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EFEITO DA IMUNIZACAO ATIVA COM LIQUIDO FOLICULAR
BOVINO NA PROLIFICIDADE DE OVELHAS DA RACA IDEAL E
MESTICAS SUFFOLK X IDEAL

Resumo

O experimento desenvolveu-se no Posto Experithdat®vinos
e Caprinos do Instituto de Zootecnia de Itapetiai(@P), com o objetivo de
avaliar o efeito da imunizacao ativa contra liquidiicular bovino (LFb) no
indice de prolificidade de ovelhas manejadas endides de clima sub-
tropical. O experimento foi inteiramente casual@adm esquema fatorial 2 x
2, com 2 tratamentos: ovelhas imunizadas (n =@@lhas controle (n = 30)
e 2 graus de sangue: ovelhas ldeal e Mesticasl(}d&uffolk). Dos 30
animais tratados com LFb, 29 apresentaram respastasoldgicas ao
tratamento. N&o existiu efeito da imunizacdo naatdg fertilidade ou no
comportamento estral das ovelhas (P > 0,05). @énaiédio de prolificidade
das ovelhas imunizadas foi de 1,3 contra 1,0 dparontrole (P < 0,05).
N&o existiu efeito da raca no indice de prolificidgP > 0,05), mas houve
efeito da imunizagcao dentro de raca, para os asimasticos (P<0,05). Essa
diferenca ocorreu devido ao maior numero de pasig@enelares das ovelhas
imunizadas (33 %) em comparacao as controle (0 @8).resultados do
presente estudo sugerem que o método de imunizagii@ LFb oferece uma
alternativa para aumentar o numero de nascimemas/elhas naturalmente

pouco prolificas criadas em condi¢des de climatsufeal.



EFFECT OF ACTIVE IMMUNIZATION WITH BOVINE
FOLLICULAR FLUID ON IDEAL AND SUFFOLK X IDEAL EWES
PROLIFICITY

Summary

The experiment was carried out in “Posto Experimlertde
Ovinos e Caprinos do Instituto de Zootecnia deelimmga (SP)” to study the
effect of active immunization with bovine folliculfluid (bFF) on Ideal and

Sufflolk x Ideal ewes prolificity rate reared intdtopical climatic conditions.

The experiment was entirely randomized, beirgréatments:
controle (n=30) and immunized (h=30) ewes and 2dsddeal and Sufflolk
x Ideal. From 30 treated ewes with bFF 29 (96,7%¥s@nted immunological
response. Otherwise, immunization have no effeet0®) on fertility rate or
oestral behavior. Average prolificity rate of imnzed ewes (1,3) was higher
(p<.05) than controle (1). Both breeds were simi(l@>.05) on prolificity
rate, but occurried immunization effect (P<.05Guffolk x Ideal ewes. This
difference was because of higher gemelar partariiomber of immunized

ewes (33%) against controle (0%).

The results of present study suggest that imnafioiz against
bFF offers alternative method to increase the bmtimber of ewes which

have low prolificity, reared in subtropical climatonditions.



Introducao

Nos animais domeésticos, a taxa de ovulacéo, teaisiica de
cada espécie, é precisamente regulada por mecan&rdocrinos, autocrinos
e paracrinos, comandados genéticamente. Na especia, 0 numero de
ovulos liberados a cada ciclo estral raramentapsdissa a trés (Hanrahan &
Quirke, 1985), sendo esse o fator determinante rdéfipidade de uma

determinada raca.

O aumento da prolificidade de ovelhas torna-sgexmicamente
interessante, por implicar num incremento, tant@maucéo de |1& como de

carne.

Pesquisas prévias mostraram que € possivel niangiaxa de
ovulacdo e o numero de nascimentos, por meio d&wstou supressao de
determinados horménios gonadotroficos (FSH e Ligsterdides (estradiol,
androstenedione (Scaramuzzi & Radford, 1983). Gimtwa utilizacao de
vacinas contra esterdides apresentam riscos psa@ide humana, devido a
presenca de residuos destes hormoénios na carnmadestao consumo

humano.

Scaramuzzi & Hoskinson (1984) e Oshea et al93)%elataram
gue é possivel aumentar a taxa de ovulacdo e oralmeenascimentos de
ovelhas ativamente imunizadas contra liquido fddicu parcialmente

purificado ou contra inibina pura.

Cabe mencionar, entretanto, que esses trabaldws sido

realizados com ovelhas de racas adaptadas as Gesdie clima temperado.



O uso de liquido folicular bovino, livre de esiedes, como
imunégeno elimina o0 inconveniente que representaa@de humana a

presenca destes hormonios.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o aenoto da
prolificidade de ovelhas da raca Ideal e mestidaalix Sufflolk, imunizadas
contra liquido folicular bovino, desprovido de e8iges e criadas em

condicdes de clima sub-tropical.

Revisao de Literatura

O estudo dos hormoénios, que regulam o ciclo lesraespécie
ovina, tem sido amplamente detalhado por diversa®res (Baird &
McNeilly, 1981; Goodman, 1988; Baird et al., 199 )ovelha apresenta um
ciclo estral de 17 dias, sendo que o dia do ci £dro), geralmente coincide
com a descarga preovulatéria de gonadotrofinas evwacao ocorre
aproximadamente apos 24 horas (Fabre-Nys & Mat88]1). Por sua vez, a

lutedlise acontece normalmente ao redor do 14%6udliha do ciclo estral.

O ciclo ovariano nas ovelhas € regulado por iméame
interrelacdes entre os hormoénios do hipotalamo ¢Bnia hipofise (LH e
FSH), do foliculo (estradiol e inibina), do corpotdo (progesterona e
oxitocina) e do utero (prostaglandingal: Essas interrelagbes controlam o
ciclo estral, ovulacéo, formacao do corpo lutestal@lecimento da prenhez.
O ciclo estral é controlado inicialmente pelo hiamo (GnRH), que

estimula a secrecdo de gonadotrofinas da hipdfiegiar. As gonadotrofinas



estimulam o desenvolvimento folicular (McNeillyat, 1991), conduzindo a
ovulacao e a formacao do corpo luteo. O desenvelvimfolicular é, por sua
vez, regulado por um mecanismo “feedback” posiéveegativo, interligando
0 ovario ao sistema hipotalamo-hipofisario. (Bastdal., 1991; McNeilly et
al., 1991). ApoOs a ovulacédo, o corpo luteo formadoreta progesterona, a

gual permite o estabelecimento da prenhez e enita nova ovulacéao.

Na auséncia de prenhez, a oxicitocina, liberada porpo luteo,
estimula a liberacdo de prostaglandina Eterina, que por sua vez provoca a
lutedlise, permitindo uma nova ovulacdo (Flint &t 4989; Bazer et al.,
1991).

O processo de crescimento e desenvolvimento ufalic
(foliculogénese) tem sido amplamente revisado pashfleld (1991) e
Alvarez (1995). Na ovelha, a populacdo de folisudestinados a ovular ou
degenerar € formado no primeiro terco da vida.f@alprimeiros foliculos a
deixarem o “pool” dos primordiais sdo aqueles dgide mais interna do
cortex ovariano (Smith et al., 1993). Os mecanismesponsaveis pela
iniciacdo do crescimento ndo sdo conhecidos. Emi@t evidéncia de
estudos com animais hipofisectomizados, indica g hormdénios
hipofisarios (FSH e LH) ndo seriam requeridos (Adza 1995).

Por outro lado, sabe-se que o crescimento dosufos além de
2-5 mm de diametro, requerem FSH. Além disso, falculos também
requerem LH para a producdo de androgenos, o0s gemism de substrato,
para a aromatizacdo em estradiol. Foliculos, nadestde dependéncia as

gonadotrofinas (> 2,0 mm de diametro), tém um adtpuerimento por FSH,



inclusive maior que o foliculo ovulatorio, caraéséica essa que os distingue,
e o0s torna mais vulneraveis a degeneracdo (McNeiihyal.,, 1992). Em
consequéncia disso, o numero de foliculos maiones2gb mm de diametro,
em condi¢cdes normais, é usualmente baixo, em niédsaa 4. O foliculo pré-
ovulatério tem a capacidade de impedir o deserwamio dos outros
foliculos através do processo de recrutamento ec&elpor meio de um
mecanismo “feed-back” negativo do estradiol e daina, os quais reduzem o
suprimento de FSH. Os foliculos dependentes do &&j¢neram por causa
das variacdes ciclicas desse hormonio que ocorueamt® o ciclo estral, com
reducbes na concentracdo aquém do limite criticoess@rio para o
crescimento normal. Mecanismos paracrinos e autigrirealcam a
sensibilidade desses foliculos ao FSH e resultaxpaessdo de receptores
para LH nas células da granulosa (Alvarez, 1998st®forma, o LH pode
estimular a atividade aromatase, e devido a issgstituir um substituto do
FSH neste estadio. Tais sensibilidades transformdoliculo gonadotrofo-

dependente em foliculo pré-ovulatério (ScaramuzRagiford, 1983) .

A transformacédo do foliculo gonadotrofo-dependeatn um
foliculo capaz de ovular, requer uma baixa, poréitica concentracdo de
FSH para induzir a maturacéo final das célulasrdaujosa (Henderson et al.,
1988). Este nivel critico de FSH né&o é conhecidogs provavel a existéncia
de uma variacédo individual entre animais e inckeisns diferentes ciclos

estrais de um mesmo animal.

Os foliculos pré-ovulatorios possuem um grandenerd de

receptores para LH nas células da granulosa (WelEngland, 1982); e,



consequentemente, estas células comecam a resandertanto quanto ao

FSH e, devido a isto, a atividade aromatase.

O aumento da secrecao de estradiol e inibinazred&rSH a
niveis minimos, insuficientes aos requeridos pédiaéculos de menor
tamanho. Por outro lado, a resposta ao FSH, medidaproducéo de cAMP,
aumenta 2 a 10 vezes na medida em que aumentanethédos foliculos de
2,5 mm para 6,0 mm (Henderson et al., 1987). Gpresgemente, durante a
fase folicular final, os foliculos sé&o sustentadtésa ovulacdo, a despeito da
baixa concentracdo de FSH na circulagcdo. Em tedeqeoducao de cAMP,
as células da granulosa respondem 10 vezes maid do que ao FSH, por

isso possibilitam ao LH agir como um substitutd<&H nessas células.

Outros reguladores locais, tais como as somatimae (IGF | e
II), fator transformador do crescimento (TGF) eofatlo crescimento dos
fibroblastos (FGF), podem igualmente responderoasdpotrofinas (Hsueh et
al., 1989).

De forma semelhante, outros fatores locais commilaina
(Campbell et al., 1992), o fator de crescimentadepnal (EGF), ou o TGE,
podem inibir a resposta “ in vivo” as gonadotrofind ativina, entretanto,
tem sido reportada por ter no foliculo tanto eteitwbitérios (Hillier et al.,
1991a e 1991b), como estimulatérios (Findlay ¢t1#190; Findlay, 1993) no

crescimento folicular.

Na fase folicular normal, o foliculo pré-ovulat®e exposto a
altos niveis de LH, enquanto que a concentracad-$ld € reduzida e

insuficiente para manter o crescimento dos folgulgonadotrofo-
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dependentes. Sob a estimulagdo de LH, os folicyosovulatérios
aumentam de tamanho, levando a uma maior secreg@stchdiol, a qual
induz uma grande liberacdo de GnRH do hipotalancorsequentemente, do
LH hipofisario (Caraty et al., 1989). Desse modeaedescarga provoca a

ovulacao aproximadamente 24 horas apos.

Os foliculos ovulatorios também se desenvolvenarte a fase
luteinica (Brand & De Jong, 1973; Scaramuzzi & Hosé&n, 1984). Assume-
se gque o mecanismo de transformacéo do foliculmjrdinte neste periodo, é
similar ao observado durante a fase folicular. &aftrto, ha importantes
diferencas entre as fases foliculares e luteinittagiclo estral que podem
influenciar o desenvolvimento folicular. Durantéaae luteinica, o alto nivel
de progesterona reduz a frequéncia dos pulsos deakiivalores que ficam
muito aguém dos necessarios para manter o foliowidatorio. Estes
foliculos eventualmente sofrem atresia quando @ afd “ feedback “
combinado de inibina e estradiol reduz o FSH abdaooncentracdo minima
requerida. Alternativamente, tanto 0os mecanismogcanos como O0sS
paracrinos que protegem os foliculos ovulatériosattasia, ao reduzir a
necessidade de FSH, podem somente oferecer unegfoc curto prazo. Na
auséncia de uma descarga de LH, a atresia evertua@rocorreria quando

estes mecanismos estao ausentes.

A queda na concentracdo de FSH, abaixo dos smuara
desenvolvimento dos foliculos gonadotrofo-deperefentdurante a fase
folicular, causa a atresia de quase todos os foce nenhum prossegue até
0 estadio ovulatério (McNatty, 1982). A completaeata de todos os

foliculos gonadotrofo-dependentes € promovida pefesos toxicos de altos
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niveis de LH liberado durante a descarga pré-odmat A reposicdo de
foliculos ovulatorios obtidos do “pool” dos foliosl secundarios ndo séo

evidentes até 2 a 3 dias do novo ciclo estral (B&iMcNeilly, 1981).

O modelo funcional descrito para a foliculogéndssecreve o
crescimento e desenvolvimento do foliculo ovulatormas nédo explica o
mecanismo que controla o numero de foliculos ouulat, presentes em
gualguer momento. Nas ovelhas mono-ovulatérias, amto foliculo
ovulatério desenvolve-se pelo mecanismo descriter@nmente. Ha somente
um foliculo ovulatério, porque a viabilidade do itmllo gonadotrofo-
dependente € severamente restrito pelo aumentegi@nimento de FSH, e
pela atividade “ feedback” do foliculo ovulatoriestes fatores, junto com o
namero limitado de foliculos secundarios, restrimgaumero de foliculos
ovulatorios a um. Os foliculos gonadotrofo-depenelenrequerem um
aumento de FSH para metabolizar a quantidade t¢alandrogenos
produzidos pela teca interna. A incapacidade dasstgara efetuar o
metabolismo dos andrégenos, em estrogenos, condiia aoncentracédo de
andrégenos nas mesmas (Fortune, 1986). Compostosio c@
dihidrotestosterona podem inibir a atividade ar@®@ate estar direta ou
indiretamente associados com a atresia foliculane®anismo da atresia néo
€ conhecido, mas pode envolver a estimulacdo hahtifica inapropriada
de esteroides e agentes tais como as prostaglan@i@d e/ou TGF, atuando
localmente (Lobb & Dorrington, 1992; Murray et dl993). A sensibilidade
do hipotalamo e da hipofise anterior ao estradliibina, secretados pelos
foliculos ovulatorios, também afetam a viabilidabtes foliculos gonadotro-

dependentes, influenciando a concentracéo de FSihema, em resposta ao
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“ feedback” negativo dos horménios ovarianos. Umpida queda na
concentracdo de FSH no plasma, esta associada mogumio periodo de
viabilidade dos foliculos gonadotrofo-dependentes favorece o

desenvolvimento do foliculo ovulatorio Unico (Hermtm et al., 1988).

O numero dos foliculos ovulatorios é, deste matkderminado
por varios fatores agindo em acordo. Sdo eles: memu de foliculos
secundarios disponiveis para transformacdo em ufoliagonadotrofo-
dependente; a viabilidade dos foliculos gonadotdafpendentes em funcéo
do requerimento individual de FSH e, finalmenteseasibilidade do eixo
hipotalamo- hipofisario ao efeito inibitério do estiol e da inibina na

secrecdo de FSH.

Em ovelhas multi-ovulatorias, dois ou mais fdldsuovulatorios
estdo presentes e dois mecanismos Sao propostas epgticar esse
fendbmeno. No primeiro, a ovulacdo acontece quandaahilidade dos
foliculos gonadotrofo-dependentes é aumentadagpediacdo do nimero de
foliculos que estdo “no tempo certo e no momentwt¢Hirshfield, 1991;
Scaramuzzi & Radford, 1983). Isso pode ser defimdmo o periodo de
tempo em que os foliculos adquirem maior sensdukédao FSH. No segundo
mecanismo, a ovulacdo multipla pode ser determinagla aumento do
numero de foliculos secundarios, disponiveis padar o desenvolvimento.

Isto pode acontecer pelo aumento do tamanho dol*mle pequenos
foliculos antrais, e consequentemente, o potengah mais foliculos

desenvolverem, em foliculos gonadotrofo-dependentes
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A administracdo de FSH e moléculas FSH-Like (@xemplo,
gonadotrofina do soro de égua prenha ou da gormdihatr humana na
menopausa), aumenta a taxa de ovulacdo ao impedresia dos foliculos
gonadotrofo-dependentes, aumentando o numero d=ulid secundarios,
entrando na populacédo de foliculos gonadotrofo-dgpetes (Hay & Moor,
1975). Da mesma forma, a administracao de LH e ikél{por exemplo
gonadotrofina coridbnica humana) ndo aumenta a tdea ovulacdo
(Scaramuzzi & Radford, 1983). Uma associacdo gniteos de LH na fase
luteinica do ciclo estral e a taxa de ovulacdo ddagéo seguinte tém sido
relatada (Thomas et al., 1984). Entretanto, temisitde aumentar a taxa de
ovulacdo pelo incremento da freqiéncia de pulsotHiedurante a fase
luteinica, ndo tém tido sucesso (McNatty et al81390 consenso € que LH

exdgeno ndo aumenta a taxa de ovulagéo.

A imunizagdo contra estrogenos que sao inibidtiegback”
negativo de LH e FSH, aumenta marcadamente a éecdegcgonadotrofinas
(Scaramuzzi & Hoskinson, 1984). Neste caso, o atonamtaxa de ovulacéo
pode ser atribuido a alta concentracéo de FSH amaanimunizados. A alta
concentracdo de LH, e em particular o aumento dalitaite de pulsos, que
resulta da imunizacdo contra estrogenos, podenz@aiar a taxa de atresia
(McNeilly et al., 1991) , mas este efeito provavehte € evitado pelos niveis
elevados de FSH (Picton et al., 1990; McNatty et1&92).

Diferentemente da imunizacdo contra estrogendsjuaizacao
contra androstenedione aumenta a secrecdo de LBl,tena pequeno ou
nenhum efeito na concentracdo de FSH (McNatty.e1@88; Campbell et al.,

1991). Os ovarios de animais imunizados contracsteinedione usualmente
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contém dois foliculos ovulatérios e isto resultadoplicacdo da secrecéo de
inibina pelo ovario (Campbell et al., 1990a). Et#nto, a secrecdo de
estradiol ndo € aumentada, provavelmente devidona relativa falta de

androstenedione para aromatizacao (Campbell €i98IQb).

A imunizagdo contra inibina ou liquido foliculdbovino
parcialmente purificado, também aumenta a taxavidéagédo (Henderson et
al., 1984, Forage et al., 1987; Price et al., 1987Shea et al., 1989 e 1993).
Os efeitos da imunizacéo contra inibina, ou véafiagmentos da molécula de
inibina, podem ser avaliados pela imunoneutralizadz atividade bioldgica
da inibina enddgena, resultando em aumento dossnieeFSH (O’ Shea et
al., 1989). Entretanto, com o tempo, os niveis 8&l Bdo atenuados pelo
incremento da secre¢ao de estradiol, proveniemtedaliculos gonadotrofo-
dependentes e dos foliculos ovulatérios, produzetngesposta ao aumento

na concentracdo de FSH.

O liquido folicular bovino possui outras subsiaaccomo a
ativina, que poderiam atuar de forma antagoniaailéina, entretanto, estudos

“in vitro” mostram que a acao da inibina é prefeial.

Material e Métodos

Local

O experimento foi conduzido no Posto ExperimedéaDvinos e

Caprinos do Instituto de Zootecnica, localizado #&atrada Velha
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Tatui/ltapetininga - Bairro Capao Alto, no Munidpde Itapetininga (SP). A
regido localiza-se na latitude °33’ Sul e longitude 482’ Oeste, em solo
classificado como latossolo vermelho escuro ortomac temperado sub-
tropical de tipo savana, com precipitacao pluvigioétanual média de 1.150
mm e temperatura média de°’C8 sendo a maxima de Z3e a minimade
8,3C (Prucoli, 1981).

Animais

Foram utilizadas 60 ovelhas primiparas das rhiged (n = 30) e
Mesticas Suffollk x Ideal (n = 30), com idade n@&de 2 anos, mantidas sob
pastejo continuo, em pastagensDigitaria decumbens Sterd Brachiaria
decumbenscom suplementac&o alimentar no periodo de inveomsistindo
de volumoso (capim Napier e Cana) e 0,300 kg derdé milho por animal.
A mineralizag&o foi ministrada “ad libitum” durarmteexperimento em cochos

distribuido nas pastagens.
O manejo profilatico dos animais incluiu a veugidcao
periodica dos animais em funcéo da existéncia mk@raatologia clinica de

verminose e do resultado de exame de fezes, bera waninacao contra a

febre aftosa.

Obtencéo e preparo do Liquido Folicular Bovino (LFb

Durante um periodo de 4 meses, foram colhidosriawa

provenientes de 500 fémeas, tanto vacas como iagyilabatidas no
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frigorifico Anglo, localizado na cidade de Barret®P). A cada colheita,
todos os foliculos visiveis nos ovarios, excetoassiderados maiores que 22
mm de diametro, foram puncionados utilizando-sellegi25 x 08 mm
acoplada a uma seringa de 10 ml. O intervalo ensacrificio do animal e a
aspiracao do liquido foi de aproximadamente 1 herapo em que 0s ovarios
foram mantidos no gelo. No total, 400 ml de LFbhupsrados de 5 séries de

coletas foram congelados a°C8

Com a finalidade de remocdo dos hormoénios eskesdio
material colhido foi descongelado e manipulado rabotatorio do
Departamento de Reproducdo da FCAVJ - UNESP - igalbai, SP, da

seguinte forma:

O LFb foi adicionado de 50 mg de carvado ativadigrha
Chemical, St. Louis, M O) para cada ml, e mantido agitacdo moderada
durante 45 minutos a°@. Em seguida o carvdo foi eliminado por
centrifugacdo (13.000 rpm durante 1 hora’@)4antes de ser estocado em

frascos estéreis de 10 ml e congelado &G ira posterior utilizagdo.

As dosagens plasmaticas dos hormoénios esterdidesm
realizadas pelo método de radioimunoensaio (RUi)zando a técnica
convencional do laboratorio de Fisiologia da Repgédw do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina, USP, RibeiPaeto, SP (Alvarez,
1995).

O processamento do LFb com carvao ativado perraltminar
mais de 99 % do conteudo de esteroides (BRel?4), inicialmente presentes
no LFb (Tabela 1)
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Tabela 1. Concentracao de esterdidese(B-173) no LFb antes e depois do
tratamento com carvéo ativado.

Hormonio LFb LFb + carvao
E2 (pg/ml) 3322.04 4.70
P4 (ng/ml) 35.15 0.15

A preparacao final do imundgeno foi obtida dausatg forma:
20 ml do liquido folicular tratado foram misturadosm 13 ml de adjuvante
de Freunds completo (Sigma chemical St. Louis, M@)2 ml de tween 80
(Sigma chemical St. Louis, MO) em 23,8 ml de satugdlina (PBS) .

Protocolos de imunizagao

A primeira imunizagcdo ocorreu no més de abrill884. Cada
animal do grupo imunizado recebeu 2,5 ml do imunégeontendo o LFb ,
enquanto que o grupo controle recebeu unicamepemarado desprovido
do LFb. A imunizacdo foi realizada por via sub-oei@ com 4 injecdes

distribuidas no dorso do animal.

Trinta dias ap0s a primeira inoculacéo, foi aal& uma injecao

de reforco, substituindo o adjuvante completo dikds pelo incompleto.

Quinze apods a primeira imunizacgdo iniciou-seasatamento das
ovelhas. ...Prévia deteccdo do cio das ovelhas faitavés de rufibes
marcadores sendo que a estacdo de monta transderBule maio a 30 de
junho de 1994.
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Protocolo Experimental

As ovelhas foram distribuidas ao acaso em 2men#os de 30
ovelhas, da seguinte forma: Tratamento 1 (ovelmasizadas) e Tratamento

2 (ovelhas ndo imunizadas).

O experimento foi inteiramente casualizado com ttatamentos
(ovelhas imunizadas e ndo imunizadas) sendo: 68sdde liquido folicular
(0 e 2,5 ml animdl) e 02 graus de sangue (Ideal e mesticas Ideaffzll.

Assim, 0s 4 tratamentos foram: 10, 12,5, MO e Jd @m 15 animais cada.

Colheita de sangue

Amostras de sangue da veia jugular foram retgadagartir da
primeira imunizacgao, utilizando-se tubos vacutaagstéreis. Apds repouso do
sangue a temperatura ambiente, o material foi ibegdédo (3.000 rpm/10
min.) e posteriormente estocado e congelado pal&Zagdo dos testes de

imunodifusao.

Teste de Imunodifusao

A identificacdo dos anticorpos presentes no sori- foi
realizada pela técnica de difusdo dupla em agani¢i@ de Ouchterlony).
Resumidamente, apds preparacdo de placas de wvidragar de azida de
sodio, 20ul de LFb diluido (concentracéo final 1 mg/ml) forawlocados no

poco central e 20 ul de anti-soro ovino em dilugz8eriadas (original, Y2, Y4,
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Ys, 1116 €'/32), nos orificios periféricos. As linhas de precgiio, formadas ao
nivel do ponto de equivaléncia entre o antigeno anticorpo, foram

observadas quarenta e oito horas apés a incubat’@besn atmosfera iimida.
Em seguida, as proteinas precipitadas foram conqaelasimersédo das placas

numa solucdo de Negro Amido 0,5 % durante 10 msuto
Andlise estatistica dos dados

Os dados relativos ao efeito do tratamento noicéndle
prolificidade das ovelhas foram comparados atral@sinalise de variancia
(ANOVA), enquanto que a frequéncia dos animais cgsponderam ao
tratamento, com mais de um nascimento, foram augs pelo teste exato de
Fisher, utilizando o Sistema Computacional StatstiStat Soft, Inc. 1993,

versao 4.5.

Resultados e Discussao

a) Respostas da imunizagcdo com LFb

A imunizacdo de ovelhas com LFb resultou no deslgimento
de linhas caracteristicas de precipitacdo antigemicorpo em 29 das 30
ovelhas imunizadas. A ovelha, na qual ndo foi otzskxr nenhuma reacéao de
precipitacdo no teste de imunodifusdo, teve parimples. Foram
evidenciadas varias linhas na reacdo de precipiteé®@ dias apos a
imunizacdo inicial (Figura 1). Essa resposta imégich pode ser

considerada satisfatoria em comparagao aos ressliel outros estudos de
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imunizacdo, onde utilizou-se 0 mesmo tipo de imemdg Segundo Alvarez
(1995), existe uma grande variagcdo na respostaidizacado entre ovelhas e

dentro de ovelhas.

N&do foi testado o tipo de proteina que causoveaao
imunolégica no teste de imunodifusdo. E conhecige g LFb contém pelo
menos 40 proteinas séricas de elevado peso maléénidersen et al., 1976)
e algumas outras proteinas especificas do folipgddencente a familia da
inibina, as quais apresentam uma acao biologiceontrole do crescimento

folicular e na liberacéo de FSH hipofisario (Alvaré995).

Estudos prévios, mostraram que a inibina presemteFb (peso
molecular 32 kD) provoca uma reacdo biolégica enellas, quando
associada a um adjuvante (Alvarez, 1995). Entretfama falta de inibina
purificada, para servir como antigeno na reacaondeodifusao no presente
experimento, ndo foi possivel confirmar a presateanticorpos contra esta
molécula. Em todo caso, é relevante mencionar gusteen trabalhos
mostrando que além da inibina, outras substané&asesteroidais presentes
no LFb, podem ser responsaveis por modificacbesr@scimento folicular
(Campbell et al., 1991).

b)  Avaliacéo do indice de prolificidade

A Tabela 2 mostra a distribuicdo das ovelhas &30 a

cobertura, durante o periodo experimental.
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Observa-se que 66,6 % das ovelhas controle farabertas
contra 73,3 % das ovelhas imunizadas. Nao exigéiioesignificativo dos
animais imunizados em comparacédo ao controle (R0%).00 numero de
animais nao acasalados pode ser considerado notemalp em vista a
restricdo imposta no periodo da estacdo de moais Ifieses). Em condicdes
normais, na estacao de monta (cinco meses), éaglsepgue aproximadamente

mais de 90 % dos animais expostos sejam cobertod€{lino et al., 1991).

Relatos prévios tem mostrado que a injecdo coim fuevoca
atraso no cio e ovulacdo em ovelhas (Wallace & MIBNA.985), bem como
no aparecimento da primeira onda de crescimentocufal em bovinos
(Turzillo & Fortune, 1990).

Considerando estes resultados, a imunizacdoacbRtr poderia
ter um efeito no sentido de adiantar e/ou tornas me@dente a manifestacao
do cio. Em animais tratados com FSH, por exempsupeerovulacéo provoca
um avanco de aproximadamente vinte e quatro h@asamifestacao do cio,

em comparacao aos animais nao superovulados (&VE985).

Esse efeito seria provocado pela elevada coraggdr de
estrdgenos no sangue em consequéncia do maior miaeefoliculos pré
ovulatorios. Provavelmente, o estimulo ovariano @asdhas imunizadas, no
presente estudo, nao foi suficientemente intensa paovocar mudancas

significativas no comportamento estral.

Quando considerado o numero de ovelhas paridasglacao ao
namero de ovelhas expostas (taxa de fertilidad®sgmwou-se que nao existiu

diferenca entre o grupo controle e imunizado (TaBg¢| porém foi observado
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uma diferenca siginificativa na taxa de fertilidadetre a raca Ideal e
Mesticas (P <0,01) (Tabela 4). A analise dos dadestro de cada raga néo

mostrou efeito dos tratamentos na fertilidade (Elab5 e 6 ).

A taxa de fertilidade relativamente baixa da régeal pode
sugerir gue a mesma possue uma atividade sexual estacional que as
mesticas ldeal x Sufflolk. Entretanto, resultado®vips com ovelhas
manejadas em condicbes semelhantes, mostraramesndie fertilidade
menores que 40 % nos meses de maio a junho pararoais da raca ldeal e
mesticas (Roda et al., 1993).

No geral, das 29 ovelhas que levaram a termo siagpmo,
nasceram 34 cordeiros (as). Das ovelhas imuniz8&a<g6 apresentaram
paricbes gemelares contra 0 % das controle (P $).00 indice de
prolificidade, definido como o numero de cordein@scidos em relacdo ao
namero de ovelhas paridas, foi significativamentaiom (P < 0,05) nas
ovelhas imunizadas (média de 1,3), em comparacdoasocontrole (média
de 1,0) (Quadro 1), podendo isto ser explicado pedéor proporcado de

paricdes gemelares das ovelhas imunizadas (Tapela 7

O pequeno numero de paricOes da raca ideal edwitpu fazer
uma comparacao consistente entre ragas. Os resultadstraram que a
imunizagao contra LFb provocou um aumento na pecaldde, ou seja: 1/3
das ovelhas Ideal tiveram gestacdes gemelaresaddtnas ovelhas controle
(Tabela 8). Por sua vez, as ovelhas mesticas, radas contra LFb, tiveram
uma prolificidade maior (4/11) que o grupo contr@é&l) (P < 0,05) (Tabela
9).
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Conclusoes

1. A imunizacdo ativa contra LFb nao alterou osrpesl reprodutivos
normais relativos a taxa de fertilidade e manifggtado cio.

2. A imunizacgao ativa contra LFb aumentou em 33 £4xa de nascimentos
gemelares em compara¢cao ao grupo controle

3. A resposta a imunizacéo é imprescindivel viste gm grande namero de
animais ndo modifica seu indice natural de prafiide, apesar da

presenca de anticorpos anti-LFb.

Implicacdes

Os resultados encontrados no presente estudecefar uma
alternativa para aumentar a eficiéncia reprodutigaovelhas normalmente
pouca prolificas, sendo o método exequivel a nieelcampo e de baixo

custo.
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Tabela 2. Distribuicdo das ovelhas cobertas e aBertas durante o periodo experimental

(%)
Controle Imunizadas Total
Cobertas 20 (33) 22 (37) 42 (70)
N&o cobertas 10 (17) 8 (13) 18 (30)
Total 30 (50) 30 (50) 60 (100)
x> P > 0,05

€0

Distribuicdo das ovelhas cobertas e ndo cobertas

Controle

Tratamento

37

Imunizadas

0 Cobertas
W Nao cobertas
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Tabela 3. Numero de ovelhas paridas, falhadas eabamo nos tratamentos (%)

Controle Imunizadas Total
Paridas 14 (33) 15 (36) 29 (69)
Falhadas 4 (10) 8 (19) 12 (29)
Abortos 1(2) - 1(2)
Total 19 (45) 23 (55) 42 (100)
x> P > 0,05
Distribuicdo das ovelhas que pariram, falharam ou
abortaram
O Controle
m Imunizadas

(%0)

Paridas Falhadas Aborto

Condigéo




Tabela 4. Fertilidade das ovelhas Ideal e Mestgasstas a procriagado (%).

Ideal Mesticas
Ovelhas expostas 30 30
Ovelhas paridas 7 (23) 22 (73)
x?P < 0,01
Taxa de fertilidade de ovelhas Ideal e Mesticas
30
25
m O Expostas
‘®T 20+ m Paridas
£
8
g 15+
2 10
3

Ideal Mesticas

Ovelhas

34
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Tabela 5. Numero de ovelhas Ideal paridas, falhadasn aborto nos tratamentos (%)

Controle Imunizadas Total
Paridas 4 (29) 3(21) 7 (50)
Falhadas 2 (14) 4 (29) 6 (43)
Abortos 1(7) - 1(7)
Total 7 (50) 7 (50) 14 (100)

x> P > 0,05

Paricdes, falhas e abortos das ovelhas Ideal

0 Controle
W Imunizada

Numero de animais

Paridas Falhadas Aborto

Condigao
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Tabela 6. Numero de ovelhas Mesticasa paridasgdathe com aborto nos tratamentos (%)

Controle Imunizadas Total
Paridas 11 (39) 11 (39) 22 (78)
Falhadas 2(7) 4 (15) 6 (22)
Abortos - - -
Total 13 (46) 15 (54) 28 (100)
x> P >0,05

Ndmero de animais

Paricdes, falhas e abortos das ovelhas Mesticas

,_.
in

H
<

Controle

Imunizada

CRNPLRHETQFTRP

Paridas Falhadas

Condigao
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Tabela 7. Resposta das ovelhas aos tratamentasmerm e tipo de partos (%)

Controle Imunizado Total
Partos simples 14 (48) 10 (35) 24 (83)
Partos gemelares 0 (0) 5(17) 5(17)
Total 14 (48) 15 (52) 29 (100)

Xx?P < 0,05

Distribuicao das ovelhas com paricdes simples e

gemelares
48

50+

40+ O Simples

W Gemelar

30
0
20

10+

Controle Imunizado

Tratamento
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Tabela 8. Resposta das ovelhas Ideal aos tratasnentaimero e tipo de partos (%)

Controle Imunizado Total
Partos simples 4 (57) 2 (29) 6 (86)
Partos gemelares 0 (0) 1(14) 1(14)
Total 4 (57) 3(43) 7 (100)
x?P > 0,05

NUmero de animais

Paricdes simples e gemelares das ovelhas Ideal

Controle

O Simples
W Gemelar

Tratamento

Imunizadas
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Tabela 9. Resposta das ovelhas Mesticas aos trt@sne numero e tipo de partos (%)

Controle Imunizado Total
Partos simples 11 (50) 7 (32) 18 (86)
Partos gemelares 0 (0) 4 (18) 4 (14)
Total 11 (50) 11 (50) 22 (100)
x?P < 0,05
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Quadro 1. Estatistica descritiva do indice de ficalade das ovelhas Ideal e
Mesticas imunizadas ou ndo com LFb

Grupo N de partos Total Média Variancia
cordeiros
Controle 14 14 1,0 0
Imunizado 15 20 1,3 0,24

Quadro 2. Analise da variancia (ANOVA) do indicepdelificidade das ovelhas
Ideal e Mesticas imunizadas ou ndo com LFb

Fonte de variacao GL SQ QM F Prob.
Tratamentos 1 0,8045 0,8046 6,5172 0,0166
Residuo 27 3,3333 0,1234

Total 28 4,1378




