente, atingindo no 13° dia um valor
significativamente maior do que observado na fase inicial do ciclo estral.
Durante o processo de lutedlise, o valor médio dos pixels apresentou uma
reducao significativa cerca de 48 horas apds o inicio da lutedlise natural. Foi
observado uma correlagao positiva entre o valor médio dos pixels e a area
luteal durante a luteogénese e a lutedlise (r=0,34 e r=0,26, respectivamente;
P<0,05), e também em relagdo a concentragdo plasmatica de progesterona
(r=0,24 e r=0,37, respectivamente; P<0,05). Nado foi observado um efeito do dia
do ciclo sobre a heterogeneidade do CL, assim como uma correlagdo positiva
entre a heterogeneidade e a area luteal ou a progesterona plasmatica em
nenhuma fase do ciclo estral. Os presentes resultados demonstram que a
quantificacdo do valor médio dos pixels apresenta um potencial para a
avaliacdo da funcao luteal em caprinos. Contudo, a utilizacdo da técnica de
forma preditiva ainda requer um maior aperfeicoamento dos equipamentos e
procedimentos, para uma melhor definicdo de pardmetros e caracteristicas
desejaveis.

Palavras chave: corpo luteo, ultra-sonografia, ecotextura, caprino
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ABSTRACT

The sonographic echotexture is an important parameter for corpora lutea (CL)
evaluation, once it is related to variations on vascularization and histological
features of CL and, consequently, to steroidogenesis. The aim of this study was
to evaluate the luteal dynamics and echotexture during the estrous cycle in
Toggenburg goats. Nulliparous goats (n=21), with an average age of 8 months,
weight of 33.52+1.22 Kg and body condition score of 3.5+0.07 were used.
Sonographic evaluations of the ovaries were performed daily after natural
estrus, using a portable ultrasound device (Aloka SSD 500, Aloka Co, Japan.)
equipped with an adapted linear rectal 5SMHz probe. Images were recorded in
VHS tapes and then digitalized in .TIFF format, at a resolution of 1500x1125,
using a video capture board (Pinnacle DC10, Pinnacle Systems). These images
were analyzed using a custom software (Quantporo®). Each image dot (pixel)
received a numeric value ranging from 0 (black) to 255 (white). A representative
elementary area (REA) of 5625 pixels (0.31 cm?) was defined in the luteal
tissue. For the establishment of luteal echotexture until day 15 were used data
of all animals (n=21), and between day 16 and 21 were used only the data of
nonpregnats animals. The mean pixel value progressively incresead during
luteogenesis, on day 13 reached a higher value than observed in the beginning
of estrous cycle. During the luteolysis process, the mean pixel value decresead
about 48 hours after the on set of natural luteolysis. A positive correlation was
observed between the mean pixel value and luteal tissue area during
luteogenesis and luteolysis (r=0.34 e r=0.26, respectively; P<0.05), and also
between mean pixel value and plasma progesterone level (r=0.24 e r=0.37,
respectively; P<0.05). A correlation between the CL heterogeneity and luteal
tissue area or plasma progesterone level was not observe in any phase of the
estrous cycle. These results show that quantification of pixel value has a
potencial use for luteal function evaluation in goats. However, its use as a
predictive tool depends on the improvement of procedures and equipaments,
allowing a better definition of the desirables parameters and characteristics.

Key words: Corpus luteum, ultrasonography, echotexture, goat
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1 INTRODUCAO

A correta identificacdo e avaliagao do corpo luteo (CL) é determinante
para se alcangar bons resultados em um programa de reprodugdo assistida.
Estudos em outras espécies demonstraram que a presenc¢a de um CL funcional
influenciou diretamente os resultados dos protocolos hormonais de
superovulacdo (GONZALEZ-BULNES et al., 2002) e de sincronizagéo do estro
(BRITO et al., 2003).

O advento da ultra-sonografia permitiu importantes avangos na
elucidacao dos diversos eventos reprodutivos dos animais domésticos, sendo
considerado a inovacao tecnolégica mais significativa no campo de pesquisa
em clinica reprodutiva (GINTHER, 1986). Em pequenos ruminantes, a
identificacdo do CL pela técnica ultra-sonografica por via transretal mostra-se
tdo eficiente quanto a laparotomia e a laparoscopia (VINOLES et al., 2004;
SIMOES et al., 2005). As caracteristicas morfométricas (didmetro, area ou
volume) do CL mensuradas com auxilio da ultra-sonografia, associadas a
concentragao plasmaticas de P4 tém sido utilizadas para a avaliagdo do status
funcional do CL em bovinos (KASTELIC et al.,, 1990) e ovinos (GONZALEZ-
BULNES et al., 2000).

A imagem ultra-sonografica € composta por milhares de pixels (picture
elements), que representam a intensidade do reflexo da onda ultra-sénica e
sao apresentados dentro de uma escala de cinza que varia de 0, um ponto
totalmente preto, a 255, um ponto completamente branco (TOM et al., 1998). A
densidade e as caracteristicas macroscoépicas do tecido avaliado podem ser

observadas por ultra-sonografia, contudo ndo podem ser quantificados pelo
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olho humano, pois somos capazes de distinguir somente 18 a 20 diferentes
tons de cinza (PIERSON e ADAMS, 1995).

A utilizagdo de algoritmos computacionais (analise computacional)
permite quantificar numericamente cada pixel da imagem dentro da escala de
cinza, possibilitando uma avaliagdo bastante objetiva da ecotextura do dérgéo
ou tecido (SINGH et al., 2003).

Na avaliacdo da funcdo luteal, Davies et al. (2006) observaram uma
correlacao positiva entre o valor médio dos pixels e a concentracdo plasmatica
de P4 em ovinos. Esta correlacdo nao foi observada em bovinos, estretanto a
concentracao plasmatica de P, esteve negativamente correlacionada com a
heterogeneidade da imagem (desvio padrdo do valor médio dos pixels)
(SIQUEIRA, 2007). Esta técnica, contudo, tem sido pouco utilizada na
avaliagcao da funcao luteal de outras espécies, como no caso de caprinos.

O presente estudo teve por objetivo estabelecer uma metodologia para
analise computacional de imagens ultra-sonograficas do CL em caprinos, e
avaliar sua eficiéncia no estabelecimento da fungcao luteal em diferentes fases

do ciclo estral.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL, PERIODO E CONDIGOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido em uma granja de caprinos leiteiros
localizada no municipio de Coronel Pacheco, na Zona da Mata mineira (21° 35’
S, 43° 15’ W, 435 metros de altitude), durante o inicio da estagao reprodutiva
(entre margo e abril de 2007; outono). Segundo a classificagdo de Koppen o
clima da regido onde foi conduzido o experimento é do tipo Cwa, caracterizado
por invernos secos e verdes chuvosos, sendo a temperatura média anual entre
18,0°C a 23,0°C e precipitagdo pluviométrica anual de 2000 a 2600mm?®.
Dentro do galpao onde os animais eram mantidos, foi colocado um termémetro
para a mensuragdo da temperatura ambiente maxima e minima, e um
termohigrémetro para a mensuracdo da umidade relativa do ar. Na tabela 1 é

possivel observar os dados climatolégicos de controle obtidos.

Tabela 1 Dados de controle climatolégicos obtidos durante o periodo
experimental (média + desvio padrio).

Dados climatologicos Valor
Temperatura ambiente maxima 27,4+ 2,2°C
Temperatura ambiente minima 23,7t 2,5°C

Umidade relativa do ar 79,3+12,7 %
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2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 23 cabras nuliparas (Capra hircus) da raga Toggenburg
com idade média de oito meses, com média de peso vivo de 33,52+1,22 Kg e
escore de condi¢do corporal de 3,52+0,07 (escala de 1 — muito magra; a 5 —
muito gorda; SUITER, 1994). Duas fémeas foram descartadas por
apresentarem cistos foliculares. Os animais selecionados manifestaram estro
natural, detectado com auxilio de um rufido, dentro de um intervalo de 48
horas, e nao apresentavam patologias reprodutivas detectaveis a ultra-
sonografia e vaginoscopia. Apds a detecgao do estro, todas as fémeas foram
cobertas por um bode sexualmente maduro duas vezes ao dia até nao
aceitarem mais a aproximag¢ao do macho. Para as coberturas foram utilizados
trés machos diferentes, os acasalamentos foram determinados pelos
proprietarios da granja. Dos animais, 14 ficaram gestantes e sete
permaneceram vazias, duas fémeas foram descartadas apds a detecgao da
presenca de cistos foliculares.

Os animais foram mantidos em sistema de confinamento total em baias
coletivas, alimentados no cocho com capim Napier (Pennisetum purpureum v.
Taiwan) picado e concentrado formulado e misturado na prépria granja
(ANEXO 2). Agua e sal mineral (Salminas Caprinos®, ANEXO 3) foram

fornecidos ad libitum.

2.3 AVALIACOES ULTRA-SONOGRAFICAS OVARIANAS

Para a realizagdo das avaliagdes ultra-sonograficas dos ovarios foi
utilizado um aparelho portatil (Aloka SSD 500, Aloka Co. Jap&o) acoplado a um
transdutor linear de 5 MHz adaptado para uso transretal em pequenos
ruminantes. Esta adaptacédo consistia na fixagdo de duas hastes rigidas ao
cabo do transdutor, o que permitiu a movimentacdo do mesmo no interior do
reto. Estas avaliacbes foram realizadas sempre pelo mesmo operador € no

mesmo periodo do dia. O ganho proximal, distal e total (22, 2.2 e 82,
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respectivamente); assim como a area de foco do aparelho foram padronizados
(F1 e F2), ndo sendo alterados durante todo o periodo experimental. Antes da
avaliagdo as cabras eram contidas em um tronco préprio. Em seguida, as fezes
eram retiradas manualmente da ampola retal e, com o auxilio de uma seringa
de 60mL, eram depositados entre 5 a 10mL de gel (Carbogel®) para facilitar a
transmissao ultra-sénica.

As avaliagdes dos ovarios tiveram inicio no momento da detecgao do
estro (DO) e foram realizadas durante 21 dias consecutivos (D21) com
intervalos de 24 horas. No DO foi localizado e mensurado o(s) foliculo(s)
dominante(s) (FD). O FD foi avaliado e mensurado diariamente até 0 momento
da ovulacdo. O dia da ovulagao foi considerado como sendo o0 momento em
que o FD anteriormente identificado n&o estava mais presente. A ultima medida
do didmetro do FD foi considerada como sendo o didmetro ovulatério. Apds a
ovulagdo, as avaliagdes subsequentes (DO até D21) visaram acompanhar o
periodo de luteogénese e posterior lutedlise no caso das fémeas nao
gestantes. Durante estes periodos, imagens correspondentes a secgéo
transversal do CL, em seu maior didmetro, foram geradas diariamente para a
mensuracao de sua area e posterior analise de ecotextura.

A area de tecido luteal (cm?) foi mensurada utilizando-se dispositivos do
préprio equipamento, considerada como sendo a diferenca entre a area luteal
total, menos a area da cavidade, quando presente. Naqueles animais que
apresentaram dupla (n=7) ou tripla ovulagdo (n=1), a area luteal considerada
para cada dia do ciclo foi a soma das areas dos dois ou trés corpos luteos,
respectivamente.

A area luteal, o diametro folicular, assim como a localizacdo das
estruturas ovarianas foram anotadas em fichas proprias (ANEXO 4).

Durante as avaliagdes ultra-sonograficas para o acompanhamento da
dinamica luteal (descrita anteriormente), algumas imagens eram congeladas e
gravadas para posterior analise computacional. O processo de captura destas

imagens esta descrito no item subsequente.
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2.4 CAPTURA E ANALISE COMPUTACIONAL DAS IMAGENS

Os procedimentos de captura e analise das imagens utilizados neste
experimento foram semelhantes aos descritos anteriormente para a espécie
bovina (Siqueira, 2007). Para a captura das imagens, o equipamento de ultra-
sonografia foi devidamente conectado a um aparelho de video-cassete através
de cabos de video proprios. Apos a identificacdo do CL, uma imagem
representativa do tecido luteal e de boa qualidade, ou seja, com o minimo de
artefatos, era congelada e iniciava-se o processo de gravagao em fitas VHS,
em velocidade sp por cerca de 10 segundos. As imagens gravadas eram
posteriormente digitalizadas em formato .TIFF (ndo compactado) com
resolucdo de 1500x1125 pixels, utilizando uma placa de captura de video
(Pinnacle DC10®, Pinnacle Systems).

A analise de pixel (quantificacdo da ecotextura) foi realizada com um
software especifico para analise de imagens desenvolvido pelo laboratério de
Geoprocessamento do Departamento de Solos da Universidade Federal de
Vigosa (Quantporo®). Este software calcula a tonalidade de cinza de cada pixel
que compde a regido da imagem selecionada, representando-o de forma
numeérica dentro de uma escala de 256 tons de cinza, onde zero (0) representa
um pixel totalmente preto e 255 um pixel totalmente branco. A regido da
imagem a ser analisada apresentava somente tecido luteal, evitando-se as
areas com artefatos de imagem, cavidades luteais e/ou estroma ovariano. A
quantificacdo da ecotextura do corpo luteo foi determinada com base nos
valores médios das tonalidades de cinza dos pixels da regido selecionada. Nos
animais com dupla ou tripla ovulagdo a quantificagao da ecotextura para cada
dia do ciclo foi determinada como sendo a média entre os valores meédios dos
pixels de cada corpo luteo presente.

Além do valor médio dos pixels, a ecogenicidade do CL também foi
caracterizada a partir do desvio padrao destes valores (heterogeneidade),
sendo analisada como uma variavel independente. Quanto maior este desvio,

mais heterogénea € considerada a imagem.
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Antes do inicio das analises das imagens foi determinada a area minima
representativa (AMR) de tecido luteal a ser quantificada, representando assim a
ecotextura do corpo luteo. Para a determinacdo da AMR foram selecionadas
areas com dimensdes decrescentes (100x100 pixels, 75x75, 50x50, 25x25 e
12,5x12,5) de imagens de CL no dia 12 do ciclo estral, momento onde o CL ja
apresentava seu didmetro maximo. Para a determinacdo da AMR foram
utilizadas as imagens de 20 dos 21 animais, totalizando 27 corpos luteos. A
analise destas imagens foi realizada conforme o procedimento descrito
anteriormente. Contudo, em uma mesma imagem foram selecionadas as areas
com dimensdes decrescentes, iniciando com uma regidao de 100x100 pixels. A

porcentagem de variagao foi calculada a partir da seguinte equagao:

AV (%)= [(Vatual / V100x100) - 1] * 100, onde:

AV (%) = percentual de variagao

Vawa = Vvalor médio dos pixels da area (75x75, 50x50, 25x25 ou
12,5x12,5) que se deseja saber o percentual de variagdo em relagéo a
maior area (100x100)

V100x100 = valor médio dos pixels da maior area

Segundo Van den Bygaart e Protz (1999) a area minima representativa
seria aquela onde os valores médios de pixel ndo sofressem uma variagao
superior a 10% em relagdo a area imediatamente superior. Para este
experimento, o mesmo critério foi utilizado; no entanto, a variacdo ndo poderia
ser superior a 5% em relagcdo aos valores médios da maior area de

amostragem (100x100 pixels).

2.5 COLETA DE SANGUE E DOSAGEM PLASMATICA DE P4

Antes de cada avaliacado ultra-sonografica, uma amostra de sangue foi
coletada para posterior determinacdo da concentragdo plasmatica de
progesterona. A coleta foi realizada através da pungdo da veia jugular

utilizando tubos de 5mL com vacuo contendo anticoagulante (EDTA). O local
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da puncédo era higienizado com algodao embebido em alcool 70% antes de
cada coleta, havendo também uma alternancia entre as veias jugulares direita
e esquerda. Apds a coleta as amostram foram acondicionadas em recipiente
isotérmico  (5°C) e imediatamente levadas ao laboratorio para o
processamento. As amostras foram centrifugadas sob refrigeragao (5°C) a 894
x g por 20 minutos para a separagao do plasma, sendo este acondicionado a —
20°C até o momento da determinagdo da concentragcdo plasmatica de
progesterona.

As analises da concentragdo plasmatica de progesterona foram
realizadas em aparelho de radioimunoensaio de fase sdlida utilizando-se kits
comerciais de analise por 1'® (Coat-a-Count®, Medlab), no Laboratério de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp
(matricula CNEN 14542).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os valores diarios mensurados da ecotextura luteal (valor médio dos
pixels), heterogeneidade foram avaliados em fungéo do dia do ciclo, por analise
de variancia (ANOVA), e diferencas entre médias foram determinadas pelo
teste de Tukey. Os periodos de luteogénese e lutedlise foram determinados em
funcdo da presenca de variagdes significativas na area luteal e concentragao
de progesterona, e as mesmas medidas foram correlacionadas com os valores
de pixels, utilizando-se o método das correlagdes de Pearson. As analises
foram realizadas utilizando-se o Sistema de Analises Estatisticas (SAEG,
2007).

Para a determinacdo do efeito do dia do ciclo sobre a concentragao
plasmatica de P4, area e ecotextura luteal durante o periodo de luteogénese e
lutedlise, assim como as correlagdes feitas durante estes periodos, foram
considerados os dados de todos os animais (n=21) até o 15° dia do ciclo estral.
Para as mesmas analises realizadas durante o periodo de lutedlise (a partir do
16° dia do ciclo) foram considerados somente os dados das fémeas que nao

ficaram gestantes (n=7).



3 RESULTADOS

3.1 AREA MINIMA REPRESENTATIVA (AMR)

Apos as analises das imagens de acordo com a metodologia descrita
anteriormente, as areas de 75x75, 50x50, 25x25 e 12,5x12,5 pixels
apresentaram um percentual de variagdo em relagao a maior area (100x100
pixels) de 4,32%, 7,20%, 12,08% e 12,77%; respectivamente (FIGURA 1). O
critério adotado nesse estudo foi de que o percentual de variacdo da AMR néao
fosse superior a 5% em relagdo a maior area (100x100 pixels). Portanto, a area
de tecido luteal selecionada para a analise computacional foi de 75x75 pixels,

correspondendo um total de 5625 pixels.

Percentagem de variacdo (%)

75675 50x50 25x%25 12,5x12.5
Area de amostragem (pixel x pixel)

Figura 1 Percentual de variagdo das areas de amostragem em relagdo a maior
area (100x100 pixels) para a determinagdo da area minima representativa.
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3.2 ECOTEXTURA (VALOR MEDIO DOS PIXELS E HETEROGENEIDADE)

No presente estudo foi observado um aumento progressivo do valor
médio dos pixels durante o ciclo estral, atingindo no 13° dia do ciclo um valor

significativamente maior do que o observado na fase inicial (Tabela 1).

Tabela 2 Ecotextura (valor médio de pixels) do CL durante o periodo de
luteogénese
Dia do ciclo Ecotextura (valor médio dos pixels) Comparagdes

estral (escala 0-255)
6 (n=11) 39,75+2,20 D
7 (n=11) 40,48+1,72 CD
8 (n=16) 46,73+2,06 BCD
9 (n=13) 51,01+2,16 ABCD
10 (n=18) 50,22+2,25 ABCD
11 (n=12) 51,41+2,53 ABCD
12 (n=17) 51,68+2,34 ABCD
13 (n=18) 54,33+1,83 AB
14 (n=18) 55,61+1,90 AB
15 (n=20) 54,18+1,96 AB

AB Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05; Tukey)

Foi possivel observar ainda, uma correlacdo positiva entre a area de
tecido luteal e o valor médio dos pixels da area luteal analisada (r=0,34;
P<0,05). Na Figura 2 é possivel observar que as alteragdes teciduais ocorridas
no CL durante o periodo de luteogénese refletiram positivamente sobre o valor

meédio dos pixels.
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Figura 2 Valor médio dos pixels (colunas) e area luteal (o) durante o periodo de
luteogénese.

Nas fémeas que nao ficaram gestantes foi observado que o valor médio
dos pixels somente apresentou uma redugao (P<0,05) 48 horas apds o inicio

do processo de lutedlise (Tabela 2).

Tabela 3 Ecotextura do CL durante o periodo de lutedlise (hora 0 = inicio da
lutedlise)

Horas em relagao a Ecotextura (valor médio de pixels) Comparagdes
lutedlise (0-255)
-48 (n=7) 54,99+2,49 AB
-24 (n=6) 54,96+3,99 AB
0 (n=6) 57,21+4,86 A
24 (n=6) 45,37+3,22 AB
48 (n=5) 42,63+5,62 B
72 (n=3) 38,97+4,54 B

AB Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05; Tukey).

Assim como observado durante o periodo de luteogénese, as alteragdes
teciduais ocorridas no CL durante o processo de lutedlise também puderam ser
evidenciadas pelo valor médio dos pixels, sendo observado uma correlagéo
positiva (r=0,26; P<0,05) entre estas duas variaveis durante a regressao do CL
(Figura 2).
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Figura 3 Valor médio dos pixels (colunas) e area luteal (o) durante o periodo de
lutedlise.

Em relacao a P4, também foi observada uma correlacéo positiva entre o
valor médio dos pixels e a concentracio plasmatica de P4 durante o periodo de
luteogénese e lutedlise (r=0,24; P<0,05 e r=0,37; P<0,05; respectivamente). A
Figura 4 demonstra que a elevagado observada no valor médio dos pixels foi
acompanhada por uma elevagao na concentragcido plasmatica de P4. A mesma
associacao, entretanto inversa, foi observada durante o processo de lutedlise
(Figura 5).
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Figura 4 Valor médio dos pixels (colunas) e concentragao plasmatica de P4 (m)
durante o periodo de luteogénese.
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Figura 5 Valor médio dos pixels (colunas) e concentragao plasmatica de P4 (m)
durante o periodo de lutedlise.

No presente estudo ndo foi observado um efeito do dia do ciclo sobre a
heterogeneidade do CL (P>0,05), assim como uma correlagdo significativa
(P>0,05) entre a heterogeneidade e a area de tecido luteal (dias 0 a 15, r= -
0,04; dias 16 a 21, r= -0,21) ou a concentracao plasmatica de P4 (dias 0 a 15,
r=-0,001; dias 16 a 21, r=0,06) em nenhum momento do ciclo estral (Figuras 6
ao).
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Figura 6 Heterogeneidade do CL (colunas) e area luteal (o) durante o periodo
de luteogénese.
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Figura 7 Heterogeneidade do CL (colunas) e area luteal (e) durante o periodo
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Figura 8 Valor médio dos pixels (colunas) e concentragao plasmatica de P4 (m)
durante o periodo de luteogénese.
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4 DISCUSSAO

ApoOs as analises das imagens do 12° dia do ciclo para a determinagao
da AMR, observou-se que o percentual de variagdo das areas de amostragens
selecionadas (75x75, 50x50, 25x25 e 12,5x12,5 pixels) em relacdo a maior
area (100x100 pixels) foi de 4,32%, 7,20%, 12,08% e 12,77%;
respectivamente. Seguindo o critério previamente estabelecido, decidiu-se por
utilizar uma AMR de 75x75 pixels, unica area de amostragem que nao
apresentou um percentual de variacdo superior a 5%. Portanto, em cada
imagem analisada, o valor médio dos pixels correspondeu a quantificagdo da
intensidade de um total de 5625 pixels. Assim como observado no presente
estudo, porém com bovinos, Siqueira (2007) reportou um aumento na variagéo
percentual em fungdo da reducdo da area de amostragem, coerente com o fato
de que a distribuicdo dos valores de pixels é irregular no CL. Os presentes
resultados demonstram que a AMR determinada no presente estudo
apresentou uma coeréncia em relacédo a variagao e a distribuicdo de pixels em
funcao da estrutura histoldgica do tecido.

Segundo Vandenbygaart e Protz (1999), quando se utiliza a analise
computacional para quantificar as caracteristicas graficas de uma imagem, ha a
necessidade de estabelecer uma AMR que representa as caracteristicas
graficas de uma imagem inteira. Estudos anteriores utilizando a analise
computacional para a avaliagdo da ecotextura de CL em bovinos (TOM et al.,
1998), ovinos (DAVIES et al., 2006) e caprinos (SIMOES et al., 2007) nao
definiram uma area minima representativa, em alguns casos sendo utilizado

para a analise uma grande parte da area do CL (até 80%) ou ainda toda a area
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de tecido luteal. No software utilizado no presente estudo, a selegao de toda a
area do CL ou acima de 100x100 pixels gerou uma matriz de dados
excessivamente grande, superior a capacidade de processamento da planilha
eletrénica e inviabilizando sua utilizagao.

A formacgao do CL (luteogénese) € um processo rapido caracterizado por
uma intensa proliferacdo, multiplicacdo e aumento do volume celular,
concomitante a intensos processos de angiogénese e remodelamento tecidual
(SMITH et al.,, 1994; McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000;
ACOSTA e MIYAMOTO, 2004; KALENDER e ARIKAN, 2007). A luteogénese
pode ser facilmente evidenciada por meio de avaliagdes ultra-sonograficas
seriadas, onde se observa um aumento progressivo na area do corpo luteo.
Este crescimento luteal progressivo foi evidenciado em bovinos (KASTELIC et
al., 1990; SIQUEIRA, 2007), ovinos (GONZALEZ-BULNES et al., 2000) e em
caprinos (ORITA et al., 2000; MEDAN et al., 2003; SIMOES et al., 2007).
Resultados semelhantes foram observados no presente estudo, sendo
discutidos no capitulo anterior.

Os resultados obtidos nesse experimento mostram que o crescimento da
area de tecido luteal foi acompanhado por uma elevagao no valor médio dos
pixels (Tabela 1), sendo possivel detectar uma correlagédo positiva entre a area
do CL e a ecotextura (Figura 2; r=0,34). Durante o processo de lutedlise
também foi possivel observar uma correlagéo positiva (Figura 3; r=0,26) entre a
area do CL e o valor médio dos pixels, no entanto foi observada uma reducgéao
nos valores destas duas variaveis (Tabela 2). Segundo Davies et al. (2006) o
aumento nos valores médios dos pixels em CL de ovinos, pode representar a
multiplicacdo e reorganizacao das células luteais, formando uma estrutura mais
densa e, portanto com uma maior ecogenicidade. No mesmo estudo, durante a
regressao luteal, a diminuicdo nos valores médios dos pixels foi atribuida a
reorganizagao luteal em fungdo do aumento da vascularizacdo do CL,
resultando em uma menor densidade e consequentemente, uma menor
ecogenicidade. Com base nestes resultados, observa-se que nos animais

utilizados nesse experimento, as alteragbes teciduais descritas durante o
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processo de luteogénese e de Ilutedlise influenciaram diretamente a
ecogenicidade do CL, sendo evidenciadas pelo valor médio dos pixels.

O presente resultado demonstra que o valor médio dos pixels também
refletiu positivamente a funcionalidade do CL. As alteragdes nos valores da
concentracdo plasmatica de P4 estiveram associadas a mudancgas no valor
médio dos pixels, aumentando durante o processo de luteogénese (Figura 4;
r=0,24) e diminuindo durante o processo de lutedlise (Figura 5, r=0,37).
Resultados semelhantes, associando a aparéncia ultra-sonografica do tecido
luteal com a funcionalidade do CL ja foram descritos em estudos anteriores em
ovinos (DAVIES et al., 2006 — r=0,48 para raca Western White Face e r=0,26
para raga Finn). Apesar de existir esta correlagdo positiva significativa entre o
valor médio dos pixels e a concentragao plasmatica de P4 ela ainda nao é
considerada alta o suficiente para ser utilizada como valor preditivo (DAVIES et
al., 2006).

N&o foi observado efeito do dia do ciclo sobre a heterogeneidade do CL,
e nem uma correlacdo significativa desta varidavel com a concentragdo
plasmatica de P4, ao contrario do que foi observado em bovinos (SIQUEIRA,
2007), porém semelhante ao relatado em ovinos (DAVIES et al., 2006). Foi
sugerido que a heterogeneidade dos pixels seria o resultado da presenga dos
diversos tipos de células luteias e nao-luteais, criando areas hipo- e
hiperecdicas no tecido luteal (DUGGAVATHI et al., 2003). Portanto, a
heterogeneidade pode ser considerada uma variavel mais associada a
estrutura do CL do que a sua funcionalidade (DAVIES et al., 2006), o que
poderia justificar a auséncia de correlagdo entre a heterogeneidade e a
concentracdo plasmatica circulante de P4 observada no presente estudo.

A correlagao entre a ecotextura luteal e o status funcional e estrutural do
CL ja foi descrito em caprinos (SIMOES et al., 2007). Contudo, nesse estudo
nao foi descrito o parametro utilizado para quantificar a ecotextura, os corpos
luteos foram simplesmente classificados como: contorno irregular e ecotextura
heterogénea (CLcue) € contorno regular e ecotextura granular (CLrcge). Nos
resultados foi observada uma correlagcdo negativa entre a concentragdo

plasmatica de P4 e a proporgéo de CLcne (r=-0,95).
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A regressao luteal precoce € uma disfuncédo luteal observada com
bastante frequiéncia em cabras submetidas a protocolos de superovulagédo com
eCG (STUBBINGS et al., 1986; SAHARREA et al., 1998). Alteragcdes na
formagdo do CL também ja foram reportadas em ovinos (MURDOCH e VAN
KIRK, 1998). Existe a necessidade de uma melhor compreensdo desses
fendbmenos para se desenvolver protocolos preventivos (STUBBINGS et al.,
1986). Liu et al., (2007), utilizando a analise computacional de imagens,
observaram caracteristicas ultra-sonograficas entre os foliculos que deram
origem a CL normais e os classificados como “de baixa competéncia”. Nesse
estudo os foliculos que geraram um CL “de baixa competéncia” apresentavam
caracteristicas indicativas de atresia (elevada intensidade dos pixels da regido
do antro folicular). Os foliculos que geraram CL normais apresentaram uma

baixa heterogeneidade dos pixels da regido da parede folicular.

A analise computacional de imagens € um avanc¢o natural no diagndstico
ultra-sonografico, permitindo determinar o status funcional das estruturas
ovarianas sem a necessidade de avaliagbes seriadas. Esta nova abordagem
pode ainda ser utilizada para o estudo da fisiopatologia de disturbios

reprodutivos como por exemplos, as disfungdes luteais.



5 CONCLUSAO

A analise da ecotextura do CL através da quantificagdo do valor médio
dos pixels apresenta um potencial para a avaliacdo da fungdo luteal em
caprinos. A utilizagdo desta ferramenta tornaria a avaliacdo luteal mais
eficiente, eliminando as inconsisténcias subjetivas observadas na avaliagéo
visual das imagens. Dentro de um programa de TE, esta nova abordagem
permitiria uma melhor avaliacdo e consequentemente uma selecdo mais
eficiente de receptoras de embrido. Além disso, poderia ser utilizada como
ferramente auxiliar para estudos envolvendo disturbios Iuteais como a
regressao luteal precoce.

Contudo, a utilizagdo da técnica de forma preditiva ainda requer um
maior aperfeicoamento dos equipamentos e procedimentos, para uma melhor

definicdo de parametros e caracteristicas desejaveis.
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ANEXO 1: PARAMETR~OS AVALIADOS PARA DETERMINAGAO DO
ESCORE DA CONDICAO CORPORAL.

Escore Processo 13% Costela Garupa
espinhoso
1 Proeminente e O final é pontiagudo e facil Fina, a superficie
pontuda. sentir os espacgos entre, tende a ser cbncava.
sobre e envolta das
costelas.
2 Proeminente Final macio e arredondado; Razoavelmente
mas macia. pode-se sentir os espagos profunda com a
entre, sobre e envolta das superficie tendendo a
costelas amaciados. ser plana.
3 Pode ser Final arredondado e com Repleta e
sentida, mas boa cobertura, uma arredondada.
macia pressao firme € necessaria
arredondada. para sentir os espagos
entre e abaixo das
costelas.
4 Detectavel com Com pressdo firme as Repleta e com uma
pressao. costelas podem ser camada de cobertura
sentidas individualmente. de gordura.
5 Pode ser Nao podem ser sentidas, O musculo ndo pode
sentida com nem mesmo com firme ser sentido devido a

pressao firme.

pressao.

uma espessa

camada de gordura.

Fonte: Suiter, 2004.



ANEXO 2: FORMULA DO CONCENTRADO OFERTADO AOS ANIMAIS

Componente Percentual
Farelo de soja 10
Torta de algodao 20
Sal proteinado 2
Fuba 68

ANEXO 3: FORMULA DO SAL MINERAL COMERCIAL OFERTADO AOS
ANIMAIS
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Composicgéo / Kg

MACRONUTRIENTES

Célcio (g/Kqg) 200
Fosforo (g/Kg) 80
Sadio (g/Kg) 89,073
Magnésio (g/Kg) 20,002
Enxofre (g/Kg) 20
Potassio (g/Kg) N&o informado
MICRONUTRIENTES
Cobalto (mg/Kg) 22
Cobre (mg/Kg) 450
lodo (mg/KQ) 149,8
Manganés (mg/Kg) 1500
Selénio (mg/Kg) 12,15
Zinco (mg/Kg) 3000,2
Ferro (mg/Kg) N&o informado
VITAMINAS
Vitamina A (UI/Kg) 150000
Vitamina D (UI/KQ) 30000

Vitamina E (mg/Kg) 100




ANEXO 4: FOLHA DE AVALIACAO ULTRA-SONOGRAFICA
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AUALIAQED DO CLEM CABRAS

Planilha R eprodutiva - Dindm ica Ovariana

H (mero Raga |
DATA HORA EXAME | RESP
ONATD & g0 e o DIMENSOES oNarb dir o DIMENSO ES
1° 1ol ZL 1° 1ol CL
PE [T O =3 Aea
3as Volime 3as Volime
> 5 Caukade > 5 Caulkiace
DAL AR T abr ] 7] FOLEULDS T amar = M aar
FOTS | | | FOTO | | |
Olde N aghes:
DA TA HO RA EXAME | RESF
ouATD e sgue oo DIMENSOES owarb dieHlo DIMENSO ES
1° 1ol CL ¥° Tal CL
O =3 LCE Q =3 Aea
EEE Valime EEE Valme
> 5 Caukade *>5 Caukate
FOLICULDS 1*malkr Zmalkr FOLCULDS 1% makr 2 m akr
FOTO ] [ [ FOTO ] | |
Obee Magies:
DA TA HORA EXAME | RESP
OMATD e SO e D DIMENSOES ouarb direfo DIMENSD Es
e 1al CL §® Tal CL
O =3 LCE O =3 Erea
Jdas Valme Jdas Valime
=5 Cauklade =5 Caukiack
FOLIC ULOS Fmalkr = makr FOLEULDS 1= makr = manr
CToTo | [ [ TS | [ [
Obee Magles:
DATA HORA EXAME | RESP
oNarb e ggue o DIMENSOES onarb dirHlo DIMENSO ES
i°1al CL §® tal CL
O < 3 [T © <3 Area
3as Volime 3as Volime
= 3 Caukdade =3 Cauidacke
R A=) Tmanm =manr FOLkULDS T makr m KT
FOTO | | | FOTO | | |
Obee Maghes:
DA TA HO RA EXAME | RESF
ouATD e sgue o DIMENSOES onarb dir o DIMENSO ES
1° 1ol L 1® 1ol CL
= 3 AEpa =3 LEE
3as Volime O 3as Volime
=3 Caukdade =3 Cavidack
FOLICULDS 1*malkr Zmalkr FOLCULDS 1% makr 2 m akr
FOTO | [ [ FOTO | | |

O bee Maghes:
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Tabela 1 Correlagao entre o diametro do foliculo ovulatério e a area do
respectivo CL no D9

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacdées Correlagao T Significancia

Foliculo  Area do CL 24 0,2590 1,2578 0,1108

Tabela 2 Efeito do numero de ovulagbes (N° de CL) sobre o dia da primeira
identificagdo do CL

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Numero de CL 1 7,269231 7,269231 15,819 0,00081

Residuo 19 8,730769 0,4595142

Coeficiente de Variacdo: 13,56%

Tabela 3 Efeito do numero de ovulagdes (N° de CL) sobre a area de tecido
luteal no momento da primeira identificacido do CL

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Numero de CL 1 0.3732154 0.3732154 5.485 0.03023

Residuo 19 1.292880 0.6804631E-01

Coeficiente de Variacio: 39,29%

Tabela 4 Efeito do numero de ovulagdes (N° de CL) sobre a area de tecido
luteal no momento da primeira identificagdo do CL, considerando cada CL
individualmente

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Numero de CL 1 0.7733678E-02 0.7733678E-02 0.194 i

Residuo 29 1.154453 0.3980874E-01

Coeficiente de Variagao: 36,90%
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Tabela 5 Efeito do dia do ciclo sobre a area de tecido luteal durante o periodo
de luteogénese (DO ao D15)

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do Ciclo 17 35.34109 2.078887 13.094 0.00000

Residuo 320 50.80499 0.1587656

Coeficiente de Variagao: 28,81%

Tabela 6 Efeito do dia do ciclo sobre a concentracdo plasmatica de
progesterona durante o periodo de luteogénense (D0 ao D15)

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do Ciclo 17 708.7452 41.69089 7.167 0.00000

Residuo 320 1861.560 1861.560

Coeficiente de Variagao: 38,50%

Tabela 7 Efeito do dia do ciclo sobre a area de tecido luteal de progesterona
durante o periodo de lutedlise (D16 ao D21)

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do Ciclo 9 1.847701 0.2053001 2296  0.02962

Residuo 52 4.649938 0.8942189E-01

Coeficiente de Variacido: 19,96%

Tabela 8 Efeito do dia do ciclo sobre a concentracdo plasmatica de
progesterona durante o periodo de lutedlise (D16 ao D21)

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do Ciclo 9 584.4415 64.93795 27.869  0.00000

Residuo 52 121.1669 2.330133

Coeficiente de Variagao: 29,82%

Tabela 9 Correlagdo entre a area de tecido luteal e a concentracdo plasmatica
de P4 durante o periodo de luteogénese (D0 ao D15)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacées Correlagao T Significancia

P4 Area luteal 218 0.6348 12,738 0,0001
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Tabela 10 Correlagao entre a area de tecido luteal e a concentragao plasmatica
de P4 durante o periodo de lutedlise (D16 ao D21)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacdées Correlagao T Significancia

P4 Area luteal 43 0,4978 3,6756 0,003

Tabela 11 Efeito do numero de CL sobre a area do corpo luteo no dia em que
atingiu sua area maxima

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Numero de CL 1 1.166036 1.166036 22.333  0.00020

Residuo 17 0.8876064 0.5221214E-01

Coeficiente de Variagéo: 18,08%

Tabela 12 Efeito do numero de CL sobre a concentracéo plasmatica de P4 no
dia em que atinge a concentragdo maxima (D9)

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Numero de CL 1 5.707408 5.707408 1.354 0.25981

Residuo 18 75.88658 4.215921

Coeficiente de Variagao: 32,53%

Tabela 13 Efeito do dia do ciclo sobre o valor médio dos pixels (ecotextura)
durante o periodo de luteogénense (D0 a D15)

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do ciclo 15 5702.849 380.1899 3.604 0.00001

Residuo 250 26374.76 105.4990

Coeficiente de Variacido: 19,93%

Tabela 14 Correlagdo entre a area de tecido luteal e o valor médio dos pixels
(ecotextura) durante o periodo de luteogénese (D0 a D15)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacées Correlagio T Significancia

Ecotextura Area luteal 154 0,3387 4,4380 0,0001
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Tabela 15 Efeito do dia do ciclo sobre o valor médio dos pixels (ecotextura)
durante o periodo de lutedlise (D16 a D21)

Analise de Variancia

Fonte de Variagado  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do ciclo 9 2674.561 297.1735 3.373 0.00290

Residuo 47 4140.991 88.10619

Coeficiente de Variagao: 18,03%

Tabela 16 Correlagao entre a area de tecido luteal e o valor médio dos pixels
(ecotextura) durante o periodo de lutedlise (D16 a D21)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacdées Correlagio T Significancia

Ecotextura Area luteal 44 0,2585 1,7344 0,0451

Tabela 17 Correlagao entre a concentragao plasmatica de P, e o valor médio
dos pixels (ecotextura) durante o periodo de luteogénese (D0 a D15)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacdées Correlacio T Significancia

Ecotextura P4 150 0,2399 3,0067 0,0013

Tabela 18 Correlacdo entre a concentracao plasmatica de P, e o valor médio
dos pixels (ecotextura) durante o periodo de lutedlise (D16 a D21)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observagdes Correlacao T Significancia

Ecotextura P4 41 0,3719 2,5018 0,0083

Tabela 19 Efeito do dia do ciclo sobre a heterogeneidade durante o periodo de
luteogénese (DO a D15)

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do ciclo 15 134.6018 8.973455 1.434  0.13151

Residuo 250 1564.023 6.256094

Coeficiente de Variacio: 12,96%

Tabela 20 Efeito do dia do ciclo sobre a heterogeneidade durante o periodo de
lutedlise (D16 a D21)

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  GL Soma de Quadrado F P
Quadrados Médio

Dia do ciclo 9 43.99788 4.888654 0.687 kel

Residuo 47 334.6441 7.120088

Coeficiente de Variacio: 13,54%
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Tabela 21 Correlagcdo entre a concentragdo plasmatica de P;, e a
heterogeneidade da imagem durante o periodo de lutegénese (D0 a D15)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacées Correlacio T Significancia

Heterogen P4 178 -0,0012 -0,0159 0,4937

Tabela 22 Correlacdo entre a concentracdo plasmatica de P, e a
heterogeneidade da imagem durante o periodo de lutedlise (D16 a D21)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observacées Correlagio T Significancia

Heterogen P4 42 0,0605 0,3833 0,3518

Tabela 23 Correlagao entre a area de tecido luteal e a heterogeneidade da
imagem durante o periodo de luteogénese (D0 a D15)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observagdes Correlagao T Significancia

Heterogen Area luteal 183 -0,0401 -0,5403 0,2945

Tabela 24 Correlagdo entre a area de tecido luteal e a heterogeneidade da
imagem durante o periodo de lutedlise (D16 a D21)

Correlagao de Pearson

Variavel Variavel Observagbes Correlacao T Significancia

Heterogen Area luteal 46 -0,2097 -1,4224 0,0810




