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RESUMO

A caprinocultura é uma alternativa pecuéria da regido semiarida do Vale do Séao
Francisco. Existe uma demanda crescente pelo desenvolvimento e aplicacédo de
inovagbes tecnologicas, que gerem melhorias nesta atividade. Com o intuito de
aumentar a eficiéncia dos protocolos de superovulacdo em caprinos nativos,
objetivou-se avaliar o uso da levotiroxina em protocolos de superovulagédo da espécie
caprina, sobre o numero de foliculos pequenos, médios, grandes e numero de
ovulacBes em cabras Canindé. O estudo foi realizado na estagdo experimental da
Embrapa Semiarido, utilizando-se 30 fémeas da raca Canindé que foram divididos em
trés grupos experimentais (FSH/LH, LevoFSH/LH e Levo). No grupo FSH/LH, foi
realizado apenas a administracdo de 200 Ul de Pluset®, dividido em seis doses
decrescentes (50/50Ul; 25/25Ul; 25/25U1) e por um periodo de trés dias. No grupo
LevoFSH/LH, foi administrado Pluset®, na dose de 80 Ul (20/20Ul; 10/10Ul; 10/10Ul),)
associado a 200 ug de levotiroxina por dia, durante trés dias. Ja o grupo Levo, recebeu
apenas a administracdo de 200 ug de levotiroxina por dia e durante trés dias. Para
analise estatistica, foi utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA) para avaliar
0s niveis de T3 no soro dos animais, teste GLM para comparar os efeitos dos
tratamentos, intervalo médio entre a retirada das esponjas e o inicio do estro, numero
de foliculos pequenos, médios e grandes, maximo diametro folicular e nimero de
ovulacbes. Foi utilizado o teste Qui-quadrado para avaliagdo da porcentagem de
animais em estro apos a retirada das esponjas. O programa estatistico utilizado foi o
SAS University Edition 2.8.1 (SAS, 2018) e as diferencas foram consideradas
significativas quando P < 0,05. Os resultados demonstraram que a utilizacdo, apenas,
de levotiroxina nao foi capaz de promover a superovulacdo em cabras, mas estimulou
o recrutamento de foliculos pequenos. Além disso, foi observado que a levotiroxina,
guando utilizada em associacdo ao FSH/LH na dose de 80 Ul, promoveu um aumento
inicial do numero de foliculos pequenos e médios, mas ndo promoveu superovulagao.
Concluiu-se que, nas condi¢cdes experimentais, a utilizacao de levotiroxina sozinha ou
guando associada as gonadotrofinas hipofisarias, ndo foi suficiente para promover a

superovulacao em cabras.

Palavras-chave: Cabra. Dinamica folicular. Gonadotrofina. Tiroxina.



ABSTRACT

Goat farming is a livestock alternative in the semiarid region of the Sé&o
Francisco Valley. There is a growing demand for the development and application of
technological innovations that generate improvements in this activity. In order to
increase the efficiency of superovulation protocols in native goats, this study aimed to
evaluate the use of levothyroxine in goat superovulation protocols, on the number of
small, medium, large follicles and number of ovulations in Canindé goats. The study
was carried out at the experimental station of Embrapa Semiarido, using 30 females
of the Canindé breed that were divided into three experimental groups (FSH/LH,
LevoFSH/LH and Levo). In the FSH/LH group, only 200 Ul of Pluset® was
administered, divided into six decreasing doses (50/50Ul; 25/25Ul; 25/25Ul) and for a
period of three days. In the LevoFSH/LH group, Pluset® was administered at a dose
of 80 Ul (20/20Ul; 10/10UI; 10/10Ul) associated with 200 ug of levothyroxine per day,
for three days. Already the Levo group, received only the administration of 200 ug of
levothyroxine per day and for three days. For statistical analysis, the Analysis of
Variance (ANOVA) test was used to assess T3 levels in the serum of animals, GLM
test to compare the effects of treatments, mean interval between sponge removal and
the beginning of estrus, number of small, medium and large follicles, maximum
follicular diameter and number of ovulations. The Chi-square test was used to assess
the percentage of animals in estrus after sponge removal. The statistical program used
was SAS University Edition 2.8.1 (SAS, 2018) and differences were considered
significant when P < 0.05. The results showed that the use of levothyroxine alone was
not able to promote superovulation in goats, but stimulated the recruitment of small
follicles. Furthermore, it was observed that levothyroxine, when used in association
with FSH/LH at a dose of 80 IU, promoted an initial increase in the number of small
and medium follicles, but did not promote superovulation. It was concluded that, under
experimental conditions, the use of levothyroxine alone or when associated with

pituitary gonadotropins was not sufficient to promote superovulation in goats.

Keywords: Goat. Follicular dynamics. Gonadotropin. Thyroxine.
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l. INTRODUCAO

Na caprinocultura, assim como em outros segmentos do agronegacio brasileiro,
existe uma demanda crescente pelo desenvolvimento e aplicagdo de inovacoes
tecnoldgicas, que gerem melhorias nesta atividade (TEIXEIRA et al., 2013).

O conhecimento dos mecanismos que regulam a atividade reprodutiva, é
fundamental para o desenvolvimento de biotécnicas que melhorem o desempenho
produtivo dos animais (LOPES JUNIOR et al., 2006). A biotécnica denominada de
Multipla Ovulacdo e Transferéncia de Embrides (MOTE) permite uma rapida
multiplicacdo de animais de alta qualidade genética. No entanto, para a realizacao da
MOTE, faz-se necessaria uma estimulacao ovariana com o intuito de elevar a resposta
ovulatoria das doadoras de embrides, a qual, quase sempre, é realizada pelo uso do
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) (FREITAS et al., 2014).

As gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) possuem funcéo reguladora na
foliculogénese e no sistema reprodutor (SARAIVA et al., 2010). Além disso, varios
eventos que ocorrem durante a foliculogénese e esteroidogénese estdo sob a
influéncia direta ou indireta dos horménios tireoidianos T3 (triiodotironina) e T4
(tiroxina) (SERAKIDES et al., 2001). Com isso, foram encontrados relatos na literatura,
sobre o papel dos horménios tireoidianos na regulacdo da foliculogénese,
evidenciando a responsividade do ovario a estes hormoénios (HERVAS; MORREALE;
ESCOBAR, 1976; FROESH et al.,1985; WOLF; HINGHAR; MOSE, 1989; GRUAZ et
al.,1994; YOSHIMURA et al.,1994; GUYTON; HALL, 1998; SERAKIDES et al., 2001,
SANOFI, 2016).

Tais horménios, tem a sua acdo mimetizada pela levotiroxina, que € um
hormbnio sintético comumente utilizado em terapias de reposicdo hormonal, para
pacientes com hipotireoidismo (SERAKIDES et al., 2001; SANOFI, 2016). Além disso,
existem alguns estudos realizados camundongos evidenciando a atuacdo da
levotiroxina na atividade reprodutiva destes animais (SERAKIDES et al., 2001).

A partir disso, ndo foram encontrados estudos sobre a utiliza¢do da levotiroxina
em protocolos de superovulacdo para caprinos, demonstrando o carater inovador

desta pesquisa.
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II. DESENVOLVIMENTO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. CICLO ESTRAL E REGULAQAO HORMONAL

Segundo Nogueira et al. (2011), o ciclo estral € o periodo compreendido entre
dois estros consecutivos e os ciclos estrais das cabras podem ser classificados em
curtos (duracéo inferior a 17 dias), normais (duracdo entre 17 e 24 dias) e longos
(duracdo maior que 24 dias). Esse ciclo, € dividido em cinco fases: proestro, estro,
metaestro, diestro e anestro estacional (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006;
CHEMINEAU et al.,1992). As fases de proestro e estro sdo tidas como fase folicular.
Estas fases séo caracterizadas pelo predominio do estrogeno na corrente sanguinea,
devido a presenca de foliculos terciarios (FONSECA; TORRES, 2005; REECE, 2017).

O proestro é a fase que antecede o estro. Ele é caracterizado pela producao de
muco na vulva e na vagina, aumento gradativo da vascularizacdo e relaxamento da
cérvix. E nesta fase que a fémea fica mais agitada, mas ainda n&o aceita ser coberta
pelo macho. O proestro, € o periodo do desenvolvimento folicular, em que ha estimulo
da producdo de estrégeno, promovendo a inducdo do estro (GRANADOS; DIAS;
SALES, 2006; REECE, 2017).

O estro é tido como a fase do ciclo estral em que a fémea fica receptiva ao
macho, aceitando a monta por ele, ovulando no final deste periodo. Os
comportamentos que sinalizam esta fase incluem: inquietacdo, miccdo, berros
frequentes, bem como permissdo de aproximacdo e cobertura pelo macho.
Anatomicamente, sdo observados: vulva edemaciada, hiperémica e a presenca de
muco (variando de aquoso a denso). Geralmente, 0s caprinos apresentam um estro
com uma duracédo de 36 a 48 horas (NOGUEIRA et al., 2011; REECE, 2017).

O metaestro e diestro, sao tidos como de fase luteal. Estas sdo marcadas pelo
predominio e acBes da progesterona, devido a presenca de corpos luteos ativos no
ovario (GRUNERT et al., 2005). O metaestro tem duracéo de 12 a 36 horas apos o
inicio do cio. E o periodo em que o corpo liteo comeca a se formar e a exercer sua
atividade, havendo diminuicdo dos niveis de estrégeno e aumento de progesterona
(GRANADQOS; DIAS; SALES, 2006; REECE, 2017).
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O diestro € a maior fase do ciclo estral. Nele, h4 permanéncia do corpo luteo e
predominio de progesterona. Esta fase termina apds a regressdo espontanea no
corpo luteo, que ocorre na auséncia de prenhez, dando inicio a um novo ciclo
(GONZALEZ, 2002; REECE, 2017).

Jé a fase de anestro, é caracterizada por ser do tipo estacional, ou seja, pela
auséncia do estro que ocorre devido a um periodo de inatividade sexual (CHEMINEAU
et al., 1992). Nesta fase, ndo ha inibicdo do crescimento das ondas foliculares. Os
foliculos crescem até o tamanho de pré-ovulatérios, devido a ocorréncia de picos de
FSH. No entanto, ha uma limitacdo da producdo de estradiol, devido a inibicdo da
frequéncia dos pulsos de GnRH, fazendo com que o estimulo de LH nédo seja o
suficiente para promover as ovulacdes (ROSA; BRYANT, 2003; RAWLINGS et al.,
2007; REECE, 2017).

Os caprinos localizados em regides de clima tropical, como na regido Nordeste
do Brasil, sdo considerados poliéstricos continuos. No entanto, quando em exploracao
extensiva, e mantidos em pastagem nativa, os caprinos apresentam atividade sexual
na época que coincide com o periodo das chuvas, estando isso relacionado a maior
disponibilidade de forragem (NOGUEIRA et al., 2011).

O ciclo estral € regulado pela acdo do eixo hipotalamico-hipofisario, que é
responsavel por regular a liberacdo das gonadotrofinas, que sdo o FSH (hormonio
foliculo estimulante) e o LH (horménio luteinizante). Esses hormonios, atuam
diretamente sobre as gonadas (HAFEZ; JAINUDEEN; ROSNINA, 2004; REECE,
2017).

As gonadotrofinas hipofisarias tém a sua liberacdo regulada pelo horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH) e sdo moduladas por um mecanismo de feedback
negativo por parte dos esteroides (estrdgeno e progesterona) e de outras substancias
como a inibina e ativina, produzidas pelos ovarios (GONZALEZ, 2002).

Na fémea, o FSH é responsavel por estimular o crescimento e promover a
maturacao dos foliculos ovarianos. Ja o LH, possui funcdo de promover a ovulagéo,
participar da formacao e manutencao do corpo luteo e atuar em conjunto com o FSH,
estimulando a secrecdo dos horménios esteroides pelo ovario (GONZALEZ, 2002).

O comportamento sexual e aceitacdo do macho, pela fémea durante o estro,
estdo relacionados a producgéo de estradiol pelo foliculo, devido a influéncia do FSH.

Os estrégenos produzidos atuam por feedback positivo, estimulando a liberagdo do
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FSH e LH necessarios para induzir a ovulagdo (GONZALEZ, 2002; HAFEZ;
JAINUDEEN; ROSNINA, 2004; REECE, 2017). Além disso, o FSH possibilita um
aumento da responsividade das células da granulosa para o LH, devido a sua
propriedade de induzir a sintese de receptores para o LH, preparando as células da
granulosa para a luteinizacdo em resposta ao pico pré-ovulatorio de LH (COSTA et
al., 2014).

1.2. DINAMICA FOLICULAR

A dinamica folicular compreende o desenvolvimento folicular, desde sua
formacdo, ativacdo e desenvolvimento até a sua completa maturagcdo; sendo
controlada por fatores endocrinos e paracrinos (MAGALHAES et al., 2009).

A funcédo ovariana, na espécie caprina, tem inicio na fase fetal, estendendo-se
da puberdade até a fase adulta (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006). No que se refere
a dindmica folicular ovariana da espécie caprina, o desenvolvimento folicular ovariano
ocorre semelhante a ondas e com a presenca de dois ou mais foliculos, com
crescimento de até 5 mm de diametro, ou mais (GINTHER; KOT, 1994; PADILLA,
HOLTZ, 2000; MEDAN et al., 2003; SIMOES et al., 2006).

O desenvolvimento folicular, pode ser apresentado em um modelo com cinco
classificacdes de foliculos (primordiais, foliculos comprometidos, foliculos responsivos
as gonadotrofinas, foliculos dependentes de gonadotrofina e foliculos ovulatérios) ou
com base nas ondas de crescimento folicular (ativacdo, recrutamento, selecdo e
dominéancia), como pode ser observado na Figura 1 (LUCY et al., 1992; SCARAMUZZI
et al.,1993).
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Figura 1 — Modelo da dinamica folicular em cabras.
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Fonte: Adaptado de Scaramuzzi et al. (2011).

Na espécie caprina, os foliculos primordiais possuem um didmetro medio de 33
p1m e podem ser observados a partir do 62° dia do periodo de desenvolvimento fetal e
sao caracterizados por possuirem uma camada simples de células da pré-granulosa,
localizados centralmente e circundando um odcito (BEZERRA et al.,1998; HAFEZ;
JAINUDEEN; ROSNINA, 2004).

Os foliculos primordiais, representam a maior populacéo folicular e estes ainda
nao possuem a formacdo de um antro folicular, estando caracterizado como foliculo
pré-antral. As células da granulosa apresentam receptores para fatores de
crescimento e ndo sao responsivas as gonadotrofinas LH e FSH. Nesse tipo de
foliculo, h4 pouca evidéncia de atresia e baixa taxa de renovacdo celular
(SAUMANDE, 1991; SCARAMUZZI et al., 1993). Os foliculos primordiais precisam
passar pela fase de ativacéo folicular para iniciar o seu desenvolvimento (ARAUJO,
2013).

A ativacdo folicular é a fase essencial em que os foliculos primordiais saem do
estagio de quiescéncia e iniciam o0 seu crescimento. Os mecanismos exatos que
controlam o inicio e a progressao destes foliculos, ainda ndo estdo bem elucidados.

7

No entanto, em alguns mamiferos, esta ativacdo é controlada pelos horménios
gonadotroéficos, somatotroficos e fatores de crescimento (MARTINS et al., 2008;
ARAUJO, 2013).

Segundo Scaramuzzi et al. (1993), os foliculos saem da fase de foliculo

primordial em uma sequéncia ordenada e dispostos a crescer. As principais mudancas
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gue ocorrem neste periodo, acometem o odécito. Nele, ha o desenvolvimento da zona
pelicida e a formacdo de duas ou trés camadas de células da granulosa e
diferenciacao das células da teca.

Assim como os foliculos primordiais, os foliculos comprometidos ndo possuem o
antro folicular e possuem o crescimento independente de gonadotrofinas. No entanto,
pode ser observado a presenca de receptores para o FSH nas células da granulosa e
do LH, nas células da teca (SCARAMUZZ| et al., 2011).

Os foliculos responsivos as gonadotrofinas podem ser pré-antrais grandes, ou
foliculos que apresentem um antro folicular com variacéo de 0,2 a 2,5 mm de diametro.
Nestes foliculos, ha o desenvolvimento da responsividade das células da granulosa e
da teca as gonadotrofinas FSH e LH, respectivamente, podendo ser observado uma
maior taxa de atresia folicular. Esta fase do desenvolvimento folicular é chamada de
recrutamento. No recrutamento folicular, ha o inicio do desenvolvimento e maturagao
folicular, estimulados pelo aumento das concentracdes plasmaticas de FSH, que
permite a continuacdo do crescimento dos foliculos e a proliferacdo celular,
aumentando gradualmente sua capacidade de sintese de estradiol (ADAMS et
al.,1992). Além disso, ha ativacdo de algumas substancias, como do fator inibidor da
maturacao de odcitos, do fator inibidor de ligacédo do LH, producéo de inibina e varias
outras enzimas (SCARAMUZZI et al., 1993; 2011). A producdo e secrecdo de
estradiol e inibina, pelos foliculos em crescimento, promove a supressao da liberacao
de FSH, apesar destes foliculos ainda serem dependentes de FSH para continuarem
0 seu crescimento (AERTS; BOLS, 2010).

Para que um foliculo passe de responsivo para dependente de gonadotrofinas,
€ necessario que haja uma dependéncia exclusiva do FSH e que eles apresentem um
diametro maior que 2,5 mm. Estes foliculos, podem sofrer atresia caso os niveis de
FSH ndo sejam suficientes. Nesta fase, a taxa de atresia folicular é alta, e, como
mecanismo para evita-la, os foliculos dependentes de gonadotrofinas, passam pelo
processo de selecao folicular (SCARAMUZZI et al., 2011).

A selecao folicular, é o processo pelo qual alguns dos foliculos desenvolvem
receptores para o LH e continuam o crescimento folicular, dando origem aos foliculos
pré-ovulatérios ou de Graaf, para evitar o processo de atresia folicular, passando,

posteriormente, pelo processo de divergéncia folicular (SCARAMUZZI et al.,1993;
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GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007;
SCARAMUZZI et al., 2011).

A divergéncia folicular € um fenomeno no qual ocorre a selecao dos foliculos
gue irdo atingir a fase de dominancia (FORTUNE et al., 2001).

A divergéncia folicular € marcada pelo crescimento do maior futuro foliculo
dominante, com atresia dos demais subordinados. Quando o maior foliculo alcanca
determinado estagio de desenvolvimento, ha um bloqueio no crescimento do segundo
maior foliculo, antes deste alcancar um didmetro similar ao do primeiro, ocasionando
0 processo de dominancia folicular (GINTHER et al., 1996; 2003).

A dominancia folicular € o processo pelo qual os foliculos selecionados
exercem uma dominancia sobre os demais foliculos recrutados na mesma onda de
desenvolvimento folicular, impedindo o crescimento dos mesmos e inibindo o
recrutamento de um novo grupo de foliculos (BARUSELLI et al., 1997). Antes que haja
a divergéncia, todos os foliculos em fase de crescimento, tém potencial para se
tornarem foliculos dominantes. No entanto, apos a divergéncia, o maior foliculo se
desenvolve até se tornar um foliculo dominante, enquanto que os demais foliculos
regridem (AERTS; BOLS, 2010). O foliculo dominante rapidamente produz inibidores
de FSH, mas continua o seu desenvolvimento, mesmo em baixas concentracdes
deste horménio. Esta inibicdo pode ocorrer de forma passiva, onde o foliculo maior
inibe indiretamente o crescimento dos foliculos menores através da reducdo dos
niveis de FSH abaixo do limiar necessario para manutencao destes, e, de forma ativa,
guando o foliculo mais maduro secreta substancias que inibem a responsividade dos
foliculos menos maduros ao FSH (DRIANCOURT; MARIANA; PALMER, 1991).

Os foliculos sé@o dependentes de FSH até a ocorréncia da dominancia folicular
e, apos isso, se tornam dependentes de LH (FORTUNE et al.,, 2001; BURATINI
JUNIOR, 2007; ARAUJO, 2013).

Além do fenbmeno de dominéncia, nos caprinos, foi observado que alguns
animais conseguem ovular mais que um odcito. Isto ocorre devido ao processo de
codominancia folicular que ocorre quando ha uma sincronicidade no desenvolvimento
folicular, fazendo com que o segundo foliculo ovulatério esteja concomitante com o
primeiro na maioria dos ciclos estrais, fazendo com que mais de um odcito seja
ovulado (CUETO et al., 2006).
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Portanto, a foliculogénese € um processo bastante complexo e é influenciado
por varios fatores de crescimento e hormdnios esteroides que atuam diretamente
nesse processo (EVANS et al., 2001; VELASQUEZ; SOUZA; SOLARTE, 2015).

1.3. BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUC}AO NA CAPRINOCULTURA

Segundo Morris, Diskin e Sreenan (2001), a biotecnologia é uma “nova ciéncia”
que guia as industrias médicas, farmacéuticas e agroalimentar. E a manipulac&o ou
uso de um organismo ou de seus componentes, permitindo os avancos tecnolégicos
e biolégicos, impulsionando o desenvolvimento de varias tecnologias da reproducéo
assistida (inseminacao artificial, criopreservacdo de gametas e embrides;
superovulacdo e transferéncia de embrides, sexagem espermatica e embrionaria,
recuperacdo de odcitos, fertilizacdo in vitro, manipulacdo de odcitos inclusos em
foliculos pré-antrais - MOIFOPA, transgénese e clonagem) ou Ovario Artificial
(BERTOLINI; BERTOLINI, 2009; FIGUEIREDO; RODRIGUES; SANTOS, 2013).

A multipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE) € uma biotecnologia
reprodutiva que possibilita a manipulacdo estratégica para a potencializacdo do
melhoramento genético nos rebanhos (PARAMIO; IZQUIERDO, 2014). Para a
realizacdo desta biotécnica, faz-se necessario a realizacdo de algumas etapas
fundamentais, dentre elas, a sincronizacéo do estro e superovulacao; fecundacao das
doadoras; e colheita de embrides (LOPES JUNIOR; MIRANDA; SILVA, 2014).

Para uma sincronizacédo estral adequada, € necessario que todas as fémeas
entrem em estro e ovulem de forma simultanea e independente do tipo de monta
utilizado. Para isto, faz-se necessario a sincronizacao do estro e da ovulacdo, com o
intuito de obter o maior nimero possivel de embrides em fases semelhantes do
desenvolvimento embrionario (BARIL; BREBION; CHESNE, 1995). Esta etapa
consiste na concentracdo de animais em estro, num intervalo de tempo de 24 a 72
horas, através do método de prolongamento (associacdo de progestagenos a hCG,
eCG ou FSH) ou encurtamento da fase lutea (uso de agentes luteoliticos analogo a
PGF2) (FATET; PELLICER-RUBIO; LEBOEUF, 2011). Ambos protocolos possuem o
objetivo de promover o maior niumero de fémeas com estro sincronizado apés a
retirada da fonte de progesterona/progestageno ou apos a aplicacdo de um luteolitico
(FATET; PELLICER-RUBIO; LEBOEUF, 2011; BALARO et al., 2019).
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Em relacdo a superovulagdo, ela € tida como uma das fases mais importantes
da MOTE e, para realiza-la, necessita-se, unicamente, da associa¢cao de um protocolo
de sincronizacdo de estro e uma estimulacdo hormonal ovariana, possibilitando o
desenvolvimento e maturacdo dos foliculos. Este estimulo ovariano, ocorre devido a
aplicacao de elevadas doses de FSH, que promove o desenvolvimento e maturacéo
de intmeros foliculos ao mesmo tempo (LOPES JUNIOR; MIRANDA; SILVA, 2014).
No entanto, segundo Amiridis e Cseh (2012), a resposta ovariana obtida por meio dos
protocolos de superovulagdo ainda apresentam alta variabilidade na resposta
ovulatéria, podendo isto, ser uma limitacdo para a utilizacdo desta biotécnica.

Ap6s a superovulacdo, faz-se necesséario a realizacdo da fecundacdo das
doadoras, a qual pode ser feita pelo método de monta natural, Inseminacao artificial
(IA) ou Inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) (MONTENEGRO et al., 2017). A
selecdo dos animais é de extrema importancia. As fémeas devem ser escolhidas
segundo seu valor genético e os machos devem ser melhoradores, havendo a
necessidade de uma atencéo especial para a qualidade seminal (GIBBONS; CUETO,
2011).

A biotécnica de MOTE possui aplicacdes que envolvem tanto a pesquisa basica
guanto a aplicada. No entanto, ainda existem etapas nesse processo que reduzem
sua eficiéncia e restringem sua utilizacdo, como a necessidade da realizacado de
procedimentos cirdrgicos. Todavia, em caprinos, ja € possivel realizar a coleta e
transferéncia de embrides sem a utilizacdo de procedimentos cirurgicos e de forma
satisfatoria (PINTO et al.,, 2019). Em relacdo ao procedimento cirdrgico, varios
inconvenientes podem ser observados, dentre eles, 0s riscos anestésicos,
hemorragias, aderéncias e complicacbes pos-cirargicas. Com isso, a formacéao de
aderéncias pode ser tdo severa, a ponto de prejudicar as novas coletas ou, até
mesmo, comprometer a fertilidade da doadora (HOLTZ, 2005; BRUNO-GALARRAGA
et al., 2014).

A partir disso, € observado que as biotecnologias da reproducéo, quando em
combinagéo com protocolos hormonais para promover a inducéo ou sincronizacao de
cio, permitem a producéo de animais para a obtencado de carne e leite, durante todo o

ano.
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1.4. USO DE GONADOTROFINAS EM PROTOCOLOS DE SUPEROVULAQAO

Varias gonadotrofinas podem ser utilizadas em protocolos hormonais de
superovulacdo (PINHEIRO, 2002). Sua associa¢do € recomendada com o intuito de
estimular o desenvolvimento e maturacdo dos foliculos, e, consequentemente,
aumentar o numero de ovulagdes (MENCHACA et al., 2007; COX et al., 2012;
ADRIYANTO et al., 2017). No entanto, existe uma variagdo na resposta
superovulatéria promovida por fatores intrinsecos ou extrinsecos ao animal,
promovendo uma incapacidade na previséo do resultado (GIBBONS; CUETO, 2011).

Varios sdo os fatores que interferem na resposta superovulatoria, dentre eles, a
relacdo FSH/LH utilizados, tipo de farmaco e imunidade (FERNANDES NETO et al.,
2012).

Um fator importante e que deve ser levado em consideracéo € a escolha do tipo
de gonadotrofina, visto que, dependendo de sua origem ou espécie, as gonadotrofinas
podem promover um aumento dos niveis de anticorpos (SIMPLICIO; SALLES;
SANTOS, 2002). A gonadotrofina mais utilizada em protocolos de superovulacdo € a
Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG). No entanto, existem protocolos com a
utilizacdo de Gonadotrofina Corionica Humana (hCG) e Hormoénio Foliculo
Estimulante (FSH) (FONSECA; TORRES, 2005). Todas estas gonadotrofinas vém
garantido taxas elevadas de respostas ao estro (92,5%) e desenvolvimento folicular
adequado (FONSECA; TORRES, 2005; SOUZA et al., 2011; PIETROSKI et al., 2013;
FONSECA et al., 2017).

A gonadotrofina coribnica humana (hCG), € sintetizada pelas células
sinciciotrofoblasticas da placenta e secretada pela urina de primatas e mulheres
gestantes. O hCG vém sendo utilizado como indutor de ovulagéo, pois possui funcéo
semelhante a do LH e € uma alternativa a suplementacao de progesterona, pois ele
promove aumento do numero de corpos lateos acessorios (SREENAN; DISKIN,1989;
JAINUDEEN; WAHID; HAFEZ, 2004).

A gonadotrofina coridnica equina (eCG) é produzida nos célices endometriais
do atero, possui meia vida longa (podendo ser de até 106 horas) e foi o primeiro
horménio utilizado para promover a superovulacdo em dose Unica de 1000 a 2000Ul
em um a dois dias antes da remocéo da fonte de progesterona exdégena (EVANS;
ARMSTRONG, 1984; MURPHY, 2012; FONSECA et al., 2017). No entanto, a partir

da realizacdo de varios estudos, esta dose foi reduzida como observado na Figura 2.
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Figura 2 — Modelo de protocolo de superovulacdo em caprinos a base de

Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG).

DO D9 D11 42- 45h
Insercdo de 200 a 300 Ul de Retirada do tl_“.IDR 1A
CIDR ou esponja eCG + PGF-2a ou esponja

Fonte: Adaptado de Dantas e Negréo (2010).

A eCG, é amplamente utilizada em protocolo de superovulacdo e possui dupla
atividade (FSH e LH) (MURPHY, 2012). Esse hormodnio estimula o desenvolvimento
de foliculos adicionais, promovendo a ovulagcdo sem a necessidade da administracao
de uma fonte exdgena de LH (JAINUDEEN; WAHID; HAFEZ, 2004). No entanto, sua
utilizacao frequente pode promover a diminuicdo na fertilidade das fémeas, devido a
formacé&o de anticorpos anti-eCG, por se tratar de um hormoénio da espécie equina e
por apresentar alto peso molecular (HERVE et al., 2004; FONSECA; TORRES, 2005;
OLIVEIRA et al., 2007; ALVARADO-ESPINO et al., 2016

Uma alternativa ao eCG ¢ a utilizacdo do FSH, que pode ser puro ou associado
ao LH. Este horménio estimula a superovulacdo, promovendo menor reacao
imunoldgica e sua aceitacao e disponibilidade € maior dentro dos paises (OLIVEIRA
et al., 2007). A menor eficacia do eCG para a obtencdo de embrides in vitro, vém
contribuindo para sua substituicdo por preparados comerciais de pFSH (FSH suino) e
oFSH (FSH ovino) (JABBOUR; EVANS, 1991; VEIGA-LOPEZ et al., 2008;
MENCHACA et al., 2009).

Segundo Bettencourt et al. (2008), o oFSH, obtido por extrato de pituitaria ovino,
aparenta ser mais vantajoso que o pFSH, devido ao aumento significativo do nimero
de embriBes recuperados. No entanto, esses autores ndo observaram diferenca no
namero de ovulagao entre os tipos de FSH, estando essa diferenca associada a taxa
de recuperacao de embrides, que, para o oFSH, foi de 80%, enquanto, para o pFSH,
30%.

Um fator importante a ser avaliado para a obtencdo de respostas

superovulatérias homogéneas, é a dose administrada de FSH. Estudos demonstram
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gue doses muito elevadas ou muito baixas propiciam uma diminuicdo do niamero de
embrides viaveis (D’ALESSANDRO et al., 1996; BOSCOS et al., 1997; WU et al.,
2011).

Um outro fator que deve ser levado em consideracdo € a relacdo entre a
guantidade de FSH e LH dentro de um produto, visto que, 0os produtos comerciais a
base FSH possuem diferentes propor¢cées de FSH:LH em sua composicdo (BARIL;
BREBION; CHESNE, 1995; KELLY et al., 1997). Ainda segundo esses autores,
elevadas concentracdes de LH no farmaco promovem um aumento do namero de
foliculos anovulatérios, demora no retorno da ciclicidade e a ocorréncia de embrides
degenerados.

O FSH é o0 hormdénio mais utilizado atualmente e € comumente utilizado em seis
a oito doses decrescentes, com intervalo de 12 horas, por um periodo de trés a quatro
dias, com dose média de 176 a 256 mg por animal, sendo iniciado dois a trés dias
antes da remocéo da progesterona ou progestageno como visualizado na Figura 3
(D’ALESSANDRO; MARTEMUCCI; TAIBI, 2005; VEIGA-LOPEZ et al., 2005).

Figura 3 — Modelo de protocolo de superovulacdo em caprinos a base de Horménio
Foliculo Estimulante (FSH).

DO D7 D8 D9 D10 pi11
FSH 1A
Insercdo de Retirada do CIDR.
CIDR ou esponja ou esponja +

deteccio do estro

Fonte: Adaptado de Aisen (2008).

Diferentes fatores, como o perfil folicular ovariano no momento da administracéo
deste hormonio, estdo associados a uma variabilidade nas doses, evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de protocolos hormonais de facil aplicacdo, com o
menor custo e que garanta taxas de recuperagao elevadas e de forma constante
(FONSECA; SOUZA; BRUSCHI, 2007).
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1.5. HORMONIOS TIREOIDIANOS

Segundo Saraiva et al. (2010), o eixo hipotalamico-hipofisario-tireoidiano e o eixo
hipotalamico-hipofisario-ovariano atuam de maneira simultanea, promovendo a
foliculogénese e resultando na regulacao da fertilidade.

Os hormonios tireoidianos (HT), s&o substancias essenciais para o0
desenvolvimento de érgdos e tecidos (NUNES, 2003). Os HT tém a sua sintese
estimulada através da acdo do hipotalamo, que promove a liberacdo da tireotropina
(TRH) e estimula a secrecdo de TSH (hormonio tireoestimulante) pelos tireotropos na
hipofise.

O TSH é um horménio glicoproteico que vai atuar na glandula tireoide, regulando
0 seu metabolismo e crescimento, assim como a sintese e liberacdo de seus
horménios: Tz (trilodotironina) e T4 (tiroxina) (BERNE et al., 2004). A secrecéao do TSH
também pode ser regulada por estrogenos, progesterona, estresse e frio, podendo ser
inibida por outros hormdnios, como a somatostatina, glicocorticoides, dopamina e
horménios tireoidianos (GONZALEZ, 2002; GOFF, 2017).

Os hormonios Tz e T4 séo iodotironinas, produzidas pela glandula da tireoide, e
possuem distribuicdo em todas as células do corpo (GOFF, 2017; GENUTH, 2009).
Tais hormonios podem atravessar a membrana das células por difusédo ou por sistema
de transporte de substancias, sendo armazenado na porcéo extracelular da tireoide
como parte da molécula glicoproteica, a tireoglobulina (GENUTH, 2009).

O principal produto de secrecao da tireoide € a T4, mas esta substancia ndo € a
forma mais ativa. A ativacdo desta substancia ocorre pela interacdo da enzima
desiodinase nos tecidos alvo. As variacdes desta isoenzima promovem a expressao
e regulacdo das concentragfes de Tz e T4 (GOFF, 2017; BERNE et al., 2004).

As iodotironinas sdo pouco sollveis no sangue e precisam ser associadas a
proteinas especificas para serem transportadas. A principal proteina transportadora
destas moléculas € a globulina de ligacdo a horménio tiredideo (TBG) (GENUTH,
2009). A porcdo desses hormbnios que nao esta ligada a nenhuma proteina é
denominada de fracdo livre, sendo metabolicamente ativa. Uma vez nos tecidos
periféricos, a T4 sofre deiodinacdo, convertendo-se em Tz, antes de entrar em contato
com o seu receptor (GOFF, 2017; FINORA; GRECO, 2007).
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Os HT apresentam meia-vida longa (tiroxina, 7 dias; e a triiodotironina, 18 horas)
e sdo semelhantes aos hormonios esteroides, devido a localiza¢édo de seus receptores
(intracelulares), atuando como um fator de transcricdo (GENUTH, 2009).

1.6. INFLUENCIA DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS NA FOLICULOGENESE

Os hormonios da tireoide, de forma geral, atuam promovendo a transcricao
génica nuclear de inimeros genes. Consequentemente, hd um incremento em todas
as células do organismo, promovendo a producdo de enzimas, proteinas estruturais,
proteinas transportadoras e de outras substancias, aumentando, assim, a atividade
funcional de todo o organismo (GUYTON; HALL, 1998).

Os hormonios tireoidianos exercem um efeito acentuado sobre o GH e o IGF-1,
desempenhando um papel significativo no desenvolvimento folicular e maturacdo dos
oocitos (HERVAS; MORREALE; ESCOBAR,1976; FROESH et al.,1985; WOLF;
HINGHAR; MOSE, 1989; GRUAZ et al.,1994; YOSHIMURA et al.,1994).

O ovério é responsivo aos hormdnios tireoidianos, pois varios eventos que
ocorrem durante a foliculogénese e esteroidogénese estdo sob a influéncia direta ou
indireta dos hormoénios Tz e T4 (SERAKIDES et al., 2001). Tais indicios podem ser
comprovados por experimentos que foram realizados in vivo em camundongos com
hipotireoidismo. Neste experimento, foi possivel perceber que, apos o tratamento com
a tiroxina, houve um aumento da massa ovariana dessas fémeas (JIANG; UMEZU;
SATO, 2000). Em ovinos, um experimento in vitro demonstrou que a tiroxina, quando
associada ao FSH, promove um aumento nas taxas de desenvolvimento folicular,
levando a formacédo de antro (ARUNAKUMARI et al., 2007).

Em outro experimento, também realizado in vivo, foi induzido,
experimentalmente, o hipotireoidismo em ratas com propiltiouracil (PTU), um agente
antitireoidiano e, com isso, houve um aumento nas taxas de atresia folicular. Este
disturbio na foliculogénese foi atribuido ao decréscimo dos hormdnios tireoidianos
(DIJKSTRA et al., 1996).

Estudos também tém avaliado os efeitos da diminuicdo nas concentracfes de
horménios tireoidianos sobre os parametros reprodutivos. Apds radiotireoterapia, em
ratas adultas, foi observado que estes animais apresentaram o ciclo estral prolongado

e irregular com aumento nas concentragfes de LH na fase de pro-estro e decréscimo
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do numero de ovulagdes, devido a reducao dos grandes foliculos antrais, promovendo
aumento da atresia folicular (MATTEIJ et al.,1995).

1.7. LEVOTIROXINA SODICA

A levotiroxina € um medicamento sintético utilizado para terapias de reposicao
hormonal em pacientes diagnosticados com hipotireoidismo. Esse farmaco atua
mimetizando a acao dos hormdnios T3 e T4 que séo produzidos pela glandula tireoide
e € semelhante ao hormbénio produzido pela tireoide. Pode ser encontrado nas
apresentacdes de 30 comprimidos com 25, 50, 75, 88, 100, 125, 150, 175 e 200 ug,
seja para administracao por via oral, seja por via intramuscular (FDA, 2000; SANOFI,
2016). No entanto, a via de administracao intramuscular € de uso exclusivo hospitalar.

Segundo Dollery (1999), este farmaco possui uma meia vida de 5 a 7 dias em
individuos normais e € amplamente ligado a proteina plasmatica, principalmente a
proteina ligante de tiroxina. A fracdo livre do farmaco € a porcéo livre para agao
periférica e para conversao do metabolito ativo, 0 Ta.

A levotiroxina € parcialmente transformada em T3 e outros metabdlitos, sendo
excretada pela bile, fezes e urina. Além disso, a levotiroxina pode ser secretada pelo
leite (DOLLERY, 1999).

Em experimento, realizado in vivo, foi induzido, experimentalmente, o
hipertireoidismo em ratas puberes através da administracdo de levotiroxina por via
oral. Neste experimento, foi observado uma correlacdo positiva entre as
concentracbes de tiroxina livre e o namero de foliculos primarios, indicando a
participacdo dos horménios tireoidianos no recrutamento e desenvolvimento dos
foliculos primordiais (SERAKIDES et al., 2001).

Serakides et al. (2001), também relataram um aumento da atividade ovariana,
resultando no aumento da foliculogénese e, por consequéncia, do niumero de foliculos
viaveis em decorréncia da administracéo de levotiroxina.

Apesar dos experimentos citados deixarem claro a participacdo dos hormoénios
tireoidianos na foliculogénese, ndo foram encontrados trabalhos com o uso de T3 ou
T4 em caprinos in vivo, para estimular a foliculogénese em tratamentos de

superovulacao.
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2. HIPOTESE
A levotiroxina promove recrutamento folicular e superovulacdo em cabras

destinadas a producéo in vivo de embrides.
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3. JUSTIFICATIVA

Na regido Nordeste, a Caprinocultura € uma atividade de grande importancia
econdmica e social.

O desenvolvimento de biotecnologias e protocolos hormonais sdo importantes
para aumentar a prolificidade e auxiliar na expansdo do melhoramento genético
animal. Todavia, 0os custos elevados com o emprego de protocolos hormonais que
promovam a superovulacdo nao estdo acessiveis para todos os produtores, havendo
a necessidade de encontrar alternativas que possibilitem a difuséo destas biotécnicas.

Foi observado que a utlizacdo da levotiroxina, em protocolos de
superovulacao, pode promover a reducao desses custos, quando comparado com 0s
valores investidos na utilizacdo de gonadotrofinas (FSH/LH) nesses protocolos. Por
exemplo, o custo de uma caixa de Pluset® ou de Folltropin® varia de R$ 695,00 a R$
890,00 (valores em maio/2021), sendo que uma caixa de Pluset €, normalmente, para
apenas 5 animais e uma caixa de Folltropin® serve para 2 animais, enquanto que uma
caixa de Levotiroxina® (200 ug) é de R$ 20,00 e possui 30 comprimidos, podendo ser
utilizado em até 10 animais.

Além de promover a reducdo dos custos, acredita-se que a utilizacdo da
levotiroxina, quando em associa¢cdo com o FSH, promova um melhor desenvolvimento
folicular, visto que existem evidencias que comprovem a responsividade dos ovarios
a estes hormonios devido a presenca de receptores de T3 nos ovarios e por estes
hormbénios acentuarem a acdo do IGF-1 e do GH, controlando o desenvolvimento
folicular e a maturacdo dos odcitos evidenciando que esses hormdénios sao
indispensaveis para a reproducao.

Desta forma, o uso da levotiroxina em substituicdo as gonadotrofinas (FSH/LH)
podera melhorar a relacdo custo/beneficio no tratamento de superovulacdo em
caprinos, tornando a biotecnologia mais acessivel aos produtores rurais que estao

investindo em melhoramento genético.



31

4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Avaliar a eficicia da levotiroxina em protocolos de superovulacdo da espécie

caprina.

4.2. ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da levotiroxina sozinha ou associada ao FSH/LH em protocolos

de superovulacéo sobre:

A proporc¢ao de cabras superovuladas em estro;

A duracao do estro de cabras superovuladas;

O nuamero de foliculos pequenos, médios e grandes de cabras
superovuladas;

O numero total de corpos Iuteos de cabras superovuladas;

A proporcao de cabras superovuladas que apresentou regressao prematura

de corpo luteo.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. ASPECTOS ETICOS
O experimento foi realizado de acordo com o Comité de Etica da Embrapa
Semiarido, registrado com o n° 02/ 2019.

5.2. LOCAL E EPOCA DE EXECUCAO

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental da Embrapa Semiarido em
Petrolina-PE, em periodo chuvoso (més de maio), com alta disponibilidade de
pastagem na Caatinga.

O estudo foi realizado no Campo Experimental da Embrapa Semiarido, o Brasil.
Empresa de Pesquisa Agropecuaria, localizada no municipio de Petrolina,
Pernambuco, Brasil (09° 09’S de latitude, 40° 22’0 de longitude). A precipitagdo média
anual na regido é de 567 mm, média as temperaturas anuais variam de 24,2 a 28,2°C,
e a umidade relativa anual varia de 66 a 71,5% (CIDADE BRASIL, 2021)

5.3. PRE-EXPERIMENTO

Para a realizacdo do experimento, foi necessario realizar dois pré-experimentos.
O primeiro foi realizado em camundongos com o intuito de testar se a via de
administracdo causaria necrose tecidual, visto que nao foi encontrada a levotiroxina
para administracdo por via intramuscular. O segundo pré-experimento foi realizado
em cabras com o intuito de avaliar os niveis de Ta.

Para o primeiro pré-experimento, em 6 camundongos (Figura 4), foi utilizado um
comprimido de levotiroxina (50ug) macerado e posteriormente misturado a 5ml de 6leo
de milho. Posteriormente, foi administrado 8 pg por animal durante 3 dias. Estes

animais foram eutanasiados e submetidos a necropsia.

Figura 4 — Camundongos utilizados para avaliacdo da via de administracdo da

levotiroxina.
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No segundo pré-experimento, foi analisada a eficacia da via de administracéo da
levotiroxina, por via intramuscular profunda, em 6 cabras, através da mensuracao dos
niveis de Tz no soro destes animais. Nas cabras foram administrados 200ug de
levotiroxina misturados a 5mL de éleo de milho e aplicado por via intramuscular. O
sangue destes animais foi coletado antes e um dia apdés a aplicacdo do farmaco sendo

enviado o soro posteriormente para avaliacéo laboratorial.

5.4. EXPERIMENTO
5.5. ANIMAIS

No presente estudo, foram utilizadas 30 cabras da ragca Canindé, com idade
entre 4 e 6 anos, vacinadas, pluriparas, estando sadias, ciclicas, ndo gestantes e com
escore corporal médio de 3,2 + 0,26 (escala de 1 a 5) (Figura 5).

Durante o periodo do experimento, todos os animais foram desverminados e
ficaram em sistema extensivo, se alimentando da vegetacdo da caatinga com acesso

livre ao capim buffel e agua.

Figura 5 — Cabras Canindé submetidas aos protocolos experimentais separadas por

cor.

5.6. TRATAMENTOS HORMONAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os animais foram alocados, homogeneamente, em trés grupos experimentais,

contendo 10 animais em cada grupo, como a seguir:
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Grupo FSH/LH: Os animais receberam, no dia 0 (DO), uma esponja intravaginal
contendo 60 mg acetato de medroxiprogesterona (MAP), onde permaneceu por 9 dias
(Figura 6). Nos dias 7, 8 e 9, foram feitas duas aplicacées, por dia, de FSH/LH (Pluset®,
Calier S.A., Espanha), por via intramuscular, que foram distribuidas em doses
decrescentes, no periodo da manha e no final da tarde, com intervalo de 12horas entre
as aplicagdes, totalizando 200 Ul de FSH/LH (50/50 Ul; 25/25 Ul; 25/25 Ul). Também
no dia 7, foi administrado uma dose de prostaglandina F-2 alfa (Ciosin®, MSD Saude
Animal, Brasil), na dose de 100 ug, por via intramuscular.

Grupo Levo: Estes animais foram tratados com um protocolo similar, ao do
grupo FSH/LH. No entanto, ndo houve a administracdo de FSH/LH neste grupo, sendo
substituido pela administracdo de levotiroxina sodica, por via intramuscular, em trés
dias consecutivos (D7, D8 e D9), na dose de 200 pg/animal/dia.

Grupo LevoFSH/LH: Assim como nos demais grupos, foi utilizado um
tratamento similar ao do grupo FSH/LH. No entanto, a levotiroxina soédica foi
administrada em trés doses diarias de 200 pg/animal/dia, pela manha, sendo utilizada
em associacdo as doses reduzidas e decrescentes de Pluset® (FSH/LH) (20/20Ul;
10/10Ul; 10/10Ul), pela manha e tarde, perfazendo um total de 80 Ul/animal.

Figura 6 — Protocolo de superovulacdo com deteccdo de estro (D.E.), avaliacao
ultrassonografica e laparoscopia (USG: Ultrassonografia; D.E.: Deteccdo de Estro; e
LEVO: Levotiroxina).

Remocao
da esponja ?
Esponja PGF- 2a s Laparoscopia
I | Detecgéo do estro I I
FSH com ou sem Ultraasori
|
DO 07 D8 D9 D10 D11 D17

Grupo FSH/LH

Grupo Levo FSH/LH
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5.7. AVALIACAO DOS FOLICULOS POR ULTRASSONOGRAFIA

Durante os Dias 9, 10, 11 (considerando como Dia Zero o dia da colocacédo da
esponja intravaginal), a dindmica folicular ovariana foi monitorada por
ultrassonografia, adaptando a metodologia de Nogueira et al. (2016), para atender as
necessidades da avaliagdo da dinamica folicular na superovulagdo. As imagens
ultrassonogréficas ovarianas foram obtidas com um equipamento de ultrassonografia
modo-B (SAEVO, modelo: FP 102, Alliage S/A, Séo Paulo, 2019), equipado com uma
probe transvaginal setorial de 6 MHz. Apds o esvaziamento da ampola retal e a
deposicao de 20 mL de gel condutor no local, permitindo maior contato do transdutor
com a mucosa retal e, assim, melhor visualizacdo dos ovarios e suas estruturas
(Figura 7).

Figura 7 — Avaliacao da dinamica folicular de cabras Canindé por ultrassonografia.

Os foliculos ovarianos foram classificados apds a sua mensuracdo devido a
grande quantidade de foliculos em desenvolvimento, sendo necessario realizar uma
nova classificacdo para esta avaliacdo. Desta forma, os foliculos foram classificados
em trés categorias: pequenos (2 a 3 mm), médios (>3 e <4 mm) e grandes (>4 mm).
Além disso, houve também a mensuracao e contabilizacdo do diametro maximo dos
foliculos pré-ovulatorios .

Os videos dos exames foram gravados e avaliados em um software proprio

(MicroDICOM v.0.7.8) para avaliacdo de imagens ultrassonograficas.
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5.8. OBSERVAGAO DAS FEMEAS PARA A OCORRENCIA DE ESTRO
O comportamento estral foi observado por meio de uso um macho adulto inteiro
e de libido comprovada, iniciando as 12 horas apo0s a retirada das esponjas, por um
periodo de 30 minutos, a cada quatro horas e finalizando as 44 horas ap0s a retirada
das esponjas.
Os machos foram contidos por uma corda no momento da observacéo do estro
e passado em cada fémea. A fémea foi considerada em estro quando apresentou

reflexo de imobilidade para aceitacdo da monta pelo macho (Figura 8).

Figura 8 — Observacao de cabras em estro com auxilio de um macho contido por uma

corda.

5.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE OVULATORIA POR LAPAROSCOPIA

A contagem do numero de corpos luteos foi realizada por laparoscopia, 7 dias
apos a realizacdo da ultima avaliagdo por ultrassonografia, em torno de 7 a 8 dias
ap0s as ovulacbes. Para a realizacdo deste procedimento, os animais foram
submetidos a jejum hidrico e sélido por 24 horas e tricotomia prévia da regido
abdominal, preparando a area para o procedimento cirurgico.

Para que o procedimento fosse iniciado, houve a administracdo de um protocolo
de anestesia dissociativa, que consistiu na utilizacdo de uma solucdo contendo
cloridato de xilazina a 2% (3 mL), cloridato de ketamina 10% (10 mL) e 13 mL de

solucéo fisiolégica. Desta mistura, foi administrado 0,5 mL IV, por animal.
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Para a realizagdo do procedimento, 0os animais passaram por antissepsia local
previa com clorexidina 2% (Vic Pharma, Alemanha) e uma solucao de alcool iodado a
2% na regido, onde houve a insercao dos trocateres, laparoscopio e o inflador que ira
promover o pneumoperitonio.

Antes que houvesse a da insercdo dos trocateres e laparoscopio, foram
realizadas duas pequenas incisdes para permitir a inser¢cdo do endoscoépio e de uma
canula, permitindo a visualizacdo do interior da cavidade abdominal, seguido da
contagem do numero de corpos lateos e corpos lateos em regressao. Ao final do
procedimento, fez-se a sutura na pele, com fio nylon, nos pontos de insercao dos
trocateres e foi administrado de 2mL do antibiético Pencimax (Noxon, Brasil) em cada

féma, por via intramuscular. (Figura 9).

Figura 9 — Avaliacao laparoscopica para contagem do numero de corpos luteos e

cabras Canindé.

6.0. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e 10 repeti¢cdes por tratamento, totalizando 30 animais. Foi utilizado o
teste de Andlise de Variancia (ANOVA) para os resultados dos niveis de T3 no soro

dos animais do pré-experimento e teste GLM para comparar os efeitos dos
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tratamentos para as seguintes variaveis: intervalo médio entre a retirada das esponjas
e oinicio do estro, numero de foliculos pequenos, médios e grandes, maximo diametro
folicular e nimero de ovulagdes. Além disso, foi utilizado o teste Qui-quadrado para
avaliacdo da porcentagem de animais em estro em diferentes intervalos apos a
retirada das esponjas.

Os dados também foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de
Shapiro Willk, adotando-se o nivel de 5% de significAncia. Foi utilizado o programa
estatistico SAS University Edition 2.8.1 (SAS, 2018) e as diferengas foram

consideradas significativas quando P < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. PRE-EXPERIMENTO

Para a presente avaliacdo, nao foi observado a presenca de necrose tecidual em
decorréncia da administracdo da levotiroxina em nenhum dos seis camundongos
avaliados.

Os resultados obtidos a partir da mensuracao dos niveis de Tstotal no soro de 6
cabras, antes e depois da administracdo de levotiroxina, podem ser observados na
Tabela 1. A partir desta mensuracdo, foi observado que nao houve diferenca
significativa (P<0,05) entre as concentracdes de T3, antes e um dia apés uma Unica

aplicagéo de levotiroxina (Tabela 1).

Tabela 1 — Niveis séricos de triiodotironina (T3) em soro de cabras Canindé.

Administracdo de 200 pg de Levotiroxina

Animais Antes Depois*
1 1,13 1,01
2 0,86 1,18
3 1,29 1,4
4 0,99 1,32
5 1,4 1,23
6 1,27 1,14
Média * e.p. (1,15 + 0,08) (1,21 + 0,05)

* Um dia ap6s aplicagdo da Levotiroxina.

7.2. EXPERIMENTO

No Dia 9 (considerando como Dia Zero o dia da colocacdo da esponja
intravaginal), foi observado que o namero de foliculos pequenos (P<0,05) foi maior no
grupo Levo em comparacao ao grupo FSH/LH. Além disso, foi observado que o grupo
LevoFSH/LH apresentou-se estatisticamente semelhante (P>0,05) ao grupo Levo no
namero de foliculos pequenos (Figura 10a).

Em relacdo ao numero de foliculos médios, foi encontrado um aumento
significativo no grupo FSH/LH em comparacao ao grupo Levo, embora o niumero de
foliculos médios do grupo LevoFSH/LH tenha sido semelhante ao do grupo FSH/LH e
Levo (P>0,05) (Figura 10b).
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Figura 10 — Média do numero de a) foliculos pequenos (2 a 3 mm), b) médios (>3 a

<4mm) e c) grandes (>4mm) de cabras Canindé submetidas a diferentes protocolos

de superovulagao.
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ab.c Médias com letras minlsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativa entre curvas

(P < 0,05).

De forma semelhante, foi observado que o numero de foliculos grandes do

grupo FSH/LH foi maior do que o grupo Levo (P<0,05) e semelhante ao grupo
LevoFSH/LH e Levo (P>0,05) (Figura 10c).
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No Dia 10, foi observado que o numero de foliculos pequenos continuou sendo
significativamente maior no grupo Levo em comparacdo aos demais tratamentos
(Figura 10a). Ja a populagdo de foliculos médios se mantive estatisticamente igual
entre os grupos (Figura 10b). Em relagcdo ao numero de foliculos grandes, foi
observado um maior nimero (P<0,05) no grupo FSH/LH quando em compara¢ao aos
grupos LevoFSH/LH e Levo exclusivamente. Além disso, foi observado que a
populacdo de foliculos grandes foi maior (P<0,05) no grupo LevoFSH/LH quando em
comparacao ao grupo Levo (Figura 10c).

No Dia 11, foi observado que o grupo FSH/LH apresentou uma menor (P<0,05)
populacdo de foliculos pequenos em comparac¢do demais grupos (Figura 10a). Foi
observado também que o grupo LevoFSH/LH apresentou uma populacao de foliculos
pequenos estatisticamente igual ao grupo Levo (Figura 10a). Em relacdo ao numero
de foliculos médios, estes foram estatisticamente iguais entre os grupos de
tratamento.

No que se refere a populagcédo de foliculos grandes, 0 grupo que apresentou a
maior populacdo (P<0,05) foi o grupo FSH/LH, em comparagcdo aos demais grupos.
Além disso, foi observado que a populagéo de foliculos grandes se manteve igual
(P>0,05) entre os grupos Levo e LevoFSH/LH.

Quando analisados dentro de cada grupo experimental, dados da populacéo

folicular predominante podem ser observados na Figura 11.
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Figura 11 — Populacao folicular predominante dentro de cada grupo experimental nos
dias 9, 10 e 11 do experimento.
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No que se refere a populagéo folicular predominante no Dia 9, foi observado que,
no grupo FSH/LH, ndo houve diferenca significativa entre a populacao de foliculos
pequenos, médios e grandes (Figura 11a). Ja no grupo LevoFSH/LH, foi observado
qgue o numero de foliculos pequenos foi superior (P<0,05) ao nimero de foliculos
grandes. Todavia, o numero de foliculos médios foi semelhante ao numero de foliculos
grandes e pequenos (Figura 11b). No grupo Levo, observou-se que a populagéo de
foliculos pequenos foi, significativamente, maior que o numero de foliculos médios e
grandes no D9 (Figura 11c).

No Dia 10 do grupo FSH/LH, houve um aumento (P<0,05) do nimero de foliculos
grandes em comparacgao as demais populacdes foliculares (Figura 11a). Ainda neste
grupo, foi observado que o numero de foliculos pequenos e médios foram
estatisticamente iguais entre eles. No grupo LevoFSH/LH, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os foliculos de diferentes tamanhos (Figura 11b). Ja no
grupo Levo, a populacao de foliculos pequenos se manteve maior (P<0,05) em relacao
aos demais foliculos (Figura 11c).

No Dia 11, foi observado a prevaléncia do maior niumero de foliculos grandes no
grupo FSH/LH (Figura 6a). O grupo LevoFSH/LH, ndo apresentou diferenca estatistica
estre a sua populacgéo folicular no D11 (Figura 11b). No entanto, no grupo Levo, foi
observado que o numero de foliculos pequenos foi maior que o de foliculos grandes
(P<0,05), mas foi semelhante ao de foliculos médios. Contudo, também foi observado
gue o numero de foliculos médios foi semelhante ao de foliculos grandes (Figura 11c).

Foi observado que 100% dos animais, em todos 0s grupos, apresentaram estro,
nao havendo diferenca significativa entre grupos experimentais para o intervalo médio

entre a retirada das esponjas e o inicio do estro (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de cabras em estro e intervalo médio (horas) entre a retirada

das esponjas e o inicio do estro (RE-IE).

Grupos experimentais

Variaveis FSH/LH LevoFSH/LH Levo Valor de P
Fémeas em estro (%) 100% (10/10) 100% (10/10)  100% (10/10) P > 0,05
Intervalo médio RE-IE (h) 240+1,6 28,4+24 23,6+3,4 0,0003

Os dados obtidos para a distribuicdo do intervalo entre a retirada das esponjas

e o inicio do estro, podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12 - Intervalo entre a retirada das esponjas e o inicio do estro em cabras

Canindé.
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Nos que se refere aos dados de dispersédo, o grupo FSH/LH apresentou uma
menor dispersdo para o inicio do estro, visto que 100% (P<0,05) das cabras
apresentaram estro até 28 horas apds a retirada das esponjas (Figura 12),
apresentando, até nesse intervalo, uma maior (P<0,05) concentracdo de estros que 0
grupo LevoFSH/LH e mostrando-se, estatisticamente, igual ao grupo Levo (Tabela 3).
Ja a dispersao para o inicio do estro no grupo Levo foi, estatisticamente, igual a do
grupo FSH/LH e ao grupo LevoFSH/LH para o intervalo entre 12 e 28 horas apoés a
retirada das esponjas (Tabela 3).

Para o grupo Levo, foi observada uma porcentagem de 70% de animais em estro
no intervalo entre 12 e 28 h e de 30% em estro para o intervalo entre 32 e 44 horas,
todavia sem diferenca significativa (Tabela 3). De forma geral, um maior nimero de
animais (P<0,05) apresentaram estro no intervalo entre 12 e 28 horas ap0s a retirada
das esponjas (73,3 % das cabras), enquanto apenas 26,7% apresentaram estro entre

o intervalo de 36 a 44 horas (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem de cabras em estro em dois intervalos ap0s a retirada das

esponjas.
RE-IE (h) FSH/LH LevoFSH/LH Levo Total
12a28 100% (10/10) @A 50% (5/10) P 70% (7/10) @A 73,3% (22/30) A*
32 a 44 0% (0/10) B 50% (5/10) 30% (3/10) A 26,7% (8/30) B

& b | etras minGsculas diferentes na mesma linha diferem pelo Qui-quadrado (P<0,05). ~ B Letras

maiudsculas diferentes na mesma coluna diferem pelo Qui-quadrado (P<0,05) e * (P <0,001).
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N&do foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os grupos
FSH/LH, LevoFSH/LH e Levo para o numero de corpos Iiteos e tamanho maximo dos
foliculos, como pode ser observado na Tabela 4. Além disso, pode ser observado que
0 numero de corpos lateos em regressdao e o0 numero total de ovulagdes foi
significativamente maior para o grupo FSH/LH em comparacdo aos demais grupos
(Tabela 4; Figura 13).

Tabela 4 — NUmero de corpos luteos em regressao, de corpos lUteos ativos, total de

corpos lateos/ovulacdes e diametro dos maiores foliculos de cabras Canindé.

Variaveis Grupos Experimentais Valor de P

FSH/LH LevoFSH/LH Levo

Animais (n) 10 10 10

N° de corpos liteos em

regressao (n) 6,7 + 1,92 0,3+0,3" 0P 0,0003
N° de corpos luteos ativos (n) 6,6 + 3,32 3,3+0,82 2,0+£0,22 0,257
Total de corpos liteos(n) 13,3+2,32 3,6+0,7° 20+0,21° < 0,001

Foliculo pré-ovulatério de maior
tamanho (mm) 5,9+0,22 55+0,72 55+0,02 0,100

&b valores com letras diferentes na mesma linha s&o significativamente diferentes.

Na Figura 8 pode ser observado os corpos luteos encontrados nos ovarios das cabras

avaliadas durante o procedimento de laparoscopia.

Figura 13 — Ovarios das cabras no procedimento de laparoscopia. A) Grupo FSH/LH,;
B); Grupo LevoFSH/LH; e C) Grupo Levo.
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8. DISCUSSAO

8.1. PRE-EXPERIMENTO

A levotiroxina mostrou-se segura para administracdo intramuscular nos
camundongos e nas cabras. Foi observado que ndo houve diferenca estatistica
significativa dos niveis séricos de Tz apds a administracdo de Levotiroxina, sugerindo
a necessidade de maior dose/animal da Levotiroxina, para promover o aumento dos
niveis séricos de T3 quando aplicado por via intramuscular, visto que foi realizada
apenas uma aplicacdo na dose de 200ug. Outra explicacdo é que pode ter ocorrido
uma metabolizacado tardia da Levotiroxina no organismo, visto que a Levotiroxina € o
equivalente a tiroxina (T4) e necessita ser convertida em triiodotironina (T3) que € a
forma ativa (KOHRLE, 1996; LEONARD; KOHRLE, 1996; NUNES, 2003). Além disso,
a meia vida da Levotiroxina € de 6 a 7 dias no plasma normal e o intervalo de coleta
apos aplicagéo foi de apenas 1 dia e, provavelmente, essa conversao necessita de
mais tempo (GENUTH, 2009).

8.2. EXPERIMENTO

Este é o primeiro estudo relatado na literatura que descreve a utilizacdo da
levotiroxina em protocolos de superovulagcdo, com ou sem a utlizacdo de
gonadotrofinas (FSH/LH suina) em cabras Canindé.

No presente estudo, no D9 do protocolo hormonal, observou-se que 0s maiores
numeros de foliculos pequenos foram encontrados nos grupos em que houve a
administracdo somente de levotiroxina (grupo Levo), indicando que a levotiroxina,
isoladamente, promove um maior estimulo no recrutamento de foliculos pequenos
(DIJKSTRA et al.,1996).

Ainda no D9, observou-se que o maior numero de foliculos grandes, foi
encontrado no grupo FSH/LH em comparacao ao grupo Levo (Figura 10c). Neste dia,
0 grupo LevoFSH/LH foi semelhante ao grupo FSH/LH, indicando que o protocolo
LevoFSH/LH foi suficiente para promover o desenvolvimento folicular até o tamanho
de foliculos médios (Figura 10b) e grandes (Figura 10c) no D9 do experimento.

A partir do D10, foi observado um aumento progressivo no niumero de foliculos
grandes no grupo FSH/LH, mas né&o foi observado no grupo LevoFSH/LH. Isto pode

ser relacionado a dose de FSH/LH utilizada neste grupo (LevoFSH/LH), indicando que
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a mesma nao foi o suficiente para evitar a atresia folicular ou possivelmente, o né&o
desenvolvimento dos receptores para o LH nas células da granulosa (SCARAMUZZI
et al.,1993; 2011).

Ainda no D10, o numero de foliculos grandes foi, significativamente, menor para
0 grupo Levo quando em comparagao ao grupo FSH/LH (Figura 10c), indicando que
a levotiroxina sozinha nédo estimula a esteroidogénese, precisando estar associada a
uma fonte exdégena de gonadotrofinas, ja que estas exercem um papel importante no
desenvolvimento folicular (GREGORASZCZUK; SKALKA, 1996; ARUNAKUMARI et
al., 2007).

Em relacdo ao numero de foliculos pequenos, médios e grandes, dentro de cada
grupo experimental e no D9, foi encontrado uma maior quantidade de foliculos
pequenos e médios no grupo LevoFSH/LH (Figura 11b) e um maior nimero de
foliculos pequenos no grupo Levo (Figura 11c), reforcando a atuagéo da levotiroxina
no recrutamento de foliculos pequenos (Figura 11b) (DIJKSTRA et al.,1996).

Em relacédo aos dias D10 e D11 do grupo LevoFSH/LH, o numero de foliculos
médios e grandes nédo diferiram estatisticamente, como observado no grupo FSH/LH
(Figura 11b). Esta variacédo na dinamica folicular refor¢a a atuacédo das gonadotrofinas
na diferenciacdo dos receptores para ligacdo do LH no pico pré-ovulatorio e na
sobrevivéncia do foliculo quando ha baixas concentracées de FSH (SCARAMUZZ| et
al.,1993; 2011).

No D11 do grupo Levo (Figura 11c), foi observado que o numero de foliculos
pequenos foi estatisticamente semelhante ao de foliculos médios, indicando uma
possivel interacdo da levotiroxina (T4), apos sua conversdo em Tz, com 0S receptores
para Tz presentes nos foliculos pequenos (MARUO et al.,1992). Esses mesmos
autores observaram que as células da granulosa dos foliculos pequenos apresentam
maior numero de receptores para Tz do que os foliculos bem desenvolvidos.

No presente trabalho, foi avaliado o momento para o inicio do estro apés a
retirada das esponjas, e foi observado que todos os protocolos de sincronizacédo do
estro e superovulacao utilizados foram eficientes na indugéo e sincronizacdo do estro
em cabras Canindé, ja que 100% dos animais apresentaram estro, inclusive aqueles
em que foram administrados a levotiroxina. Tais resultados, corroboram o0s
encontrados por Dahl et al. (1995), os quais ndo observaram situacdo de anestro

decorrente da administracdo exdégena de T4, mas diferem dos encontrados por
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O’Callanghan et al. (1993), que observaram anestro nos animais que receberam
aplicacdes de tiroxina.

Em relacdo aos dados de dispersdo para o inicio do estro entre 0s grupos
experimentais, foi observado que os grupos LevoFSH/LH e Levo apresentaram maior
disperséo para o inicio do estro quando comparado ao grupo FSH/LH. Afinal, 100%
das cabras do grupo FSH/LH apresentaram estro até as 28 h apo6s a retirada das
esponjas. Desta forma, quanto menor é a dispersédo para o inicio do estro, menor sera
o intervalo entre as ovula¢cdes e melhor serd 0 momento para realizar as inseminacdes
ou cobertura dos animais (GREGORY; ROCHA, 2004).

No que se refere ao intervalo médio entre a RE-IE, foi observado que este
intervalo foi curto (24 a 28 h), ou seja, os tratamentos superovulatérios promoveram a
manifestacéo do estro de forma rapida e homogénea entre 0s grupos experimentais
(Tabela 2). De forma geral e independente do grupo experimental, foi observado que
a maioria dos animais (73,3%) apresentaram o estro entre 12 a 28 horas (Tabela 3),
demostrando os bons resultados na sincronizacdo do estro apos a retirada da esponja,
visto que uma sincronizacdo homogénea e uniforme, melhora as taxas reprodutivas
do rebanho (GREGORY; ROCHA, 2004).

No que se refere a presenca de corpos lateos em regressao, foram observados
maiores numeros no grupo FSH/LH, quando em comparacdo com o grupo Levo e
LevoFSH/LH, indicando que, neste grupo, houve uma regressao prematura do corpo
IGteo, ocasionado por uma possivel queda precoce dos niveis de progesterona
(MCCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999), visto que nao foi utilizado nenhuma droga
gue pudesse evitar a regressdo precoce do corpo luteo. Os motivos pelos quais
ocorrem a regressao precoce do CL, ainda, ndo estdo bem elucidados
(CHRISTENSEN; HARESIGN; KHALID, 2014). Okada et al. (2000) sugerem que esse
fendbmeno ndo ocorre por regressao luteal prematura de corpo Iuteo funcionalmente
competente, mas por formacdo anormal de corpo luteo promovendo uma “hipoplasia
IUtea” devido ao processo inadequado de luteinizagéo.

No que se refere ao numero total de ovulagdes, observou-se que este foi maior
para o grupo FSH/LH, quando comparado aos grupos Levo e LevoFSH/LH. Este
resultado obtido no grupo FSH/LH pode estar relacionado pela maior concentracao
das gonadotrofinas FSH/LH utilizadas para superovula¢do. J& no grupo LevoFSH/LH,

houve a administracdo de gonadotrofinas hipofisarias, no entanto, em dose 60%
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inferior aquela utilizada no grupo FSH/LH (80 Ul vs. 200 Ul, respectivamente),
podendo, assim, ter interferido na resposta do desenvolvimento folicular e ovulagéo.
Afinal, o FSH e o LH sé&o importantes para os estagios finais da foliculogénese e
também atuam na determinacdo do numero de ovulacdes, pois os foliculos antrais
dependentes de gonadotrofinas podem sofrer atresia, caso o0s niveis de FSH
diminuam antes que as células da granulosa desenvolvam receptores para o LH
(SCARAMUZZI et al., 1993; 2011).

Existem varios fatores que podem influenciar no nimero de ovulacdes e, por
consequéncia, na producao de embriées, como a quantidade de aplicacdes, intervalo
entre as doses, a propor¢cao de FSH/LH do produto e, principalmente, a dose total
utiizada (BOSCOS et al., 1997; D’ALESSANDRO et al.,, 2005; MARTINEZ;
IZAGUIRRE; SANCHEZ, 2007; MAGALHAES et al., 2009).

No que se refere a reducéo da dose de gonadotrofinas de 200 Ul para 80 UlI, foi
realizada na intencéo de identificar se 40% da dose padrdao de FSH/LH (LOIOLA
FILHO, 2013), em associacdo a levotiroxina, seria o suficiente para promover a
superovulacdo nos animais avaliados. No entanto, acredita-se que 0 momento da
aplicacao da levotiroxina deveria ter ocorrido dias antes da administracdo de FSH,
visto que a levotiroxina precisa ser convertida em T3 para para obter a sua forma ativa.
(SANOFI, 2019). Além disso, outra explicacdo é que pode ter ocorrido uma
interferéncia causada pela gonadotrofina utilizada, visto que os produtos comerciais a
base de FSH, possuem LH em sua composicao e utilizam diferentes proporcdes
FSH:LH. O Pluset® apresenta uma proporcédo FSH e LH proxima de 1:1, enquanto o
Folltropin® apresenta baixa concentracdo de LH, com uma propor¢cdo FSH:LH de
5,25:1 (KELLY etal., 1997).

No presente estudo, a administracdo da levotiroxina isoladamente (grupo Levo)
ou em associacdo com pequena dose de gonadotrofina (grupo LevoFSH/LH)
promoveu um maior estimulo no recrutamento de foliculos pequenos, corroborando
os dados encontrados por Dijkstra et al. (1996).

Portanto, a hipétese que o uso da levotiroxina em protocolos de superovulacéo
em caprinos promove um maior desenvolvimento folicular, com aumento do namero

de ovulacao, foi rejeitada nesta condi¢ao experimental.
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I1l. CONCLUSOES

Nas condi¢Oes utilizadas para a execucéo do presente experimento, a utilizacao
de levotiroxina sozinha ou em associacdo as gonadotrofinas hipofisarias ndo é o

suficiente para promover a superovulagdo em cabras.
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