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Para definir existéncia ou ndo, na latitude 22°53°S
e longitude 46°29°W, de estacionalidade reprodutiva sobre
a esteroidogénese ovariana, avaliaram-se as concentra-
¢oes plasmaticas de estradiol (E,) e progesterona (P,), no
ciclo estral, nas estagdes consideradas reprodutiva e néo-
reprodutiva. Ovelhas adultas tiveram o estro induzido e/ou
sincronizado, com dispositivo de progesterona intravaginal
(CIDR®/13 dias) ¢ injegdo de 500 UI de eCG (IM), no
momento da retirada do dispositivo, em dois momentos do
ano: Experimento 1 — estagdo ndo-reprodutiva, setembro
e outubro; Experimento 3 — estacdo reprodutiva, fevereiro
¢ margo, mais um estro natural; Experimento 2 — estagdo
reprodutiva, janeiro. Em todos os experimentos colheu-se
sangue, por venopunc¢ao jugular, diariamente, pela manha,
em todo ciclo estral, para determinagdo dos esterdides
ovarianos. Os niveis médios de E, (20,05 + 11,12 pg/

RESUMO

mL) e de P, (3,58 + 2,38 ng/mL) evidenciaram diferencas
significativas entre dias do ciclo estral (p<0,0001), experi-
mentos (p<0,0001) e animais (p<0,0001). As concentragdes
plasmaticas de E, apresentaram-se mais elevadas no estro
sincronizado durante a estagdo ndo-reprodutiva, em relagdo
aos valores do estro sincronizado na estagdo reprodutiva e do
estro natural, demonstrando crescimento e desenvolvimento
foliculares continuos, compativeis com ovulagéo, durante o
ciclo reprodutivo, nos diferentes momentos do ano. Ja os ni-
veis plasmaticos de P, foram maiores na estagdo reprodutiva,
seguidos daqueles da estagdo ndo-reprodutiva e menores no
estro natural. Os resultados indicam fungio esteroidogénica
normal, folicular e lueta, ao longo do ano, sem influéncia
estacional, nesta latitude, comprovando a auséncia de uma
estagdo de anestro e permitindo o manejo reprodutivo das
fémeas no ano todo.

PALAVRAS-CHAVES: Estacionalidade reprodutiva, estradiol, ovinos, progesterona.

ABSTRACT

OVARIAN STEROIDS SECRETION, IN BEEF CROSSBREED EWES, AT DISTINCT MOMENTS OF YEAR, IN
SAO PAULO STATE

To define possible seasonality reprodutive in ovarian
steroidogenesis at latitude 22°53°S and longitude 46°29°W,
evaluated oestradiol (E,) and progesterone (P,) plasma con-
centrations, during the estrus cycle, at seasons considerate
reproductive and non breeding, adult ewes were induced and/
or synchronized with progesterone intra-vaginal dispenser

(CIDR®/13 days) and 500 IU of eCG (IM) injected upon
device removal, at two periods throughout the year (expe-
riment 1 — non breeding season, September and October;
experiment 3 — breeding season, February and March), and
natural estrus (experiment 2 — breeding season, January). In
all experiments, blood samples were collected daily, in the
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morning, via jugular vein puncture during the estrous cycle
to determine ovarian steroids plasma concentrations. The
mean E, (20.05+ 11.12 pg/mL) and P, (3.58 +2.38 ng/mL)
concentrations evidenced differences between days of es-
trous cycle (p<0.0001), experiments (p<<0.0001) and animals
(p<0.0001). The mean oestradiol plasma levels have higher
concentrations during synchronized estrus on September and
October (non breeding season) than at the breeding season
(February and March) or during the natural estrus period (Ja-
nuary). These patterns of hormone concentrations revealed

that follicular growth and development remained constant,
compatible with ovulation, throughout reproductive cycle on
different periods during either the synchronized or natural
estrus. The mean progesterone plasma concentrations were
higher during synchronized estrus at the breeding season,
followed by the non breeding season, and lower during
natural estrus period. In conclusion, normal steroidogenic
function, follicular and luteal, was observed throughout the
year, which revealed an ausence of seasonal influence within
the related latitude, without anestrous season.

KEY WORDS: Oestradiol, progesterone, reproductive seasonality, sheep.

INTRODUCAO

O ciclo estral ¢ uma dinamica endodcrina
continua, em que os hormonios esterdides ovaria-
nos tém uma profunda influéncia sobre a sintese e
liberacdo das gonadotrofinas, FSH e LH, seja por
modificagdo na secrecdo de GnRH do hipotdlamo
ou por efeitos diretos sobre os gonadotrofos na
hipofise anterior (WILEY et al., 1997; SOUZA
et al., 1998; EVANS et al., 2001; RUBIANES et
al., 2005; DRUMMOND, 2006), na dependéncia
de condig¢des fotoperiddicas favoraveis. Os estro-
genos regulam, diretamente, a foliculogénese, a
ovulagdo, a formacgao do corpo luteo, a expressao
dos receptores para gonadotrofinas nas células
da granulosa, a apoptose destas ¢ a produgdo de
esteroides pelas células da teca, da granulosa e
luteas (JANSEN et al., 2001; ROSENFELD et
al., 2001). Duas elevagdes maiores no E, circu-
lante foram observadas por HAUGHER et al.
(1977), durante o ciclo estral na fémea ovina. A
maior delas ocorreu no inicio da fase lutea, isto
¢, do quarto ao sexto dia apods o pico de LH, en-
quanto a outra durante o segundo ou terceiro dia
antes do pico pré-ovulatério de LH. Ja durante a
fase lutea, o E, permaneceu em nivel basal, sem
alteragdes consistentes. As ovelhas avaliadas por
ZIEBA et al. (2000) apresentaram concentra¢des
plasmaticas de E, mais altas durante a fase lutea
final, em fung¢do dos altos niveis de FSH, do que
nas anteriores. Isso foi relacionado, por esses au-
tores, com a dindmica de crescimento folicular em
ondas, estimulada pelo FSH para o crescimento
¢ a maturagdo foliculares. A produgdo de E,, em
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ovelhas da raga Finn avaliadas por BARTLEWSKI
etal. (2000), foi marcadamente suprimida durante
0 anestro, com as concentragdes periféricas perma-
necendo baixas. Por outro lado, a habilidade dos
foliculos ovarianos para sintetizar E, ndo diferiu
entre estacdo reprodutiva e a de anestro, como
verificado pelos niveis de atividade da enzima
aromatase nas células da granulosa e as concentra-
¢oes de esterdides no fluido folicular (McNATTY
et al. (1984).

AP, € o maior controlador da secregdo toni-
ca de LH no ciclo estral da ovelha, com sua agao
mais amplamente exercida em unido com outros
esteroides ovarianos, como E, (HAUGHER et
al., 1977; URIBE-VELASQUEZ et al., 2002),
inibindo, fortemente, o eixo reprodutivo neuro-
endocrino (SKINNER et al., 2000). O estro ndo
ocorre, at¢ os niveis de P, declinarem a cerca de 1
ng/mL de plasma (STABENFELDT et al., 1969;
JOHNSON et al., 1996). Durante o ciclo estral, o
corpo luteo ovino exibe modificagdes dinamicas
na sua composicao celular, estrutura e fungao,
e corpos luteos colhidos do mesmo animal, por
ZIEBA et al. (2000), apresentaram diferencas nos
niveis de P, ¢ E,, demonstrando a existéncia de
heterogeneidade individual e intraovariana entre
estas estruturas, ao longo do ciclo estral natural.
No anestro, as concentragdes sericas de P, sdo bai-
xas, com aumentos esporadicos, acima dos niveis
basais, podendo ser observados (BARTLEWSKI
et al., 2000). A concentragdo de P, circulante ao
longo do ciclo estral na ovelha foi mais baixa no
dia dois, com um pequeno aumento entre o quinto
e o nono dias, seguido por um incremento abrupto
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entre o décimo e o décimo sexto dia, caindo, tam-
bém abruptamente, no décimo sétimo dia, seguido
pelo estro (STABENFELDT et a.l, 1969). Em ca-
bras, o sangue colhido no dia do estro (dia 0) e nos
dias trés, seis, nono, 12°, 15°, 18° ¢ 21° do ciclo
estral, por URIBE et al. (1996), apresentou valores
de P, sérica mais baixos ao estro, aumentando do
terceiro ao décimo segundo dia, quando ocorreu o
pico, diminuindo em seguida, até o 21° dia.

O objetivo deste trabalho foi determinar o
perfil endécrino em fémeas ovinas mantidas na
latitude 22°53’S, durante momentos reprodutivos
no ano, considerados como de maior € de menor
ciclicidade, quanto aos niveis plasmaticos dos
esteroides ovarianos E, e P,, visando definir a
existéncia ou nao de estacionalidade na secrecao
desses hormonios.

MATERIAL E METODOS

Durante dois anos, ovelhas cruzas de Su-
ffolk e Ile de France foram utilizadas nos meses
de maior (margo a abril) ¢ de menor (setembro ¢
outubro) atividade reprodutiva, para a latitude de
22°53’S e longitude 46°29°W, na regido de Bo-
tucatu, SP, Brasil. Independente do experimento,
os animais foram mantidos sob confinamento,
em baias, com trés fémeas cada uma, e recebiam
1,50 kg/cabeca/dia de uma mistura concentrada
contendo 20,00% de proteina bruta e 5,05% de
fibra bruta; 2,00 kg/cabec¢a/dia de feno de “Coast
cross” (Cynodon dactylon (L.) Pers. Cv), e mistura
mineral e agua ad libitum.

No Experimento I, submeteram-se treze
ovelhas, nos meses de setembro e outubro, estacao
nao-reprodutiva, a indugao do estro com proges-
terona intravaginal através do Controled Internal
Drug Release dispenser (CIDR)', por treze dias ¢
aplicacdo intramuscular de 500 UI de gonadotrofi-
na coridnica eqiiina’ (eCG) Novormon 5000, Syn-
tex S.A., Buenos Aires, Argentina), no momento
da retirada dos dispositivos. O acompanhamento
das fémeas para a ocorréncia de estros foi feito,
a partir da remog¢ao do CIDR®, com o auxilio de
rufides, diariamente, levados as baias, duas vezes

1. AHI Plastic Moulding Company, Hamilton, NZ.
2. Novormon 5000, Syntex S.A., Buenos Aires, Argentina.

ao dia, pela manha e a tarde, a fim de registrar o
dia do estro para cada ovelha que porventura res-
pondesse ao tratamento hormonal. A partir deste
dia (dia 0), fizeram-se colheitas didrias de sangue,
por venopungdo jugular, em tubos com vacuo,
contendo anticoagulante,’ para quantificar-se E, e
P,. As colheitas eram feitas pela manha, antes da
primeira alimentacdo, desde o dia do estro até o dia
anterior ao proximo. Uma vez colhido, o sangue
foi centrifugado, sendo o plasma separado em
trés aliquotas, em eppendorf, para armazenagem
em freezer a -20 °C até o momento das dosagens
hormonais, por radioimunoensaio (RIA).

No Experimento 2, realizado a partir do
més de janeiro, na estacdo reprodutiva, usaram-se
quinze ovelhas, durante um ciclo estral natural.
Duas vezes ao dia, manha e tarde, rufides eram
passados nas baias, visando a identificacao de
fémeas que estivessem em estro (dia 0). A par-
tir de entdo, colheram-se amostras de sangue,
seguindo-se os procedimentos descritos para o
Experimento 1.

No Experimento 3, as quinze ovelhas do
Experimento 2, imediatamente apos o seu término,
ainda na estagdo reprodutiva (meses de fevereiro
e marg¢o), foram submetidas a sincronizagdo do
estro mediante o uso de progesterona intravaginal
e eCG intramuscular, € o ciclo estral endocrinolo-
gicamente avaliado, de forma idéntica a descrita
para o Experimento 1.

Todas as amostras foram quantificadas em
seus niveis plasmaticos de E, e P,, através de
procedimentos de radioimunoensaio, utilizando-se
kits comerciais,* no Laboratorio de Endocrinologia
do Departamento de Reprodu¢@o Animal e Radio-
logia Veterinaria, FMVZ, UNESP.

Os dados foram submetidos as andlises
estatisticas com ajuste para estagdes (reprodutiva
e ndo-reprodutiva) e regressao dos momentos do
ciclo estral, visando definir os perfis das carac-
teristicas estudadas ¢ os momentos de definigao

3. Vacutainer Systems®, Becton Dickinson Vacutainer Systems Europe,
BP 37-38241 MEYLAN Cedex — France.

4. E, - 3" Generation Estradiol RIA DSL-39100, Diagnostic Systems
Laboratories, Corporate Headquarters, 445 Medical Center Blvd. Web-
ster, Texas, 77598-4217 e P, - Coat-A-Count Progesterone, solid phase,
Diagnostic Products Corporation, 5700 West 96" Street, Los Angeles,
CA 90045-5597, USA.
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dos eventos fisioldgicos a elas ligados, conforme
o seguinte modelo estatistico:
Y,=p+E+bM+ b,M?* + Z

em que: Y, = caracteristica estudada para o j*im
momento da i*™ estacdo; p = média experimen-
tal; E. = efeito da i*™ estagdo parai= 1 (estacdo
ndo reprodutiva) e i = 2 (esta¢do reprodutiva); b ,
b, = coeficiente de regressdo linear e quadratica
dos momentos sobre as caracteristicas; Zij = erro
experimental. Para as diferencas entre as médias
nas estagdes estudadas aplicou-se o teste de Tukey
a 5% de probabilidade, assim como para as dife-
rencas entre os momentos (SAS, 1996).

RESULTADOS

O E, apresentou uma média = dp de 20,05
+ 11,12 pg/mL, com diferengas significativas
(p<0,0001) entre os dias do ciclo estral, entre os
experimentos e entre os animais. Na comparagao
dos niveis de E, entre os experimentos (Figura 1),
os trés diferiram entre si, com médias maiores no
estro induzido durante a estacao nao-reprodutiva
(37,94 pg/mL), em relacdo ao estro sincronizado
na estagdo reprodutiva (25,36 pg/mL) e ao cio
natural, que teve a média mais baixa (10,32 pg/
mL).

Na Figura 2 observa-se que as concentragdes
de E, sdo elevadas no dia do estro (33,92 pg/mL),
cairam no dia primeiro (21,16 pg/mL), voltando
a aumentar até o quarto dia (35,04 pg/mL), redu-
zindo-se a seguir € mantendo-se constantes até o
dia 14. No dia 15 apresentaram uma queda brusca
aos niveis basais (17,17 pg/mL), permanecendo
assim no 16° dia (16,88 pg/mL), recomecando a
incrementar, ligeiramente, no 17° dia.

Com relagdo a P,, com média + dp de 3,58
+ 2,38 ng/mL, também houve uma ampla varia-
cdo ao longo do ciclo estral. As concentracdes
modificaram-se, significativamente (p<0,0001),
entre os dias do ciclo estral, entre os experimen-
tos e entre os animais. Entre os trés experimentos
(Figura 1), a P, apresentou varia¢do, com valor
mais elevado ao estro sincronizado na estacao
reprodutiva (5,62 ng/mL), seguido dos niveis estro
induzido na esta¢do ndo-reprodutiva (3,62 ng/mL)
e do cio natural (2,61 ng/mL).
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FIGURA 1. Concentragdes plasmaticas médias de estradiol
(pg/mL) e de progesterona, em ovelhas mesticas de ragas
exploradas para corte, em trés momentos distintos: estro
induzido (estagdo nao-reprodutiva), ciclo estral natural
e ciclo estral seguido a sincronizagdo do estro (estacdo
reprodutiva).
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FIGURA 2. Concentragdes plasmaticas médias de estradiol
e de progesterona, em ovelhas mestigas de ragas exploradas
para corte, ao longo do ciclo estral.

DISCUSSAO

Estd bem estabelecido que o crescimento € o
desenvolvimento folicular sao continuos e seqiien-
ciais durante a vida reprodutiva na ovelha, o que
pode ser percebido em todos os animais estudados,
através de seus perfis hormonais, nos diferentes
momentos do ano, seja com estro sincronizado
ou natural (Figura 1). Evidencie-se que os foli-
culos continuaram a crescer, sintetizar e secretar
E, até a atresia ou a ovulagdo, com formagdo de
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corpo luteo e a conseqiiente sintese ¢ secrecao
de P,, conforme ja descrito (McNATTY et al.,
1984; SOUZA et al., 1998; JANSEN et al., 2001;
URIBE-VELASQUEZ et al., 2002; RUBIANES
et al., 2005).

As maiores medias de E, durante a estagdo
nao-reprodutiva contrariam os achados de BAR-
TLEWSKI et al. (2000), que descreveram forte
supressdo da sintese e secre¢do de E, durante o
anestro em ovelhas da raga Finn. Por outro lado,
estdo em consonancia com aqueles descritos por
McNATTY et al. (1984), ao registrarem que a
habilidade dos foliculos ovarianos para sintetizar
¢ secretar E, € similar na estagdo reprodutiva em
comparagao a de anestro.

Os perfis de secre¢do de E,, mostrados
nas Figuras 1 e 2, evidenciam que, inicialmente,
junto ao(s) foliculo(s) ovulatério(s), ocorreu o
crescimento de um numero maior de foliculos que
manteve os niveis de E, mais elevados por um pe-
riodo mais longo de tempo, do dia zero ao quarto.
No decorrer do ciclo, os foliculos que cresceram e
entraram em atresia, durante as duas ou trés ondas
seguintes, ndo promoveram picos na secre¢ao do
E,, fato este somente identificado na dltima fase
do ciclo, quando o préximo foliculo ovulatério
estava em crescimento e o corpo liteo em regres-
sdo, levando a auséncia de feedback negativo da
P,. Esse achado corrobora com os descritos por
EVANS et al. (2001) e RUBIANES et al. (2005).
De forma distinta a curva de secre¢ao aqui apre-
sentada pelo E,, duas elevagdes no E, circulante
foram observadas por HAUGHER et al. (1977),
durante o ciclo estral ovino, sendo a maior delas
no inicio da fase lutea e a outra, entre o segundo e
o terceiro dia que antecedeu ao pico pré-ovulatorio
de LH. Durante a fase lutea, o estradiol manteve-
se baixo, sem alteragdes consistentes, exceto uma
ligeira elevacao entre os dias nove e onze apos o
pico de LH. ZIEBA et al. (2000) apresentaram
concentragdes plasmaticas de E, mais altas du-
rante o final da fase lutea em relacao aos demais
periodos do ciclo estral na ovelha, o que esta em
desacordo com os registros feitos neste trabalho.
Ainda, durante a fase litea, uma quantidade eleva-
da de E, foi liberada quando alta concentragédo de
FSH estava presente, o que, em geral, os autores

relacionam a dindmica de crescimento folicular
em ondas, condi¢do esta estimulada pelo FSH,
com o que também concordam BARTLEW SKI et
al. (2000), URIBE-VELASQUEZ et al. (2002) e
RUBIANES et al. (2005). Ressalte-se que, neste
trabalho, isto ndo foi observado em nenhum dos
trés momentos.

Com relagdo a P, as concentragdes plasma-
ticas foram mais elevadas no estro sincronizado
na estacao reprodutiva. Entende-se que os niveis
mais baixos verificados no estro natural sdo com-
pativeis com o fato de ndo haver influéncia de
progesterona exdgena, como € o caso durante a
induc¢do e a sincronizacao do estro.

Os dias dentro dos experimentos que mais
apresentaram variagdes nas concentragdes de P,
(p<0,05) foram: zero (estro), um, dois e dezesseis.
Considerando-se os niveis médios ao longo do
ciclo estral, observam-se aumentos progressivos
desde o dia trés, até atingir o maximo entre os dias
11° (6,64 ng/mL) e 12° (6,47 ng/mL; Figura 2).
Estes valores estdo em concordincia com aqueles
descritos por BARTLEWSKI et al. (2000), SKIN-
NER et al. (2000) e RUBIANES et al. (2005), os
quais concluiram que a dindmica das modificagdes
enddcrinas que ocorrem durante a fase lutea do
ciclo estral envolve o aumento da secregdo de P,
progressivamente, desde a ovulacdo até a metade
do ciclo. Houve, ainda, periodos de queda conti-
nuada, proximo a lutedlise, entre o décimo sexto
(1,29 ng/mL) e o décimo sétimo dias (1,43 ng/
mL), e nos dias zero (1,06 ng/mL) e um (0,96 ng/
mL), coincidindo com o momento dia do estro,
em que a concentracdo de E, estava mais elevada.
Estes momentos distintos de sintese e secrecao
de P, foram estabelecidos, ha algumas décadas,
por STABENFELDT et al. (1969), que dividiram
o ciclo estral ovino de dezessete dias em varios
periodos. Os achados deste trabalho corroboram
com os destes autores, nas fases folicular e lutea.
O primeiro periodo corresponde ao crescimento e
formacao do corpo luteo, com pequena atividade
secretoria, do dia dois ao quinto; um segundo, en-
tre os dias seis e nove, com aumentada capacidade
de sintese € de P; o terceiro, entre os dias 10 ¢ 16,
quando a sintese e secre¢cao ¢ maxima, € o quarto
periodo, no dia 17, de regressao do corpo luteo,
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com sintese ¢ secre¢do em queda. No presente
experimento encontrou-se um aumento progres-
sivo da P, pelo corpo luteo ate os dias 11 e 12 ¢,
posteriormente, uma queda, também continuada,
até aos niveis basais pré-ovulatorios (<1 ng/mL;
STABENFELDT et al., 1969; JOHNSON et al.,
1996; WILEY et al., 1997).

A concentragdo de P, circulante, ao longo
do ciclo estral, apresenta similaridade, no perfil de
sua curva (Figura 2), aos resultados de STABEN-
FELDT et al. (1969), em ovelhas, e por URIBE
et al. (1996), em cabras, ainda que ndo exista
uma coincidéncia quanto aos dias. SOUZA et al.
(1998) afirmam que a dinamica das modificacdes
enddcrinas que ocorrem durante a fase latea do
ciclo estral envolve o aumento da secrecdo de P,
progressivamente, desde a ovulacdo até a metade
do ciclo, e a redu¢ao na freqiiéncia de pulsos de
LH, para valores incompativeis com a ovulacao.
Os resultados deste trabalho evidenciam que,
independentemente do periodo do ano, as fémeas
apresentaram ovulacdo com formag¢do de corpo
luteo ativo, assegurando a evidenciada pela este-
roidogénese ovariana, necessaria a manutengao
da ciclicidade reprodutiva.

CONCLUSOES

Os niveis plasmaticos dos esterdides ovaria-
nos E, e P,, em ovelhas mestigas de ragas explora-
das para corte, apresentaram-se compativeis com
atividade esteroidogénica ovariana, em todos os
momentos estudados, demonstrando nido haver, na
latitude estudada, influéncia estacional sobre esta
funcao reprodutiva das fémeas.
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