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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria
FUNCAO LUTEAL INICIAL EM OVELHAS SUBMETIDAS A
PNEUMOPERITONIO DURANTE O ESTRO
AUTOR: CAROLINE FLORES ZIELINSKI

ORIENTADOR: MARCELO DA SILVA CECIM
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de agosto de 2008.

Ovelhas submetidas a inseminagao artificial por laparoscopia t€ém um incremento nos
niveis séricos de cortisol. A dor induzida pelo pneumoperiténio parece ser a causa deste
aumento e pode estar relacionada com as baixas taxas de concepc¢do da técnica. O objetivo
deste estudo foi investigar os niveis de progesterona em ovelhas submetidas a
pneumoperitonio durante o estro. Cento e dezenove fémeas ovinas foram sincronizadas com
pessario vaginal por 12 dias. Ap6s a remogdo do pessario os animais foram expostos a rufides
(GR) ou carneiros (GCa), e as ovelhas marcadas foram imobilizadas em maca de inseminagao
¢ submetidas a pneumoperitonio (GT) ou ndo (GC). Amostras de sangue foram colhidas nos
dias trés, seis e nove apds os tratamentos para analise de progesterona (P4). Nao houve
interag¢do entre P4 e os grupos GCa e GR ou entre P4 e os grupos GT e GC. Valores de P4
foram maiores no GCa que o GR nos dias trés, seis e nove (p<0.0001). Nao houve diferenga
nas taxas de prenhez entre GT ¢ GC nas ovelhas cobertas por carneiros, nem interagdo entre
prenhez e os niveis de P4 nos dias trés, seis e nove. As taxas de prenhez foram baixas, 43 ¢
64% para GT e GC, respectivamente. Conclui-se que o pneumoperitonio no dia do estro nao

afeta os niveis subsequentes de P4 em ovelhas.

Palavras-chave: ovelhas, progesterona, pneumoperitonio, laparoscopia.



ABSTRACT

Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria
EARLY LUTEAL FUNCTION IN EWES SUBMITTED OF PNEUMOPERITONEUM
DURING ESTRUS
AUTOR: CAROLINE FLORES ZIELINSKI

ORIENTADOR: MARCELO DA SILVA CECIM
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de agosto de 2008.

Ewes submitted to artificial insemination by laparoscopy have an increase in serum
cortisol levels. Pain induced by pneumoperitoneum appears to be the cause of such increase
and may be related to the low conception rates of the technique. The objective of this study
was to investigate progesterone levels in ewes following pneumoperitoneum during estrus.
One hundred nineteen ewes were synchronized with vaginal pessaries for 12 days. After
pessary removal animals were exposed to testosterone primed teaser whethers (GR) or rams
(GCa), marked ewes were immobilized in a insemination cradle and submitted (GT) or not to
pneumoperitoneum (GC). Blood samples were collected on days three, six and nine after
treatment for progesterone (P4) analysis. No interaction was found between P4 and GCa, GR
or between P4 and GT and GC. P4 values were higher on GCa on days three and six than in
GR (P<0.0001). There were no differences in pregnancy rates between GT and GC in ram
served ewes, nor interaction between pregnancy and P4 levels on days three, six and nine.
Pregnancy rates were low, 43 and 64% for GT and GC groups respectively. It is concluded
that pneumoperitoneum per se on the day of estrus does not affect subsequent P4 levels in

sheep.

Key words: ewes, progesterone, pneumoperitoneum, laparoscopy.
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1 INTRODUCAO

A espécie ovina foi a primeira a ser domesticada e acompanha o homem desde os
primordios da civilizagdo. A ovinocultura estd presente na historia da humanidade como
sendo a atividade que proporciona a maior fonte de alternativas para subsisténcia, pois
fornece a 13 e pele para vestudrio, carne e leite para alimentagdo (FERNANDES, 1999), além
de ser uma atividade explorada em todos os continentes, estando presente em areas com as
mais diversas caracteristicas edafoclimaticas. No entanto, apenas em alguns paises apresenta
expressao econdmica, adotando, na maioria dos casos, baixos niveis de tecnologia e,
conseqiientemente, obtendo baixa rentabilidade (NOGUEIRA FILHO, 2003).

Segundo Fonseca (2005), a ovino-caprinocultura estd apresentando um ciclo de
crescimento mundial. Este crescimento intensificou nas ultimas décadas, sobretudo em paises
em desenvolvimento, atualmente, detentores dos maiores rebanhos. Até a década de 90 do
século passado, o consumo de carne ovina no mercado brasileiro era pequeno e restrito as
fazendas e/ou épocas definidas do ano (Pascoa e Natal). Atualmente, a divulgagdo das
qualidades tipicas da carne ovina, pelo seu sabor e qualidade nutritiva, promoveu um aumento
consideravel no consumo deste produto em regides ndo tradicionais, o que tem ocasionado um
incremento consideravel em sua demanda (COUTO, 2003). Acompanhando esta tendéncia
mundial, projeta-se uma multiplicacdo da ordem de cinco vezes o rebanho brasileiro atual
para os proximos vinte anos. Serdo mais de 100 milhdes de cabegas de ovinos e 50 milhdes de
cabegas de caprinos (FONSECA, 2005). Neste contexto, o incremento na eficiéncia de
producdo de carne ovina exige a selecdo e a obtengdo de animais com uma composi¢do
corporal dentro das especificagdes de mercado, o que esta na dependéncia da precisdo dos
métodos utilizados para identificar os animais superiores dentro de seus proprios rebanhos e
na abrangéncia em que estes serao disseminados ao rebanho comercial (COUTO, 2003).
Haverd ampla necessidade de se assistir a reproducdo destes animais, seja para permitir o
aumento da eficiéncia reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos, seja para a multiplicacdo mais
eficiente dos genotipos (FONSECA, 2005).

O fato de que a maioria das ovelhas nos paises de producdo agropecuaria ¢é
reprodutora sazonal e em geral produz menos cordeiros que os criadores desejariam colher,
faz dessa espécie um alvo 6bvio para a atengdo reprodutiva dos fisiologistas. Nas ultimas duas
décadas o manejo reprodutivo das ovelhas tem mudado drasticamente, através do
melhoramento nutritivo e da assisténcia veterinaria. Entretanto, apesar destas melhorias, a

inseminacdo artificial (IA) é a tUnica tecnologia reprodutiva aplicada em programas de
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selecdo. A TA ¢ um facilitador essencial da melhoria genética na industria bovina, mas a
auséncia de uma tecnologia igualmente eficaz em ovelhas é uma restricdo importante para os
programas de melhoramento (FAIR et al.,, 2007). A IA em ovelhas tem sido pobremente
implementada e ¢ realizada principalmente com sémen fresco e refrigerado por causa dos
baixos resultados de fertilidade obtidos ao usar o sémen congelado (ANEL et al., 2005).

Um dos principais fatores na eficacia da [A usando sémen congelado ¢ o local da
deposi¢do deste sémen. Uma fertilidade perceptivelmente mais alta se obtém com IA
laparoscopica que apos [A transcervical ou cervical com s€men congelado de carneiro. Mas
os altos custos envolvidos em termos de pessoal especializado, trabalho e equipamentos ¢ o
fato de estar sendo menos aceita nos argumentos de bem-estar nao justificariam os resultados
variaveis obtidos, limitando o uso dessa biotecnologia (FAIR et al., 2007).

Muitos fatores ja foram estudados na tentativa de conhecer as causas desses resultados
inconsistentes de fertilidade apos 1A por laparoscopia, como o sémen (origem, qualidade e
preservacao; FUKUI & ROBERTS, 1978; EPPLESTON & MAXWELL, 1995; EHLING et
al., 2003), a raca da ovelha utilizada (FAIR et al., 2005; FAIR et al., 2007; DONOVAN et al.,
2000), o protocolo de sincronizagdo empregado (NEVES & LUZ, 1994; MOSES et al., 1997),
mas sem uma resposta definitiva até o momento.

Estudos com laparoscopia em humanos apontam a técnica como causadora de estresse,
devido a dor durante e apos o procedimento. A dor deve-se ao estiramento do peritonio,
causado pela distensdo do abdémen com gas (MARTIN et al., 1981; STAFFORD et al.,
2006), fato que implica em anestesia geral nos pacientes (LEMOS et al., 2003) e que muito
provavelmente ocorra de igual forma nas ovelhas (STAFFORD et al., 2006). Segundo Dobson
& Smith (1998), o estresse ¢ revelado pela inabilidade de um animal em desempenhar com
sucesso o potencial genético para sua caracteristica produtiva, como producao de leite, ganho
de peso ou fertilidade. Os agentes estressantes reduzem a fertilidade interferindo com os
mecanismos que regulam o perfeito sincronismo dos eventos dentro da fase folicular. Fatores
estressantes agudos como transporte e hipoglicemia (DOBSON & SMITH, 2000) ou
isolamento e contencdo (TURNER et al., 2002) atribuidos em horas precisamente definidas
tém sido investigados para os efeitos sobre diferentes partes do mecanismo de controle
reprodutivo. Dolorosos, e, portanto estressantes, eventos no periodo de reproducdo também
tém efeitos deletérios na fertilidade.

A hipdtese deste estudo ¢ que o estresse induzido pelo pneumoperiténio impega a
ovulacdo em ovelhas, ou provoque a luteinizacdo deficiente das células do foliculo ovulatorio,

resultando em um corpo lateo com baixa capacidade de secretar progesterona, ou um corpo
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liteo com meia-vida curta. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pneumoperitonio,
causado pela técnica de laparoscopia, sobre o perfil hormonal de progesterona e taxas de

prenhez em ovelhas na fase de transi¢do da estagdo reprodutiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cirurgia laparoscopica e efeitos adversos

A cirurgia laparoscopica ¢ menos traumatica € menos invasiva que a laparotomia e
parece estar associada a uma menor resposta neuroendocrina, metabolica e imunologica
(ISHIZUKA et al., 2000). O pneumoperitonio ¢ um dos passos necessarios para a realizagdo
dos procedimentos laparoscopicos (LEMOS et al., 2003). A insuflagdo com gas ¢ uma técnica
provada para criar espago na cavidade peritoneal para a laparoscopia (ISHIZUKA et al.,
2000).

O amplo uso do pneumoperitonio em cirurgia laparoscopica, e a observagao frequente
de pressdo intra-abdominal elevada nos pacientes, expdem ao problema de hipertensdo intra-
abdominal. Ainda que a severidade do problema ou de suas consequéncias clinicas ndo sejam
sempre evidentes, a pressdo abdominal ¢ um pardmetro importante na instabilidade
hemodinamica ou na disfun¢do orgénica. Evidéncias demonstram que mais do que a pressao
local no abddémen, ¢ a pressdo que se transmite a outros compartimentos distantes a
responsavel por muitos dos efeitos que se observam. Efeitos adversos sobre o sistema
cardiovascular, sistema respiratorio, fungdo renal e mais recentemente sobre a circulagéo
esplancnica, diminuindo o fluxo arterial hepatico, gastrico, renal e mesentérico (BRASESCO
et al., 2002), o que lidera a formagdo de radicais livres (GLANTZOUNIS et al., 2001; SARE
et al., 2002), ja foram descritos.

O Didxido de Carbono (CO,) tem sido o gds mais utilizado para a insuflagdo da
cavidade abdominal, devido as suas caracteristicas: ser transparente, ndo comburente, de facil
acesso, baixo custo e altamente soluvel em agua, o que reduz o risco de embolia gasosa fatal.
Além disso, ¢ um produto enddégeno natural que € eliminado pelos pulmdes durante a
respiracdao (LEMOS et al., 2003).

Os efeitos da distensdo abdominal com CO; sdo complexos e podem associar-se de
forma direta com os efeitos da compressdo mecanica, resposta neurohumoral e mudangas
induzidas pela absor¢cao do CO, (O’LEARY et al., 1996). O CO, ¢ facilmente absorvido até a
circulacdo geral e isto junto com a redug¢do na ventilagdo resulta em um incremento na
Pressdo de CO; (PCO,) e em acidose respiratoria. A reducdo da ventilagdo/minuto devido a
elevacdo diafragmatica também contribui para reduzir a liberagdo de CO, (BRASESCO et al.,
2002). A hipercapnia geralmente é considerada como um potente estimulador da ativagdo da

resposta adrenosimpatica. Entdo, um fator chave do estresse devido a laparoscopia com
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insuflagdo de CO, ¢ um incremento da pressdo de CO, (ISHIZUKA et al., 2000). A elevagao
do diafragma e o aumento na pressdo intra-abdominal (PIA) produzem um incremento da
pressdo intratoracica e da pressdo nas vias aéreas, o que diminui a amplitude e a capacidade
funcional residual. Além disso, o aumento da PIA juntamente com a compressdo mecanica
exercida pelas visceras diminui o retorno venoso e o débito cardiaco (BRASESCO et al.,
2002).

O aumento da pressdo intra-abdominal também afeta o proprio peritonio. O fluxo
arterial ao peritonio parietal diminui 60%, sendo um dos 6rgdos intra-abdominais mais
atingidos durante a elevagdo da pressdo intra-abdominal (BRASESCO et al., 2002). O fluxo
sanguineo da artéria uterina também diminuiu significativamente em ovelhas prenhes assim
que foram insufladas com CO, e permaneceu diminuindo no decorrer do tempo, retornando
ao normal ap6s a exsuflacdo (CURET et al., 1996).

A elevacdo da PIA em cirurgia laparoscopica esta associada com incremento do fluxo
arterial cerebral, ainda que isto possa também estar relacionado com um aumento da PCO; e
ndo unicamente com o aumento da pressdo central. A elevagdao da PCO, produz vasodilatagdo
cerebral como mecanismo de auto-regulagdo, que resulta em um incremento no fluxo
sanguineo cerebral e incremento na pressao intracraniana (PIC). Em estudos experimentais a
correlagdo entre a pressdao intra-abdominal e a pressdo intracraniana sempre se mostrou
significativa e linear. Além dos mecanismos primarios que incrementam a PIC podem existir
outros fatores que contribuam para eleva-la. A posicdo do corpo tem um efeito importante,
tendo-se demonstrado que a elevagdo da cabeca reduz a PIC e melhora a pressao de perfusdo
cerebral (ROSENTHAL et al., 1998; BRASESCO et al., 2002).

A elevagdo da PIA gera resposta de estresse, elevando os niveis dos horménios de
estresse, como hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), cortisol, prolactina ¢ horménio do
crescimento. Isto foi demonstrado em cirurgia laparoscopica utilizando-se pneumoperitonio,
ainda que alguns autores ndo tenham encontrado nenhum efeito da elevacdo da PIC sobre os
horménios de estresse, ou ainda uma resposta reduzida, comparada com cirurgia convencional
ndo laparoscopica (BRASESCO et al., 2002).

O trauma cirGrgico ativa uma resposta de estresse constituida de fatores
neurohumorais, imunologicos ¢ metabolicos. Tem sido demonstrado que a magnitude da
resposta ao estresse ¢ proporcional ao grau do trauma sofrido. A respeito da cirurgia
laparoscépica, acreditava-se que a resposta ao trauma deveria ser menos acentuada que a
cirurgia aberta, mas ndo ¢ isto que tem sido verificado (ODEBERG et al., 1998). Durante o

pneumoperitonio, as concentracdes plasmaticas de dopamina, vasopressina, adrenalina,
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noradrenalina, renina e cortisol aumentam significativamente (O’LEARY et al., 1996). Joris
& Lamy (1992), por exemplo, detectaram um aumento no nivel de cortisol plasmatico logo
apés quinze minutos de pneumoperitonio. Cortisol, prolactina, glicose e epinefrina
aumentaram significativamente no decorrer da cirurgia em todos os humanos adultos
estudados (ao acaso ou ndo) e a resposta foi similar tanto na laparoscopia quanto na cirurgia
aberta.

Bozcurt et al. (2000) comparando a laparoscopia e a laparotomia em criangas,
concluiram que os incrementos no cortisol, prolactina, glicose, insulina, lactato e epinefrina
durante ambas as técnicas indicam que ocorre uma ativacdo consideravel do eixo
neuroenddcrino durante a laparoscopia, mesmo na auséncia substancial de uma incisdo de
pele. Estudos em adultos t€ém postulado que além do estimulo aferente neurogénico oriundo
do ferimento (motivo da interven¢do), que modula a resposta adrenocortical, outro estimulo
aferente visceral como a distensdo abdominal causada pelo pneumoperiténio também pode
representar um importante papel na resposta ao estresse (JORIS & LAMY, 1992).

Foi demonstrado que a técnica do pneumoperitdnio e da elevacdo mecanica da parede
abdominal tem uma resposta similar ao estresse cirirgico, ainda que somente a técnica do
pneumoperitonio tenha alterado os pardmetros hemodindmicos, ¢ que o dano na parede
abdominal, causado pela penetracdo e elevacao do subcutdneo, possa ndo contribuir para
aumentar o estresse cirurgico (NINOMIYA et al., 1998). Da mesma forma, Ishizuka et al.,
(2000) obtiveram niveis de cortisol circulantes aumentados continuamente durante a
laparoscopia, tanto no grupo com pneumoperitonio quanto no grupo com elevacdo mecanica
da parede abdominal, permanecendo a concentracdo média aumentada até 60 minutos apos a
extubacdo. Isso nos faz acreditar que existe um fator comum entre as duas técnicas
(laparoscopia com gas e sem gas), muito provavelmente a posi¢ao do corpo e da cabeca, que €
capaz de provocar uma resposta de estresse. O’Leary et al. (1996) pesquisando em humanos
as respostas hemodinadmicas e neuroendocrinas ap6s pneumoperitonio e as mudangas de
posicdo durante o procedimento de laparoscopia observaram que o cortisol sofreu um
incremento no momento da inversdo da posi¢do Trendelenburg e triplicou ap6s a exsuflagdo
do C02

E conhecido que CO, reduz o pH da superficie peritoneal, provocando mais dor
quando comparado com outros gases, fato que também implica na utilizagdo de anestesia
geral (LEMOS et al., 2003). Tem sido mostrado que a técnica anestésica ¢ importante na
extensao da resposta ao trauma. Em pacientes submetidos tanto a anestesia intravenosa quanto

a anestesia inalatoria houve uma diminuigdo do cortisol na primeira hora de pneumoperitonio.
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No pos-operatorio, os valores retornaram aos valores pré-operatorios. Além do mais, a
resposta hormonal de estresse ao trauma cirurgico, avaliada através do cortisol e de
catecolaminas, foi quase nula, assim indicada pelos baixos valores durante a cirurgia. Esses
parametros sdo creditados a uma adequada anestesia, que promove um 6timo bloqueio contra
0 estresse cirurgico, ou seja, a atenuacao da resposta hormonal durante a anestesia, com uma
gradual ativacdo durante a cirurgia, assim como no periodo pos-operatorio (ODEBERG et al.,
1998). Em alguns estudos, a resposta adrenosimpatica ndo estava nem reduzida nem
aumentada durante laparoscopia abdominal (ISHIZUKA et al., 2000).

Respostas neuroendécrinas e inflamatorias ao estresse durante e apds a laparoscopia
abdominal com insuflacdo de CO; sdo geralmente menores que aquelas apds cirurgia aberta
(ISHIZUKA et al.,, 2000). West et al. (1997) propuseram que a acidificacdo extra e
intracelular induzida pela insufla¢do peritoneal com CO, contribuiria para “cegar” a resposta
inflamatoria durante cirurgia laparoscopica. Macréfagos incubados em CO; produziram
significativamente menos interleucina tipo 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral tipo o (TNF-a)
comparados com incubagdo em Ar ou hélio. No entanto, Ure et al. (2002) perceberam que a
resposta inflamatoria induzida pelo trauma cirurgico pode ser minimizada ou excluida quanto
menor a incisdo cirurgica, menor a pressao do gas empregada e menor o tempo de exposi¢ao
ao gas, tanto com CO, ou Ar ambiente, quanto na laparoscopia ou laparotomia. Com uma
pressdo de 8mmHg, a liberacdo de IL-6 foi semelhante e ndo significativa apés CO; ou Ar em
ambos os procedimentos, laparoscopia e laparotomia.

Em ratos, os efeitos do pneumoperitonio por CO; na formacdo de radicais livres e
peroxidagdo lipidica em tecido pulmonar e hepatico sdo dependentes da pressdo utilizada
(SARE et al., 2002). A concentragao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
no plasma, um indicador da producdo de radicais livres, aumentou significativamente cinco
minutos apos a exsuflagdo do pneumoperiténio, em comparagao aos niveis pré-operatorios e
em relacdo aos pacientes submetidos a cirurgia convencional (GLANTZOUNIS et al., 2001).
A produgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) aumentou quatro vezes mais apds o uso
de Ar comparada com o uso de CO,, em ambos os procedimentos, mas sem diferenca
estatistica (URE et al., 2002).

Apesar de ter sido amplamente usado no passado, o Ar atualmente ndo tem sido opg¢ao
de escolha para a insuflacdo da cavidade em procedimentos laparoscopicos. Uma possivel
ocorréncia de embolia gasosa, o provavel favorecimento de contaminacdo bacteriana e de

bacteremia e a auséncia de relatos sobre combustdo com o uso de Ar sdo os motivos alegados
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para a sua ndo utiliza¢do, ja que em condi¢des normais o CO, mostrava-se uma opcao segura
(LEMOS et al., 2003).

A observagdo de que as intervencdes abertas, assim como as laparoscopicas com
suspensdo mecanica, sao realizadas na presenga de Ar ambiente, com o beneficio da menor
alteracdo no equilibrio acido bésico que o Ar oferece e possivelmente menor dor no per e pos-
operatoério, o Ar tem sido novamente alvo de estudos (LEMOS et al., 2003). Mas os resultados
sdo variados. lkechebelu et al. (2005), comparando CO, e Ar ambiente em laparoscopia
diagnostica preventiva em mulheres, concluiram que o CO, ofereceu melhor visibilidade
durante o procedimento e os pacientes tiveram melhor recuperagdo devido ao menor grau de
infeccao (2,7% vs 15,3%), menor desconforto abdominal (sensagdo de gas retido no abddémen;
6,9% vs 84,7%) e dor (0% vs 77,8%), retornando mais rapidamente as suas atividades. Mesmo
assim, os autores ponderaram que o Ar ambiente ¢ seguro, barato e disponivel, podendo ser
recomendado para cenarios com baixos recursos. Ja Daphan et al. (2003) observaram que a
atividade bacteriana peritoneal em ratos alterou-se somente apos 60 minutos de insuflagdo
com Ar, mas 24 horas apo6s nao havia diferencga entre os grupos laparotomia ou laparoscopia,
com CO; (30 e 60min) ou insuflacdo com Ar (30 e 60min). O nimero de polimorfonucleares
(PMN) no peritdnio estava significativamente maior no grupo laparotomia do que nos demais
grupos. No estudo de Ure e colaboradores (2002), também nao houve alteragdo em nenhum
dos grupos (laparoscopia e laparotomia com ar e com CO;) nos niveis peritoneais de IL-1 e
TNF-a, assim como na contagem de globulos brancos e PMN. Todos os cultivos oriundos de
fluido peritoneal, sangue e linfonodos foram negativos para crescimento bacteriano.

O Ar no pneumoperitdnio de suinos, com pressdes de 10 e 16mmHg, ndo provocou
alteracdes no equilibrio acido-basico. O CO, utilizado com pressdo de 10mmHg teve o
mesmo comportamento, o que ndo ocorreu quando utilizado com pressdo de 16mmHg apos 1
hora, havendo neste caso nitida tendéncia a hipercapnia e acidose. Assim, neste modelo
animal, a acidose e hipercapnia foram complicacdes do pneumoperitonio que dependeram da
duracdo do mesmo, pressao empregada e também do tipo de gas utilizado, e o Ar revelou ser
uma opg¢ao segura para insuflagdo de cavidade nos procedimentos laparoscopicos de suinos
(LEMOS et al., 2003).

Assim, frente a necessidade de uma melhor alternativa em substitui¢do ao CO,, com a
finalidade de produzir pneumoperitonio com menos efeitos adversos, vérias opgdes foram
experimentadas. Além da ja mencionada suspensdao mecanica da cavidade e do Ar ambiente,
pode-se citar a utilizacdo de outros gases para insuflacdo da cavidade, como o hélio, o

argonio, o xénon e o 6xido nitroso IKECHEBELU et al., 2005).
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2.2 Inseminacdo artificial por laparoscopia em ovinos

A espécie ovina vem ganhando cada vez mais destaque na agropecudria mundial,
destacando-se, sobretudo, na producdo de carne e pele, deixando, ja algum tempo, de
constituir-se numa criagdo de subsisténcia (COUTO, 2003). Dentro da industria pecudria, a
inseminacdo artificial (IA) € usada para realgar a produg¢do de descendentes melhorados via
introducao de gendtipos superiores, maximizagdo do uso de carneiros superiores e do controle
de enfermidades contagiosas dentro dos rebanhos. Estas vantagens sdo facilitadas
grandemente pela capacidade de executar IA com sémen congelado. (KERSHAW et al.,
2005).

Porém, em apenas aproximadamente 2% das ovelhas a penetracdo da cérvix por uma
pipeta de inseminacdo, realizada naturalmente, ¢ profunda ou completa. Contudo, tais niveis
de penetracdo em todas as ovelhas sdo necessarios para obter taxas aceitdveis de concepgao
com sémen congelado/descongelado (KING et al., 2004). O centro do problema ¢é a anatomia
e fisiologia da cérvix ovina, que forma uma barreira natural ao titero. Na ovelha ndo-gestante,
a cérvix tem um comprimento de 8-9cm, composta por, em média, 5 anéis em formato de
funil, que nao sdo alinhados concentricamente, suas aberturas sao constringidas na maioria
dos casos em menos de 3mm e que ndo se dilatam mesmo durante o estro (DONAVAN et al.,
2000; ANEL et al., 2005). A passagem da cérvix usando pipetas modificadas tem resultado
em melhorias nas taxas de concepcdo diretamente relacionadas a profundidade de penetracao,
mas pode causar trauma significativo no tecido pélvico das ovelhas onde a dilatacdo cervical
induzida ndo ocorreu (KING et al., 2004). Ainda assim, taxas de concep¢do em ovelhas
submetidas a IA cervical com sémen congelado sdo pobres. Para aproximar as taxas de
fertilidade e de nascimento de IA com sémen congelado daquelas obtidas apds servigo
natural, requere-se deposi¢do intra-uterina (KERSHAW et al., 2005).

A inseminacdo artificial por laparoscopia em ovelhas fundamenta-se na técnica
desenvolvida por Killen & Caffery, em 1982 (KILLEN & CAFFERY, 1982). O método
consiste na contengdo em mesas metalicas individuais, designadas para este fim, de ovelhas
submetidas previamente a jejum completo de 12 horas para facilitar o acesso ao utero. Na
mesa, a ovelha € colocada em decubito dorso-obliquo, num angulo de 60 graus, com a por¢ao
caudal mais elevada que a cabeca, provocando o deslocamento das visceras no sentido cranial.
O animal ¢ submetido a preparacdo da regido abdominal caudal, com tosquia da 13, anti-sepsia
e anestesia local nos pontos das pungdes. Duas puncdes sdo realizadas por trocarteres de 5 a

7cm cranialmente ao Ubere, e de 3 a 4cm lateralmente a linha média, uma de cada lado, em
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direg¢do a cabeca do fémur do animal para se evitar perfura¢do da bexiga, rimen ou leséo as
veias mamarias. Um dos trocérteres ¢ utilizado para a insuflagdo de gas (CO, ou Ar) e para
penetragdo do telescopio. O outro, para a aplicacdo da pinga ou outro material usado para
posicionar o utero € em seguida para a aplicagao da pipeta de inseminagdo. O sémen pode ser
depositado no corpo uterino ou no corno ou em ambos os cornos. Rapidamente apds o
procedimento, o material ¢ retirado e o excesso de gas liberado. Em geral, ndo sdo
necessarias suturas. (NEVES & LUZ, 1994; HILL et al., 1998).

Atualmente, a [A laparoscopica ¢ a Unica técnica usada para inseminagao intra-uterina
comercial em ovelhas (KERSHAW et al., 2005). No entanto, resultados variaveis de
fertilidade t€m sido relatados. Atribuem-se os baixos indices de concepgdo a reduzida
habilidade de transporte e capacitagdo do sémen congelado (ANEL et al., 2005), porém,
estudos recentes ndo obtiveram diferenca nas taxas de fertilizacdo apds laparoscopia com
sémen fresco diluido (25,5%) ou congelado (39,6%) na dose de 50x10° espermatozoides (spz;
EHLING et al., 2003). Basicamente, o dano ao espermatozoide causado pela criopreservagao
pode ser estrutural (fisico), bioquimico ou funcional. Esses danos sdo acompanhados por uma
redu¢@o na motilidade, transporte prejudicado e redug@o na fertilidade devido a uma taxa de
sobrevivéncia mais curta e possivel efeito na capacitagdo espermdtica (SALAMON &
MAXWELL, 1994). Segundo Fukui & Roberts (1978), utilizando-se a laparoscopia nao ha
diferenca na fertilidade entre sémen fresco e congelado. Com base nestes resultados, o s€men
congelado ndo pode ser responsabilizado isoladamente pelos baixos indices de fertilidade
apos IA por laparoscopia.

Sabe-se que ha uma grande variagdo na habilidade individual de cada carneiro para o
congelamento/descongelamento de seu espermatozdide. Hill et al. (1998) obtiveram
resultados de prenhez com sémen fresco e congelado bastante satisfatorios (82,2 vs 71,6%,
respectivamente) em ovelhas da raca Merino Australiana. A maior variagdo nas taxas de
prenhez foi vista entre os carneiros, com uma eficiéncia minima de 12% e maxima de 100%.
Taxas acima de 50% foram obtidas em 92,6% dos carneiros utilizados. A analise das amostras
comerciais de sémen usadas por Eppleston & Maxwell (1995) mostrou grandes diferengas
entre carneiros em todos os tragos medidos. A concentragdo de espermatozoides nas amostras
variou de 545.3 a 2977.5x10° espermatozoides totais por ml para pellets, e 108.7 a 876.2x10°
para palhetas. Esta variacdo, junto com a grande escala na motilidade, conduziu a uma
variagdo de dezoito pontos no nimero de espermatozoides méveis inseminados por ovelha.

Na Australia, aproximadamente 250.000 ovelhas sdo inseminadas por ano, com uma

média de prenhez em torno de 65%, mas com uma escala de 15 a 92%. Em estudo realizado
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para avaliar os fatores que afetam o sucesso da A laparoscopica, a taxa de prenhez em 28.447
ovelhas inseminadas ao longo de sete anos foi de 71,7%. O numero de ovelhas inseminadas,
ou seja, a taxa de IA laparoscopica variou de <35, 35-45, 45-55, >55 ovelhas por hora.
Significativamente, maior nimero de prenhez foi concebido quando mais de 55 ovelhas foram
inseminadas por hora (77,6%) do que quando se inseminou menos de 35 ovelhas por hora
(63,4%). Este achado indica que um incremento na velocidade de inseminacdo ndo esta
associado com um incremento nos erros cometidos pelo operador, que poderiam ocasionar
queda no indice de prenhez. Ao contrario, uma taxa de inseminagdo lenta pode ocorrer devido
a caracteristicas fisicas individuais (como ovelhas muito gordas ou com bexiga urindria
repleta) ou a fatores de manejo da propriedade (como instalagdes pobres ou assisténcia
insuficiente; HILL et al., 1998).

O operador da IA laparoscépica deve tentar minimizar o tempo gasto em cada ovelha
para conté-la na maca, reduzindo o estresse, que pode baixar as taxas de prenhez (MURRAY
& WARD, 1993). Anteriormente, uma ovelha ficava contida na maca por 2 a 3 minutos, mas
o procedimento atual de laparoscopia tem levado menos de 1 minuto. Portanto, um operador
especializado pode trabalhar rapidamente e ainda obter taxas consistentemente aceitaveis de
prenhez (HILL et al., 1998).

Neste sentido, a técnica de inseminagdo de um Unico corno uterino produz taxas de
prenhez que nao diferem daquelas obtidas com a inseminagdo de ambos os cornos, € permite a
inseminacdo em um menor tempo por ovelha e um maior nimero de animais inseminados por
dia sem qualquer efeito adverso nos resultados de prenhez. No entanto, a dose inseminante
deve ser depositada no corno mais facilmente acessado, sem a tradicional inspegdo do ovario
na tentativa de visualizar os foliculos pré-ovulatdrios ou o corpo liteo, pois a manipulagdo do
ovario e visceras pode causar desconforto e dor (PERKINS et al., 1996).

A experiéncia humana em laparoscopia sugere que este ¢ um procedimento doloroso,
fato que implica em anestesia geral em humanos (LEMOS et al., 2003) e provavelmente este ¢
o caso nas ovelhas (STAFFORD et al., 2006). Neste sentido, os resultados obtidos por Ehling
et al. (2003) apos procedimento laparoscopico realizado sob anestesia geral e utilizando-se Ar
para causar o pneumoperitonio sdo interessantes. O numero de oo6citos fertilizados
recuperados em fase de pro-nucleo ndo diferiu estatisticamente apos IA por laparoscopia com
sémen fresco, resfriado ou congelado quando a dose utilizada foi de 300x10° spz ou apos
monta natural. Independente do tipo de conservagdo do sémen, a taxa de fertilizacao foi maior
quando se utilizou uma dose inseminante de 300x10° spz comparada com uma dose de 50x10°

spz (68,2 vs 56,8%). Segundo os autores, os resultados deste estudo indicam que a taxa de
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fertilizacdo pode ser significativamente superada com uma alta dosagem de espermatozoides
por inseminagdo, isto é, 300x10° spz, sugerindo que as alteragdes massivas estruturais e
bioquimicas associadas com o congelamento, que resultam em um numero tdo baixo de
espermatozodides méveis, podem ser compensadas com altas doses inseminantes (EHLING et
al., 2003). Apesar da consistente justificativa, Meghan et al. (2004) utilizando entre 200 e
350x10° spz por cada 0,2ml de sémen fresco, sob anestesia geral, lograram apenas 44,8% de
prenhez, apds exposicao e manipulagdo dos cornos uterinos.

Estudos anteriores também identificaram uma possivel interferéncia da manipulagao, e
provavelmente da dor e do estresse que ela gera, nos resultados de IA cervical e transcervical.
Sayre & Lewis (1997) comparando a IA por laparoscopia (com sedagdo) e [A transcervical
(sem sedacdo e com ocitocina) obtiveram 37,5% de ovelhas prenhes apds IA por laparoscopia
com sémen congelado e 0% de prenhez ap6s IA transcervical com sémen resfriado. A taxa de
ovulos fertilizados foi  significativamente superior nas ovelhas inseminadas
laparoscopicamente que naquelas transcervicalmente (92,5 vs 28%). Segundo os autores,
mesmo que a manipulagdo cervical neste estudo possa ser confundida com outros aspectos do
procedimento de IA transcervical, os resultados parecem indicar que a manipulacdo cervical
por si s0 tem um efeito desfavoravel sobre a fertilidade apos 1A, ja que o tratamento com
ocitocina ndo foi o causador do detrimento.

Tem sido mostrado que a raca da ovelha se apresenta como o efeito principal nas taxas
de prenhez apos A cervical com sémen congelado (FAIR et al., 2005). Donavan et al. (2000)
observaram que esse efeito ¢ independente do tipo de sémen empregado (fresco ou
congelado). As razdes para a ampla variagdo entre ragas ndao ¢ conhecida, mas diferencas no
momento da ovulagdo parecem ocorrer. E notorio que o momento da inseminagio do sémen
congelado € um determinante critico da fertilidade, devido principalmente a significativa
redu¢do na sobrevida do sémen congelado/descongelado no trato reprodutivo da fémea, € por
isso a insemina¢do mais proxima do momento da ovulagdo melhoraria os resultados. No
entanto, ndo foram encontradas diferencas entre as racas Finnish Landrace, Blackface, Texel e
Suffolk nem no intervalo do momento da retirado do pessario até o pico de Hormonio
Luteinizante (LH) nem no intervalo do pico de LH até a ovulacdo, permanecendo sem
justificativa a variagdo na fertilidade entre ragas (DONAVAN et al., 2000).

Novamente os resultados divergem daqueles de laparoscopia. Foi encontrado que
ocorre uma ascensao mais lenta na concentracdo da progesterona nas ragas menos proliferas
que nas ragas mais proliferas e isto poderia explicar porque uma maior proporcao de oocitos

fertilizados recuperados em fase de moérula/blastocisto em ovelhas Belclare que Suffolk apds



22

Al com sémen congelado/descongelado, mas ndo houve diferenca nas taxas de concepgao
apos laparoscopia entre essas ragas (FAIR et al.,, 2005) e nem entre as ragas Hampshire,
Dorset e Suffolk (SAYRE & LEWIS, 1997).

Em estudo realizado na Patagdnia Argentina com mais de 2.300 ovelhas e borregas da
raca Merino Australiana, constatou-se que ndo houve diferenca nas taxas de prenhez apos 1A
por laparoscopia com deteccdo de estro (62,9%) ou em tempo fixo (59,1%) com sémen
congelado (MOSES et al., 1997). Neves & Luz (1994) também ja haviam evidenciado que a
sincronizagdo nao provocava reducdo na porcentagem de prenhez.

Portanto, ndo se pode afirmar que os baixos indices de prenhez ap6s laparoscopia sdo
devidos exclusivamente ao sémen congelado, & dose de s€émen empregada, ao efeito raca, ao
protocolo de sincronizagdo utilizado ou a tantos outros fatores estudados, mas ¢ preciso
investigar se a causa ndo seria um fator comum a todas as metodologias empregadas. O
estresse pode ser esse candidato, visto que a grande maioria das inseminagdes laparoscopicas
realizadas de forma comercial (MOSES et al., 1997; HILL et al., 1998) ndo fazem uso da

anestesia geral nos animais, e por vezes nem mesmo sedagao.

2.3 Estresse
2.3.1 Estresse e reprodugao

A palavra estresse significa qualquer estimulo capaz de perturbar a homeostase do
organismo (RIVIER & RIVEST, 1991). Diferentes agentes de estresse ativam diferentes
caminhos e/ou diferentes agentes de estresse podem ativar o0 mesmo caminho diferentemente
(TURNER et al., 2002). Segundo Dobson & Smith (1998), o estresse ambiental ¢ revelado
pela inabilidade de um animal em desempenhar com sucesso o potencial genético para sua
caracteristica produtiva, como producao de leite, ganho de peso ou fertilidade.

A estimulagdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) ¢é caracterizada pela
ativacao dos neurdnios do Fator Liberador de Corticotrofina (CRF) e Arginina-vasopressina
(AVP) no nucleo para-ventricular, e a secre¢do destes neuropeptideos dentro do sistema porta
hipofisial estimula os corticotrofos da glandula pituitaria anterior. Os corticotrofos produzem
uma variedade de peptideos derivados do pro-opiomelanocortina, incluindo Hormoénio
Adrenocorticotrofico (ACTH), B -endorfina e Hormdnio Estimulador de a—melandcitos, todos
liberados em resposta ao estresse. A acdo do ACTH no cortex da glandula adrenal estimula a
sintese e secre¢do de glicocorticoides (principalmente de cortisol). A propodsito de um

feedback classico de rebote, os glicocorticoides exercem agdo de feedback negativo sobre a
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unidade hipotalamo-pituitaria para regular a secrecdo de CRF, AVP e ACTH (TILBROOK et
al., 2000).

O sistema simpato-adrenal consiste dos nervos do sistema simpatico e da medula
adrenal. A ativagdo do sistema simpato-adrenal evoca a liberacdo de noradrenalina dos
terminais do nervo pods-ganglidonico, enquanto a inervagdo pré-ganglionica da medula adrenal
resulta em secrecdo aumentada de catecolaminas, principalmente adrenalina, dentro do
sistema circulatorio. Os glicocorticdides e as catecolaminas atuam largamente para aliviar os
efeitos do estresse (TILBROOK et al., 2000).

A observacdo inicial de que o estresse ¢ acompanhado tanto por um aumento na
atividade do eixo HPA quanto por um decréscimo na fung¢ao reprodutiva (fendmeno atribuido
a necessidade, em caso de emergéncia, de preservar a fungdo do cortex adrenal a custa da
atividade gonadal) tem sugerido uma possivel relacdo entre hormonios do eixo HPA (que sdo
liberados durante o estresse) e aqueles do eixo hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG;
RIVIER & RIVEST, 1991). Os meios pelos quais isso ocorre ndo sdo entendidos claramente,
mas podem envolver um niimero de sistemas enddcrinos, paracrinos e neurais (TILBROOK et
al., 2000). Hormonios relacionados ao estresse podem influenciar a fungdo sexual em todos os
trés niveis do eixo HPG: no cérebro (inibindo a secrecdo do Hormoénio Liberador de
Gonadotrofinas; GnRH), na pituitaria (interferindo na indu¢ao do GnRH para a liberacao de
LH), e nas gonadas (alterando o efeito estimulatério das gonadotrofinas na secrecdo dos
esteroides sexuais; RIVIER & RIVEST, 1991). De fato, variagdes climaticas extremas,
transporte, isolamento e contencdo suprimem ou retardam a expressdo comportamental de
estro ¢ a ovulacdo em ovelhas (TILBROOK et al., 2000). A combinagdo de isolamento e
contencdo envolve tanto componentes psicoldgicos quanto fisicos e € reconhecida por ativar o
eixo HPA na ovelha (TURNER et al., 2002), ¢ um marcado incremento na concentracao de
cortisol € comumente associada com estes estressores (MACFARLANE et al., 2000).
Dolorosos, e, portanto estressantes, eventos no periodo de reproducdo também tém efeitos
deletérios na fertilidade (DOBSON &SMITH, 1998).

Os efeitos do estresse na fung@o reprodutiva e os mecanismos que mediam esses
efeitos dependem do tipo, da duracdo e frequéncia do estimulo, bem como a influéncia do
esterdide presente no meio sobre componentes adrenérgicos e opidides tem impacto no eixo
HPG (RIVIER & RIVEST, 1991). Assim, a ativa¢do do eixo HPA induzida pelo estresse
difere entre os sexos em algumas espécies ¢ ¢ geralmente aceito que os esterdides sexuais sao
em grande parte responsaveis por tal diferenca (TURNER et al., 2002). Embora a reprodugao

em ambos machos e fémeas seja um risco devido ao estresse, a fémea parece ser mais
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vulneravel ao estresse comportamental. O sucesso reprodutivo dela é dependente de uma série
de eventos neuroenddcrinos cuidadosamente orquestrados. Se o sincronismo para qualquer
destes eventos ¢ interrompido, a falha da reprodu¢@o ocorrera (MOBERG, 1991).

O regulamento da fase folicular do ciclo estral ¢ especialmente vulneravel aos efeitos
do estresse. O regulamento neuroendocrino do desenvolvimento folicular e da ovulagdo
requer uma complexa e delicada interagdo entre o hipotalamo, pituitaria e gonadotrofinas, e as
acoes de feedback do principal esteroide folicular, o estradiol (MOBERG, 1991). Na fase
folicular de um ciclo estral normal, o papel correto da secrecdo do GnRH pelo hipotalamo
conduz a uma incrementada liberagdo pulsatil de LH pela glandula pituitaria. Em ajuste com o
Horménio Foliculo Estimulante (FSH), isto dita a taxa de crescimento folicular e produgao de
estradiol, finalmente conduzindo a um pulso pré-ovulatério de LH e ovulagdo. Dentro do
foliculo em crescimento, o odcito mantém contato direto com as células da granulosa através
das projecdes celulares da zona pelucida. Assim, os eventos que influenciam a integridade da
funcdo folicular podem ter efeitos diretos na viabilidade do odcito. Estes efeitos ndo sdo
sempre imediatamente Obvios, por exemplo, sabe-se que os mRNAs estdo repousados no
ntcleo do odcito mas ndo sdo traduzidos até o estagio de 8 células do desenvolvimento do
concepto, consequentemente, nenhum evento que mudar a atividade da célula da granulosa
pode influenciar taxas de gravidez. Certamente, hd evidéncias de taxas de concepg¢ao
reduzidas apos ter-se prolongado a duragdo da fase folicular atrasando artificialmente o inicio
do pico de LH (DOBSON & SMITH, 2000).

A plena funcionalidade dos corpos Iuteos (CL), sinalizada por um nivel de
progesterona (P4) superior a 1,0ng/ml, tem inicio, na maioria das ovelhas, no terceiro dia ap6s
o inicio da fase folicular. Porém, desordens luteais, que tém sido associadas com infertilidade,
incluem sobrevida curta do corpo CL e fase luteal insuficiente (MURDOCH & VAN KIRK,
1998). Entre o quarto e o quinto dia apos a detec¢ao do estro os CL podem regredir, o que se
evidencia pela reducdo na concentragdo de P4 e pelo aspecto acinzentado e auséncia de
irrigacdo desses corpos luteos, tendo como causa aparente um estimulo luteolitico precoce
(OKADA et al. 2000). Muitas teorias tém sido propostas para explicar a base da fase luteal
insuficiente: um pico pré-ovulatério de gonadotrofinas abaixo do necessdrio; maturagdo
deficiente das células foliculares e/ou suporte luteotréfico diminuido (MURDOCH & VAN
KIRK, 1998). Dobson & Smith (2000) relatam trés possiveis situagdes interligando a baixa
frequéncia dos pulsos de LH induzida pelo estresse e os casos de sub-fertilidade.

Prevé-se que em algumas situacdes, como durante o esfor¢o crénico de uma laminite

ou de uma febre mais severa, a freqliéncia de pulsos GnRH/LH sera tdo lenta que o
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crescimento folicular inicial ocorrerd mas serd incapaz de continuar dentro dos estadios
avangados que dependem de uma freqiiéncia mais rapida dos pulsos. Assim, o animal ndo
mantém o ciclo estral e o consequente anestro ¢ facilmente reconhecido.

Em situacdes ligeiramente menos estressantes, a frequéncia do pulso de GnRH/LH
pode ser apenas rapida o bastante para suportar o crescimento folicular, mas porque esta sobre
a “lamina de uma faca”, sera suscetivel a interrup¢do ou a variagdo por estimulos de outra
maneira indcuos. Neste caso, a integridade das células da granulosa, e assim o oocito, pode
ser comprometida, e embora o estro e a fecundacdo possam ocorrer, o concepto nao se tornara
uma prenhez.

Uma terceira encenacao poderia existir na qual a freqiiéncia do pulso fosse suficiente
para levar o foliculo aos estadios avancados de desenvolvimento, mas ndo ¢ completamente
rapida o bastante para fornecer um priming correto de GnRH da pituitaria e/ou adequada
producdo de estradiol. Portanto, um pulso improprio do LH € gerado e, como ¢ incapaz de
causar a ovulacdo e a luteinizagdo, o foliculo persiste para produzir a sindrome ovariana
cistica, clinicamente reconhecida (DOBSON & SMITH, 2000).

A diversidade de modelos estudados, bem como o uso de agonistas ou antagonistas
peptidérgicos com discutivel especificidade, apresentaram muitos trabalhos que dificultam a
interpretagdo. Em vista dos frequentes resultados conflitantes disponiveis na literatura, seria
interessante obter a melhor compreensdo do preciso papel desempenhado por vérios
mecanismos mediante resposta temporal do eixo HPG ao estresse, particularmente com
consideracdo do tipo e duracdo do estresse (RIVIER & RIVEST, 1991). Quando o estresse ¢
prolongado ou cronico resulta em secrecdo suprimida de gonadotrofinas e inibicdo da
reproducdo, mas, quando a duracdo da resposta ao estresse & transitoria ou aguda, as
consequéncias ndo sao claras; ha relatos de auséncia de efeito, efeito estimulante ou inibitdrio
na reproducdo (TILBROOK et al., 2000).

A produgdo de cortisol ascende em resposta a desafios energéticos, imunologicos e
psicossociais. Entdo, o aumento no cortisol poderia servir como um sinal fisiolégico para o
corpo de que as condi¢des para a reprodugdo estdo se deteriorando (NEPOMNASCHY et al.,
2006). Em animais recebendo cortisol apods a retirada do pessario vaginal (por 12 dias), em
niveis semelhantes ao do estresse natural, o desenvolvimento e subsequente regressdo do CL
foram retardados, além de ter suprimido a maturacdo folicular e o pico ovulatério de LH
(MACFARLANE et al., 2000). O resultado ¢ um CL anormal, caracterizado por hipoplasia
luteal, com baixa habilidade em secretar progesterona devido a uma luteiniza¢do inadequada

(OKADA et al., 2000).
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Além da utilidade como marcador de estresse, o cortisol pode estar direta ou
indiretamente envolvido em um dos mecanismos proximos que mediam a suposta associagdo
entre estresse maternal ¢ perda da gestacdo, ja que pode afetar a produgdo luteal de
progesterona. Niveis baixos de progesterona sdo capazes de afetar a maturacdo uterina e a
manutencdo da gestagcdo. Consistente com essa “mediacdo” ¢ o relato de uma associagdo
negativa entre cortisol e progesterona em torno do tempo de implantagio (NEPOMNASCHY
et al., 20006).

2.3.2 Estresse e laparoscopia

A resposta do eixo HPA e, mais especificamente, mudancas na concentracao
plasmatica de cortisol, tem sido usada em ovinos para avaliar a afli¢do e a dor causadas por
praticas rotineiras da pecudria, tais como a castragdo e descola, e por procedimentos
veterinarios, como a eletroejaculagdo. A laparoscopia ¢ uma dessas praticas veterinarias
comuns (STAFFORD et al., 2006). Neste contexto, Khalid et al. (1998) pesquisaram a
resposta de cortisol em ovelhas submetidas a inseminacdo cervical ou laparoscopica e os
procedimentos de manipulagdo associados com tais técnicas. Assim, as ovelhas responderam
com elevagdo na concentragdo de cortisol logo que foram presas para a inseminacao cervical e
logo que foram suspensas na maca para a inseminacao laparoscopica. O pico na concentragao
de cortisol foi similar ap6s ambos os tratamentos, o que sugere que ambos sdo estressantes e
que a laparoscopia por si ndo ¢ necessariamente dolorosa. Como nas ovelhas que nao
receberam nenhum sedativo antes da laparoscopia a resposta de cortisol pela coloca¢do na
maca foi similar aquela apds a colocacdo na maca e realizagdo da laparoscopia, fica a
implicacdo de que a inversao na maca ¢ tdo desagradavel para a ovelha que a laparoscopia nao
adiciona uma afli¢do extra.

Stafford et al. (2006), também encontraram uma resposta de cortisol nas ovelhas
apenas suspensas na maca, apos sedagdo, significativamente alta e com duracdo de 90
minutos. No entanto, essa resposta foi menor que a resposta obtida dos animais sedados,
presos a maca e submetidos a laparoscopia, sugerindo que embora a suspensao na maca tenha
sido aflitiva foi muito menos que a laparoscopia. E assumido que a maior parte da dor durante
o procedimento de laparoscopia € devido ao estiramento do peritonio, causado pela distenséo
do abdémen com gés.

O trabalho de Martin et al. (1981) mostrou que o aumento nos niveis de cortisol foi
transitorio ap6s uma laparoscopia e que se manteve elevado (70-100ng/ml) apos repetidas

laparoscopias em ovelhas em anestro estacional. A repeticdo da laparoscopia reduziu o
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numero de fémeas com pulsos de LH, mas todas que apresentaram pulso de LH ovularam em
presenca de carneiros. No impedimento do pulso de LH, o estresse associado com
laparoscopia pode atuar tanto em nivel de ovario, onde previne a secre¢do de estradiol em
resposta a0 macho, quanto em nivel hipotalamico, onde pode prevenir a a¢do de feedback
positivo do estradiol. Segundo os autores, ¢ improvavel que tenha existido qualquer
interferéncia da onda de LH na acdo ovulatoria neste estudo, visto que uma unica ovelha
submetida a repetidas laparoscopias teve o surgimento de LH e também ovulou. No entanto,
ainda sob a visdo dos proprios autores, os resultados ndo podem ser extrapolados diretamente
para ovelhas ciclando normalmente.

Mesmo sendo verdade que situagdes insoélitas (estressores) ativam o €ixo
hipotaldmico-pituitario-adrenal, causando assim um incremento no cortisol plasmatico e que
isto seja essencial para a homeostase, a concentracdo elevada de cortisol ndo pode ser o tinico

critério para se definir “estresse” (DOBSON & SMITH, 1998).

2.4 Funcéao ovariana e reconhecimento da gestagdo

O ciclo reprodutivo anual da ovelha ¢ regulado pela amplitude do fotoperiodo. Os
ovinos traduzem um sinal luminoso em um sinal hormonal através da melatonina, que ¢
sintetizada durante a noite na glandula pineal e indica ao animal as mudangas do ciclo luz-
escuriddo. Em latitudes >35°, a fungdo reprodutiva da ovelha envolve uma série de eventos
fisiologicos que diferem ao longo do ano. O ciclo reprodutivo se classifica em uma etapa de
atividade reprodutiva e uma de auséncia de reproducdo (anestro). Na maioria das ragas ovinas,
a época reprodutiva inicia-se no final do verdo e se caracteriza por ciclos estrais sucessivos de
17 dias. A época de anestro inicia-se no fim do inverno e se caracteriza pela auséncia de
ciclos regulares e de ovulacdo (LEDEZMA et al., 2006).

Durante o ciclo estral, e também durante o anestro sazonal, o crescimento folicular
ocorre em um modelo de ondas. A onda ¢ definida como a emergéncia sincronica de um
grupo de pequenos foliculos antrais (>2mm) dos quais, normalmente, um ou dois foliculos
alcangam o didmetro maior ou igual a Smm. Podem ocorrer de duas a cinco ondas foliculares
por ciclo (BARTLEWSKI et al., 1999).

Apos a ovulagdo, o foliculo de Graaf se rompe e os vasos sanguineos oriundos da teca
interna proliferam, preenchendo a cavidade do foliculo e transformando-o em um corpo
vermelho conhecido como corpo hemorragico. Entre 4-5 dias da ovulagdo, o corpo
hemorragico transforma-se em um sélido corpo amarelo, o corpo luteo (CL). As células da

teca e da granulosa do foliculo rompido sofrem uma série de mudancas estruturais e
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funcionais conhecidas como luteinizacdo, que resulta em mudanca na secregdo,
predominantemente de estradiol (E2), para progesterona (BARTLEWSKI et al., 1999).

O CL secreta a progesterona, como principal horménio esterdide, além de estradiol-
178, prostaglandinas e varios hormonios peptideos como relaxina, ocitocina, neurofisina,
vasopressina e inibina. Durante a luteinizacdo, a producdo de progesterona eleva-se mais de
10 vezes devido ao aumento na produgdo das enzimas esteroidogénicas. Além disso, algum
aumento de P4 pode ser atribuido ao grande aumento do fluxo sanguineo para o CL,
permitindo a utiliza¢do de lipoproteinas séricas como fonte de colesterol para a
esteroidogénese (WILTBANK & NISWENDER, 1992).

As células da granulosa adquirem caracteristicas das células luteais grandes (esféricas,
com 25-35um de didmetro, alta produgdo de progesterona e capacidade de secrecdo de
ocitocina) e, representam aproximadamente 40% do volume do CL, embora elas constituam
apenas 10% do nimero total de células. Da mesma forma, as células da teca adquirem
propriedades das células luteais pequenas (ovaladas, com 15-22um de didmetro,
responsividade ao LH e auséncia de produgdo de ocitocina), constituindo 20% do volume do
CL e, aproximadamente, 25% do namero total de células. As células luteinicas pequenas
produzem P4 em reposta a estimulagao pelo LH, enquanto que as células luteinicas grandes
possuem alta producao basal de P4, independentemente de estimulos externos (WILTBANK
& NISWENDER, 1992).

Durante a época reprodutiva, a P4 regula os ciclos estrais da ovelha inibindo a
secrecdo pulsatil de GnRH em nivel do hipotalamo, onde exerce sua a¢do de maneira indireta,
possivelmente através do acido gama amino butirico e dos peptidios opidides endogenos. Na
fase folicular do ciclo estral, o E2 exerce um efeito de retro-alimentagdo positiva em nivel do
hipotalamo, incrementa a secre¢do pulsatil de GnRH e do LH, e induz o pico pré-ovulatorio
de ambos hormonios, provocando a conduta de estro e a ovulagao (LEDEZMA et al., 2006).
O nivel de P4 na corrente sanguinea atinge seu pico cerca de seis dias apds a ovulacdo e
permanece alto durante toda a gestacdo em animais na estagdo reprodutiva. Ja durante o
periodo de transi¢do do anestro para estagdo reprodutiva a concentracdo sérica de
progesterona na ovelha situa-se em 0.28+0.19ng/ml no dia 0 (primeiro dia do estro), sem
variagdo até o dia 4 apds a ovulag@o, aumenta do dia 4 ao dia 5, e alcanca valor maximo de
2.82+0.25ng/ml no dia 11. Entdo, declina para 1.92+0.28ng/ml no dia 14, depois para
0.62+0.28ng/ml no dia 15 e finalmente para 0.10+£0.04ng/ml no dia 16 do ciclo
(BARTLEWSKI et al., 1999). Se ndo ocorrer a fecundagdo ou o processo de implantagdo

falhar, (apos 11-12 dias na ovelha e 13-14 dias na cabra), o endométrio libera pulsos de
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prostaglandina (PGF2a), hormonio anti-luteolitico, que induz a regressao do CL (lutedlise),
que diminui de tamanho, torna-se palido (corpo albicans) e a secrecdo de P4 diminui
(GARVERICK et al., 1992).

A plena funcionalidade dos CL, sinalizada por um nivel de P4 superior a 1,0ng/ml,
tem inicio, na maioria das ovelhas, no terceiro dia ap6s o inicio da fase folicular (MURDOCH
& VAN KIRK, 1998). Porém, casos de infertilidade t€ém sido associados a desordens na
funcdo luteal. Corpos luteos subnormais podem ser categorizados em dois grupos: CL com
sobrevida curta e CL com sobrevida normal, mas com reduzida secrecdo de progesterona
(<1.5ng/ml). Fase luteal curta ¢ documentada em vacas e ovelhas durante a puberdade, pos-
parto precoce € no inicio da estagdo reprodutiva em ovelhas em anestro, geralmente
caracterizada por ciclos estrais de curta duragdo (7-10 dias) com decréscimo da progesterona
apos dias 5-6, quando comparada com animais de ciclo estral de duracdo normal
(GARVERICK et al., 1992). Ja Okada et al. (2000) apresentam uma situagdo ainda mais
severa, com regressdo dos CL entre o quarto e o quinto dia apds o estro, o que se evidencia
pela reduc@o na concentragdo de P4 e pelo aspecto acinzentado e auséncia de irrigacdo desses
corpos luteos, tendo como causa aparente um estimulo luteolitico precoce. Sabe-se que o
periodo no qual o CL ¢ refratario a acdo luteolitica da PGF2a ¢ espécie dependente. Por volta
do sexto dia apos a ovulacdo, a administragdo de PGF2a causa regressdo do CL em ovelhas e
vacas, mas existem relatos da eficacia do uso de PGF2a ja no terceiro dia pos-estro em cabras
((LEDEZMA et al., 2006).

Para um desenvolvimento luteal normal e funcional em bovinos e ovinos o LH ¢
necessario. No entanto, secre¢do diminuida de LH durante a fase Iuteal precoce ndo tem sido
associada com redugdo na meia-vida luteal. Concentracdo média e frequéncia, amplitude e
duracdo dos pulsos de LH foram similares em vacas com fase luteal curta ou normal. Acoes
coordenadas do FSH e LH também sdo necessarias para a preparacdo adequada das células
foliculares para luteinizagdo e subsequente producdo de P4 (GARVERICK et al., 1992).
Varios estudos t€m sugerido que o CL de vida curta em ovelhas e vacas pode resultar do
inadequado desenvolvimento folicular. Ao contrario do sugerido, na primeira ovulacdo da
estagdo reprodutiva, ou seja, periodo de transicdo, as ovelhas estudadas por Bartlewski et al.
(1999) ndo apresentaram CL subnormais, que seriam originados de foliculos imaturos, com
sobrevida média de 11.6+1.1 dias.

Para o estabelecimento da gestagdo é preciso que ocorra um prolongamento da
duracao do CL. Isto so ¢ possivel se a sintese e liberacdo pulsatil de PGF2a forem abolidas,

pois provocaria suspensdo da secre¢do de progesterona. Na ovelha, no dia 12 ap6s o estro, a
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presengca de um concepto é requerida para prevenir a regressdo luteal e assim ocorrer o
estabelecimento da gestagdo. A manuten¢do do CL ndo ¢ devida a uma reducdo na produgio
uterina da PGF2q; na ovelha prenhe ndo s6 ha um aumento na secrecdo uterina de PGF2a,
mas ha também um CL com reduzida sensibilidade para a PGF2a. Nos dias 12 e 13 pds-estro,
dosagens de PGF2a que iniciariam a regressdo luteal e o retorno ao estro em ovelhas nao-
prenhes fracassam para causar regressao luteal em ovelhas prenhes. Por isso, a presenca do
concepto resulta em um CL que ¢ menos sensivel a PGF2q, e isto ndo se deve a reducdo no
numero de receptores para PGF2a (COSTINE et al., 2007).

Embrides ovinos em estddio de moérula (16-32 células) entram no utero pelo oviduto
no dia 3-4 pds-cobertura (dia 0= estro/cobertura). O blastocisto ¢ formado no dia 6, ¢ a zona
peltcida desaparece entre os dias 8 e nove (SPENCER et al., 2004a). No dia 11, o blastocisto
assume uma forma tubular, atinge 10cm ou mais em comprimento no dia 14, e alcanca 25cm
ou mais em comprimento no dia 17 apos a cobertura. O reconhecimento e estabelecimento da
gestacdo envolvem o alongamento do blastocisto esférico para um concepto filamentoso entre
os dias 12 e 16 e a producdo de Interferon tau (IFNT; do dia 10 ao dia 25) pelo concepto. O
IFNT ¢ anti-luteolitico e atua no endométrio para inibir o desenvolvimento de mecanismos
luteoliticos, desse modo mantendo a fungdo do CL e assegurando a continuacdo da produgao
de P4. A progesterona atua no tutero para estimular e manter fungdes endometriais necessarias
para o crescimento do concepto, implantacdo, placentacdo e desenvolvimento a termo. A
concentracdo de P4 no inicio da gestagdo afeta claramente a sobrevivéncia embrionaria. O
aumento nas concentra¢des de P4 entre os dias 2 ¢ 5 ou 5 e 9 realga o desenvolvimento ¢
tamanho do concepto bovino, enquanto concentragdes baixas na fase luteal precoce retardam
o desenvolvimento embrionario e diminuem a produc¢do de IFNT (SATTERFIELD et al.,
2006). A manutengdo da prenhez requer comunicagdo reciproca entre concepto € endométrio
durante a implantagdao e placentacdo sinepiteliocorial. Na ovelha, implanta¢do superficial e
placentacdo iniciam nos dias 15-16, mas ndo estdo completas até os dias 50-60 de prenhez
(SPENCER et al., 2004b), sendo relatada uma taxa de 30% de morte embrionaria nessa
espécie.

Ao redor do periodo de reconhecimento maternal da gestacdo (dia 12), a Proteina
Trofoblastica Ovina (0TP-1) é secretada transitoriamente pelo concepto e modifica a resposta
imunoldgica materna. A oTP-1 tem sido associada com prolongamento da meia-vida luteal e
sugerida como fundamento para as concentragdes clevadas de P4 nas fémeas gestantes

quando comparadas com fémeas nao-gestantes. (GARVERICK et al., 1992).
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O prolongamento da meia-vida do CL ¢ uma caracteristica da prenhez de espécies
mamiferas com um periodo de gestacdo que excede a duracdo de um ciclo estral normal ou
menstrual, como nos animais domésticos, roedores e humanos (SPENCER et al., 2004b).
Uma funcdo latea anormal ou inadequada ocorre naturalmente, como ja mencionada, em
varias situagdes fisioldogicas nos ruminantes domésticos, tais como puberdade, pds-parto e
inicio da estagdo reprodutiva, ou em situacdes em que a reproducdo foge ao controle
endocrino, tal como no estresse. Essa ocorréncia contribui, significativamente, para a
infertilidade, uma vez que aumenta a taxa de perda embrionaria (MOBERG, 1991;
NEPOMNASCHY et al., 2006).

Por fim, em ovinos, o estabelecimento e manutengdo da prenhez requerem a

integracao de sinais enddcrinos e paracrinos oriundos do ovario, concepto e utero.
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Funcdo luteal inicial em ovelhas submetidas a pneumoperitdénio durante o estro

Early luteal function in ewes submitted of pneumoperitoneum during estrus

Caroline Flores Zielinski', Andreane Rosa Filappi', Ricardo Xavier da Rocha',

Adelina Aires Rodrigues', Luiz Felipe Kruel Borges", Marcelo da Silva Cecim"

RESUMO

Ovelhas submetidas a inseminagao artificial por laparoscopia t€ém um incremento nos
niveis séricos de cortisol. A dor induzida pelo pneumoperiténio parece ser a causa deste
aumento e pode estar relacionada com as baixas taxas de concepgdo da técnica. O objetivo
deste estudo foi investigar os niveis de progesterona em ovelhas submetidas a
pneumoperitonio durante o estro. Cento e dezenove fémeas ovinas foram sincronizadas com
pessario vaginal por 12 dias. Ap6s a remogao do pessario os animais foram expostos a rufides
(GR) ou carneiros (GCa), ¢ as ovelhas marcadas foram imobilizadas em maca de inseminagao
e submetidas a pneumoperitonio (GT) ou ndo (GC). Amostras de sangue foram colhidas nos
dias trés, seis e nove apoOs os tratamentos para analise de progesterona (P4). Nao houve
interacdo entre P4 e os grupos GCa e GR ou entre P4 e os grupos GT e GC. Valores de P4
foram maiores no GCa que o GR nos dias trés, seis e nove (p<0.0001). Nao houve diferenca
nas taxas de prenhez entre GT e GC nas ovelhas cobertas por carneiros, nem interacdo entre
prenhez e os niveis de P4 nos dias trés, seis e nove. As taxas de prenhez foram baixas, 43 e
64% para GT e GC, respectivamente. Conclui-se que o pneumoperitonio no dia do estro ndo

afeta os niveis subsequentes de P4 em ovelhas.

'Laboratério de Endocrinologia e Metabologia Animal (LEMA), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
97105-900, Santa Maria-RS, Brasil. E-mail: mcecim@smail.ufsm.br. “Autor para correspondéncia.
"Laboratério de Biotecnologia e Reprodugio Animal (BioRep), UFSM, Santa Maria-RS, Brasil.
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Palavras-chave: ovelhas, progesterona, pneumoperitonio, laparoscopia.

ABSTRACT

Ewes submitted to artificial insemination by laparoscopy have an increase in serum
cortisol levels. Pain induced by pneumoperitoneum appears to be the cause of such increase
and may be related to the low conception rates of the technique. The objective of this study
was to investigate progesterone levels in ewes following pneumoperitoneum during estrus.
One hundred nineteen ewes were synchronized with vaginal pessaries for 12 days. After
pessary removal animals were exposed to testosterone primed teaser whethers (GR) or rams
(GCa), marked ewes were immobilized in a insemination cradle and submitted (GT) or not to
pneumoperitoneum (GC). Blood samples were collected on days three, six and nine after
treatment for progesterone (P4) analysis. No interaction was found between P4 and GCa, GR
or between P4 and GT and GC. P4 values were higher on GCa on days three, six and nine
than in GR (P<0.0001). There were no differences in pregnancy rates between GT and GC in
ram served ewes, nor interaction between pregnancy and P4 levels on days three, six and nine.
Pregnancy rates were low, 43 and 64% for GT and GC groups respectively. It is concluded
that pneumoperitoneum per se on the day of estrus does not affect subsequent P4 levels in

sheep.

Key words: ewes, progesterone, pneumoperitoneum, laparoscopy.
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A anatomia cervical incomum da espécie ovina exigiu o aperfeicoamento das técnicas
de inseminacgdo artificial (IA). O desenvolvimento da técnica de IA por laparoscopia resultou
em um expansivo uso de sémen congelado, agregando valor genético ¢ modificando a
industria ovina. No entanto, resultados variaveis de fertilidade tém sido relatados. Atribuem-
se os baixos indices de concepcdo a reduzida habilidade de transporte e capacitacdo do sémen
congelado (ANEL et al., 2005), porém, estudos recentes ndo obtiveram diferenca nas taxas de
fertilizagdo apds laparoscopia com sémen fresco diluido (25.5%) ou congelado (39.6%) na
dose de 50x10° (EHLING et al. (2003). Com base nestes resultados, o s€men congelado nao
pode ser responsabilizado isoladamente pelos baixos indices de fertilidade apés IA por
laparoscopia.

O estresse atua como um desregulador do sistema reprodutivo em primatas e espécies
domésticas, afetando a secre¢do das gonadotrofinas mediante mecanismos que modificam a
sintese ou secre¢ao do GnRH, a responsividade das gonadotrofinas ao GnRH ou a agdo de
feedback dos hormonios gonadais. De fato, variagdes climaticas extremas, transporte,
isolamento e contencdo suprimem ou retardam a expressdo comportamental de estro e a
ovulacdo em ovelhas (TILBROOK et al., 2000). Além disso, estes fatores também estimulam
a atividade do eixo hipolamico-pituitario-adrenal, e um marcado incremento na concentragao
de cortisol ¢ comumente associada com esses estressores. (MACFARLANE et al., 2000).

A plena funcionalidade dos corpos luteos (CL), sinalizada por um nivel de
progesterona (P4) superior a 1,0ng/ml, tem inicio, na maioria das ovelhas, no terceiro dia ap6s
o inicio da fase folicular. Porém, desordens luteais, que tém sido associadas com infertilidade,
incluem sobrevida curta do corpo CL e fase luteal insuficiente (MURDOCH & VAN KIRK,
1998). Entre o quarto e o quinto dia apds a detecgdo do estro os CL podem regredir, o que se
evidencia pela reducdo na concentracdo de P4 e pelo aspecto acinzentado e auséncia de

irrigacdo desses corpos luteos, tendo como causa aparente um estimulo luteolitico precoce
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(OKADA et al. 2000). A concentragdo de P4 no inicio da gestagdo afeta claramente a
sobrevivéncia embrionaria. O aumento nas concentragdes de P4 entre os dias dois e cinco ou
cinco ¢ nove realga o desenvolvimento e tamanho do concepto, enquanto concentracdes
baixas na fase luteal precoce retardam o desenvolvimento embrionario e diminuem a
producdo de interferon-tau, que ¢ anti-luteolitico (SATTERFIELD et al., 2006).

Muitas teorias tém sido propostas para explicar a base da fase luteal insuficiente: um
pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas abaixo do necessario; maturacao deficiente das células
foliculares e/ou suporte luteotrofico diminuido (MURDOCH & VAN KIRK, 1998). Em
animais recebendo cortisol apds a retirada do pessario vaginal (por 12 dias), em niveis
semelhantes ao do estresse natural, o desenvolvimento e subsequente regressao do CL foram
retardados, além de ter suprimido a maturagdo folicular e o pico ovulatéorio de LH
(MACFARLANE et al., 2000). O resultado ¢ um CL anormal, caracterizado por hipoplasia
luteal, com baixa habilidade em secretar progesterona devido a uma luteinizagdo inadequada
(OKADA et al., 2000).

Quando o estresse ¢ prolongado ou crénico resulta em secre¢do suprimida de
gonadotrofinas e inibicdo da reproducdo, mas, quando a duragdo da resposta ao estresse ¢é
transitoria ou aguda, as consequéncias ndo sdo claras; ha relatos de auséncia de efeito, efeito
estimulante ou inibitorio na reprodugao (TILBROOK et al., 2000). Estudos com laparoscopia
apontam a técnica como causadora de estresse, devido a dor durante e apos o procedimento,
que se deve ao estiramento do peritonio, causado pela distensdo do abdomen com gas
(MARTIN et al., 1981; KHALID et al., 1998; STAFFORD et al., 2006).

A hipotese deste estudo € que o estresse induzido pelo pneumoperitonio impeca a
ovulacdo em ovelhas, ou provoque a luteinizagdo deficiente das células do foliculo ovulatorio,
resultando em um corpo luteo com baixa capacidade de secretar progesterona, ou um corpo

luteo com meia-vida curta. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pneumoperitonio,
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causado pela técnica de laparoscopia, sobre o perfil hormonal de progesterona e taxas de

prenhez em ovelhas na fase de transi¢ao da estagdo reprodutiva.

MATERIAL E METODOS

Animais e modelo experimental

O experimento foi desenvolvido em uma propriedade rural situada a 29 56 20.40S e 53
56 32.24W, Rio Grande do Sul, Brasil, durante os meses de novembro e dezembro de 2006,
periodo de transicdo da estagdo reprodutiva para a maioria das ragas ovinas situadas no
hemisfério sul. Foram utilizadas 119 fémeas ovinas, de 1 a 6 anos, da raca Texel e cruzas.
Todas as ovelhas receberam um pessario vaginal contendo 60mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) por 12 dias. No dia da retirada do pessario, as fémeas foram
separadas aleatoriamente em dois grupos: Grupo com Rufido (n=48) utilizou-se 10% de
machos castrados androgenizados e Grupo com Carneiro (n=71) utilizou-se 10% de carneiros
de fertilidade comprovada. Todos os machos foram impregnados na regido peitoral com uma
mistura pastosa de corante (p6 xadrez + 6leo vegetal + gordura animal) e mantidos com as
fémeas durante a noite (periodo de 12 horas) por quatro dias apos a retirada dos pessarios. As
ovelhas identificadas em estro, diariamente, foram alocadas em dois novos grupos (Tratado e
Controle). No Grupo Tratado (n=59), individualmente, cada ovelha foi colocada na maca de
contencdo, submetida a tricotomia e anti-sepsia da regido abdominal caudal e bloqueio
anestésico local. A maca entdo foi elevada, permanecendo o animal com a cabeca abaixo do
nivel da pelve. Uma canula foi inserida na cavidade abdominal através de um trocarter, e uma
bomba de ar, conectada & canula, permitiu a entrada de Ar ambiente (pressdo 15mmHg),
conforme procedimento realizado para IA por laparoscopia. O Ar foi mantido por um (1)

minuto, quando foi liberado e o animal retirado da maca. Nos animais do Grupo Controle



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

38

(n=60), procedeu-se igualmente ao Grupo Tratado, porém ndo se inseriu Ar na cavidade,
permanecendo o animal por um (1) minuto apenas com a canula, quando entfo foi retirado da
maca.

Todos os animais tiveram amostras de sangue colhidas por venopunc¢ao nos dias trés,
seis e nove apds os tratamentos para analise de progesterona. O sangue foi centrifugado
(3.000rpm por 15min) e o soro obtido congelado a -20°C até o processamento. Utilizou-se a
técnica de quimioluminescéncia para quantificagdo da progesterona, com sensibilidade
minima de 0.1ng/ml e especificidade de 95%.

O diagnostico de gestagdo foi realizado com ultra-som Pie-Medical Scanner 200

(sonda linear transretal de 6MHz) aos 45 dias apds tratamento.

Andlise estatistica

O efeito dos tratamentos na concentragdo de progesterona foi investigado por analise de
variancia utilizando o PROC GLM (General Linear Models Procedure) do pacote estatistico
SAS (1996). Os dados foram representados como média + erro padrao da média e foi adotado
como nivel de significancia 5%. A prenhez foi analisada pelo teste nado-paramétrico (qui-

quadrado), utilizando o programa PROC CATMOD do SAS.

RESULTADOS

Nao houve intera¢do entre P4 e os Grupos Tratado e Controle, nem entre P4 e os
Grupos Carneiro e Rufido, sendo por isso os efeitos analisados separadamente (Tabela 1). Os
valores médios de P4 diferiram entre os Grupos Carneiro ¢ Rufido no dia trés (p<0.0001), seis
(p<0.0001) e nove (p<0.0001). A P4 nao diferiu entre ovelhas prenhes e ndo prenhes do

Grupo Carneiro. A taxa de prenhez no Grupo Carneiro foi de 42.85% (15 em 35) no Grupo
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Tratado e de 63.89% no Controle (23 em 36), ndo havendo diferenga entre os grupos. Da

mesma forma, ndo houve intera¢do entre Prenhez e P4 no referido grupo.

DISCUSSAO

A ndo existéncia de interagdo entre os Grupos Tratado (com pneumoperitonio) e
Controle (sem pneumoperitonio) indica que contengao individual e a inversdo na maca sdo tao
desagradaveis para a ovelha que a laparoscopia ndo adiciona uma afligdo extra, fato
compartilhado com Khalid et al. (1998). Em ovelhas sem sedacdo, assim como no presente
estudo, a resposta de cortisol pela colocagdo na maca foi similar aquela apds a colocagdo na
maca e realizacdo da laparoscopia. Tanto nas fémeas submetidas a inseminacdo cervical
quanto nas submetidas a inseminacdo laparoscopica, o pico de cortisol foi semelhante e se deu
logo apos terem sido contidas ou suspensas na maca para 0s respectivos procedimentos,
sugerindo que ambos sdo estressantes € que a laparoscopia por si sé ndo € necessariamente
dolorosa (KHALID et al., 1998). Em ovelhas com sedagdo, Stafford et al. (2006) também
encontraram niveis de cortisol significativamente altos, ¢ com duragdo de 90 minutos, nas
ovelhas suspensas na maca. No entanto, essa resposta foi menor que a resposta obtida nos
animais sedados, presos a maca e¢ submetidos a laparoscopia, sugerindo que embora a
suspensdo na maca tenha sido aflitiva foi muito menos que a laparoscopia, deixando mais uma
vez implicito que a maior parte da dor durante e apds a técnica deveu-se ao pneumoperitonio.

A diferenca entre os valores médios de P4 entre os Grupos Carneiro e Rufido desde o
dia trés sugere uma influéncia precoce da presenga do concepto sobre a producdo de P4 pelo
CL. Enquanto Wiltbank et al. (1992) encontraram diferenga na P4 entre ovelhas prenhes e

ciclicas somente ao redor do periodo de reconhecimento, este trabalho confirma o achado de
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Schrick et al. (1993) que identificaram uma maior concentracdo de P4 em ovelhas prenhes
desde o dia primeiro ao dia 13 apds o estro em relag@o as ovelhas ciclicas.

A P4 nao diferiu entre ovelhas prenhes e nao prenhes do Grupo Carneiro, indicando
que possa ter ocorrido falha no reconhecimento da gestagdo/implantacdo ou aborto. Na
ovelha, o reconhecimento materno da gestagio ocorre no 12° dia apds a ovulagdo, e a
implantacdo superficial e placentagdo iniciam nos dias 15-16, mas ndo estdo completas até os
dias 50-60 de prenhez (SPENCER et al., 2004). As taxas de prenhez (42.85% no Grupo
Tratado e 63.89% no Controle) sdo semelhantes as obtidas apds IA por laparoscopia com
sémen fresco (41% - MEGHAN et al., 2004) ou congelado (69% - ANEL et al., 2005).
Portanto, ndo se pode afirmar que os baixos indices de prenhez apds laparoscopia sdo devidos
exclusivamente ao s€émen congelado, a dose de sémen empregada, ao efeito raga, ao protocolo
de sincronizagdo utilizado ou a tantos outros fatores estudados, mas € preciso investigar se a
causa nao seria um fator comum a todas as metodologias empregadas. Os resultados do
presente estudo indicam que a contencdo individual e a inversdo na maca sdo os fatores
responsaveis pela baixa eficiéncia ap6s A por laparoscopia.

A hipotese deste estudo era de que o estresse induzido pelo pneumoperiténio
impedisse a ovulacdo ou provocasse uma luteinizagdo deficiente do foliculo ovulatorio,
resultando em um corpo liteo com baixa capacidade de secretar progesterona, ou ainda em
um corpo luteo de meia-vida curta. Em todos os casos, os niveis de progesterona estariam
diminuidos logo no inicio fase luteal, justificando as analises nos dias trés, seis € nove. No
entanto, a ndo interagdo entre tratamentos e a ocorréncia de prenhez, levada a termo, mostra
que tais alternativas ndo ocorreram, e que a fase luteal seguiu sem altera¢des. Finalmente, os
resultados permitem concluir que o pneumoperitonio durante o estro ndo afeta os niveis de

progesterona entre o terceiro e nono dia da fase luteal subsequente.
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A utilizagdo dos animais nesta pesquisa seguiu as normas do Colégio Brasileiro de

Experimenta¢do Animal (COBEA).
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Tabela 1 — Niveis de progesterona nos dias trés, seis e nove apos o dia do estro nos diferentes

Tratamentos Progesterona (ng/ml)
Dia 3 Dia 6 Dia 9
Pneumoperitonio
Controle 0.35+0.05 1.55+0.17 1.92+0.24
Tratado 0.32+0.04 1.57+0.22 1.91£0.23
Método de acasalamento
Carneiro 0.44+0.03 * 2.05+0.13 * 2.47+0.17
Rufiao 0.11£0.01 ° 0.55+0.09 ¥ 0.76+0.11 %
Diagnostico de gestagdo
Prenhe 0.48+0.04 2.23+0.18 2.75+0.21
Nao prenhe 0.40+0.04 1.89+0.18 2.31+0.21
3 Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0.0001)
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