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RESUMO

PASSOS, Halley Schuch. Dinamica folicular ovariana em ovelhas Santa Inés
portadoras do polimorfismo FecGE do gene GDF-9. Sergipe: UFS, 2014. 42p.
(Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia).

Este trabalho teve por objetivo o estudo da dindmica folicular ovariana do periodo
interovulatério em ovelhas nuliparas da raca Santa Inés portadoras do polimorfismo
FecGE. Foram utilizadas 21 ovelhas previamente genotipadas para o polimorfismo FecGE
por PCR-RFLP. Os animais foram divididos em trés grupos (n=7/grupo) de acordo com o
gendtipo relacionado a mutacdo como segue: WW - selvagem ndo mutante; EW -
heterozigoto e; EE - homozigoto. A dinamica folicular foi acompanhada por ultrassom
dentro de um periodo interovulatério. A captura e mensuracao das imagens dos ovarios
foram feitas a cada 24 horas até a detec¢do do estro, sendo ajustadas para cada 12 horas até
a ovulacdo. Foi verificado que 15 animais (71,42%) apresentaram a emergéncia de trés
ondas e seis (28,58%) apresentaram quatro ondas de crescimento folicular. Ndo houve
influéncia do gendtipo sobre o numero de foliculos selecionados, > 2 e <4 mm, (2,8 = 0,7)
e dominantes, >5 mm, (0,9 + 0,1), o periodo interovulatério (17,5 £+ 0,2) e, a duracdo do
estro (38,11 £ 0,9). O maior nimero de ovulacGes foi observado nas ovelhas homozigotas
(2,4 £ 0,2) em relacdo as do tipo selvagem (1,7 + 0,2) sendo as heterozigotas apresentando
valor intermediario (1,9 + 0,1), porém ndo diferindo dos demais. Apesar dos grupos
genéticos ndo diferirem quanto ao intervalo entre o inicio do estro e a ovulagdo (25,34 +
1,8 h), foi verificada alta variacdo individual entre as ovelhas dentro de cada gendtipo.
Ovelhas nuliparas Santa Inés portadoras do polimorfismo FecGE expressam diferencas no
tempo de sobrevivéncia folicular e no didametro do foliculo ovulatério em relagéo as néo
mutantes, sendo que 0 grupo genético homozigoto apresenta um maior numero de
ovulagdes.

Palavras-chave: ovinos, prolificidade, mutacdo, periodo interovulatorio,

ultrassonografia.



ABSTRACT

PASSOS, Halley Schuch. Ovarian follicular dynamics in Santa Ines ewes
carrying the polymorphism FecGE of GDF-9 gene. Sergipe: UFS, 2014. 42p.
(Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia).

This study aimed the study of ovarian follicular dynamics in a interovulatory period
in nulliparous Santa Inés sheep carrying the polymorphism FecGE. Were used 21 sheep
that previously genotyped for FecGE polymorphism by PCR-RFLP. The animals were
divided into three groups (n = 7 / group) according to the genotype mutation: WW - non-
mutant wild; EW - heterozygote and EE - homozygous. Follicular dynamics were
monitored by ultrasound within a period interovulatory. The capture and measurement of
the ovaries images were made every 24 hours until detection of estrus, being adjusted to
every 12 hours until ovulation. It was found that 15 animals (71.42%) showed the
emergence of three waves and six (28.58%) had four follicular waves. Don’t were
influence of genotype on the selection, follicles > 2 and <4 mm, (2,8 £ 0,7) and follicular
dominance, follicles > 5 mm, (0,9 £ 0,1), the interovulatory period (17,5 £+ 0,2) and the
duration of estrus (38,11 + 0,9). The largest number of ovulations was observed in
homozygous sheep (2.4 + 0.2) compared to the wild type (1.7 = 0.2), however,
heterozygous presenting intermediate value (1.9 £ 0.1) but not differ from the others.
Despite genetic groups did as not differ to the interval between the onset of estrus and
ovulation (25,34 + 1,8), high individual variation was observed among sheep within each
genotype. Santa Inés sheep that carriers the polymorphism FecGE express some differences
in ovarian follicular dynamics in relation to non-mutants, being represented mainly by the

largest number of ovulations in homozygous genetic group.

Keywords: Sheep, prolificacy, mutation, interovulatory period, ultrasonography.



1. INTRODUCAO

Os ovinos foram introduzidos no Brasil pelos portugueses no inicio da colonizacéo.
De acordo com o Gltimo senso, em 2011 o pais possuia um efetivo de 17,7 milhdes de
cabecas de ovinos sendo que a sua maior concentracao (57,2%) estava localizada na regiéo
Nordeste (IBGE, 2013). Esta concentracdo ressalta sua importancia para o0
desenvolvimento econémico-social da regido que €é considerada como a grande
exportadora de animais para outras localidades do pais. Porém, apesar da alta
adaptabilidade dos ovinos & diversidade edafoclimética do Brasil, os indices produtivos
baixos sdo caracteristicas ainda marcantes desse agronegadcio no pais.

O desenvolvimento da ovinocultura € necessario no contexto em que os mercados
interno e externo tornam-se mais competitivos exigindo maior eficiéncia na producdo.
Desta maneira, € imprescindivel a busca por novas tecnologias que venham aumentar a
produtividade dos rebanhos, de forma que as melhorias nos aspectos reprodutivos ocupam
um lugar de destaque. Nesse sentido, em programas de selecdo e melhoramento animal, o
estudo da prolificidade passa a ser um fator de alto impacto econémico (HOLANDA et al.,
2006; COSTA et al., 2011). Em consonancia, a obtencéo de altas producdes com eficiéncia
econdmica exige, além de investimentos em animais geneticamente superiores, a
implementacdo de controle sanitario e alimentacdo adequada (GONZALEZ; COSTA,
2012).

No entanto, algumas caracteristicas genéticas necessarias de serem melhoradas séo
de dificil obtencdo em virtude de: apresentarem baixa herdabilidade; expressarem-se
tardiamente ou por dependerem do meio ambiente para se manifestar. Dessa forma, €
imprescindivel o aumento da eficiéncia e da pressdo de selecdo nas metodologias
tradicionais de melhoramento genético (GUIMARAES et al., 2010).

A existéncia de linhagens de ovinos brasileiros portadores de genes da prolificidade
foi relatada nas regides Nordeste e Centro-Oeste. Foi caracterizado um novo polimorfismo
de nucleotideo simples (SNP) no gene GDF-9 de ovinos Santa Inés sendo relacionado a
alta frequéncia de mdaltiplas ovulagGes (CASTRO et al., 2006) e batizado como FecG-
Embrapa (FecGF) (AZEVEDO et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Para o entendimento do mecanismo integrado de agdo enddcrina e paracrina na
atividade ovariana dos animais portadores de SNP sdo imprescindiveis os estudos sobre a
fisiologia da foliculogénese, caracterizado pelo processo de recrutamento, selecdo e

dominéncia folicular. A visualizacdo em tempo real por ultrassonografia durante as fases
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de crescimento dos foliculos recrutados em animais portadores do FecGE, faz-se necessario
para 0 monitoramento da dindmica folicular e tem sido utilizada como ferramenta de
estudo sobre a fisiologia.

O conhecimento do mecanismo da foliculogénese nos animais portadores de
polimorfismos em genes relacionados a prolificidade a exemplo do FecGE pode contribuir
para melhorar o0 manejo reprodutivo, a exemplo da adequacdo de protocolos hormonais,
horérios da aplicacdo do sémen em programas de inseminacdo artificial e aplicacdo de
protocolos de multiplas ovulacdes mais condizentes a fisiologia inerente dessas ovelhas
mutantes. Esses procedimentos objetivam uma produtividade racional focada para atender
a maior demanda de animais selecionados para reposi¢do de rebanhos, de carne, de pele e
de embutidos oriundos dessa atividade, proporcionando maior disponibilidade de méo de
obra para 0 homem do campo e técnicos e, abrindo novas linhas de investigacdo para os

pesquisadores da area.

REFERENCIAL TEORICO

1.1. Caracteristica e perfil endécrino do ciclo estral na ovelha

A atividade reprodutiva padrdo de ovelhas adultas é comandada por dois ritmos
distintos. O primeiro constitui um ciclo estral de duracdo média entre 16 a 17 dias. O
segundo segue um ritmo anual da ciclicidade do ovario caracterizado por uma cessagdo
dependente da temporada (anestro) e sua restauracdo (estacdo reprodutiva) (ROSA,
BRYANT, 2003). Essa caracteristica confere ao ovino (Ovis aries) ser uma espécie com a
reproducdo marcadamente sazonal. Entretanto havendo a ocorréncia de varios ciclos
ovulatérios fisiologicos dentro da sua estacdo sexual climatica favoravel.

O padrdo de atividade sexual ciclica se expressa geralmente quando o fotoperiodo
diminui, ou seja, apos o solsticio de verdo. Dessa forma, o inicio da atividade reprodutiva
desses animais ocorre atravées do reconhecimento pelo seu eixo hipotalamico das variagdes
do comprimento horas de luz diario (LYNCH et al., 1992). Sendo que a caracteristica do
ciclo estral ovino compreende as alteracdes fisiologicas e comportamentais apresentadas
pela fémea sob influéncia do metabolismo hormonal do eixo hipotalamico-hipofisiario-
gonadal em tempo determinado (MORELLO; CHEMINEAU, 2004).

A divisdo tradicional do ciclo estral acontece em fases distintas. O pro-estro é o
periodo que precede o comportamento de estro e € caracterizado pela regressdo lutea e pela

emergéncia e crescimento do foliculo ovulatério. O estro € a fase da receptividade sexual e
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aceitacdo da cobertura pelo macho por parte da fémea. Nas ovelhas a duracdo do estro é
entre 24 a 48 horas (BINDON et al., 1979; GOODMAN, 1994) sendo que a ovulagédo
ocorre em 24 a 30 horas ap6s o inicio da exteriorizacao clinica do comportamento de estro
(ROBERTSON, 1969). Na fase de metaestro ocorre o rompimento do foliculo maturo e a
ruptura de vasos sanguineos, dessa forma havendo o preenchimento de sangue na sua
cavidade, formando o corpo hemorragico. O momento seguinte, com a presenca de pelo
menos um corpo lateo (CL) funcional e, consequentemente, abrangendo a fase do pico de
secrecdo de progesterona plasmatica, é referenciado como o diestro. Essas duas ultimas
fases séo frequentemente denominadas de fase luteal do ciclo estral (KEYES et al., 1983).

Nos ovinos o desenvolvimento folicular acontece em ondas cujas emergéncias séo
determinadas pelo horménio foliculo estimulante (FSH). Existe também uma complexa
regulacdo paracrina no ovario, a qual atua junto ao FSH para determinar o nimero de
foliculos recrutados, os quais irdo continuar o desenvolvimento até a maturacdo completa
(FORTUNE, 2003; FABRE et al., 2006). A elevacdo nas concentra¢fes plasmaticas de
FSH é observada um a dois dias antes de cada onda. No momento seguinte, a presenca do
horménio luteinizante (LH) contribui para a maturagdo folicular final e seu pico conduz a
ovulacdo dos foliculos pré-ovulatérios, ocasionando a formacdo do CL (DUGGAVATHI
et al., 2003b; MORELLO; CHEMINEAU, 2004).

Em um ciclo estral fisiologico, um pool de foliculos primordiais € recrutado e estes
iniciam o seu desenvolvimento até que o maior ou 0s maiores blogueiam o final do
desenvolvimento dos outros menores. Os achados experimentais evidenciam que este
mecanismo, denominado dominancia, ocorre durante a primeira e a Gltima onda folicular
(ovulatéria). O foliculo dominante é dependente em sua fase final do aumento da
pulsatilidade do LH e, esse fato, impede sua atresia e 0 recomego de uma nova onda
folicular (BAIRD; MCNEILLY, 1981; MCNEILLY etal., 1991; GINTHER et al., 1995).

O mecanismo enddcrino do ciclo estral de ovelhas pode ser assim esquematizado:
quando a percep¢do da diminui¢do dos sinais luminosos é captada pelos fotorreceptores
dos olhos é transmitida pelo sistema nervoso central para o hipotdlamo e, depois para a
glandula pineal. Esta converte o sinal nervoso em um ritmo circadiano de secrecdo de
melatonina que estimula o hipotdlamo a secretar, de forma pulsatil, o horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), o qual estimula a sintese e a liberacdo do hormonio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) pela hipéfise anterior. O FSH e o LH
atuam em ciclo de feedback positivo ao nivel de ovario promovendo respectivamente o

crescimento e a maturacdo dos foliculos selecionados. No momento da formacdo do
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foliculo dominante (de Graaf) ocorre a maior concentracdo da liberacdo de hormonios
esterdides como o estrogeno e a glicoproteina inibina que atuam em ciclo de feedback
negativo com a liberagdo do FSH para a emergéncia de nova onda folicular. Apos a
ovulacdo, a medida que o CL se desenvolve, a elevada concentracdo de progesterona (P4)
plasmatica modula o desenvolvimento folicular de maneira que o proximo pico de LH
induza a formacdo de um CL funcional e iniba a secrecdo endometrial da prostaglandina
F2o0. (PGF20) nos primeiros dias da fase litea. Em torno do 14° dia, ndo tendo sido
estabelecida a gestacdo, a estimulacdo da ocitocina mediada pelos seus receptores
endometriais, aumenta a conversdo do acido aracdonico para PGFza ¢ sua liberacdo resulta
na lutedlise, reduzindo os niveis séricos de P4 (LYNCH et al., 1992; HAFEZ; HAFEZ,
2004) (Figura 1).

1.2. Foliculogénese
1.2.1. Estrutura ovariana

Os ovarios sdo oOrgaos sexuais reprodutivos das fémeas e tém como principais
funcBes a producdo e liberacdo de células germinativas femininas, a gametogénese, e a
producdo de hormonios sexuais, a esteroidogénese (ADONA et al., 2013).

A estrutura ovariana é composta por duas regides, uma externa ou cortical e uma
interna ou medular. Na primeira localizam-se os foliculos ovarianos, os quais, em
detrimento da fase do ciclo reprodutivo da fémea, apresentam-se em diferentes estagios de
crescimento: foliculos primordiais, primérios, secundarios, terciarios e préovulatorios (de
Graaf). No momento da ovulagdo o foliculo ovulatério se rompe, 0 ovdcito maturo é
liberado e forma-se o corpo hemorragico. Apos esse evento é formado o corpo luteo e
decorrida a lutedlise sdo produzidos e visualizados os corpus albicans (LIU et al., 2006). A
segunda regido é constituida por tecido conjuntivo frouxo, células da musculatura lisa,
nervos, vasos linfaticos, artérias e veias, estruturas as quais se prolongam para o cortex

ovariano nutrindo e sustentando o ovario (CORMACK, 1991) (Figura 2).

1.2.1. Fases da foliculogénese
A foliculogénese inicia na vida pré-natal na maioria das fémeas e pode ser definida
como o processo de recrutamento, selecdo e dominancia folicular (VAN DEN HURK;
ZHAO, 2005). De um modo geral pode ser dividida em trés fases caracterizadas pelos
seguintes eventos: (1) crescimento do foliculo pré-antral: transicdo do foliculo primordial

em primario e formacgdo e crescimento dos foliculos secundérios; (2) crescimento do
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foliculo antral basal: formacdo do antro e desenvolvimento do foliculo antral inicial em
estdgio dependente de gonadotrofina; (3) crescimento terminal do foliculo antral:

desenvolvimento do foliculo antral préovulatorio (SILVA et al., 2009).

Fotoperiodo

Glandula

Pineal

Melatonina

[ Hipotalamo ]

GnRH

Hipofise

%:)5 Estrégeno
2 Inibina o
FSH g o\ & LH
= S
<
Foliculos O '
i)
@)
Utero Ovario

Corpo lateo

Figura 1. Mecanismo da a¢do enddcrina no ciclo estral de ovinos (Fonte: Arquivo pessoal).
(GnRH = hormdnio liberador de gonadotrofina; FSH = hormdnio foliculo estimulante; LH =
hormoénio luteinizante; P4 = progesterona; PGF2a = prostaglandina F2a).

A ativacdo, ou seja, a saida dos foliculos primordiais do estadio de quiescéncia, que
significa a passagem dos foliculos do pool de reserva para a fase de crescimento € a
primeira e essencial etapa, em que os foliculos primordiais deixam o estadio de repouso e
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iniciam seu crescimento do estagio de primordial até o tamanho préovulatério ou atresia
(MARTINS et al., 2008).

O processo de ativacdo dos foliculos primordiais é caracterizado pelo reinicio da
proliferacdo das células da granulosa e a medida que 0 ovocito cresce essas se diferenciam
e mudam de categoria transformando-se de células achatadas para cubodides. Quando
alguns desses foliculos apresentam células do tipo pavimentosas e cubicas sdo
denominados foliculos de transicdo (BRAW-TAL, 2002).

Na segunda fase ocorre o aumento do numero de células da granulosa e, isto €
acompanhado por um aumento no tamanho do ovdcito. A classificacdo de foliculos
primarios ocorre no momento em que o ovacito é circundado por somente uma camada de
células da granulosa com formato cubdide. A progressao do foliculo primario ao estagio
secundario é definida pela presenca de duas ou mais camadas de células da granulosa em
formato cubdide e pela deposicdo inicial do material da membrana peltcida ao redor do
ovacito. Nesse estagio as células da teca sdo formadas em torno da membrana basal (FAIR,
2003; SILVA et al., 2004).

Durante o crescimento folicular pré-antral ocorre a formacédo das juncdes GAP, que
sdo projecdes para dentro do ovoécito, as quais permitem a sua comunicagdo com as células
da granulosa que o envolvem. Por intermédio das mesmas ocorre o transporte de
aminoacidos, metabdlitos e moléculas sinalizadoras que sdo essenciais para 0 Seu
desenvolvimento (GILCHIST; THOMPSON, 2007).

O crescimento folicular da fase secundéria a terciaria ocorre pela intensiva
proliferacdo das células da granulosa. Nesse estagio os foliculos também sdo conhecidos
como antrais, por apresentarem o antro, cavidade repleta de liquido folicular no interior das
multicamadas de células da granulosa. A Ultima fase do desenvolvimento folicular é
caracterizada por um ovocito circundado por células da granulosa especializadas
denominadas células do cumulus e os foliculos denominados como préovulatorios ou de
Graaf (VAN DEN HURK ; ZHAO, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema da estrutura e fisiologia ovarianas em ovinos. Adaptado de Utiger (2014).
(FSH = hormonio foliculo estimulante; LH = hormdnio luteinizante; P4 = progesterona).

1.2.3.Fisiologia da foliculogénese

O modelo atual de classificagdo do desenvolvimento folicular apresenta-se mais
amplamente integrado aos eventos morfoldgicos, moleculares e celulares durante a
foliculogénese. Incorpora também o conhecimento sobre os fatores que influenciam a
qualidade do ovdcito e seu papel na regulacdo do desenvolvimento folicular e taxa de
ovulagdo (SCARAMUZZI et al., 2011).

Nos mamiferos o mecanismo geral da foliculogénese ovariana demanda uma
complexa comunicacdo enddcrina entre o sistema nervoso central e o ovario sob o controle
de hormonios gonadotroficos e somatotroficos e por fatores de crescimento, sendo que
esses ultimos atuam direta ou indiretamente de forma autdcrina ou parécrina. Entretanto o
dominio de conhecimento sobre o mecanismo de controle do numero de foliculos
ovulatérios em cada ciclo encontra-se ainda pouco elucidado (FABRE et al., 2006;
MARTINS et al., 2008).

Na maioria dos casos o desenvolvimento de um foliculo dominante ocorre quando o
nivel de FSH atinge um determinado limiar sérico durante o ciclo. O periodo o qual esse
nivel de FSH permanece acima do limiar sérico, abre uma “janela” estreita permitindo que
um foliculo suficientemente amadurecido escape da atresia e passe pela sua selecdo para

alcancar a ovulacdo (VINET et al., 2012). A teoria da “janela” se baseia também na
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hipGtese de que os maiores foliculos em crescimento em uma onda secretam a inibina e o
estradiol, 0 que representa uma retroalimentacdo negativa para que o sistema hipotalamo -
hipofisiario reduza os niveis séricos de FSH. Nesse contexto de reducdo das concentragdes
de FSH, apenas alguns foliculos selecionados conseguem sustentar seu crescimento. Esses
sdo chamados foliculos selecionados e potencialmente podem tornar-se atrésicos, se um
CL estiver presente e secretar progesterona o que reduz a frequéncia dos pulsos de LH. Na
auséncia de um CL uma onda ovulatéria pode emergir e os foliculos dominantes podem
ovular depois de um pico de LH, sendo este um dos principais modelos endocrinos do
controle de ovulagBes multiplas (SCARAMUZZI et al., 2011). O fendmeno fisiologico de
mais de uma ovulacdo pode ser conseguido com o aumento do FSH circulante e/ou
incremento da responsividade folicular a essa gonadotrofina, dessa forma, aumentando o

pool de foliculos em crescimento e, abrindo uma “janela” maior de sele¢ao (VINET et al.,

2012) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo da teoria da “janela” adaptado de Vinet et al. (2012).
(FSH = horménio foliculo estimulante)

Além dessa forma classica pela estimulacdo das gonadotrofinas hipofisiarias que sdo
reguladas por retroalimentacdo dos hormonios produzidos pelos ovaérios,
preponderantemente os esterdides e a inibina, a foliculogénese também sofre regulacéo
paracrina, através de fatores de crescimento produzidos dentro do proprio ovério pelos
diversos tipos celulares nele contidos (SCARAMUZZI et al., 1993; HANRAHAN et al.,
2004; HUNTER et al., 2004).

Os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF | e Il) estdo presentes nas
diversas etapas da foliculogénese, atuando de forma direta e/ou indireta na promog¢édo do
desenvolvimento folicular (LEITAO et al., 2009; MAGALHAES et al., 2012). Monniaux;
Pisselet (1992) descreveram que o IGF-1 em ovelhas promove essencialmente a

proliferacdo das células da granulosa de foliculos pequenos em torno de 1 a 3 mm e em



foliculos maiores que 5 mm de didmetro estimulando a secrecdo de progesterona nas
células da granulosa.

Existe uma heterogeneidade na localizacdo de expressdo do IGF no ovario entre as
espéecies (MONGET et al., 2002). Nos ovinos, a expressdo de niveis significativos de IGF-I
é maior nos foliculos pequenos (gonadotrofina - independente) do que em foliculos
grandes (gonadotrofina-dependente). Tambeém foi descrita a sua atividade no incremento
da proliferacdo das células da granulosa, na esteroidogénese e no crescimento do ovdcito
(SILVA et al., 2009).

Uma grande quantidade de fatores de crescimento é produzida pelas celulas
somaticas ovarianas e pelos ovdcitos e funcionam como reguladores de desenvolvimento
intraovariano. Os principais sao os pertencentes a superfamilia dos fatores de crescimento
transformadores beta (TGF-beta), sendo o Fator de Crescimento de Diferenciacdo 9
(GDF9) e a Proteina Morfogenética do Osso 15 (BMP15) os principais. Esses sao
expressos pelo ovécito a partir das fases iniciais da foliculogénese e estimulam o
desenvolvimento do ovocito e a proliferacdo acelerada das células da granulosa que, por
sua vez, também iniciam a sintese desses fatores, transformando-se em uma unidade
autbnoma (BRAW-TAL, 2002; KNIGHT; GLISTER, 2006).

A fertilidade em fémeas de mamiferos depende da capacidade dos ovarios para
produzir foliculos de Graaf, os quais podem ovular ovocitos fertilizaveis durante um ciclo
reprodutivo. A foliculogénese demanda a coordenacéo e regulacdo de genes que controlam
o crescimento do foliculo, a progressdo celular no ciclo e a ocorréncia de apoptose
(RICHARDS, 1995).

Dentre esses genes foram identificadas os das proteinas GDF9 e BMP15 sendo essa
ultima também conhecida como fator de crescimento de diferenciacdo-9B - GDF-9B, as
quais sdao membros da superfamilia do fator de crescimento transformante b (TGF-b). Em
ovelhas 0 BMP-15 mostrou estar expresso principalmente em ovocitos de foliculos
primarios avancados, sendo considerado como um potente regulador da funcéo ovariana.
Entretanto, o0 GDF9 e seu &cido ribonucleico (RNA mensageiro) foram identificados em
ovocitos de foliculos primordiais, dessa forma essa proteina é denominada como uma
molécula reguladora que tem influéncia direta nas atividades fisioldgicas importantes ao
longo da foliculogénese, isto é, desde o processo de ativacdo de um foliculo primordial e
seu posterior avango para o pool de foliculos em crescimento por meio de uma via de
sinalizacdo de comunicacdo parécrina entre os ovdcitos, as células da granulosa e as
células do cumulus (BODENSTEINER et al., 1999; ERICKSON; SHIMASAKI, 2000;
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GALLOWAY et al. , 2000; DAVIS, 2004; JUENGEL et al., 2004; HANRAHAN et al.,
2004).

Evidéncias de estudos in vitro sugerem que o GDF9 e o BMP15 atuam em um
mecanismo complexo de estimulacdo a proliferacdo e a esteroidogénese nas células da
granulosa. Como estdo presentes no fluido folicular sua imunizacdo interfere em suas
acoes impedindo o crescimento folicular normal, além das fases primordiais ou primérias
(McNATTY etal., 2005; McNATTY et al. 2006a SCARAMUZZI et al., 2011).

O modelo de acdo do GDF9 e do BMP15 no desenvolvimento de foliculos durante a
foliculogénese pode ser assim descrito: a partir do ovdcito esses genes desencadeiam vias
de transducdo de sinal do receptor de células foliculares. Um mecanismo complexo e
altamente integrado da foliculogénese é estabelecido, envolvendo interacdes entre as
células da granulosa e os ovdcitos em desenvolvimento nos foliculos e, indicando as vias
de diferenciacdo das células da granulosa (células do cumulus e células da granulosa
murais). Até a formac&o do antro, os ovacitos e as células da granulosa estdo intimamente
associados por sinal entre eles via juncdes-GAP e com os fatores de crescimento como
GDF9, BMP15 e o kit ligand (fator de células tronco - FCS - ou fator de crescimento
multipotente) comandados por mecanismo parécrino. Da formacéo do antro em diante, 0s
ovécitos exercem um papel critico pela secrecdo principalmente do GDF9 e BMP15, com
0 objetivo de evitar a luteinizacdo das células da granulosa do ovdcito vizinho. Durante a
fase antral os fatores secretados pelos ovécitos também continuam a atuar em células da
granulosa murais para promover a atividade mitogénica e, inibir simultaneamente a
luteinizagdo. Por sua vez, os dois tipos de células da granulosa, mas, em especial, as
células do cumulus, estimulam o ovoécito com fatores paracrinos, varios metabolitos e
moléculas reguladoras como o Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPCc), necessarios
para o ovocito adquirir capacidade de desenvolvimento no foliculo (ERICKSON;
SHIMASAKI, 2000; SCARAMUZZI et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo da ac&o parécrina na foliculogénese. Adaptado de Erickson; Shimasaki (2000) ;
Scaramuzzi et al.(2011).

(AMPc = monofosfato ciclico de adenosina; FSH = hormdnio foliculo estimulante; IGF-I = fator de
crescimento semelhante a insulina I; LH = hormdnio luteinizante)

1.3. Dinamica folicular

Os avancos em analises de imagens vém proporcionando uma revolucédo silenciosa
em abordagens de pesquisa para o estudo da estrutura e funcdo ovariana. As alteracfes
mais significativas visualizadas na fisiologia do ovario resultaram do uso de
ultrassonografia, o que permitiu analises sequenciais ndo invasivas em animais Vivos
(SINGH et al.,, 2003). Os primeiros trabalhos utilizando o advento das imagens
ultrassonograficas em escala de cinza (modo-B) em reproducdo animal datam de 1980, um
século depois da descoberta do efeito eletrdnico dos cristais (GINTHER, 2014).

A medida que ocorre o desenvolvimento folicular, pode-se observar através de
imagens ultrassonograficas uma alta variabilidade dos parametros numeéricos (nimero de
ondas por ciclo e de foliculos por onda). Em ovelhas constatou-se a existéncia de mais de
uma onda folicular durante a fase luteinica e a ocorréncia de apenas uma onda na fase
folicular culminando com a ovula¢do, num ritmo de trés a cinco ondas durante o ciclo
estral (DRIANCOURT, 1991; 2001). O padrao da onda no desenvolvimento dos foliculos

antrais € manifestado pelo crescimento sincronizado de um a quatro pequenos foliculos (2
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a 3 mm de didametro), com capacidade para alcancar o tamanho ovulatério em ambos os
ovarios. Mesmo que a fémea apresente quatro ondas de crescimento folicular por periodo
interovulatdrio, isto ndo aumenta o comprimento do ciclo por incorporar uma onda extra,
uma vez que, 0s sucessivos intervalos entre as ondas sdo reduzidos. Além disso, a linha de
pensamento a qual os grandes foliculos ovarianos ndo exercem efeito inibitério sobre o
desenvolvimento dos foliculos antrais menores vem sendo considerada, pois mesmo na
presenca de um foliculo dominante observa-se a ocorréncia de uma nova emergéncia
folicular (BABY; BARTLEWSKI et al., 2011).

Acompanhando a dinamica folicular em sete cordeiras de 13 a 15 meses, Ali et al.
(2006) detectaram a ocorréncia de duas e trés ondas foliculares em 35% e 65% dos
periodos estudados, respectivamente.

Segundo Seekallu et al. (2010) a fase de crescimento folicular e o tempo de vida do
maior foliculo em crescimento até a onda ovulatéria foram superiores em ciclos de trés do
que de quatro ondas, sendo que os comprimentos dos ciclos estrais foram de 17,11 + 0,3 e
17, 20 + 0,2 dias para ciclos com trés ou quatro ondas foliculares, respectivamente.

A ultrassonografia permite a visualizacdo do desenvolvimento folicular que pode ser
classificado em trés fases distintas. A fase do recrutamento folicular é caracterizada pelo
surgimento de foliculos pequenos (entre 2 e 4 mm). Na fase da sele¢do continua o
crescimento dos foliculos selecionados (entre 4 e 5 mm). Os demais foliculos da onda
regridem e entram em atresia, enquanto que os de maior crescimento (> 5 mm) se
desenvolvem até ovularem (onda ovulatéria) ou regridem e entram em atresia. Os foliculos
intermediérios ndo variam quanto ao nimero ao longo do periodo interovulatério, enquanto
que a quantidade de foliculos maiores (=5 mm) aumenta no inicio desse periodo, diminuem
no momento intermediario e voltam a aumentar nas ondas finais proximas a ovulacéo
(DRIANCOURT, 2001; DUGGAVATHI et al., 2003a; ALI et al., 2006; TOOSI et al.,
2009).

Segundo Duggavathi et al. (2003b), com o auxilio de equipamento ultrassonografico
de alta resolucdo, foi possivel identificar foliculos de 0,4 mm e quantificar todos os
foliculos antrais de 1 mm de didmetro. Os autores visualizaram o surgimento de foliculos
pequenos (1 a 3 mm de diametro), um dia antes da ocorréncia da ovulagéo do ciclo anterior
indicando baixa relagéo entre o recrutamento e dominancia folicular. Verificaram também
que aproximadamente trés a cinco dias foi o periodo de duracdo das ondas foliculares e que

o namero de foliculos pequenos é homogéneo ao longo das emergéncias das ondas.
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O uso da ultrassonografia para a deteccdo precoce do CL é essencial para a
determinacdo do momento ovulatoério, além de possibilitar a caracterizacdo da formacéo de
um CL funcional através da diferenciacdo da ecotextura e da mensuracdo da sua area
(DUGGAVATHI et al., 2003a). O dia da ovulacdo pode ser definido como o dia em que
um foliculo que apresente mais de 5 mm de didmetro, o qual tenha sido anteriormente
identificado e ndo mais visualizado (TOOSI et al., 2009).

A dindmica folicular préovulatdria e a taxa de ovulacdo foram avaliadas durante a
época de reproducdo em 20 ovelhas prolificas (W) e 20 ndo prolificas (AB) oriundas da
raca Barbarine, como base para estudo da influéncia da selecdo genética na prolificidade
desses animais. As ovelhas do grupo W apresentaram maior quantidade de foliculos
médios (3,5 a 5,4 mm de diametro) 24 horas antes do estro em comparacao as do grupo
AB. As médias das taxas de ovulacdo foram 1,8 £ 0,8 e 1,1 £ 0,3, respectivamente, para as
fémeas do grupo W e AB (LASSOUED et al., 2013).

2.4. Fertilidade de fémeas ovinas portadoras dos genes da prolificidade

Os avancos da Biologia Molecular permitiram correlacionar, de forma direta, a
variabilidade fenotipica de uma determinada caracteristica com a variabilidade genética do
individuo, através da identificacdo de pontos do genoma (marcadores moleculares)
correspondentes, evitando a influéncia do meio na selecdo genética. A partir desse ponto
foram identificados polimorfismos genéticos, que sdo alteracdes espontaneas no genoma
(mutacdes) capazes de expressar diversos fendtipos em individuos de uma mesma espécie
(GUIMARAES et al., 2010).

Diversos estudos sobre a genética, relacionada a prolificidade em ovinos, tém sido
realizados em varios pontos geograficos do planeta destacando a importancia dos trés
genes principais: BMPR-1B, BMP15, GDF9. Novos genétipos oriundos de polimorfismos
desses genes tém mostrado influéncia na taxa de ovulagdo e nimero de crias nascidas
desencadeadas por diferentes mecanismos, conforme descrito a seguir.

Em fémeas mamiferas o GDF 9 e o BMP 15 sdo proteinas produzidas pelo préprio
ovacito e tém as células da granulosa como sitio principal de secrecdo (FORTUNE, 2003).
Esses fatores de crescimento tém sido alvo de estudos cientificos e foram os primeiros a
serem analisados, expressos pelo ovocito, que participam do controle das fases iniciais da
foliculogénese, proliferacdo das células da granulosa e da teca em mamiferos. Esses
marcadores moleculares desempenham um papel central na determinacdo do numero de

ovulagdes sendo relacionados com a prolificidade em ovinos de diversas racas que
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apresentam historico de elevada incidéncia de partos duplos e triplos (GALLOWAY et al.,
2002; HANRAHAN et al., 2004; MOORE et al., 2004; SHIMASAKI et al.; 2004;
MCNATTY et al., 2005).

Com a identificacdo e a definicdo do papel fisioldgico das proteinas, BMP-15 e
GDF-9, dois novos importantes conceitos foram gerados. Primeiro, quando proteinas da
familia da BMP, originalmente descritas como indutoras de osteogénese e condrogénese e,
envolvidas nos eventos iniciais do desenvolvimento celular, passam a representar um
sistema chave no controle da foliculogénese e da taxa de ovulacdo, quando em interacédo
com as gonadotrofinas ou com os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs).
Segundo, quando o ovdcito, através da acdo das suas proteinas especificas secretadas
durante o crescimento folicular, atuam no controle do niumero de foliculos que irdo ovular
(PRAMOD et al., 2013).

Em ovelhas prolificas da raca Merino Australiana portadoras da mutagio FecB® do
gene receptor da proteina morfogenética do osso tipo -1B (BMPR-1B), a principal
caracteristica € a maturacdo precoce dos foliculos ovarianos, aumentando a sua
sensibilidade ao FSH e ndo o aumento de suas concentracGes séricas. Nessas fémeas 0s
foliculos ovulatérios apresentam um didmetro menor, porém, em maior nimero do que nas
do tipo selvagem. Ha evidéncias que a familia da BMP tem um papel maior na modulagéo,
proliferacdo e na diferenciacdo das respostas das células da granulosa e da teca a
estimulacdo das gonadotrofinas (CAMPBELL et al., 2008; FORGATY, 2009).

Na India, foi realizado estudo por Kumar et al. (2008) para avaliar a introgressdo do
polimorfismo FecB em ovelhas mesticas Garole x Malpura (GM), de origem local. Um
total de 235 cordeiros GM foram selecionados aleatoriamente para a verificacdo da
mutacdo FecB, sendo que 69,8% foram constatados portadores da mesma. Os resultados
encontrados indicaram que essa selecdo ocasionou um incremento no namero de crias
nascidas.

Chu et al. (2010) relataram que uma nova mutacdo de nucleotideo simples (F729T)
do gene GDF-9, foi associada com alta prolificidade em algumas ragas ou tipos raciais de
ovelhas chinesas e, ponderaram que a introducdo de animais comprovadamente mutantes
para o gene GDF-9 em algumas racas de ovelhas néo prolificas pelo sistema de cruzamento
pode melhorar as caracteristicas reprodutivas. Entretanto, ainda existem algumas
contradi¢cdes com relagdo a presenca desses e outros polimorfismos em ovinos (VACCA et
al., 2010). Segundo estes ultimos pesquisadores, em cinco racas ovinas criadas na Tunisia

confirmadas como prolificas, como a Barbarine, Queue Fine de L’Ouest, Noire de Thibar,
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Sicilo-Sarde e D’man, ndo foram detectadas henhuma das mutagfes genéticas ja estudadas
e ligadas a prolificidade.

Foi realizado um experimento por Monteagudo et al. (2009) com objetivo de buscar
possiveis mutacdes no GDF9 e BMP15 associadas com o aumento da taxa de fertilidade
em ovinos da raca Aragonesa cuja prolificidade média é de 1,2 a 1,5. Foram selecionadas
12 ovelhas altamente prolificas, com média de 3,67 cordeiros nascidos por parto, no
decorrer de trés paricbes sendo que o resultado encontrado foi uma nova variante do
BMP15, que recebeu a nomenclatura FecXR,

Abdoli et al. (2013) realizaram um mapeamento genético para a identificacdo de
polimorfismos dos genes relacionados a prolificidade em um total de 100 ovelhas da raga
Mehraban. Os autores detectaram a seguinte situacdo para a ocorréncia das mutacdes: 0s
trés gendtipos (AA, AG e GG) para mutacdo do exon 1 do gene GDF9 ndo tiveram efeito
significativo sobre as caracteristicas de reproducdo e a mutacdo do alelo A do exon 8 para
0 gene BMPR-1B teve efeito altamente significativo na fertilidade, quanto ao nimero de
cordeiros nascidos, sendo considerada uma nova e importante mutacdo relacionada ao
aumento da performance reprodutiva dessas ovelhas.

Na mutacdo FecGE do gene GDF-9 em ovinos da raca Santa Inés, os que sdo do tipo
selvagem ndo possuem alteracdo no numero de ovulagBes. Entretanto, os animais
heterozigotos, que possuem a mutacdo, apresentam uma maior prolificidade, pois pode
ocorrer uma relacdo da expressdo do polimorfismo com um possivel aumento do nimero
de ovulagGes. (CASTRO et al., 2008). Desse trabalho ndo se pdde ter uma conclusdo a
respeito da fertilidade das ovelhas homozigotas para a mutacao.

Silva et al. (2010) compararam registros do nimero de crias nascidas de 334 ovelhas
da raga Santa Inés em um periodo de seis anos com genotipagens feitas por PCR-RFLP
para identificacgdo de um novo polimorfismo denominado de FecGE. A comparagéo
evidenciou um efeito significativo do gen6tipo FecGE sobre o niimero de partos gemelares
por ovelha, sendo que aquelas mutantes em homozigoze apresentaram 44% de gestacOes
gemelares, enquanto que, nenhum parto gemelar foi observado em ovelhas homozigotas
ndo mutantes. Quando comparado com o genétipo selvagem, houve um aumento de um CL
extra e de 58% a mais no numero de cordeiros nascidos em ovelhas mutantes homozigotas,
0 que, segundo os autores, representou uma forte evidéncia do efeito da FecGF sobre o
controle da taxa de ovulacdo e prolificidade, além de ter sido o primeiro relato de
fertilidade de fémeas mutantes homozigotas oriundas de polimorfismos no GDF9 em

oVvinos.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o estudo da dindmica folicular ovariana do periodo
interovulatério em ovelhas nuliparas da raca Santa Inés portadoras do polimorfismo
FecGE. Foram utilizadas 21 ovelhas previamente genotipadas para o polimorfismo
FecGE por PCR-RFLP. Os animais foram divididos em trés grupos (n=7/grupo) de
acordo com o genoétipo relacionado a mutacdo como segue: WW - selvagem ndo
mutante; EW - heterozigoto e; EE - homozigoto. A dindmica folicular foi acompanhada
por ultrassom dentro de um periodo interovulatério. A captura e mensuracdo das
imagens dos ovarios foram feitas a cada 24 horas até a deteccdo do estro, sendo
ajustadas para cada 12 horas até a ovulagdo. Foi verificado que 15 animais (71,42%)
apresentaram a emergéncia de trés ondas e seis (28,58%) apresentaram quatro ondas de
crescimento folicular. Nao houve influéncia do genotipo sobre o nimero de foliculos
selecionados, > 2 e <4 mm, (2,8 £ 0,7) e dominantes, >5 mm, (0,9 + 0,1), o periodo
interovulatério (17,5 £ 0,2) e, a duracdo do estro (38,11 + 0,9). O maior nimero de
ovulagdes foi observado nas ovelhas homozigotas (2,4 + 0,2) em relacdo as do tipo
selvagem (1,7 + 0,2) sendo as heterozigotas apresentando valor intermediario (1,9 +
0,1), porém ndo diferindo dos demais. Apesar dos grupos genéticos ndo diferirem
quanto ao intervalo entre o inicio do estro e a ovulacdo (25,34 + 1,8 h), foi verificada
alta variacdo individual entre as ovelhas dentro de cada genotipo. Ovelhas nuliparas
Santa Inés portadoras do polimorfismo FecGE expressam diferencas no tempo de
sobrevivéncia folicular e no didmetro do foliculo ovulatorio em relagéo as ndo mutantes,
sendo que 0 grupo genético homozigoto apresenta um maior nimero de ovulagdes.
Palavras-chave: ovinos, prolificidade, mutacdo, periodo interovulatorio,

ultrassonografia.
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ABSTRACT

This study aimed the study of ovarian follicular dynamics in a interovulatory period in
nulliparous Santa Inés sheep carrying the polymorphism FecGE. Were used 21 sheep
that previously genotyped for FecGE polymorphism by PCR-RFLP. The animals were
divided into three groups (n = 7 / group) according to the genotype mutation: WW -
non-mutant wild; EW — heterozygote and EE - homozygous. Follicular dynamics were
monitored by ultrasound within a period interovulatory. The capture and measurement
of the ovaries images were made every 24 hours until detection of estrus, being adjusted
to every 12 hours until ovulation. It was found that 15 animals (71.42%) showed the
emergence of three waves and six (28.58%) had four follicular waves. Don’t were
influence of genotype on the selection, follicles > 2 and < 4 mm, (2,8 £ 0,7) and
follicular dominance, follicles > 5 mm, (0,9 £ 0,1), the interovulatory period (17,5 +
0,2) and the duration of estrus (38,11 + 0,9). The largest number of ovulations was
observed in homozygous sheep (2.4 £ 0.2) compared to the wild type (1.7 £ 0.2),
however, heterozygous presenting intermediate value (1.9 + 0.1) but not differ from the
others. Despite genetic groups did as not differ to the interval between the onset of
estrus and ovulation (25,34 £ 1,8), high individual variation was observed among sheep
within each genotype. Santa Inés sheep that carriers the polymorphism FecGE express
some differences in ovarian follicular dynamics in relation to non-mutants, being
represented mainly by the largest number of ovulations in homozygous genetic group.

Keywords: Sheep, prolificacy, mutation, interovulatory period, ultrasonography.

1. INTRODUCAO

Um novo polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) no gene GDF-9 foi
caracterizado em ovinos Santa Inés, sendo relacionado a alta frequéncia de multiplas
ovulagdes (CASTRO et al. 2006). A partir desse achado cientifico foi documentado pela
primeira vez no mundo um novo SNP para o gene GDF-9 que esta relacionado a alta
taxa de ovulacdo e prolificidade em ovelhas homozigotas e que foi batizado como
FecG-Embrapa (FecGE) (AZEVEDO et al., 2010; SILVA et al., 2010).

As informacBes sobre populagbes foliculares ao longo de um periodo
interovulatério obtidas por meio de imagens ultrassonograficas em ovinos

proporcionam um acompanhamento criterioso da foliculogénese caracterizada
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basicamente pelo processo de recrutamento, sele¢cdo e dominéncia folicular. Estudos do
desenvolvimento folicular em ovelhas portadoras ou ndo de genes relacionados a
prolificidade tém demonstrado uma alta variabilidade nos parametros numeéricos a
exemplo do numero de ondas por ciclo estral que variam de trés a cinco e de foliculos
por onda (DRIANCOURT, 1991; 2001; DUGGAVATHI et al., 2003; ALl et al., 2006).

A comparagdo no padrdo de crescimento folicular entre ovelhas prolificas,
portadoras do polimorfismo FecB (gene Booroola), com ndo mutantes confirma a
existéncia de similaridade nas primeiras ondas foliculares e na fase lGtea. Entretanto, o
aumento do namero de ovulagdes é significativamente maior nas ovelhas portadoras
dessa mutagio do que nas ndo portadoras (SOUZA et al., 1997; GONZALEZ-BULNES
etal., 2004).

O estudo do mecanismo da foliculogénese nos animais portadores de genes
relacionados a prolificidade pode contribuir para o melhoramento do manejo
reprodutivo, a exemplo da adequagdo de protocolos hormonais, horarios da aplica¢do do
sémen em programas de inseminacdo artificial e estudo para aplicacédo de protocolos de
multiplas ovulagdes mais condizentes a fisiologia inerente dessas ovelhas mutantes. A
aplicacdo de procedimentos biotecnoldgicos adequados para animais FecGE pode
contribuir para multiplicacdo e insercdo de animais portadores desse genétipo nos
sistemas de producdo. Esta mutacdo também pode ser disseminada por meio de
cruzamento de reprodutores FecGE com fémeas ndo mutantes, conforme executados em
ensaios experimentais realizados por Kumar et al. (2008) que realizaram a introgressdo
do gene FecB em ovelhas mesticas Garole X Malpura

O presente experimento teve como objetivo o estudo das mudancgas morfolégicas
foliculares dentro de um periodo interovulatério completo em ovelhas nuliparas Santa

Inés portadoras do polimorfismo FecGE do gene GDF9.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e grupos experimentais

O experimento foi executado durante 0 més de abril de 2014, referente a estagdo
de outono, nas instalagdes da Embrapa Tabuleiros Costeiros, no Campo Experimental
Pedro Arle, localizado no municipio de Frei Paulo, Sergipe, Brasil, a 10°55” (Sul) de
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latitude e a 37°53” (Oeste) de longitude, com uma altitude de 272 metros ¢ pluviosidade
meédia de 700 a 800mm por ano.

Foram utilizadas 21 ovelhas nuliparas da raca Santa Inés previamente genotipadas
para identificagdo do polimorfismo FecGE do gene GDF-9, por meio do método PCR-
RFLP (SILVA et al., 2010). Todas as ovelhas apresentavam ciclos regulares até o inicio
do experimento e estavam com condi¢do de escore corporal entre 3,0 e 3,5 (0 a 5),
conforme descrito por Russel et al. (1969), peso médio de 50,0 + 5,0 Kg e idade entre
24 a 48 meses. As ovelhas permaneceram em regime de campo, em capim grama
estrela africana (Cynodon Nlemfuensis Vanderyst), agua a vontade e suplementadas
com silagem de milho.

Os animais foram divididos em trés grupos com sete ovelhas cada de acordo com
0 seu genotipo relacionado ao FecGE como segue: WW - selvagem ndo mutante; EW -
heterozigoto e; EE — homozigoto.

2.2. Procedimentos

O experimento discorreu em um periodo interovulatério do ciclo estral
subsequente ao manipulado, a fim de uniformizar e sincronizar os ciclos estrais das
ovelhas, porém evitando interferéncia dos horménios exdgenos na fisiologia durante o
periodo em que foram feitas as avaliacdes ovarianas.

2.2.1. Manipulacéo prévia do ciclo estral e acompanhamento da dinadmica

folicular

Todos os animais foram submetidos a um protocolo de manipulagdo do ciclo
estral (adaptado de LIMA et al., 2005). No dia zero (D0) foram inseridas esponjas
vaginais impregnadas com 60 mg de Acetato de Medroxiprogesterona - MAP
(Progespon® - SINTEX — Buenos Aires — Argentina) e aplicacdo por via intramuscular
(im), de 125 pg do analogo da prostaglandina F2 o (PGF2a) Cloprostenol (Prolise®-
Tecnopec - ARSA S.R.L. — Buenos Aires — Argentina). No dia nove (D9) as esponjas
foram removidas sendo as ovelhas submetidas a um manejo de observacao do estro.

Para a deteccdo do estro foram utilizados seis rufides vasectomizados,
previamente testados quanto a libido. Os rufides foram colocados em contato com as
fémeas durante um periodo de 30 minutos duas vezes ao dia em intervalos de 12 horas
(06:00 e 18:00h).

29



127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

A dindmica folicular foi avaliada em todos os animais de cada grupo experimental
por meio de um equipamento de ultrassonografia (MINDRAY DP2200Vet, Mindray
Medical International Limited, Nanshan, China) equipado com um transdutor eletrénico
endo-retal linear (75L50EAV), sendo a frequéncia utilizada de 7,5 MHz. As avaliacdes
abrangeram um periodo interovulatério subsequente aquele expresso apds a indugédo
hormonal, sendo iniciadas a partir do momento da primeira aceitacdo de monta.

Durante os periodos de metaestro, diestro e proestro, as ultrassonografias foram
realizadas uma vez ao dia (BABY e BARTLEWSKI, 2011). A partir da aceitacdo da
monta até a observacdo do momento ovulatério, os exames foram intervalados a cada 12
horas as 06:00 e as 18:00 h (TOOSI et al., 2010). Esse intervalo permite satisfatéria
deteccdo do momento ovulatério em detrimento da alta dispersdo desse evento em
ovinos (ROMANO et al. 2001; BICUDO e SOUSA, 2003). Foi considerado como
momento ovulatério, a média entre 0 momento da Ultima visualizagdo do foliculo pré-
ovulatério e aquele em que a sua presenca nao foi mais detectada.

O monitoramento da populacéo folicular foi realizado da seguinte forma: em cada
exame foi identificada a posicdo, quantificado o numero e mensurado o didmetro (mm)
de todos os foliculos > 2 mm para cada onda sendo os dados registrados para posterior
analise do padrdo de crescimento e/ou regressdo. Os foliculos foram classificados em
dois grupos de acordo com o tamanho: selecionados com didmetros de 2 a4 mm (> 2 e
< 4 mm) e os dominantes com didmetros maiores que 5 mm (> 5 mm). A onda
ovulatoria considerada foi a correspondente a emergéncia da Gltima onda folicular que
culminou com a ovulacdo dos foliculos dominantes presentes. Foram computados
também os seguintes parametros: periodo de desenvolvimento dos foliculos antrais (d);
tempo de sobrevivéncia folicular (d); intervalo de tempo entre as emergéncias das ondas
(d); namero de ondas foliculares (n); nimero de ovulagdes (n); diametro do foliculo
ovulatorio (mm); duracéo do periodo interovulatério (d); duracdo do estro (h); intervalo
de tempo do inicio do estro a ovulagéo (h).

2.3. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da média (E.P.M.). As
caracteristicas dos grupamentos genéticos ao longo do periodo interovulatorio foram
submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados

paramétricos a exemplo de: periodo de desenvolvimento dos foliculos antrais (d) e
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diametro do foliculo ovulatério (mm) foi utilizada a analise de variancia de uma via
ANOVA com p0s teste de Bonferroni; para 0os ndo paramétricos como: tempo de
sobrevivéncia folicular (d); intervalo de tempo entre as emergéncias das ondas (d);
numero de ondas foliculares (n); numero de ovulagdes (n); duracdo do periodo
interovulatério (d); duragdo do estro (h) e o intervalo de tempo do inicio do estro a
ovulacéo (h) foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn's Multiple
Comparison. A identificacdo das variagdes entre as ondas foliculares dentro dos grupos
genéticos foi realizada por meio da andlise de variancia de duas vias ANOVA com pds
teste de Bonferroni. O programa estatistico utilizado foi o Graph Pad PRISM (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA 92037, USA). Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando apresentaram nivel de significancia menor que
5%.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do monitoramento do desenvolvimento folicular ovariano e do
comportamento estral encontram-se expressos nas Tab 1 e Tab 2. No universo dos
animais estudados, o fator de variacdo numero da emergéncia de trés e quatro ondas
foliculares foi de 15 (71,42%) e 6 (28,58%), respectivamente. Quando esse fator foi
analisado dentro de cada grupo experimental, ndo verificou-se diferenca na frequéncia
de trés ondas de crescimento folicular entre os grupos WW, EW e EE. Como a
emergéncia de quatro ondas foliculares ocorreu em apenas uma repeticdo no
grupamento homozigoto, dessa forma, para os parametros: foliculos selecionados com
didmetros de 2 a 4 mm, foliculos dominantes, periodo de desenvolvimento dos foliculos
antrais, tempo de sobrevivéncia folicular e intervalo de tempo entre as emergéncias das
ondas, foram analisados apenas 0s animais que apresentaram trés emergéncias

foliculares.

De modo geral, os resultados da dindmica folicular como o desenvolvimento de
foliculos selecionados e dominantes, periodo de desenvolvimento dos foliculos antrais,
intervalo de tempo entre as emergéncias das ondas, niumero de ondas foliculares,
duracéo do periodo interovulatdrio e duracdo do estro ndo diferiram entre os gendtipos.
Em ovelhas ndo portadoras de nenhum tipo de mutacdo genética esses parametros

também foram estudados ao longo do ciclo estral e verificados resultados semelhantes
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SEEKALLU etal., 2010; TOOSI et al., 2010; BABY e BARTLEWSKI, 2011).
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Tabela 1. Parametros (média + E.P.M.) resultantes do monitoramento do desenvolvimento folicular
ovariano em um periodo interovulatorio de 21 ovelhas Santa Inés nuliparas do tipo selvagem (WW,
n=7); heterozigota (EW, n=7) e homozigota (EE, n=7) para o polimorfismo FecGE do gene GDF-9.

B ARAMETROS GENOTIPO FecGE
Ww EW EE

Percentual de ovelhas com 3
ondas foliculares (%) 57,14 71,42 85,71
Percentual de ovelhas com 4
ondas foliculares (%) 42,86 28,58 14,29
Numero de foliculos
selecionados (> 2 ¢ <4 mm) 25202 30+ 04 29£03
Numero de foliculos dominantes 11 +02 00402 07402
(> 5 mm)
Periodo de desenvolvimento dos
foliculos antrais (d) 31203 2803 2603
Tempo de sobrevivéncia 604042 464040 20405°
folicular (d)
Intervello (_1e tempo entre as 30405 27405 33406
emergéncias das ondas (d)
Numero de ondas foliculares (n) 34+0,.2 34103 31+0,1
Numero de ovulagdes (n) 1,7+0.22 1,9+0,1% 24+02b
Diémetro do foliculo b a a
ovulatério (mm) 58+0,2 52+0,1 51+0,2

¢ Valores seguidos de letras mindsculas diferentes dentro da mesma linha diferem entre si (P<0,05).

O namero de foliculos selecionados ndo variou entre as ovelhas dos trés genétipos
estudados quando foram consideradas todas as ondas do periodo interovulatério. A
selecdo folicular tendeu a ser maior nas ondas ovulatdrias em relacdo as outras, nos trés
gendtipos avaliados. Entretanto, na onda ovulatoria as do tipo heterozigota selecionaram
mais foliculos (P<0,05) do que as selvagens e as homozigotas: 5,6 + 0,4 vs. 40+ 0,4 e
3,7 = 0,4; respectivamente. Aumento da sele¢do folicular na fase periovulatoria em
ovelhas também foi relatado por Duggavathi et al. (2003) em animais ndo portadores de
mutacé&o.

As ovelhas homozigotas para o polimorfismo FecGE na primeira onda folicular,
tiveram menor quantidade de foliculos dominantes (0,3 £ 0,3; P<0,05) do que as
selvagens (1,5 £ 0,3; P<0,05) e as heterozigotas (1,6 = 0,2; P<0,05). Resultados
distintos foram encontrados em ovelhas portadoras do FecB (gene Booroola) por Souza
et al. (1997), que observaram maior numero de foliculos dominantes na primeira onda
nas mutantes em relagdo as ndo mutantes. Independentemente do gendtipo, foi
observada uma baixa frequéncia ou ndo foi verificada a presenca de foliculos

dominantes na segunda onda folicular (0,2 = 0,1). Esses dados foram similares aos
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citados por Toosi et al. (2010) e Seekallu et al. (2010), quando trabalharam com ovelhas
ndo portadoras de mutacdo genética. Esses autores verificaram que o baixo crescimento
sinergiu com o menor periodo de desenvolvimento folicular nessas ondas. Nao foi
verificada diferenca no nimero de foliculos dominantes na onda ovulatéria entre os
grupos genéticos (WW= 2,8 £ 0,3; EW= 3,2 £ 0,2; EE= 2,5 £ 0,2; P<0,05). O maior
namero de ovulagdes, entretanto foi nas ovelhas homozigotas em relacdo as do tipo
selvagem sendo as heterozigotas apresentando resposta intermediaria, porém néo
diferente dos demais grupos.

Pode-se inferir que ocorre maior incidéncia de atresia folicular nas ovelhas do tipo
selvagem e heterozigotas em relacdo as homozigotas. As ovelhas homozigotas
compensaram o fato de possuirem menor quantidade de foliculos selecionados e
dominantes, apresentando menores indices de regressdo ou atresia folicular. Nas ovelhas
heterozigotas e selvagens o nivel de atresia foi maior e acabou revertendo a efetividade
guanto a capacidade ovulatéria das ovelhas em beneficio das homozigotas para FecGE.

Animais portadores de varias mutacGes relacionadas a prolificidade possuem
maiores concentracGes de fatores de crescimento (MOORE et al., 2004), que tanto
podem atuar no aumento do pool de foliculos ativados e recrutados, como na reducgéo de
regressao folicular por estimular a mitose das células da granulosa murais e por inibir a
sua luteinizacdo (McNATTY et al., 2005; McNATTY et al. 2006; SCARAMUZZI et
al., 2011). As divergéncias encontradas entre os resultados obtidos neste trabalho e
aqueles citados na literatura a partir de estudos com outras mutacGes, podem estar
justamente nas diferencas entre os mecanismos pelos quais estes diferentes fatores
atuam promovendo a maior taxa de ovulagdo. A maior resisténcia dos foliculos ao
processo de regressao ou atresia parece ser mais determinante para o0 aumento na taxa de
ovulacdo em animais portadores do FecGE do que a proliferacéo e crescimento folicular.

Resultado superior no nimero de ovulacdes também foi verificado por Gonzalez-
Bulnes et al. (2004) em ovelhas portadoras de mutacdo Booroola. Souza et al. (1997) e
Gonzalez-Bulnes et al. (2004) relataram que, em fémeas portadoras do polimorfismo
Booroola, a maior capacidade de ovulagdo pode ocorrer em virtude do maior
recrutamento de foliculos primordiais e/ou a maior resisténcia a atresia, em funcao
dessa mutagé@o provavelmente estar relacionada com a diferenciacdo precoce das células

da granulosa e aquisicdo de receptores de hormonio luteinizante (LH). Pode ser que
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foliculos de ovelhas FecGE também tenham maior resisténcia ao processo de atresia e 0s
motivos podem ser os mesmos merecendo investigacOes futuras. Fémeas consideradas
prolificas possivelmente apresentam foliculos com maior qualidade e funcionalidade,
pois teriam um aumento da responsividade a secrecdo de gonadotrofinas
(DRIANCOURT, 2001; LASSOUED et al., 2013).

O tempo de sobrevivéncia folicular foi maior nas ovelhas do tipo selvagem
durante o periodo interovulatorio (P<0,05). Entretanto, as ovelhas heterozigotas na onda
ovulatoria apresentaram valor intermediario (3,9 = 0,4 dias, P<0,05) em relacdo aos
outros dois grupos que diferiram entre si (WW - 7,0 + 0,4 dias; EE - 1,0 £ 0,5 dias;
P<0,05). A diferenca encontrada no tempo de sobrevivéncia folicular entre os genétipos
estudados ao longo das ondas foliculares, pode ser importante para identificacdo do
melhor horéario para se realizar puncdo folicular em doadoras de ovocitos e em
protocolos hormonais onde sdo utilizados fatores exdgenos para inducdo de ovulagéo,

por exemplo.

Tabela 2. Parametros (média + E.P.M.) resultantes do comportamento estral em um periodo interovulatério de
21 ovelhas Santa Inés nuliparas do tipo selvagem (WW, n=7); heterozigota (EW, n=7) e homozigota (EE, n=7) para o
polimorfismo FecGE do gene GDF-9.

PARAMETROS GENOTIPO FecGE
WWwW EW EE

Duracéo do periodo
interovulatério (d)
Duracdo do estro (h) 343+3,1 394143 394+272
Intervalo de tempo do inicio do
estro a ovulagdo (h)

17,704 176 +0,4 17,3+0,3

213+23 280+4,1 26,3+2,6

(P<0,05)

Apesar de ndo significativo, o intervalo de tempo entre o inicio do estro e 0
momento da ovulacdo tendeu a ser menor nas ovelhas do tipo selvagem em relagéo as
homozigotas e heterozigotas. Foi verificada alta variagdo individual desse parametro
entre as ovelhas nos diferentes grupos genéticos (WW - 17:15 a 30:30 horas; EW -
17:20 a 41:54 horas e; EE — 18:08 a 31:35 horas), fato esse comum em ovinos
(ROMANO et al. 2001; BICUDO e SOUSA, 2003).

Em trabalhos de reproducéo assistida a identificacdo do intervalo entre o inicio do
estro e a ovulacdo ¢é imprescindivel para a orientagdo do melhor momento em que deve

ocorrer a deposi¢do do sémen no Utero. O controle do inicio do estro ainda continua

35



270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

sendo uma pratica altamente recomendada nesse tipo de trabalho em ovinos. Apesar de
ndo terem sido detectadas diferengas significativas entre os gendtipos, os resultados
deste experimento indicam que, em programas envolvendo ovelhas portadoras do
FecGE, a aplicacdo do sémen pode ser mais tardia em relagio ao momento das do tipo
selvagem.

4. CONCLUSAO

As ovelhas nuliparas Santa Inés portadoras do polimorfismo FecGFE apresentam
menores tempo de sobrevivéncia folicular e diametro do foliculo ovulatério em relacao
as ndo mutantes, sendo que o0 grupo genético homozigoto possui um maior nimero de
ovulagoes.
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1. ANEXOS

Normas para submissdo de Artigo Cientifico na Revista Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

— SecOes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo,
Abstract, Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discusséo (ou Resultados
e Discusséo), Conclus6es, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

— O nudmero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

— O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

— Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.

— Para ortografia em inglés recomenda-se 0 Webster’s Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortogréfico da
Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatacédo do texto

O texto deve ser apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem
3cm (superior, inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e
em espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas, com linhas numeradas. N&o usar
rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir, obrigatoriamente,
entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome doproduto, substancia,

empresa e pais.

— Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 150 digitos.

— Autores e Filiagdo. Os nomes dos autores séo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu
e-mail devem ser indicados com asterisco.

— Resumo e Abstract. Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo até
2000 digitos incluindo os espacos, em um sO paragrafo. N&o repetir o titulo e
incluir os principais resultados numericos, citando-os sem explica-los, quando
for o caso. Cada frase deve conter uma informacdo. Atencdo especial as
conclusoes.

— Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.
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Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para baliza-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nao usar subtitulos. Nos trabalhos que envolvam animais e
organismos geneticamente modificados deverd constar, obrigatoriamente, o
nimero do protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranca, quando for o caso.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. A legenda
recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e é referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a
varias tabelas. Pode ser apresentada em espagamento simples e fonte de tamanho
menor que 12 (menor tamanho aceito € 8).

Figura. Qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ¢ referida no texto
como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura. As fotografias e desenhos
com alta qualidade em formato jpg, devem ser também enviadas, em um arquivo
zipado, no campo proprio de submissao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias. As tabelas e figuras
devem preferencialmente, ser inseridas no texto no paragrafo seguinte a sua
primeira citacao.

Discusséo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secfes
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,
sem prejudicar qualquer das partes).

Conclusbes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada.

Agradecimentos. N&o obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética. Evitar
referenciar livros e teses. Dar preferéncia a artigos publicados em revistas
nacionais e internacionais, indexadas. Sdo adotadas as normas ABNT/NBR-
6023 de 2002, adaptadas conforme exemplos:

Como referenciar:

CitacOes no texto
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CitacOes no texto deverdo ser feitas de acordo com ABNT/NBR 10520 de 2002. A
indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrup¢do na sequéncia

do texto, conforme exemplos:

autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al.(1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica
ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo:Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacfes excepcionais pode-se reproduzir a informacdo ja
citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento néo
consultado com o ano de publicacdo, seguido da expressdo citado por e o sobrenome
do autor e ano do documento consultado. Nas referéncias, deve-se incluir apenas a fonte
consultada.

Comunicagao pessoal: N&o fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se 0
sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é

vinculado.

Periodicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

Publicacd@o avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores

etal.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
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QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em:

<http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000/.
JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami
Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-

elatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

z.artigop@abmvz.org.br.

42



