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RESUMO

SILVA, G. C. O. Andlise ultrassonogréafica, comportamental e produtiva dos
efeitos do tratamento com analogo de GnRH em fémeas de avestruz (Struthio
camelus). [Ultrasound, behavioral and productive analysis of the effects of GnRH
analog treatment in female ostriches (Struthio camelus)]. 2012. 155 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

A falta de conhecimento sobre a reproducéo do avestruz dificulta o desenvolvimento
da sua criacdo comercial devido a uma baixa eficiéncia reprodutiva. O objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo da aplicacdo de um analogo de GnRH (lecirelina - Gestran
Plus®) na inducédo da ovulacdo em fémeas adultas de avestruz. Primeiramente, um
grupo de 10 fémeas foi avaliado para determinagdo de seu status reprodutivo, por
meio da mensuracéo das concentracdes séricas de estradiol e progesterona (coletas
de sangue 3x/semana); da observacdo do comportamento reprodutivo; da
determinacédo do desenvolvimento ovariano por exame ultrassonografico (a cada 21
dias); e pela postura de ovos. Apds o término desta primeira fase, as fémeas foram
separadas em grupo controle (n = 3) e grupo tratado (n = 6). A cada semana, 2
fémeas do grupo tratado eram selecionadas para a aplicacéo intramuscular de 1ml
(25ul) de lecirelina, e os seus efeitos avaliados pela analise das concentracdes
séricas de estradiol, progesterona e corticosterona (Oh, 6h, 24h, 48h e 96h pos-
aplicacao); pela verificagdo do desenvolvimento ovariano e ocorréncia de ovulagéo
através de exames ultrassonograficos (24h, 48h e 96h); pela observacdo de
comportamento reprodutivo (0Oh, 48h e 96h) e pela postura de ovos. O tratamento foi
repetido no mesmo animal a cada 21 dias e em cada tratamento realizado, 2 fémeas
do grupo controle eram submetidas as mesmas analises. Os resultados indicam que
a aplicacéo de lecirelina foi capaz de induzir a ovulacdo em 77% dos tratamentos
realizados, com postura de ovos normais em 50% das indugdes. Assim, o
tratamento proposto foi considerado eficiente na indugcéo da ovulagdo em fémeas de
avestruz desde que seja aplicado em fémeas que apresentem ovario bem

desenvolvido.

Palavras-chave: Avestruz. Reprodugdo. Horménios. Ultrassom. Anélogo de GNRH.



ABSTRACT

SILVA, G. C. O. Ultrasound, behavioral and productive analysis of the effects of
GnRH analog treatment in female ostriches (Struthio camelus). [Analise
ultrassonografica, comportamental e produtiva dos efeitos do tratamento com
analogo de GNRH em fémeas de avestruz (Struthio camelus)]. 2012. 155 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

The lack of knowledge about the ostrich reproduction delays the development of the
ostrich commercial breeding due to a low reproductive performance. The aim of this
study was to evaluate the effect of the application of an analog of GnRH (Lecirelin -
Gestran Plus®) for induction of ovulation in adult female ostriches. Initially, a group of
10 adult female ostriches were evaluated in order to determine their reproductive
status, by measuring serum levels of estradiol and progesterone (blood sampling - 3
times a week), by the observation of reproductive behavior, by the evaluation of the
ovarian development through ultrasound examination (repeated every 21 days) and
by the egg laying data. After the end of the first phase, female ostriches were
separated into a control group (n = 3) and a treated group (n = 6). Every week, two
females from the treated group were selected to receive the treatment: an
intramuscular application of 1 ml (25ul) of Lecirelin. The effect of the application was
evaluated by the analysis of serum concentrations of estradiol, progesterone and
corticosterone (Oh, 6h, 24h, 48h and 96h post-application), by the verification of the
ovarian development and the occurrence of ovulation through ultrasound
examinations (24h, 48h and 96h), by the observation of reproductive behavior (Oh,
48h and 96h) and by the egg laying data. The intramuscular application was
repeated in the same animal every 21 days and two females from the control group
were subjected to the same analysis during each treatment. The results indicate that
the application of Lecirelin was able to induce ovulation in 77% of the treatments with
normal egg laying in 50% of inductions. Thus, the treatment was found effective in
inducing ovulation in female ostrich provided that it is applied in females who exhibit

well developed ovary.

Key words: Ostrich. Reproduction. Hormones. Ultrasound. GnRH analog.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a criagdo de avestruzes — chamada de Estrutiocultura —
vem ganhando forca e popularidade em todo o mundo (CARBO, 2003). Um dos
motivos principais para esse crescente interesse se baseia na qualidade e na
potencialidade econémica dos produtos originarios dos avestruzes (PINHEIRO;
PINHEIRO; SILVEIRA, 2002; CARBO, 2003; CARRER, 2004), que sdo sua carne
(vermelha), seu couro, suas plumas (o Brasil é o principal mercado consumidor) e
seus ovos. Outra caracteristica que faz com que essa espécie seja uma interessante
opcao para criagdo é sua capacidade de adaptacdo as mais diversas condicdes
climiticas e a necessidade de pequenas areas para 0 manejo e producéo,
constituindo-se assim, uma boa alternativa para pequenas e médias propriedades
(PINHEIRO; PINHEIRO; SILVEIRA, 2002).

Segundo Carrer et al. (2004), o Brasil é tido entre a comunidade da
estrutiocultura mundial, como um dos paises de maior potencial de crescimento
desta atividade, com grande vocacdo natural e empresarial. Suzan e Garneiro
(2007) atribuem o potencial brasileiro na estrutiocultura a fatores como a
disponibilidade de espaco fisico, clima adequado, mao-de-obra barata e a tradicdo

agropecuaria.

Buscando-se sempre formas mais adequadas e eficientes de aumentar a
produtividade, os fendmenos reprodutivos das aves industriais tém sido motivo de
intensos estudos e pesquisas ao longo das décadas (PINHEIRO; PINHEIRO;
PINHEIRO, 2004).

De inicio, a simples selecdo de individuos com as caracteristicas desejadas
era a forma utilizada para se alcancar um incremento na produtividade. Com o
avanco tecnoldgico e o aprimoramento dos conhecimentos sobre os fatores
genéticos e enddcrinos, estes passaram a ser utilizados na orientagdo de programas
de selecao e melhoramento de plantéis das aves industriais (PINHEIRO; PINHEIRO;
PINHEIRO, 2004).

Em criacGes de avestruzes a ocorréncia de baixos indices reprodutivos € um
problema visto no mundo todo. Embora fémeas adultas de avestruzes sejam

capazes de produzir de 30 a 60 ovos por ano na maioria das criacbes, apenas
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algumas fémeas estabelecem essa taxa de producéo de ovos (BRONNEBERG;
TAVERNE; PIJPERS, 1999; DEEMING, 1999).

O desconhecimento sobre varios aspectos da reproducdo dos avestruzes,
como os fatores que influenciam a producéo de ovos, os mecanismos fisiologicos e
endocrinos da atividade ovariana e fatores que influenciam o inicio, a duracédo e o
término do ciclo da producdo de ovos dos avestruzes leva a uma baixa eficiéncia
reprodutiva e dificulta o desenvolvimento dessa criacao.

Por esta razdo, € muito importante que sejam estudadas e conhecidas as
suas caracteristicas endocrino-reprodutivas, as quais podem elevar o desempenho
da espécie a partir do momento em que sua fisiologia reprodutiva esteja bem
elucidada. Esses conhecimentos possibilitardo uma melhor avaliagdo do potencial
reprodutivo dos animais e permitira, também, a aplicacao de técnicas de reproducao
assistida como o manejo hormonal do ciclo reprodutivo e a inseminacao artificial na

criacao de avestruzes.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sao:

- Descrever as concentracdes séricas de estradiol e progesterona em fémeas
adultas de avestruz (Struthio camelus) durante a época reprodutiva, buscando-se

analisar os perfis destes hormonios entre as fémeas;

- Correlacionar as concentragfes séricas de estradiol e progesterona com o

comportamento reprodutivo e o desenvolvimento ovariano verificado por ultrassom;

- Avaliar o efeito do tratamento com analogo de GnRH (lecirelina) na inducéo

da ovulac&o e na postura dos ovos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A seguir, estdo descritos diversos aspectos da revisao de literatura no que
tange a biologia, a criacdo e a reproducdo em avestruzes, aspectos sobre o exame
ultrassonografico em aves e no avestruz, a fisiologia reprodutiva das aves e a

estimulacdo hormonal em aves.

3.1 O AVESTRUZ (Struthio camelus)

O avestruz pertence a ordem dos Struthioniformes (ratitas), e se dividem em
trés outras subordens: Os casuares (casuares e emus), emas e kiwis. Ratitas séo
aves incapazes de voar, principalmente devido a falta de uma quilha sobre o esterno
(‘ratis' em latim significa 'navio sem quilha’) e a degeneracdo completa do musculo
peitoral (BRONNENBERG, 2008).

Originario da Africa, o avestruz pertence a familia Struthionidae, que é
composta por um anico género (Struthio), uma Unica espécie (S. camelus) e 4 sub-
espécies (RITCHIE; HARRISON; HARRISON, 1994; CARRER; KORNFELD, 1999):

- Struthio camelus camelus (Norte da Africa) - S0 maiores e possuem

plumagem com grande densidade, cabe¢ca quase sem penugem e pescogo

avermelhado. Seus ovos s&o maiores e mais lisos do que os da Africa do Sul;

- Struthio camelus massaicus (Africa Oriental) - Ligeiramente maior que o da

Africa do Sul. Possuem pescoco rosado que se torna vermelho na época de

reproducdo. Concentram-se principalmente no Quénia e Tanzania;

- Struthio camelus molybdophanes (Somalia) - S40 menores que os da Africa

do Sul. Possuem pescoco e pernas com coloracao cinza-azulada e tem uma

regido nua e cérnea na cabega;

- Struthio camelus australis (Africa do Sul) - Possuem pescoco cinza-azulado

e a cabeca possui penugem.
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Anteriormente, havia também uma quinta sub-espécie, Struthio camelus
syriacus (Peninsula arabe), mas foi cacado até a extincdo em 1941 (CRAMP et al.,
1977).

A IUCN Red List of Threatened Species™, cita o estado de conservagédo do
Struthio camelus como "segura" ou "pouco preocupante” (LC: Least Concern).

O avestruz € a maior ave viva do mundo. Machos adultos tem peso entre 120
a 150kg e medem 2,5 a 3,0m de altura. Fémeas adultas sdo menores que 0s
machos, medindo 2,0 a 2,5m de altura e sdo mais leves, pesando entre 90 a 120kg
(BRONNENBERG, 2008). Os avestruzes possuem 2 dedos nos pés e suas pernas
sao fortes e potentes alcancando a velocidade de 70 km/h (DEEMING, 1999). Elas
possuem também excelente visdo e podem distinguir movimentos até uma distancia
de 3,5km, isso se deve ao fato do grande tamanho e da posi¢cdo anatdmica do seu
globo ocular e ao seu longo pescoco (BRONNENBERG, 2008)

Os avestruzes sao onivoros, alimentando-se principalmente de vegetacéao,
podem viver mais de 80 anos e quando adultos apresentam dimorfismo sexual, que
segundo Carrer et al. (2004) comeca a ser notado por volta dos 12-14 meses de
idade. O macho apresenta plumagem preta e as asas e cauda com pontas brancas
e a fémea e o0s jovens apresentam plumagem marrom-acinzentada (RITCHIE;
HARRISON; HARRISON, 1994).

Geralmente as fémeas sdo ddceis, mas os machos podem se comportar
agressivamente em épocas de reprodugdo. O chute é a sua grande arma, podendo
alcancar facilmente o rosto de uma pessoa, o que faz com devam ser tomadas
muitas precaucdes no manejo do mesmo (FOWLER, 1986).

No meio comercial, o avestruz é dividido em 3 racas: "African Black"”, "Red
Neck" e "Blue Neck", todos originarios de cruzamentos entre as subespécies
(CARRER; KORNFELD, 1999). A African Black € a raca mais utilizada em criacbes
comerciais por possuirem um comportamento mais doécil que facilita o manejo e
apresentarem melhor desenvolvimento de plumas e rendimento de carcaca
(DEEMING, 1999).
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3.2 AESTRUTIOCULTURA

A seguir estdo compiladas informacdes sobre a criacdo de avestruzes e seus

aspectos no mundo e no Brasil.

3.2.1 A estrutiocultura no mundo

A domesticac&o do avestruz (Struthio camelus spp.) comecou na Africa do Sul
no inicio dos anos 1860. Os avestruzes eram capturados da natureza e mantidos
num sistema semiextensivo. A criagdo de avestruz nessa época era principalmente
para atender a demanda de plumas para a industria da moda. No inicio do século 20
a demanda por penas aumentou e a estrutiocultura cresceu e em 1913, o plantel na
Africa do Sul chegou a quase um milhZo de aves (SMIT, 1963).

Entretanto no comeco da Primeira Guerra Mundial a demanda por plumas
declinou tremendamente, colocando em risco as criacbes de avestruz. Em 1945,
uma cooperativa (Klein Karoo Landbouwkotperasie - KKLK) foi fundada para
regulamentar a venda de plumas (DRENOWATZ et al., 1995), e durante a década
de 50, houve um desenvolvimento do mercado de couro do avestruz para ser
utilizado em artigos de luxo. Em 1963, um abatedouro da KKLK foi inaugurado para
a producéo de carne seca (SMIT, 1963; DRENOWATZ et al., 1995).

Nas ultimas décadas, a inddstria do avestruz tem visto um renascimento,
principalmente devido as mudancas nos objetivos da produgdo: o couro atrativo, a
carne vermelha saudavel (alto teor de proteina, baixos teor de colesterol e gordura).
Embora a alta qualidade das plumas ainda seja fundamental para a industria da
moda e para a producéo de espanadores, a demanda por carne e couro fez com que
a criacdo de avestruz se expandisse ao redor do mundo (BRONNENBERG, 2008).

Embora a concentracdo de criacdo de avestruzes seja encontrada
principalmente na Africa do Sul, a criacdo de avestruzes foi bem estabelecida em
Israel, Australia, Sudeste Asiatico, América do Norte, América do Sul e mesmo em
alguns paises da Europa. Em paises como o Reino Unido, Bélgica, Franca,

Espanha, Portugal, Italia, Grécia, e alguns paises escandinavos e da Europa
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Oriental, a criagdo de avestruzes cresceu rapidamente na Ultima década do século
20, aumentando muito o numero de aves e de produtores, e como resultado desse
crescimento os precos declinaram e o mercado ficou saturado (BRONNENBERG,
2008).

Recentemente, alguns paises da Unido Europeia, no intuito de criar um
mercado sustentavel para o couro e a carne de avestruz, tem tentado estabelecer
cooperativas de criacbes de avestruzes e criar instalacbes para o abate
especializado. Hoje em dia, poucas criacOes relativamente "bem administradas”
conseguem sobreviver na Europa, principalmente devido a concorréncia com o
mercado africano de alta qualidade e de baixos custos (BRONNENBERG, 2008).

Métodos de manejo em criagbes de avestruz variam ao redor do mundo e
podem ser criagcdes extensivas ou semiextensivas. Em alguns casos, observa-se até
criacdes intensivas. Sistemas de alojamento, tamanhos de rebanho e densidade dos
animais variam bastante entre as fazendas comerciais (BRONNENBERG, 2008).

Os avestruzes sdo conhecidos por serem reprodutores poligamos (JARVIS;
JARVIS; KEFFEN, 1985; BERTRAM, 1992; SAUER; SAUER, 1996). Em fazendas
de criacdo, € comum manter a proporcdo de 1 macho para 2 ou 3 fémeas em cada
piqguete, mas alguns criadores preferem manter piquetes com colbnias de
reproducédo (machos e fémeas numa mesma proporcao) e outros criadores preferem
manter os animais em pares (um macho e uma fémea) para uma correta
determinag&o genética dos filhotes (BRONNENBERG, 2008).

Durante a estacao reprodutiva os piquetes devem ser inspecionados todos os
dias e os ovos devem ser coletados assim que encontrados no piquete. A maioria
dos ovos é incubada artificialmente, pois os indices de produtividade, tais como,
producdo de ovos (producdo de ovos/fémea/ano) e fertiidade dos ovos
(porcentagem de filhotes/nimero de ovos incubados) é geralmente mais altas
guando comparado aos indices reprodutivos em incubacfes naturais (BERTRAM,
1992).

Avestruzes criados para producdo de carne podem ser abatidos com 10 a 12
meses de idade e para producéo de couro de alta qualidade a idade de 14 meses é
a mais indicada (SALES, 1999).
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3.2.2 A estrutiocultura no Brasil

A Portaria n° 36 do Ministério do Meio Ambiente através do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), de 15 de marco de
2002, incluiu o avestruz (Struthio camelus) na listagem de fauna considerada
domeéstica. Atualmente os criadouros comerciais desta espécie necessitam de
registro da sua unidade produtiva junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) seguindo normas especificas definidas na Instrucéo

Normativa Conjunta n° 2, de 21 de fevereiro de 2003.

A estrutiocultura brasileira iniciou-se em 1995 com a importagcdo dos primeiros
reprodutores e, em 2001, o setor estrutiocultor brasileiro movimentou de 2 a 3
milnes de dolares, por forca de um plantel de aproximadamente 50 mil aves
(PINHEIRO; PINHEIRO; SILVEIRA, 2002). Nos anos seguintes, o plantel brasileiro
cresceu rapidamente, partindo de 120 mil aves em 2003, para 175 mil em 2004
(CARRER et al., 2004), 335 mil em 2005 (MUNIZ, 2005) e para 430 mil aves em
2007 — que consolidava o Brasil com o segundo maior rebanho de avestruzes do
mundo na época, atras somente da Africa do Sul (MUNIZ, 2005; SUZAN;
GARNEIRO, 2007). Ao longo dos ultimos anos, com 0 aumento da desconfianca no
agronegocio do avestruz, o rebanho brasileiro vem diminuindo rapidamente e
estima-se que o plantel brasileiro tenha se reduzido a 80 mil aves em 2010
(BRUSTOLIN, 2011).

No surgimento da estrutiocultura no Brasil, a cadeia produtiva do avestruz
apresentava um grande potencial de crescimento dentro do pais, uma vez que o
Brasil possui ampla disponibilidade de espaco fisico, clima adequado, mdo de obra
barata e grande tradicdo agropecuaria (SUZAN; GARNEIRO, 2007). Este potencial,
apesar dos esforcos das Associacdes e cooperativas, até agora ndo se tornou
realidade, ja que diversos gargalos ainda comprometem a consolidacdo da cadeia
produtiva do avestruz no pais (BARBOSA et al., 2007).

As dificuldades iniciam-se ja nas propriedades rurais, que ndo recebem apoio
técnico adequado, o que resulta em uma baixa produtividade e em altos custos de

producdo. Fora das propriedades, nos outros elos da cadeia produtiva, a situacao
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ainda € pior. E dificil encontrar abatedouros e curtumes aptos a trabalhar com
avestruzes e a falta de uma regulamentagcédo federal, impede que os produtos
brasileiros cheguem ao principal mercado consumidor do avestruz: a Unido Europeia
(EV). Para exportacdo é necessaria a inser¢cdo do avestruz no PNCR - Programa
Nacional de Controle de Residuos - do MAPA, uma vez que este programa é uma
obrigatoriedade para a exportacdo de produtos e géneros alimenticios imposto pela
UE (SUZAN; GARNEIRO, 2007). Apesar da cobranca das Associacdes e setores
ligados a estrutiocultura ao longo dos ultimos anos (2005 / 2006), até o momento a

sua insercdo ainda nao foi realizada.

Para que o agronegocio do avestruz se torne uma atividade rentavel, a visao
sistémica da cadeia produtiva ¢ fundamental. E necessario o estabelecimento de
regras e normas governamentais, investimentos em tecnologia e conhecimento,
treinamento e qualificacédo profissional para reduzir os elevados custos de producéo,
etc. Aléem disso, deve-se trabalhar, também, o mercado consumidor através de
campanhas de marketing que, no médio e longo prazo, consolidem a cultura de
consumo dos produtos do avestruz e que confira a estes produtos um status

comercial diferenciado, fortalecendo assim a estrutiocultura (BARBOSA et al., 2007).

3.3 AREPRODUCAO DO AVESTRUZ

Segundo Carrer et al. (2004) as idades de maturacdo sexual dos animais
criados racionalmente sdo, em média, de 30-36 meses para 0os machos e 20-24
meses para as fémeas. Tem-se conhecimento de fémeas que iniciaram a postura
aos 16-18 meses bem como outras que somente iniciaram-na aos 40 meses de
idade.

Os avestruzes mantém acentuada vinculagdo as condicbes ambientais
silvestres da sua origem, portanto o ambiente tem grande influéncia na
determinacdo de aspectos ligados ao desempenho produtivo, sobretudo na
reproducao, criacdo de filhotes e animais jovens. Além da necessidade de condi¢Bes

nutricionais e de sanidade serem adequadas para a reproducdo, fatores como
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fotoperiodo, clima (indices de pluviosidade e temperatura) e estresse sao
importantes para um adequado manejo reprodutivo dessas aves (CARRER et al.,
2004).

Devido as diversas caracteristicas climaticas encontradas no Brasil, o periodo
reprodutivo dos avestruzes no pais varia de uma regiao a outra, dependendo das
chuvas. Em areas umidas como a Regido Centro-sul do pais, a reproducdo é
concentrada na estacao seca, entre junho e outubro. J& em zonas de semiarido ou
de sertdo, como no Nordeste brasileiro, a reproducdo ocorre no final do ano
(setembro a mar¢o), normalmente relacionada a época mais seca do ano (CARRER
et al., 2004).

As avestruzes podem ser consideradas como reprodutores oportunistas, ou
seja, 0os animais podem entrar em reproducdo quando as condi¢cdes ambientais se
apresentam favoraveis (BRONNENBERG, 2008). Em Israel, os verdes sdo quentes,
longos e secos e os invernos geralmente amenos, fazendo com que as avestruzes
possam produzir ovos 0 ano inteiro (DEGEN et al., 1994). Em é&reas aridas da
Namibia, as avestruzes também s&o reprodutoras oportunistas, iniciando a producéo
dos ovos logo apés o periodo das chuvas, quando a disponibilidade de alimento
(pasto) aumenta. Embora a precipitacdo possa estimular a atividade reprodutiva e
postura de ovos em curto prazo, a atividade reprodutiva € usualmente mais intensa
antes da estacdo de chuvas, que na Namibia se estende de agosto a novembro
(SAUER; SAUER, 1966). Na Africa Oriental e Meridional a producdo de ovos de
avestruzes ocorre principalmente de julho a janeiro (JARVIS; JARVIS; KEFFEN,
1985). No Zimbabue, por exemplo, avestruzes selvagens sdo observados em
reproducdo de julho a janeiro, enquanto que na Africa do Sul, avestruzes
domesticados (Black Neck) mantém a producédo de ovos até pelo menos o final de
fevereiro (JARVIS; JARVIS; KEFFEN, 1985). Nos Estados Unidos, a época
reprodutiva varia de norte ao sul do pais. No norte, as avestruzes podem apresentar
sazonalidade e produzir ovos de maio a setembro e no sul, as aves podem produzir
durante o ano todo como reprodutores oportunistas (HICKS, 1992).

De acordo com alguns pesquisadores (HICKS, 1992; DEGEN et al., 1994), as
avestruzes sdo aves que se reproduzem em dias longos, ou seja, fotoperiodo
dependentes. Degen et al. (1994) por exemplo, mostrou que a producdo de ovos
aumenta na primavera, quando os dias comecam a ficar mais longos. A producéo

atinge o apice durante os maiores periodos de luminosidade e a producédo termina
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guando os dias se tornam relativamente curtos. Jarvis, Jarvis e Keffen (1985)
observaram que avestruzes selvagens no Zimbabue, produzem ovos independente
da época de chuvas, sendo o fotoperiodo o principal fator regulador para a época
reprodutiva. Sauer (1972), entretanto, afirma que o inicio da época reprodutiva
coincide com os periodos de chuvas e da subsequente disponibilidade de alimento.
Degen et al. (1994) considera que a disponibilidade de alimentos por longos
periodos e ndo, necessariamente, o periodo de chuvas, por si sO, € o principal fator
gue desencadeia a atividade reprodutiva em avestruzes.

Segundo Bronneberg (2008), o grau de influéncia dos fatores que afetam a
reproducdo em avestruzes (fotoperiodo, precipitacdo e disponibilidade de alimento,
por exemplo) ndo pode ser satisfatoriamente mensurado com as informacdes
disponiveis atualmente. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar
melhor os fatores que afetam a época reprodutiva em avestruzes, juntamente com
estudos de monitoramento das alteracdes funcionais dos O6rgdos reprodutivos
dessas aves.

O macho e a fémea costumam acasalar-se duas ou trés vezes por dia, sendo
gue a fémea pde um ovo a cada 48 horas, até completar 15 a 20 ovos, cujo peso
médio ideal, varia de 1100 a 1700 g (BRONNENBERG, 2008; PINHEIRO;
PINHEIRO; PINHEIRO, 2004). Apdés uma pequena pausa, 0 ciclo de postura
recomeca. Em média, num ano sao colocados de 40 a 60 ovos (normalmente 2 a 3
ciclos de postura por ano) e, dependendo das condi¢cdes podem ser postos até 100
0VvOS.

Jarvis, Jarvis e Keffen (1985) observaram que o niumero de ninhos em que 0s
ovos eram depositados pelas avestruzes selvagens no Zimbabue (S.c. australis)
variam consideravelmente durante uma estacao reprodutiva, e que o intervalo entre
as sequéncias de postura ocorrem aproximadamente em 6 semanas, mas 0 motivo
pelo qual isso acontece ndo esta esclarecido. As avestruzes selvagens do Zimbabue
produzem uma média de 12 a 13 ovos por ninho, depositado por cerca de 3 fémeas.
Baseado na identificagdo das caracteristicas dos ovos de cada fémea foi verificado
gue uma fémea normalmente contribui com a oviposicdo de 7 a 8 ovos em cada
ninho, ou seja, produz 7 a 8 ovos numa sequéncia de oviposi¢cédo (JARVIS; JARVIS;
KEFFEN, 1985).

No Quénia e norte da Tanzania, o numero de ovos depositados num Unico

ninho de avestruzes selvagens varia de 20 a 36 ovos, depositados por 4 a 5 fémeas
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(BERTRAM, 1979). Segundo Hurxthal (1979), em outro estudo nesta mesma regiao,
foi verificada uma média de 35,5 e 47 ovos por ninho.

Jarvis, Jarvis e Keffen (1985) observaram que avestruzes criadas em cativeiro
na Africa do Sul apresentaram sequéncias de postura que duram de 5 a 7 semanas,

com intervalos entre os picos de postura de aproximadamente 6 semanas.

indices de produtividade em avestruzes, como fertilidade dos ovos produzidos
e taxa de eclosao, foram mensurados e descritos em diversos estudos por diversos
autores ao redor do mundo (DEEMING, 1996; MORE, 1996; VAN SCHALKWYK;
CLOETE; de KOCK, 1996; CLOETE; VAN SCHALKWYK; BRAND, 1998; IPEK;
SAHAN, 2004). Estes estudos demonstram que o indice de fertilidade dos ovos de
avestruzes é baixo e muito variavel (<50% a até 85%), em contraponto aos indices

de fertilidade encontrados nas aves de producao (> 85% de ovos férteis).

Segundo Carrer et al. (2004) sdo vérios os sinais que indicam o inicio da
estimulacdo reprodutiva nos animais jovens. Entre os machos pode-se destacar
sinais como a danca do acasalamento (kantling), o canto, o andar pendular e a
cauda erguida como indicativos de comportamento sexual e reprodutivo. Nas
fémeas se observa um Unico comportamento reprodutivo, conhecido como display:
as fémeas soltam as asas paralelas ao corpo, movimentando-as com pequenas
chacoalhadas, levantando e abaixando a cabeca e abrindo e fechando o bico
(CARRER et al., 2004). Em comunicacdo pessoal desse mesmo autor (Prof. Dr.
Celso da Costa Carrer, ZAB — FZEA/USP), ele ainda relata que o desenvolvimento
do display nas fémeas jovens ocorre de maneira progressiva, sendo facilmente
visualizadas etapas da evolucdo deste comportamento reprodutivo. Inicialmente a
fémea comeca a abaixar as asas paralelamente ao corpo e depois ela comeca
também a levantar e abaixar a cabeca batendo o bico e, finalmente, assume a
posicao de aceitacao da copula (agachada).

Bubier et al. (1998) relatam que os avestruzes adultos criados em fazendas
comerciais apresentam comportamento reprodutivo (corte) frente a humanos, e que
esta apresentacdo do comportamento reprodutivo € mais intensa quando 0s animais
sdo observados a uma curta distancia, ou seja, com os observadores proximos dos

animais avaliados.
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3.4 ULTRASSONOGRAFIA EM AVES

A ultrassonografia em animais de producéo tem provado ser uma ferramenta
muito Util para os veterinarios e pesquisadores em biologia reprodutiva e ciéncia
animal (TAVERNE; WILLEMSE, 1989). Desde a sua introducdo para o diagndstico
de prenhez em equinos (PALMER; DRIANCOURT, 1980) e em gatos (MAIHAC et
al., 1980), muitas aplicacbes para diferentes propdsitos reprodutivos tem sido
desenvolvidas, ndo apenas em animais domeésticos, mas também aplicados em
zooldgicos e em espécies selvagens (KAHN, 1992; HILDEBRANDT; GORITZ, 1995)
incluindo algumas espécies de aves (CARTEE et al., 1992).

McMillan (1994) relata que estudos ultrassonograficos em aves de companhia
podem ser limitados pelo tamanho dos pacientes e pela presenca de sacos aéreos.
Entretanto, em aves de maior porte o ultrassom pode ser utilizado para caracterizar
algumas alteragbes como a organomegalia. McMillan (1994) ainda relata que a
visualizacdo dos oOrgdos na cavidade celomatica é dificil devido a presenca dos
sacos aéreos. Entretanto o ultrassom pode ser utilizado para observar foliculos
ovarianos em época de reproducdo e pode ser utii em diagnostico de ovos
malformados e peritonites relacionadas a ruptura de ovos.

Hildebrandt et al. (1995) realizaram um estudo em que o0 exame
ultrassonografico foi utilizado para deteccédo de estruturas ovarianas em 33 aves de
rapina em 7 diferentes espécies. O oviduto e o ovario foram visualizados em animais
ndo anestesiados através da insercdo da probe através da cloaca. Os autores
afirmam que o ultrassom € uma ferramenta precisa, nao traumatica e pouco invasiva
para a sexagem em espécies de rapinantes que ndo apresentem dimorfismo sexual.

Jensen e Durrant (2006) em estudo sobre a fisiologia reprodutiva em Kiwi
(Apteryx mantelli) utilizaram exames ultrassonograficos para avaliar o
desenvolvimento do foliculo recrutado para ovular. Através do acompanhamento da
medida deste foliculo por exame de ultrassonografia (10 a 76mm) foi possivel
elaborar a curva de crescimento folicular, o que possibilitou estimar a data prevista
para ovulacdo e o dia da oviposicdo. Os autores comprovaram também, através da
analise de metabodlitos de esterdides fecais e do exame ultrassonografico, a
correlacdo entre as concentracbes de estradiol e progesterona e o crescimento

folicular ovariano.
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O uso do ultrassom em avestruzes (S. camelus spp.) ainda néo foi
extensamente explorado (BRONNENBERG, 2008). Williams (1998) relata que, no
que diz respeito ao exame do trato reprodutivo, foliculos ovarianos podem ser
visualizados na cavidade celomatica e Wagner e Kirberger (2001) concluem que a
presenca de plumas e de sacos aéreos nao limitam o uso da ultrassonografia
transcutdnea para a visualizacdo de visceras celomaticas no avestruz. Eles
descrevem também as areas a serem utilizadas para o exame ultrassonografico em
avestruzes e o0s 6rgaos que podem ser visualizados em cada &rea e ainda concluem
gue o exame ultrassonografico € um exame simples, rapido, ndo invasivo e de facil

realizagdo em avestruzes.

Bronneberg e Taverne (2003) demonstraram que a avaliagao
ultrassonografica transcutanea € uma técnica nédo invasiva de facil aplicagdo para
monitorar a atividade ou inatividade ovariana em avestruzes. A técnica permite a
visualizacdo das estruturas ovarianas (foliculos de diversos tamanhos, atrésicos e
pés-ovulatorios) e acompanhar o desenvolvimento do ovo dentro do trato
reprodutivo. Neste estudo os autores também verificaram que a avaliagdo
ultrassonografica in vivo foi capaz de identificar 58% dos foliculos ovarianos
presentes no ovario ao se comparar o numero de foliculos observados no exame
ultrassonografico com o numero de foliculos observados no ovario coletado post
mortem.

Bronneberg utilizou a andlise ultrassonografica em avestruzes em mais 3
estudos (2007a, b, 2009). No primeiro, Bronneberg et al. (2007a) buscaram
descrever e analisar as mudangas no namero de foliculos ovarianos grandes (6,1 a
9,0cm) e nas concentragbes plasmaticas do horménio luteinizante (LH) e do
estradiol (E2) em relacdo aos indices de producdo de ovos em fémeas adultas de
avestruzes, no segundo para acompanhar o ciclo da postura de 1 ovo em avestruz.
No segundo, Bronneberg et al. (2007b) estudaram o ciclo de postura de um ovo em
fémeas adultas de avestruz, investigando a relacdo temporal entre a ovulacédo, a
formacdo do ovo, a oviposicdo e as alteracdes nas concentracdes plasmaticas de
progesterona, estradiol e LH. No terceiro estudo, Bronneberg et al. (2009) buscou
avaliar a dinamica folicular apresentada durante um ciclo de postura de um ovo,
através da mensuracdo das variacdes de volume dos foliculos ovarianos > 30mm e

as concentracfes plasmaticas de estradiol e progesterona apresentadas.
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Com relacdo a avaliacdo ultrassonogréfica ovariana, Bronneberg et al.
(2007b) descrevem que o foliculo ovulado é detectado pela primeira vez 2 horas
ap6és uma oviposicdo e a que ovulagcdo ocorreu sempre brevemente apds uma
oviposicdo em fémeas em que o intervalo entre as posturas foi de 48 horas.
Também puderam observar através do exame ultrassonografico, que o ovo em
desenvolvimento permanecia por 9 horas na porcao proximal (infundibulo, magno ou

istmo) e por 39 horas na porcao distal (glandula da casca) do oviduto.

3.5 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE AVES EM GERAL E NO AVESTRUZ

Segundo Deeming (1999), enquanto varios estudos do sistema reprodutivo
das aves domésticas vém sendo realizados e publicados na literatura, muito poucas
informagdes séo disponiveis sobre o sistema reprodutivo dos avestruzes. Questbes
basicas permanecem sem resposta e fazem com que certas areas de pesquisa
permanecam sem evolucdo por carecerem dessas informacdes, particularmente no
gue diz respeito as caracteristicas reprodutivas das fémeas. O mesmo autor ainda
relata que, a minoria das pesquisas relacionadas a reproducédo dos avestruzes foi
direcionada ao trato reprodutivo feminino e numerosos livros e artigos simplesmente
reportam que, anatomicamente e fisiologicamente, o trato reprodutivo feminino dos
avestruzes é semelhante ao padrao geral aviéario.

A fisiologia reprodutiva dos avestruzes, assim como a de outras espeécies
animais, € um processo complexo, regulado, principalmente, por hormdnios
produzidos por glandulas enddcrinas, os quais interagem entre si através de um
sistema de feedback (CARRER et al., 2004). Estes hormdnios sdo responsaveis
pela regulacdo do comportamento sexual, pelas caracteristicas sexuais secundarias
e pela gametogénese (CARRER et al., 2004)

O hormoénio responséavel pelo controle da reproducéo € o hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), secretado pelo hipotdlamo (DEEMING, 1999). Em
mamiferos ha apenas um tipo de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
enquanto que nas aves sao encontrados dois tipos desse hormoénio: GnRH-I e
GnRH-II, que sdo semelhantes ao horménio mamifero variando apenas em algumas

substituicbes de aminoacidos na sua estrutura (DEEMING, 1999). Ambos hormonios
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aviarios ja foram encontrados em avestruzes (DEEMING, 1999). Acredita-se que o
GnRH-I tenha uma participagdo maior no controle endécrino da reproducédo das aves
(ETCHES, 1996; DEEMING, 1999).

As gonadotrofinas aviarias, horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio
luteinizante (LH), possuem similaridades fisicas e quimicas com as gonadotrofinas
mamiferas, mas nem todas as funcdes atribuidas a esses hormdnios mamiferos
podem ser atribuidas também aos seus homologos aviarios (ETCHES, 1996). Como
exemplo disto, pode-se observar que a principal fungcdo “estimulatéria” ndo é
atualmente atribuida ao horménio foliculo estimulante (FSH) e nenhum dos tecidos
ovarianos nas aves sofrem luteinizacdo (ETCHES, 1996). Por ndo haver uma
nomenclatura mais racional para as gonadotrofinas aviarias os termos FSH e LH
continuam a ser utlizados pela semelhanca estrutural encontrada com as
gonadotrofinas mamiferas (ETCHES, 1996).

O LH e o FSH juntos estimulam o crescimento e a maturagdo das gdnadas,
os testiculos nos machos e o ovario esquerdo nas fémeas (DEEMING, 1999). De
forma geral, acredita-se, também, que os dois horménios (FSH e LH) regulam o
crescimento folicular e mantém a hierarquia dos foliculos maduros (ETCHES, 1996).

A funcdo do FSH nas aves ainda ndo esta claramente elucidada (ETCHES,
1996), mas Deeming (1999) afirma que o FSH, especificamente, estimula o
amadurecimento dos foliculos no ovéario das fémeas e nos machos é responsavel
pelo desenvolvimento das células de Sertoli nos testiculos.

O horménio luteinizante (LH) € tido como o mais ativo estimulador da
esteroidogénese nas aves (ETCHES, 1996), sendo que, nos machos, o LH estimula
a producdo de andrégenos pelas células de Leydig dos testiculos e nas fémeas
estimula a producdo de progesterona, andrégenos e estrégenos pelas células da
teca e da granulosa nos ovarios (ETCHES,1996; DEEMING, 1999). O LH também é
reconhecido como o responséavel pela ovulagdo nas aves domésticas (ETCHES,
1996). Nas fémeas jovens de galinhas domésticas, o pico de concentracdo de LH é
observado de 3 a 5 semanas antes da postura do primeiro ovo, enquanto que nos
machos a concentracdo maxima de LH € encontrada somente apds o alcance da
maturidade sexual (ETCHES, 1996). Degen et al. (1994) num estudo buscando-se
avaliar os niveis séricos do horménio luteinizante (LH) e dos hormbnios esterodides
(testosterona e estradiol) em machos e fémeas adultos de avestruz descreveram

gue, nos avestruzes, o0s niveis séricos de LH sdo aproximadamente trés vezes
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maiores nos machos do que nas fémeas, sendo que a variagcdo sazonal nos dois
sexos segue 0 mesmo padrdo, apesar da diferenca de concentracdo encontrada. Os
mesmos autores demonstraram, também, que os niveis de LH elevam-se antes do
inicio da postura dos primeiros ovos, tanto nos machos quanto nas fémeas.

Os hormonios esteroides produzidos pelas gbnadas - dos quais 0s mais
importantes sdo o estradiol e a progesterona nas fémeas e a testosterona nos
machos - possuem uma variedade de efeitos que incluem a diferenciacdo sexual, o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, funcdes no
comportamento, metabolismo, producdo de gametas, muda de penas e inibicdo da
secrecdo de LH por feedback (DEEMING, 1999). Além dessas funcgdes, o estradiol
estimula o figado a produzir vitelogenina, que alcanca a corrente sanguinea e
posteriormente ir4 se depositar nos foliculos ovarianos formando a gema e atua na
mobilizacdo do célcio para formagdo da casca do ovo (DEEMING, 1999). A
progesterona atua na secrecao do albumen e é responsavel pela inducéo do pico de
LH para ocorrer a ovulagdo (BAHR; JOHNSON, 1991). Ao contrario de mamiferos,
as células da granulosa sdo a principal fonte de progesterona e de pequenas
guantidades de androgénios, enquanto que as células da teca produzem
androgénios e estradiol. E importante salientar que as células da granulosa ndo
luteinizam, porque nao existe a necessidade de formacdo de corpo ldteo, uma

estrutura associada a prenhez nos mamiferos (BAHR; JOHNSON, 1991).

Nas fémeas jovens de galinhas domésticas, a concentracado plasmatica dos
estrégenos aumenta por volta de 3 a 5 semanas antes da postura do primeiro ovo e
ocorrem picos posteriormente ao pico de LH (ETCHES, 1996). A concentracédo de
progesterona dessas aves permanece em niveis basais até uma semana antes do
inicio da postura, quando a sua producao € rapidamente acelerada para os niveis
gue sdo caracteristicos das galinhas poedeiras (ETCHES, 1996).

Segundo Degen et al. (1994), nas fémeas adultas de avestruzes, 0s niveis
plasmaticos de estradiol apresentam elevacdo a partir do inicio do periodo de
postura e tem o pico de sua concentracdo juntamente com a €poca de maior
producdo de ovos, permanecendo a concentracdo elevada durante toda a fase de
postura. Nos machos, os niveis plasmaticos de testosterona mostram um aumento
antes do pico de producdo de ovos, consecutivo ao aumento dos niveis plasméaticos
de LH (DEGEN et al., 1994).
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Bronneberg et al. (2007a) buscaram descrever e analisar as mudangas no
namero de foliculos ovarianos grandes (6,1 a 9,0cm) e nos niveis plasmaticos do
hormdnio luteinizante (LH) e do estradiol (E2) em relagdo aos indices de producéo
de ovos em fémeas adultas de avestruzes, dentro e fora da estacdo reprodutiva.
Para tal, os autores realizaram exames ultrassonograficos do ovario e coletas de
sangue mensais em 9 fémeas adultas de avestruz com idade entre 11 e 14 anos.
Através deste estudo, puderam observar que: (1) a presenca de foliculos ovarianos
grandes e niveis plasméticos elevados de LH eram observados 1 més antes da
primeira oviposicdo e do estabelecimento da estagcdo reprodutiva; (2) A
concentracdo plasmética de estradiol eleva-se com o inicio da temporada de
producéo de ovos; (3) o numero de foliculos ovarianos grandes e as concentracdes
plasmaticas de LH e E2 permaneciam elevados durante toda a temporada de
producdo de ovos; e (4) o numero de foliculos ovarianos grandes e as
concentracdes plasmaticas de LH e estradiol decrescem simultaneamente a ultima
postura de ovo da época reprodutiva. Através dos dados deste estudo, Bronneberg
et al. (2007a) concluiram que as mudancas no numero de foliculos ovarianos
grandes e nos niveis plasmaticos de LH e estradiol ocorrem em sincronia com a
producdo de ovos e que este fato fornece evidéncias de que as mudancas
morfolégicas e endocrinoldgicas observadas durante a reproducdo dos avestruzes
séo similares as mudancas que ocorrem em outras espécies sazonais de aves.

Em um segundo artigo, Bronneberg et al. (2007b) estudaram o ciclo de
postura de um ovo em fémeas adultas de avestruz, investigando a relagcao temporal
entre a ovulacdo, a formacdo do ovo, a oviposicdo e as alteracdes nos niveis
plasmaticos de progesterona, estradiol e LH. Para tal, foram estudadas 10 fémeas
adultas de avestruz em época reprodutiva e que sabidamente estavam em postura.
Nestas fémeas, foram realizados exames ultrassonogréficos transcutaneos a cada 3
horas e foram colhidas amostras de sangue para dosagem hormonal a cada 1 hora
durante um periodo de pelo menos 48 horas, que é o tempo normal do intervalo
entre posturas. Com relagdo aos niveis hormonais encontrados, os autores relatam
gue a concentracdo plasmatica de progesterona (P4) nas fémeas em gue ocorreu a
ovulacdo (n=8), apresentam niveis consistentes e bem caracterizados: de niveis
basais, por volta de 0,1ng/ml em média, os niveis de P4 comecam a elevar-se 12
horas antes da oviposicdo, alcancam um pico médio de 3,5ng/ml no momento 3

horas antes da oviposicdo (5h antes da ovulacdo) e retornam a niveis basais 3 horas
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e 30 minutos apds a postura do ovo. Com relacdo as mudancas nos niveis do LH e
do estradiol em fémeas que ovularam, os autores relatam que seus niveis também
descrevem um padrédo de ascensdo e queda em relacdo ao tempo de ocorréncia da
oviposicdo e da ovulagcdo. Entretanto, relatam que ha uma maior variagdo no nivel
basal destes hormonios entre os individuos e 0s picos sdo menos visiveis do que 0s
apresentados pela progesterona. Nas fémeas que nao ovularam (n=2) durante o
estudo, ndo foram observadas elevacdes e picos nos niveis de progesterona, LH ou
estradiol. Os autores concluiram que durante o ciclo de postura de um ovo em
avestruzes, os eventos reprodutivos (como a ovulacéo, o desenvolvimento do ovo no
oviduto e a oviposi¢cao) e as mudancas nas concentragées hormonais (LH, P4 e E2),
ocorrem e se desenvolvem em periodos bem demarcados de tempo durante o ciclo

de postura de um ovo no avestruz.

3.6 ESTIMULACAO HORMONAL POR GnRH

Tratamentos com hormoénios gonadotroficos exdgenos tém sido utilizados
para melhorar os indices reprodutivos de numerosas espécies de mamiferos
domeésticos.

Em aves, poucos experimentos utilizando hormbnios exdégenos tém sido
realizados especificamente para estimular o desenvolvimento ovariano e melhorar a
reproducdo (BENNETT, 2002). A maioria dos trabalhos existentes em aves busca
apenas o entendimento da fisiologia reprodutiva ovariana € nos mecanismos que
controlam a hierarquia folicular (BENNETT, 2002).

A aplicacdo de GnRH exdgeno foi realizada em varios estudos com aves para
investigar somente os efeitos do GnRH na produgdo de LH e FSH, com
relativamente poucos estudos baseados nos efeitos desse horménio na estimulacéo
ovariana (BENNETT, 2002). Dentre estes estudos é possivel afirmar que uma Unica
aplicacéao de 5 - 20ug de cGnRH sintético € capaz de aumentar significativamente os
niveis de LH em galinhas (WILSON et al., 1989), perus (BURKE; COGGER, 1977) e
codornas (HATTORI; ISHII; WADA 1986). Entretanto, a resposta € variavel entre as
espécies e dependente dos estagios reprodutivos (BENNETT, 2002). O uso de

analogos de GnRH sintéticos, com trocas na sequéncia de aminoacidos, provoca um
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aumento maior na liberagdo endégena de LH e que se mantém por mais tempo
(STERLING; SHARP, 1984).

3.6.1 Aplicacio de GnRH para desenvolvimento folicular e estimulacio

ovariana em aves

Johnson e Van Tienhoven (1981) trataram galinhas poedeiras com GnRH-I
sintético e mostraram que a progesterona e o LH aumentaram suas concentragées
para niveis pré-ovulatérios em resposta a uma Unica aplicagiao de GnRH.

Poucos artigos cientificos sdo encontrados relatando tentativas de se
estimular o desenvolvimento ovariano em aves com GnRH exdgeno, sendo que a
maioria nao foi bem sucedida (BENNETT, 2002). Reeves, Harrison e Casey (1973),
por exemplo, ndo encontraram diferenga no peso ovariano ou no desenvolvimento
folicular entre aves tratadas com uma aplicaciao diaria GnRH mamifero e aves
controle ap6s duas semanas de tratamento. Burke e Cogger (1977), nao
observaram aumento no peso do ovario ou oviduto ou da glandula pituitaria de
fémeas de perus que néo estavam em postura ap6s tratamento com 10 - 30ug/BID
de cGnRH-l por 6 dias. Sterling e Sharp (1984) trataram, diariamente, galinhas
poedeiras durante 12 dias com uma dosagem de 1 - 100ug com GnRH suino ou com
analogo de GnRH (buserelina) e observaram que ndo houve mudancga no peso ou
morfologia do ovario ou oviduto.

A liberagédo endégena do GnRH é conhecida por ser pulsatil, com cada pulso
durando 15 a 60 minutos num intervalo de 1 a 3h (SHARP; GOW, 1983). Essa
caracteristica faz com que seja muito dificil mimetizar artificialmente o padrao pulsatil
de liberagédo do GnRH que ocorre em aves. A resposta do LH a uma administragéo
unica de GnRH mamifero, cGnRH ou analogo de GnRH é imediata e tem uma curta
duragéo, incapaz de induzir estagios iniciais de desenvolvimento ovariano em aves
(BENNETT, 2002). Analogos de longa duragéao (SHARP et al., 1986) e implantes de
liberacdo lenta (BURKE; COGGER, 1977) tem sido utilizados na intengdo de
contornar esse problema. Nestes dois estudos, o LH retornou ao nivel basal ap6s
alguns dias de tratamento, o que pode indicar uma perda da sensibilidade da
glandula pituitaria devido ao uso prolongado do GnRH exdgeno.
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JA& em um estudo com periquitos australianos, Costantini et al. (2009),
utilizando um analogo de GnRH (buserelina) em uma base bioabsorvivel de silicone
para liberacdo lenta, comparou a taxa de postura de ovos e a concentracado de
metabolitos de esteroides nos excretas entre um grupo tratado com o implante de
GnRH de liberacédo lenta (mantidos em fotoperiodo longo), com 2 grupos controle
(fotoperiodo longo e curto) e observou que a postura de ovos se iniciou
precocemente e em maiores taxas no grupo tratado, e este também apresentou
maiores concentracdes de metabolitos de esteroides nas excretas.

Robbe et al. (2008) conseguiu antecipar o inicio da atividade reprodutiva e a
postura em canarios utilizando um analogo de GnRH (lecirelina) aplicado em
juntamente com uma base cremosa para liberacao lenta.

Estes achados demonstram que implantes de GnRH de liberacdo lenta

podem ser eficazes na inducéo do desenvolvimento ovariano em aves.

3.6.2 Aplicacdo de GnRH para ainducao da ovulacao

Idealmente em aves, uma bem sucedida estimulacdo ovariana deve terminar
na ovulacdo do foliculo F1. Com o avanco do conhecimento para se estimular o
desenvolvimento ovariano e folicular, torna-se necessario, também, desenvolver
métodos para a inducdo da ovulacdo. Existem varios artigos publicados na literatura
a respeito da ovulacédo em aves. A maioria deles objetiva elucidar os mecanismos
envolvidos na ovulagdo nas aves e, para isso, sdo utilizados diversos hormdnios
para induzir uma ovulagao precoce em aves normais ou para induzi-la em aves nas
quais 0 mecanismo da ovulacdo estd sendo bloqueado por restricdo alimentar ou
hipofisectomia por exemplo. Dentre os horménios que ja foram estudados para
induzir a ovulacdo em aves esta 0 GnRH e seus analogos (BENNETT, 2002).

O GnRH aviario e mamifero tém sido utilizados com sucesso para induzir a
ovulacdo em galinhas, no tempo esperado ou prematuramente. Doses de 5 a 10ug
induzem a ovulagdo precoce ou no tempo esperado na maioria das aves tratadas.
Doses mais altas (20-40ug) geralmente resultam em uma ovulagdo precoce

antecipando em mais de 6h a ovulagdo (BENNETT, 2002).
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Johnson, Dickerman e Advis (1984) e Johnson, Johnson e Van Tienhoven
(1984) utilizaram dois tipos de GnRH, mamifero e o cGnRH-I para induzir a ovulacdo
precoce em galinhas poedeiras, e foi bem sucedido com os dois tipos de tratamento.
Foi verificado também que quando as aves eram tratadas previamente a primeira
ovulacdo de uma sequéncia de ovos, todas as aves ovularam prematuramente.
Entretanto, quando tratadas antes da segunda ovulacéo, quase todas as ovulacfes
ocorriam no periodo estimado. Isso pode estar relacionado a uma
incapacidade/refratariedade do foliculo F1 em iniciar a producdo e a secrec¢do de
progesterona ap0s uma ovulacdo anterior. Segundo Johnson, Dickerman e Advis
(1984) a resposta da hipéfise ao GhnRH exdgeno € a mesma nas duas ocasifes, mas
aresposta ovariana ao LH pode ser diferente.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo apresentou duas fases experimentais que foram realizadas
durante a época reprodutiva dos avestruzes no Brasil (CARRER et al., 2004) no
periodo de 11 de julho a 02 de dezembro de 2011. A primeira fase consistiu no
acompanhamento dos animais para descricdo das caracteristicas reprodutivas,
hormonais e fisiolégicas e na segunda fase realizou-se o tratamento com analogo de
GnRH para inducédo da ovulacdo. Realizou-se, também, um pequeno experimento
visando a validacao fisioldégica dos ensaios hormonais utilizados neste estudo apos o
fim do mesmo. Para facilitar a compreensao das fases experimentais e do ensaio de
validacéo fisiolégica, O material e métodos de cada fase experimental e do ensaio
de validacao fisiologica serdo descritos separadamente nas subsecdes a seguir.

4.1 VALIDACAO FISIOLOGICA

Foi executado um pequeno experimento visando a Validacdo Fisiolégica dos
ensaios hormonais utilizados neste estudo. Para tal realizou-se um desafio de ACTH
e um desafio de GnRH. Nas secfes a seguir serdo explicados, sucintamente, os
delineamentos dos desafios propostos.

4.1.1 Animais

Para os desafios propostos foram utilizadas 6 fémeas adultas de avestruzes. As
condicbes de manejo e manutencdo dos animais sdo descritas na secdo 4.2.1

Animais.
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4.1.2 Aplicacédo dos desafios hormonais

Para a realizagdo dos desafios hormonais, as fémeas eram contidas
fisicamente e era feita a coleta de uma primeira amostra de sangue para posterior
dosagem hormonal (tempo Oh). Logo apds esta coleta, procedia-se a aplicacado do
horménio do respectivo desafio e novas coletas de sangue eram realizadas nos
intervalos de 1h, 3h, 5h, 7h e 24h pos-aplicacdo. Os procedimentos para coleta,
obtenc&o do soro sanguineo e seu armazenamento seguiram a metodologia descrita
na secdo 4.2.2 Coletas de sangue e obtencé&o do soro sanguineo.

No dia seguinte a aplicagdo do medicamento (tempo 24h), além da coleta de
sangue foi realizado também a observacdo e avaliacdo do comportamento
reprodutivo e o exame ultrassonogréafico do ovéario das fémeas conforme descritos
na secao 4.2.3 Observacao e avaliacdo do comportamento reprodutivo e na
secao 4.2.5 Exame ultrassonografico do ovario.

No desafio com ACTH foi realizada a aplicacéo intramuscular de 1ml (1mg /
100UI) de ACTH tetracosactidio (Synacthen®, NOVARTIS PHARMA SA — Bruxelas,
Bélgica) e no desafio com GnRH foi aplicado 1ml (25ug) do analogo de GnRH
lecirelina (Gestran® Plus, Tecnopec Cons. Com. Repres. Ltda., Sdo Paulo/SP). O
intervalo entre os desafios foi de aproximadamente 1 més, sendo que o periodo em
gue ocorreram os desafios foi de margo a abril de 2012.

Para cada desafio proposto foram realizadas as dosagens de estradiol,
progesterona e corticosterona em todas as amostras coletadas, seguindo as
metodologias de dosagem descritas na secdo 4.2.4 Dosagens hormonais:
estradiol e progesterona e na secéo 4.3.3 Dosagem hormonal: corticosterona.

4.1.3 Andlise estatistica

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de estradiol nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de ACTH foi utilizado o teste de
Friedman de amostras repetidas seguido do pés-teste de Dunn (p < 0,05), j& que os

dados ndo obedeciam a uma distribuicdo normal e ndo puderam ser transformados.
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Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de progesterona nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de ACTH foi utilizado o teste Repeated
Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX), seguido do poés-teste de
Tukey (p < 0,05) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicdo normal.

Para a comparacao das meédias da concentracéo sérica de corticosterona nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de ACTH foi utilizado o teste de
Friedman para amostras repetidas seguido do pos-teste de Dunn (p < 0,05), ja que
0os dados n&o obedeciam a uma distribuicdo normal e n&o puderam ser
transformados.

Para a comparagcdo das medias da concentracdo seérica de estradiol nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de GnRH foi utilizado o teste Repeated
Measures ANOVA nos dados originais, seguido do pos-teste de Tukey (p < 0,05) ja
que os dados originais obedeceram a uma distribuicAo normal e possuiam
homogeneidade de variancias.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de progesterona nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de GnRH foi utilizado o teste Repeated
Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX), seguido do poOs-teste de
Tukey (p < 0,05) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicdo normal.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de corticosterona nos
tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h do desafio de GnRH foi utilizado o teste Repeated
Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX), seguido do pés-teste de
Tukey (p < 0,05) j& que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicdo normal.

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo as concentracdes dos
hormonios (estradiol, progesterona e corticosterona) em cada desafio foi utilizado o
teste de correlacdo de Pearson (p < 0,05), nos dados transformados (LogioX), ja que
os dados originais ndo obedeceram as premissas de normalidade (36 pares de

amostra).

As analises estatisticas e graficos de resultados foram realizados com o
auxilio do programa Graphpad Prism versdo 5.04 para Windows® (Graphpad

Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.).
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4.2 PRIMEIRA FASE: DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS HORMONAIS E
REPRODUTIVAS

Durante esta fase os animais estudados foram avaliados quanto as alteracdes
dos seus status reprodutivos ao longo do tempo através de observacao e analise de
comportamento reprodutivo, da avaliacdo da concentracdo sérica de estradiol (E2) e
progesterona (P4), da realizacdo de exames ultrassonograficos do ovario e pela
anotacao dos indices de postura. Esta fase foi realizada no periodo de 11 de julho a
16 de setembro de 2011.

4.2.1 Animais

Foram estudadas dez (n=10) fémeas adultas de avestruz (Struthio camelus)
do criatorio comercial “Sitio Aoyama” localizado na cidade de Ibiuna, estado de Sao
Paulo (-23° 47' 22.79" de Latitude e -47° 13' 40.85" de Longitude).

As fémeas eram mantidas em casal (um macho para cada fémea) em
piquetes retangulares (150 a 250m?) com pasto de capim Coastcross e Braquiaria.
Nos piguetes havia uma pequena area coberta (2,5mx2, 5m) onde era oferecida
racdo comercial especifica para avestruzes em reproducdo (R.T.B. Industria e
Comércio de Racdes Ltda.), divididos entre o periodo da manha/tarde. Era oferecida
suplementacédo de volumoso quando necessaria (alfafa fresca e hortalicas de folha
escura). O fornecimento de agua ad libitum era realizado em bebedouros préprios
para avestruzes adultos. Os ovos de cada piquete eram coletados diariamente
guando observada a postura e identificados imediatamente com a data da coleta e
numero do piquete de origem. Posteriormente, os ovos eram limpos e destinados
prontamente a venda, ja que no ano de 2011 o criatorio ndo realizou a incubagéo
dos ovos.

A selecdo das fémeas estudadas foi feita através de uma pré-avaliacao
realizada no més anterior ao inicio do estudo (junho/2011). A pré-avaliacdo tinha
como objetivo a coleta de dados que permitissem estabelecer a condicéo
reprodutiva (status reprodutivo) de cada fémea do plantel. Para tal, num primeiro
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momento foi realizada visita a propriedade para a coleta do historico de posturas de
todas as fémeas que poderiam fazer parte do grupo experimental (n = 17). ApGs
avaliagdo destes dados, verificou-se certa inconsisténcia nos dados tabulados,
como, por exemplo, mudancgas de casais entre piquetes e trocas da fémea do casal
nao corretamente anotadas, 0 que comprometia uma selecdo dos animais atraves
desta avaliacdo e impossibilitou a elaboracdo de um histérico de postura de cada
fémea.

Por conseguinte, foram realizadas outras trés visitas a propriedade para se
avaliar diretamente a “condi¢gao reprodutiva momentanea” de cada fémea, atraves
da realizacdo de exame ultrassonografico do ovario e da observacdo de
comportamento reprodutivo. Isto permitiu que o status reprodutivo momentaneo de
cada fémea fosse estabelecido. A partir dai, procedeu-se a selecdo de 10 fémeas
gue seriam representantes fidedignas da diversidade encontrada nos criatérios de

avestruzes no Brasil (boas e mas reprodutoras) para compor o grupo experimental.

4.2.2 Coletas de sangue e obtencédo do soro sanguineo

As coletas de sangue das fémeas estudadas eram realizadas todas as
segundas, quartas e sextas-feiras, no periodo da manha. As coletas tinham inicio
entre 9:30 e 11:00 da manh&, variando de acordo com a rotina na propriedade. Para
se coletar todas as amostras do dia (n = 10), levava-se por volta de 40 minutos até 2
horas, tempo este que variava de acordo com a realizagdo ou nado de exames
ultrassonograficos do ovéario.

Para a coleta, os animais eram contidos fisicamente com auxilio de um
cambao proprio para avestruzes e capuz. Apos a contencdo do animal, era colhida
amostra de sangue (10ml) por puncdo da veia jugular direita (Figura 1) e o sangue
obtido era entdo acondicionado em tubos Vacutainer® para sorologia (BD
Vacutainer® Blood Collection Tubes, Franklin Lakes, New Jersey, E.U.A) e
identificados. Terminada a coleta de sangue, as amostras eram colocadas em uma
caixa térmica para transporte, onde eram mantidas em repouso, a sombra e em
temperatura ambiente por 2 até 4 horas para a efetiva retracdo do coagulo. Apos

esse periodo, as amostras eram centrifugadas por 5 minutos a 1924G para a
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separacdo do soro sanguineo. O soro obtido era separado em quadruplicatas em
tubos plasticos do tipo Eppendorf® de 1,5ml e era anotada em planilha a quantidade
obtida, seu grau de hemdlise e formacao de “gel”’ no soro pds-centrifugacéo através
de cruzes (-: ndn; +: pouco; ++ médio; +++: alto). As amostras, entdo, eram
identificadas com o namero do animal, nUmero de lote e a seguir eram congeladas e
armazenadas a —20°C no Departamento de Reproducéo Animal da FMVZ/USP até a

realizacdo das dosagens hormonais.

Figura 1 — Contencao fisica de fémea de avestruz com capuz para a coleta de sangue através da
puncédo da veia jugular direita — Ibitina/SP — 2011

4.2.3 Observacéao e avaliagdo do comportamento reprodutivo

A observacdo do comportamento reprodutivo dos animais estudados era
realizada nos dias de coleta por volta de 1 hora antes do inicio dos procedimentos. A
técnica empregada para avaliacdo do comportamento reprodutivo das fémeas de
avestruz seguiu a proposta desenvolvida por Silva (2008) em estudo anterior, que

serd brevemente descrita a seguir.
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O observador se aproxima do animal estudado pelo lado de fora do piquete e,
por um periodo de 2 a 5 minutos avalia algumas caracteristicas do comportamento

reprodutivo (display) das fémeas (Figura 2).

Figura 2 — Aproximac&o do observador pelo lado de fora do piquete para realizar a avaliacédo e
observacéo do comportamento reprodutivo de uma fémea de avestruz — Ibilina/SP —
2011

A avaliagcdo do comportamento reprodutivo consiste na atribuicdo de notas de
intensidade (0 a 3) para o critério chamado de ASA (Figura 3A), que se baseia na
caracteristica de “abrir e bater as asas” e para o critério BICO, baseado na
observacao do comportamento de “abaixar e balancar pendular da cabeca batendo
o bico” (Figura 3B). As notas s&o definidas de acordo com a porcentagem do tempo
da observacdo em que o animal apresenta as caracteristicas de cada critério: (0)
nenhum comportamento; (1) menos de 50% do tempo observado; (2) entre 50% e
75% do tempo; (3) mais que 75% do tempo. A visualizacdo do comportamento de
“aceitacao de copula“ (AC) é avaliada como (1) presente ou (0) ausente (Figura 3C).

O estabelecimento destes critérios teve como base as informacdes na
literatura encontradas a respeito do aparecimento, evolucédo e desenvolvimento do
comportamento reprodutivo (display) em fémeas de avestruz (CARRER et al., 2004)
e também da informacdo de que avestruzes adultos mantidos em criatérios
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comerciais comumente demonstram comportamento reprodutivo perante aos seres
humanos (BUBIER et al., 1998).

Figura 3 — Comportamento reprodutivo de uma fémea de avestruz: A) posicao de abaixar e
bater de asas (ASA); B) abaixar e o balanc¢ar pendular da cabeca com bater de bico
(BICO); C) Posicgédo de aceitagdo de copula (AC) — Ibitina/SP — 2011

Para realizar as andalises comparativas e as correlacbes entre o
comportamento reprodutivo e as outras variaveis do estudo - como o0s niveis
hormonais e os resultados ultrassonograficos - as notas atribuidas a cada critério
comportamental estabelecido foram somadas (ASA+BICO+AC). Isto permitiu que as
amostras coletadas fossem separadas em categorias de acordo com o

comportamento reprodutivo, a saber:
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- Amostras de fémeas Sem Comportamento (SC)
e ASA+BICO+AC=0

- Amostras de fémeas com Comportamento Baixo (CBX)
e ASA+BICO+AC=<3

- Amostras de fémeas com Comportamento Alto (CA)
e ASA+BICO+AC=4até7

4.2.4 Dosagens hormonais: estradiol e progesterona

Os esteroides sexuais estradiol (E2) e progesterona (P4) foram mensurados
pela técnica de Radioimunoensaio (RIE), no Laboratério de Dosagens Hormonais
(LDH) do Departamento de Reprodugéao Animal da FMVZ/USP. Em ambos os casos,
utilizaram-se conjuntos comerciais para dosagem em soro sanguineo de seres
humanos, pré-validados laboratorialmente para uso em avestruzes (BRONNEBERG
et al., 2007a; SILVA, 2008).

Para a dosagem do estradiol foi utilizado o conjunto Estradiol Coat a Count®
(Siemens, Los Angeles, CA, E.U.A.). Para a realizacdo do ensaio de estradiol, foi
necessario realizar previamente a extracdo das amostras de soro com éter etilico. O
protocolo utilizado seguiu o recomendado e comumente utilizado na rotina do LDH, e

esta descrito abaixo:

1) Pipetar 1ml de soro em tubo de ensaio de 15ml;

2) Adicionar 5ml de éter etilico PA;

3)  Vortex por 2min;

4)  Descansar por 5min;

5) Voértex por 2min;

6) Descansar por 30min;

7) Tomando-se o cuidado para que ndo ocorra mistura dos sobrenadantes, submergir o tubo de ensaio em cuba
de gelo seco com metanol;

8) Apos o total congelamento da solucao liquida com formacgéo de botéo esbranquicado no fundo do tubo, verter o
sobrenadante em outro tubo de ensaio de 15m;

9) Realizar a secagem da solugdo em banho maria (60°C/15min);

10) Ressuspender o extrato obtido em 250pl de solucdo PBS;

11) Vértex por 20min;

12) Extrato pronto para dosagem;

13) Ap6s dosagem corrigir o resultado do ensaio hormonal dividindo a dose pelo fator de concentracdo (valor

dosagem = 4);
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Apos cada bateria de extracdo, os extratos obtidos foram acondicionados em
tubos plasticos de 1,5ml do tipo Eppendorf® e mantidos refrigerados, por no maximo
48h, até a realizacdo dos ensaios de estradiol por RIE.

Todas as amostras coletadas foram dosadas em duplicata e os resultados
expressos em pg/ml (picogramas por mililitro) para o estradiol e corrigidos pelo fator
de concentracdo. A metodologia do ensaio seguiu o recomendado pelo fabricante do
conjunto comercial de RIE. A quantidade de ensaios para dosagem de estradiol,
assim como seus controles de qualidade (coeficiente de variagao inter e intraensaio,
sensibilidade, ligagcbes nao especificas, capacidade de ligacdo, contagens por
minuto e os coeficientes de variacéo alta e baixa), serdo apresentados para todas as
dosagens realizadas no experimento na se¢do 5.1 CONTROLES DE QUALIDADE
DOS ENSAIOS HORMONAIS.

Para progesterona foi utilizado o conjunto Progesterone Coat a Count®
(Siemens, Los Angeles, CA, E.U.A.). Todas as amostras coletadas foram dosadas
em duplicata diretamente no soro sanguineo e os resultados expressos em ng/ml
(nanogramas por mililitro). . A metodologia do ensaio seguiu o recomendado pelo
fabricante do conjunto comercial de RIE. A quantidade de ensaios para dosagem de
progesterona, assim como seus controles de qualidade (coeficiente de variacdo inter
e intraensaio, sensibilidade, ligacdbes nao especificas, capacidade de ligacao,
contagens por minuto e o0s coeficientes de variagdo alta e baixa), serdo
apresentados para todas as dosagens realizadas no experimento na secdo 5.1
CONTROLES DE QUALIDADE DOS ENSAIOS HORMONAIS.

4.2.5 Exame ultrassonografico do ovario

Os exames ultrassonograficos (US) eram realizados no préprio piquete dos
animais, posteriormente a coleta de sangue. Para manter o horario das coletas e
nao atrapalhar as demais atividades da propriedade os exames de ultrassonografia
ovariana eram divididos entre os dias da semana: 3 fémeas as segundas, 4 fémeas
as quartas e 3 fémeas nas sextas-feiras. Deste modo, na primeira semana do

estudo, todos os animais do experimento foram examinados e, a partir dai, eram
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reavaliados a cada 21 dias (2 semanas sem exames de US) até o fim da primeira
fase.

A técnica utilizada no exame US do ovario do avestruz deste experimento foi
uma versao simplificada da metodologia descrita por Bronneberg e Taverne (2003),
brevemente descrita a seguir: 0 exame era feito posicionando-se o transdutor, com
gel de acoplamento, diretamente na pele da regido ventroabdominal aptérica da ave,
bem detras da virilha. Primeiramente era realizada uma avaliacédo geral da regiao no
sentido craniocaudal e dorsoventral e posteriormente um exame mais minucioso era
realizado para permitir a contagem e a medicao de todos os foliculos ovarianos (10 -
90 mm) e identificar outras estruturas presentes no ovario (foliculos pés-ovulatérios e
foliculos atrésicos) e no oviduto (ovo em desenvolvimento). Os citados autores
utilizaram a frequéncia de 3,5MHz para permitir um maior alcance das ondas
ultrassonograficas (20 cm), e uma frequéncia mais alta (5 MHz) quando houvesse a
necessidade de uma visdo mais detalhada. A medi¢do dos foliculos (maior diametro
obtido) era realizada durante o exame através do comando FREEZE e das
ferramentas de medicdo padrbes do aparelho sendo todo o exame gravado em

video para a posterior confirmagédo das medidas e namero de foliculos encontrados.

Nos exames US realizados neste experimento foi utilizado um aparelho de
ultrassonografia veterinario portatil a bateria, acoplado a um transdutor convexo de
frequéncia variavel de 2,5 a 5,5MHz (ECM EXAGO / Noveko International Inc.®
Angouléme - Franga). Primeiramente era realizada a avaliagdo no lado esquerdo do
animal e terminado o exame neste lado a mesma avaliacédo era realizada a partir do
lado direito do animal. Durante 0 exame buscou-se avaliar o grau de
desenvolvimento ovariano através da observacéo da presenca de foliculos ovarianos
grandes e hierarquizados (> 40mm) sendo que os maiores foliculos encontrados em
cada lado eram medidos utilizando-se o comando FREEZE e as ferramentas de
medicado do aparelho. Para caracterizar o desenvolvimento ovariano de cada fémea,
foi atribuida a expressado “bem desenvolvido” para aquelas que possuiam foliculos
ovarianos em boa quantidade e maiores do que 75mm, “pouco desenvolvido” para
as que possuiam foliculos em menor quantidade e menores do que 75mm € “néo
desenvolvido” para aquelas em que ndo foram visualizados foliculos ovarianos

exame.
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As imagens dos maiores foliculos medidos e o cineloop (128 quadros
sequenciais — 5s de video que ilustram o aspecto geral do ovario) de cada exame
realizado foram armazenados em pendrive e transferidos para um computador
pessoal.

O tempo gasto no exame ultrassonografico de cada animal variava entre 10 a
20 minutos dependendo do grau de desenvolvimento ovariano e da quantidade de
estruturas a serem avaliadas no exame. Também era registrada a presenca de
estruturas como ovo em formacgdo no oviduto (considerado como confirmacédo de
ovulacado) e a presenca de foliculos em atresia no ovario. A figura 4 demonstra a
realizacdo de um exame ultrassonogréafico durante o experimento.

Figura 4 — Realizacdo do exame de ultrassonografia ovariana em fémea de avestruz. Notar
posicionamento do transdutor na virilha da ave — Ibiana/SP — 2011

4.2.6 Dados meteoroldgicos e indices de postura

As condicBes meteoroldgicas (sol, sol com nuvens, nublado, chuva fraca e
chuva intensa) no momento das coletas de sangue e as observacbes de
comportamento foram anotadas em planilha pelo pesquisador nos dias de estudo.
Em dias com chuva, ndo era realizada a observagdo de comportamento, pois 0s



55

animais permaneciam em decubito e ndo demonstravam comportamento reprodutivo
algum. Os exames ultrassonograficos previstos também ndo eram realizados se
houvesse chuva, sendo realizados no proximo dia de coletas.

Dados climéaticos como temperatura mensal média e precipitagcdo para lbitna
no ano de 2011 nao puderam ser disponibilizados pelos 6rgdos governamentais
competentes devido a problemas técnicos na coleta dos dados da estagéo
meteorologica que perduram até o momento. Por conta disso, estes dados foram
coletados da estacdo meteoroldgica de Sdo Roque, cidade mais proxima a Ibilna.
Estes dados podem ser acessados através do site do Centro Integrado de
Informagbes Agrometeorolégicas do Governo do Estado de S&o Paulo
(<http://www.ciiagro.sp.gov.br/ciiagroonline/>).

O tempo de duracéo do dia (fotoperiodo) foi calculado para o dia 15 de cada
més de 2011 por software online (<http://www.solartopo.com/daylength.htm>) para a
latitude e longitude da propriedade.

O histérico de posturas da propriedade era mantido através da anotacao das
datas de coleta de ovo por piquete. Nestas anotacdes foram verificadas diversas
inconsisténcias, ja que ndo foram registrados adequadamente, por exemplo,
mudancas de casais de piquete. Isto impediu uma adequada recuperacao dos dados
de producéo de ovos por fémea.

Deste modo, os dados de producdo da propriedade foram reorganizados de
forma a se obter a producdo mensal de ovos de todas as fémeas da propriedade a
partir de julho de 2010 até o inicio do estudo (julho de 2011). Durante a realizacao
do periodo experimental os dados de coleta de ovos foram anotados corretamente
nas planilhas de controle e foi possivel obter as datas de coleta de cada ovo de cada
fémea da propriedade no decorrer do periodo experimental. Posteriormente ao
término do periodo experimental foi realizada nova visita a propriedade e coletaram-
se o0s dados do periodo de dezembro de 2011 a 18 de abril de 2012.

4.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos durante esta fase foram testados quanto a normalidade de

distribuicdo e homogeneidade de variancias através dos testes de através do teste
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de Kolmogorov-Smirnov e do teste de Bartlett. Caso os dados ndo obedecessem
estas premissas eram transformados (logaritmo na base 10 — LogioX) e se a
normalidade e homogeneidade de variancias ndo fossem obtidas empregavam-se
analises nao paramétricas.

Durante esta fase do estudo foi realizada analises estatisticas descritivas,
calculando-se as médias e desvios-padrdo (DP) da concentracdo sérica de estradiol
e progesterona para cada fémea estudada. Para a avaliacdo do surgimento de picos
destes horménios, estabeleceu-se um limiar (threshold) através da formula MEDIA +

(2xDP) para cada fémea nesta fase.

Para a comparacdo das médias (medianas) da concentracdo sérica de
estradiol entre as 3 categorias comportamentais estabelecidas (SC; CBX; CA) foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrica) seguido do pos-teste
de Dunn (p < 0,05) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicédo
normal e ndo puderam ser transformados.

Para a comparacdo das médias (medianas) da concentracdo sérica de
progesterona entre as 3 categorias comportamentais estabelecidas (SC; CBX; CA)
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrica) seguido do pos-teste
de Dunn (p < 0,05) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicdo

normal e ndo puderam ser transformados.

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlagcdo entre a concentracao
sérica de estradiol e da concentracao sérica de progesterona foi utilizado o teste de
correlacdo de Spearman (p < 0,05), j& que os dados ndo obedeceram as premissas
de normalidade e a homogeneidade de variancias e ndo puderam ser transformados
(290 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre as
concentracdes hormonais (estradiol e progesterona) e o comportamento reprodutivo
calculado pela formula proposta foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p <
0,05), jA& que os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a
homogeneidade de variancias e nao puderam ser transformados (290 pares de
amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre as

concentracées hormonais (estradiol e progesterona) e a medida do maior foliculo
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observado no US foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05), j& que
os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade de
variancias e ndo puderam ser transformados (40 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre o
comportamento reprodutivo calculado pela férmula proposta e a medida do maior
foliculo observado no US foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05),
ja que os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade
de variancias e ndo puderam ser transformados (40 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacéo entre o a producédo de
ovos por animal com o fotoperiodo e a precipitacdo mensal observada durante o
periodo de estudo foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman (p < 0,05), ja que
os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade de

variancias e ndo puderam ser transformados (40 pares de amostra).

As analises estatisticas e graficos de resultados foram realizados com o
auxilio do programa Graphpad Prism versdo 5.04 para Windows® (Graphpad

Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.).
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4.3 SEGUNDA FASE: APLICACAO DE TRATAMENTO COM ANALOGO DE GNRH

A segunda fase do experimento iniciou-se logo apds o término da primeira
fase, no dia 19 de setembro e se estendeu até o dia 02 de dezembro de 2011.

Durante esta fase as fémeas de avestruz estudadas foram submetidas a um
tratamento medicamentoso que consistia na aplicacdo do analogo de GnRH
lecirelina (Gestran® Plus, Tecnopec Cons. Com. Repres. Ltda., Sdo0 Paulo/SP), com
o objetivo de verificar se é possivel induzir a ovulagdo e a consequente postura em
fémeas adultas de avestruzes. Nas secdes a seguir, sera explicado o delineamento

do tratamento realizado.

4.3.1 Animais

No fim de semana, apdés o término das coletas da primeira fase, fomos
informados pelo proprietario que uma das fémeas do estudo (P8) ficou presa nos
arames da cerca do piquete acidentalmente. Ao se debater, na tentativa de se
desvencilhar, acabou sofrendo diversas escoriacbes (luxagdo grave nas asas
esquerda e direita, escoriacdo e lesdes graves nas pernas e corpo) e foi
eutanasiada. Isto fez com a segunda fase do experimento fosse realizada com
apenas 9 fémeas.

Para a aplicacao do tratamento, os animais estudados durante a primeira fase
foram divididos em 2 grupos: o grupo CONTROLE (n = 3) e o grupo TRATADO com
o anélogo de GnRH (n = 6).

A cada inicio de semana, 2 das 6 fémeas do grupo TRATADO eram
selecionadas para receberem a aplicacdo do tratamento e 2 fémeas do grupo
CONTROLE eram selecionadas para serem manejadas da mesma maneira que as
tratadas, ndo recebendo no entanto a aplicacdo do horménio. As fémeas restantes
(n = 5) eram manejadas neste periodo como o proposto para a primeira fase, com
coletas de sangue e observacdo do comportamento reprodutivo 3x/semana. O
tratamento era repetido numa mesma fémea a cada 21 dias, aproximadamente, até

o fim do periodo experimental. Este delineamento foi necessario em razdo das
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limitacdes logisticas da propriedade. A tabela 1 demonstra os dias de aplicacdo do
tratamento e os animais selecionados para serem tratados e controles de cada

seémana.

Tabela 1 — Datas de tratamento com analogo de GnRH (lecirelina) e fémeas de avestruz
selecionadas para serem controle e tratadas a cada semana durante a segunda fase
do estudo - S&8o Paulo/SP — 2012

ANIMAIS
DATA

Controle Tratado
19/09/2011 P12 /P16 P1/P4
10/10/2011 P12 /P16 P1/P4
17/10/2011 P2/ P12 P3 /P15
24/10/2011 P2/ P16 P9 /P14
31/10/2011 P12 /P16 P1/P4
07/11/2011 P12 /P16 P3 /P15
14/11/2011 P2/ P12 P9 /P14
21/11/2011 P2/ P16 P1/P4
28/11/2011 P12/ P16 P3 /P15

4.3.2 Aplicacédo do tratamento com analogo de GnRH

O tratamento consistiu na aplicagdo, via intramuscular, de 1ml (25ug) do
analogo de GnRH lecirelina por ave. A dose escolhida foi baseada na dose
recomendada na Bula do medicamento para inducdo de ovulacdo em éguas (2 a
4ml).

A aplicacdo do medicamento ocorria as segundas-feiras - a fim de se
acompanhar seus efeitos ao longo do resto da semana - logo apés a coleta de
sangue (0Oh). Para um melhor acompanhamento das alteracdes da concentracao
sérica dos hormonios estradiol e progesterona das fémeas do grupo TRATADO

hY

submetidas a aplicacdo de tratamento (n = 2) e das fémeas utilizadas como
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CONTROLE (n = 2), além das coletas de sangue nos horarios propostos na primeira
fase (Oh, 48h e 96h) foram coletadas adicionalmente amostras de sangue nos
horarios de 6h e 24h apds a aplicacdo do medicamento. Estas coletas adicionais
foram introduzidas com a intengc&o de reduzir as possibilidades de perder-se algum
pico hormonal e 0 momento da ovulacéo.

Para avaliacdo do efeito do tratamento no ovario das fémeas TRATADAS, era
realizado exame ultrassonografico do ovario nos momentos Oh, 24h, 48h e 96h pos-
aplicagcdo do medicamento, conforme descrito na primeira fase. Os exames nos
momentos de 24h e 48h tinham por objetivo identificar a inducdo ou nao da
ovulacéo, caracterizada pela presenca de ovo em desenvolvimento no oviduto na
imagem ultrassonografica. Nas fémeas CONTROLE, a avaliagcdo ultrassonogréafica
do ovario foi realizada somente nos momentos de Oh e 96h, jA que a propriedade
nao dispunha de pessoal com disponibilidade de tempo suficiente para realizar uma

maior quantidade de exames ultrassonograficos por dia.

4.3.3 Dosagem hormonal: corticosterona

Durante a segunda fase, além da dosagem por RIE da concentracdo sérica
de estradiol e progesterona, foi realizada adicionalmente, a dosagem de
corticosterona por RIE das amostras das fémeas que eram selecionadas como
CONTROLE e TRATADAS de cada semana de aplicacdo do tratamento (n = 4 /
semana). Para tal foi utilizado o conjunto comercial Immuchem® Double Antibody
Corticosterone MP Biomedicals® (Diagnostic division, Orangeburg, NY, E.U.A), j&
previamente validado laboratorialmente para o uso em avestruzes (SILVA, 2008). As
concentracdes séricas de corticosterona foram analisadas como um indicador
indireto da intensidade da resposta do tipo estresse apresentada pelos animais
submetidos ao manejo de coletas e ao tratamento proposto neste estudo. As
amostras selecionadas foram dosadas em duplicata utilizando-se o soro sanguineo
de acordo com as instrucdes do fabricante. O fator de diluicdo empregado foi o de
1/10 (100puL de amostra para 900uL de diluente). Quando os valores da dosagem
nesta diluicio excediam os valores da curva do conjunto, as amostras foram

redosadas na diluicdo de 1/40 (25uL de amostra para 975uL de diluente). Os
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resultados obtidos nos ensaios foram expressos em ng/ml (nanogramas por mililitro)
e corrigidos de acordo com a diluicdo empregada. A quantidade de ensaios para
dosagem de corticosterona, assim como seus controles de qualidade (coeficiente de
variagao inter e intraensaio, sensibilidade, ligacbes ndo especificas, capacidade de
ligacdo, contagens por minuto e os coeficientes de variacdo alta e baixa), seréo
apresentados para todas as dosagens realizadas no experimento na secdo 5.1
CONTROLES DE QUALIDADE DOS ENSAIOS HORMONAIS.

4.3.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos durante esta fase foram testados quanto & normalidade de
distribuicdo e homogeneidade de variancias através dos testes de através do teste
de Kolmogorov-Smirnov e do teste de Bartlett. Caso os dados ndao obedecessem
estas premissas eram transformados (logaritmo na base 10 — LogioX ou raiz
quadrada de X - ¥ X) e se a normalidade e homogeneidade de variancias néo
fossem obtidas empregavam-se andlises ndo paramétricas.

Durante esta fase do estudo foi realizada analises estatisticas descritivas,
calculando-se as médias e desvios-padrdo (DP) da concentracao seérica de estradiol
e progesterona para cada fémea estudada. Para a avaliacdo do surgimento de picos
destes hormonios, estabeleceu-se um limiar (threshold) através da formula MEDIA +

(2xDP) para cada fémea nesta fase.

Para a comparacdo das médias da concentragcdo sérica de estradiol entre as
3 categorias comportamentais estabelecidas (SC; CBX; CA) nesta fase foi utilizado o
teste One way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey (p < 0,05) nos dados
transformados (Logio0X) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicéo
normal.

Para a comparacdo das médias (medianas) da concentracdo sérica de
progesterona entre as 3 categorias comportamentais estabelecidas (SC; CBX; CA)
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrica) seguido do pés-teste
de Dunn (p < 0,05) ja que os dados originais ndo obedeciam a uma distribuicdo

normal e ndo puderam ser transformados.
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Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de estradiol entre as
amostras da primeira fase, as amostras do grupo CONTROLE e as amostras do
grupo TRATADO foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrica)
seguido do pds-teste de Dunn (p < 0,05) ja que os dados originais hdo obedeciam a
uma distribuicdo normal e ndo puderam ser transformados.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de progesterona
entre as amostras da primeira fase, as amostras do grupo CONTROLE e as
amostras do grupo TRATADO foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA né&o
paramétrica) seguido do pés-teste de Dunn (p < 0,05) ja que os dados originais nao
obedeciam a uma distribuicdo normal e ndo puderam ser transformados.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de corticosterona
entre as amostras do grupo CONTROLE e as amostras do grupo TRATADO foi
utiizado o teste de Mann Whitney (p < 0,05) jA& que os dados originais ndo

obedeciam a uma distribuicdo normal e ndo puderam ser transformados.

Para a comparacao das médias da concentracdo sérica de estradiol do grupo
CONTROLE nos tempos de 0h, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado o teste
Repeated Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX) seguido do pés-
teste de Tukey (p < 0,05) j& que os dados originais ndo obedeciam a uma
distribuicdo normal.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de estradiol do grupo
TRATADO nos tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado o teste
de Friedman de amostras repetidas seguido do pés-teste de Dunn (p < 0,05), j& que
0os dados n&do obedeciam a uma distribuicdo normal e n&o puderam ser
transformados.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de progesterona do
grupo CONTROLE nos tempos de 0h, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado
o teste de Friedman para amostras repetidas seguido do pos-teste de Dunn (p <
0,05), j& que os dados ndo obedeciam a uma distribuicdo normal e ndo puderam ser
transformados.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de progesterona do
grupo TRATADO nos tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado o

teste Repeated Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX), seguido do



63

pés-teste de Tukey (p < 0,05) jA que os dados originais ndo obedeciam a uma
distribuicdo normal.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de corticosterona do
grupo CONTROLE nos tempos de 0Oh, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado
o teste Repeated Measures ANOVA nos dados transformados (LogioX), seguido do
pés-teste de Tukey (p < 0,05) jA que os dados originais ndo obedeciam a uma
distribuicdo normal.

Para a comparacdo das médias da concentracdo sérica de corticosterona do
grupo TRATADO nos tempos de Oh, 6h, 24h, 48h e 96h de tratamento foi utilizado o
teste de Friedman para amostras repetidas seguido do pds-teste de Dunn (p < 0,05),
j& que os dados ndo obedeciam a uma distribuicdo normal e ndo puderam ser

transformados.

Para a comparacao das meédias da concentracdo sérica dos horménios (E2,
P4 e corticosterona) entre os grupos CONTROLE e TRATADO em cada momento
do tratamento (Oh, 6h, 24h, 48h e 96h) foram utilizados testes paramétricos (t nao
pareado, p <0,05) ou ndo paramétricos (Mann Whitney, p <0,05) dependendo se
estes dados obedecessem as assuncdes propostas de normalidade e variancia e se

pudessem ou néo ser transformados.

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre as
concentracOes de estradiol e progesterona, foi utilizado o teste de correlacdo de
Spearman (p < 0,05), jA& que os dados nao obedeceram as premissas de
normalidade e a homogeneidade de variancias e ndo puderam ser transformados
(353 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlagdo entre a concentracao
dos hormonios (estradiol e progesterona) e o comportamento reprodutivo calculado
pela féormula proposta foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05), ja
gue os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade de
variancias e ndo puderam ser transformados (297 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre a concentracao
dos horménios (estradiol e progesterona) e a medida do maior foliculo observado no

US foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05), ja que os dados nao
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obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade de variancias e ndo
puderam ser transformados (113 pares de amostra).

Para avaliar a existéncia e a intensidade de correlacdo entre o
comportamento reprodutivo calculado pela férmula proposta e a medida do maior
foliculo observado no US foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05),
ja que os dados ndo obedeceram as premissas de normalidade e a homogeneidade

de variancias e ndo puderam ser transformados (113 pares de amostra).

As analises estatisticas e graficos de resultados foram realizados com o
auxilio do programa GraphPad Prism versdo 5.04 para Windows® (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo serdo apresentados conjuntamente para melhor
compreensao. Os resultados da Validacdo Fisiologica, da primeira e da segunda

fase do experimento serdo dispostos separadamente em secdes especificas.

5.1 CONTROLES DE QUALIDADE DOS ENSAIOS HORMONAIS

O quadro 1 apresenta os controles de qualidade para os ensaios de dosagem
de estradiol por RIE realizados nas amostras deste estudo (n= 725).

Quadro 1 — Controles de qualidade dos ensaios de RIE de estradiol — Sdo Paulo/SP — 2012

HORMONIO: Estradiol (Siemens)

CPM CapLig. LNE Sensibilidade CVntra CV Intra
Ensaio total B/BO (%) % (dose pg/mL) Baixo Alto

1 33219 4% 0,42% 94(3,12) 11,75% 5,656%

2 27779 42% 0,41% 92(2,93) 7,95% 9,01%

3 27513 42% 0,44% 92(3,08) 8,85% 4,54%

4 27513 42% 0,44% 92(3,08) 9,78% 6,09%

5 27138 43% 0,45% 92(2,27) 3,37% 7.31%

6 26709 42% 0,48% 94(2,61) 7,16% 5,74%

7 26710 42% 0,46% 94(2,61) 8,06% 7,29%

CV Inter ensaio 0,90% 2,12%

Legenda: CPM: contagens por minuto; Cap. Lig: capacidade de ligacdo; L.N.E: ligagdo ndo especifica; CV Intra:
coeficiente de variagao intraensaio; CV Inter: coeficiente de varia¢éo interensaio.

O quadro 2 apresenta os controles de qualidade para os ensaios de dosagem
de progesterona por RIE realizados nas amostras deste estudo (n= 725).
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Quadro 2 — Controles de qualidade dos ensaios de RIE de progesterona — S&o Paulo/SP —
2012

HORMONIO: Progesterona(Siemens)

CPM Cap Lig. LNE Sensibilidade CVIntra CV Intra
Ensaio total B/BO (%) % (dose ng/mL) Baixo Alto
1 53308 47% 0,29% 96(0,04) 9.11% 0,10%
2 50481 47% 0,32% 97(0,04) 0,20% 7.81%
3 50481 47% 0,32% 97(0,04) 0,33% 267%
4 49689 47% 0,27% 98(0,04) 731% 4,32%
5 49689 47% 0,27% 98(0,04) 7,59% 5,58%
6 49308 48% 0,31% 97(0,04) 4,96% 8,66%
7 49308 48% 0,31% 97(0,04) 6,49% 14.42%
CV Inter ensaio 5,66% 2.12%

Legenda: CPM: contagens por minuto; Cap. Lig: capacidade de ligacdo; L.N.E: ligagdo ndo especifica; CV Intra:
coeficiente de variagao intraensaio; CV Inter: coeficiente de variagao interensaio;

O quadro 3 apresenta os controles de qualidade para os ensaios de dosagem
de corticosterona por RIE realizados nas amostras deste estudo (n= 196).

Quadro 3 — Controles de qualidade dos ensaios de RIE de corticosterona — S&o Paulo/SP —
2012

HORMONIO: CORTICOSTERONA (MPB

CPM Cap Lig. LNE Sensibilidade CV Intra CV Intra
Ensaio total B/BO (%) % (dose ng/mL) Baixo Alto
1 31721 54% 251% 87(3,81) 9,94% 351%
2 32600 55% 1,44% 88(3,82) 1,96% 4,63%
3 32600 55% 1,37% 88(3,82) 8,03% 4,89%
CV Inter ensaio 2,68% 0,37%

Legenda: CPM: contagens por minuto; Cap. Lig: capacidade de ligagdo; L.N.E: ligacdo ndo especifica; CV Intra:
coeficiente de variagéo intraensaio; CV Inter: coeficiente de variagdo interensaio;
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DA VALIDACAO FISIOLOGICA

Os resultados e as analises de cada desafio hormonal serdo apresentados
separadamente. Para cada fémea estudada, os resultados encontrados serao
apresentados e suas particularidades discutidas. Quando pertinentes, uma analise
conjunta sera apresentada. Em cada desafio foram coletadas 36 amostras de
sangue, totalizando 72 amostras dosadas para estradiol, progesterona e
corticosterona. A observacdo de comportamento reprodutivo e 0 exame

ultrassonografico de cada fémea foram realizados na coleta de 24h pés-aplicagéo.

5.2.1 Desafio de ACTH

Os graficos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 apresentam 0s niveis séricos de estradiol,

progesterona e corticosterona de cada fémea submetida ao desafio de ACTH.

Grafico 1 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P1 no desafio de ACTH para validacao fisioldgica — Sdo Paulo/SP — 2012
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Grafico 2 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P2 no desafio de ACTH para validacao fisioldgica — Sdo Paulo/SP — 2012
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Gréfico 3 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P3 no desafio de ACTH para validacao fisiolégica — S&o Paulo/SP — 2012
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Grafico 4 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P4 no desafio de ACTH para validacao fisiolégica — S&do Paulo/SP — 2012
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Gréfico 5 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P5 no desafio de ACTH para validacao fisiolégica — S&o Paulo/SP — 2012
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Grafico 6 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P6 no desafio de ACTH para validagao fisiolégica — Sdo Paulo/SP — 2012
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A tabela 2 apresenta a média e o desvio padrao para as concentragées
sericas de corticosterona, progesterona e estradiol ao longo do tempo no desafio de
ACTH.

Tabela 2 — Médias e desvio padrdo das concentragdes séricas de corticosterona, progesterona e
estradiol de todas as fémeas (n = 6) durante os tempos de coleta do desafio de ACTH —
S&o Paulo/SP — 2012

HORMONIOS Oh 1h 3h 5h 7h 24h

Corﬁ(‘fg/s:\%m"a 16,03t873%  935241421%°  133.80£32,86™° 159,10+2548°  130,60+34,92°°  24,25:11,41%

Pro@gfj}ﬁ; ona 4 430,66 1,2710,56° 2,49:0,92° 2,89+0,93° 1,86£0,66" 0,28£0,13°
E(S:;?::)m 5,252,917 5,19+2,92° 6,14%3,99° 3,95+1,62° 2,62+0,00° 3,110,49°

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre as médias (p < 0,05)

Analisando cada gréfico individual, verificou-se que apdés a aplicagdo de
ACTH ocorre um aumento gradativo na concentragéo sérica de corticosterona, com
pico 5h pés-aplicacdo e, posteriormente, € observada a sua queda até proximo aos
niveis iniciais em todas as fémeas.

Leche et al. (2006), num desafio de ACTH aplicado em emas jovens com 10

meses de idade, verificou pico de corticosterona com média de 166,54ng/ml, valor
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bastante semelhante ao pico de corticosterona observado neste estudo. Em outras
espécies de aves também foi verificada picos de corticosterona apds aplicagdo de
ACTH, como em garcas da Flérida Grus canadensis pratensis (LUDDERS et al.,
1998) e patos pretos americanos Anas rubripes (SPELMAN et al.,, 1995). Desta

forma consideramos o ensaio validado fisiologicamente.

Com relacao a progesterona, observa-se que em todos os individuos ocorreu
um significativo aumento na sua concentracao sérica, com picos ocorrendo entre 3h
e 5h poés-aplicacéo. Verificou-se também uma correlacao significativa e intensa entre
as concentracdes séricas de corticosterona e progesterona (r = 0,94, p < 0,02). Este
aumento pode ser atribuido, além da sua possivel liberacdo pelos foliculos
ovarianos, a uma liberacdo extragonadal de progesterona oriunda da glandula
adrenal. Isto explicaria o porqué do aumento na concentracdo seérica de
progesterona das fémeas P5 e P6 (Graficos 5 e 6), ja que elas apresentavam pouco
ou nenhum desenvolvimento ovariano observado no ultrassom e, também, pela
baixa concentracdo sérica de estradiol préxima ao limite de deteccéo do ensaio.

Os efeitos da aplicacdo de ACTH na concentragcdo sérica de progesterona
estdo descritas em diversas espécies de mamiferos. Tsuma et al. (1998) descrevem
gue a aplicacdo de ACTH em porcas primiparas lactantes provocou, além do
aumento esperado de cortisol, um aumento na concentracdo de progesterona serica.
Em um estudo realizado com fémeas de gato doméstico inteiras e ovariectomizadas
verificou-se um aumento significativo na concentragcdo de progesterona e cortisol
apoés aplicacdo de ACTH em ambos os casos, comprovando a possivel liberacao de
progesterona extragonadal (CHATDARONG et al., 2006). Em vacas leiteiras e
ovelhas ovariectomizadas também ja foram descritos resultados semelhantes (VAN
LIER et al.,, 1998; YOSHIDA; NAKAO, 2006). Em aves, Etches e Croze (1983)
descreveram que a aplicagdo de ACTH em galinhas poedeiras, além de provocar
elevacao na concentracdo de corticosterona, provoca um aumento na concentragcao
de progesterona, o que poderia induzir a uma ovulacdo precoce. No entanto, o
citado trabalho menciona que dependendo do momento da aplicacdo do ACTH com
relagdo a ovulacdo, este aumento de progesterona ndo ocorre, 0 que pode indicar
gue o ACTH néo estimula uma liberacao extragonadal de progesterona em galinhas.

Nas fémeas P1 e P4 (Gréficos 1 e 4) verificou-se que 2 horas apds o pico de

progesterona (5h) ocorreu oviposicao (7h). De acordo com Bronneberg et al. (2007b)
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0 pico da progesterona sérica ocorre em avestruzes aproximadamente 3 horas antes
da oviposi¢ao, ou seja, um periodo muito proximo dos encontrados nestes animais.
Estes resultados podem indicar que o aumento de progesterona extragonadal
provocado pela aplicagdo do ACTH estaria relacionado com a oviposi¢cado nestes
animais.

A tabela 3 apresenta a categoria comportamental e a avaliacdo
ultrassonografica do ovario das fémeas no dia seguinte (tempo 24h) a aplicacéo do
desafio de ACTH.

Tabela 3 — Resultados dos exames ultrassonograficos de ovario e o comportamento reprodutivo
apresentado pelas fémeas de avestruzes no desafio de ACTH no tempo 24h — Sé&o
Paulo/SP — 2012

EXAME ULTRASSOM COMPORTAMENTO
ANIMAL
Ovario Tamanho > foliculo Categoria
P1 bem desenvolvido 77,8mm CA
P2 bem desenvolvido 87,2mm* CA
P3 bem desenvolvido 80,6mm CBX
P4 bem desenvolvido 88,0mm* CA
P5 pouco desenvolvido 64,0mm CBX
P6 nédo desenvolvido - CBX

Legenda: CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento reprodutivo alto.
* Presenca de ovo em desenvolvimento no oviduto.

No exame ultrassonografico do ovario (24h) da fémea P2 e também da
fémea P4 observou-se a existéncia de ovo em formacdo no interior do oviduto
(Figura 5). Comparando-se as imagens pode-se perceber que o ovo da fémea P2
apresenta caracteristicas de hiperecogenicidade compativeis com um ovo
totalmente formado (Figura 5A). Para isso ocorrer, € necessario que o ovo esteja na
regido da glandula da casca. Segundo Bronneberg et al. (2007b), o tempo
necessario para que, em avestruzes, um ovo em formacdo alcance a glandula da
casca € de aproximadamente 9 horas ap0s ovulacdo, permanecendo nesta regido
por mais 39 horas até a postura. Segundo 0os mesmos autores, 0 pico de
progesterona ocorre 5 horas antes da ovulagéo. Deste modo, neste trabalho, se a
ovulacéo tiver ocorrido 5 horas apés o pico de progesterona, o ovo em formacao

teria chegado a regido da glandula da casca aproximadamente 19h pés-aplicacao.
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Como o exame ultrassonogréfico foi realizado 24 horas apods a aplicacéo, ele estaria
naquela regido por apenas 5 horas, tempo insuficiente para a deposi¢cdo de célcio
ilustrada na imagem ultrassonogréfica.

No caso da fémea P4 (Figura 5B), verificou-se a presenca de um ovo em
formacédo hipoecoico e irregular nas bordas, caracteristicas estas compativeis com
um ovo ainda ndo completamente formado (BRONNEBERG et al., 2007b). Neste
caso, se tivesse ocorrido uma ovulacdo 5 horas apdés o pico de progesterona,
significaria dizer que este ovo estaria na regido da glandula da casca no maximo ha
5 horas, periodo este compativel com seu estagio de desenvolvimento. Desta forma
pode-se sugerir qgue no caso da fémea P2 nao teria havido a indugcédo da ovulacéo
pelo aumento da progesterona, mas esta pode ter ocorrido no caso da fémea P4.

Figura 5 — Imagens ultrassonograficas do oviduto das fémeas P2 (A) e P4 (B) demonstrando a
presenca de ovo em desenvolvimento durante a realizacdo do exame de ultrassom
no tempo 24h do desafio de ACTH — S&o Paulo/SP — 2012

FMVZJUSP | GCOSILVA 16]03/2012 FMVZJUSP { GCOSILYA 16]03/2012
/ 09:48

MI:0.271:0.1 MI:0.171:0.1
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Legenda: o Circulo vermelho destaca o ovo em formacao. A seta indica bordas hiperecoicas decorrentes da deposigcdo
de célcio na casca.

Com relacéo aos resultados da média das concentragdes séricas de estradiol,
como esperado, ndo foram observadas variacbes significativas apés aplicacdo
(Tabela 2). Considerando as respostas individuais observaram-se dois tipos de
resposta. As fémeas P1, P2, P3 e P4 (Gréficos 1, 2, 3 e 4), apresentaram
inicialmente um aumento da concentracéo (entre 3h e 5h) com posterior queda a
valores proximos ao limite de deteccdo do ensaio. Ja as fémeas P5 e P6 (Gréaficos 5
e 6) apresentaram concentracdes baixas, no limite de detec¢cdo do ensaio em todas

as dosagens. As fémeas P1, P2, P3 e P4, ao exame ultrassonografico,
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apresentavam ovarios com foliculos bem desenvolvidos enquanto que as duas
tltimas (fémeas P5 e P6) possuiam ovario pouco ou ndo desenvolvido (Tabela 3).
Este aspecto poderia explicar porque algumas apresentaram alguma intensidade de
resposta e outras nao responderam. Possivelmente existiiam receptores para
corticosterona nos foliculos ovarianos fazendo com que estes respondessem ao

estimulo, provocado pela aplicacdo de ACTH, produzindo mais estradiol.

5.2.2 Desafio de GnRH

O desafio de GnRH foi realizado aproximadamente 1 més apés o desafio do
ACTH e foram utilizados os mesmo individuos.

Os gréficos 7, 8, 9, 10, 11 e 12 apresentam as concentracdes séricas de
estradiol, progesterona e corticosterona de cada fémea submetida ao desafio de
GnRH.

Gréfico 7 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P1 no desafio de GnRH para validacao fisioldgica — Sdo Paulo/SP — 2012
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Grafico 8 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P2 no desafio de GnRH para validacéo fisiologica — Sao Paulo/SP — 2012
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Gréfico 9 — Concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P3 no desafio de GnRH para validacéo fisiolégica — S&o Paulo/SP — 2012
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Grafico 10 — ConcentracBes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P4 no desafio de GnRH para validacéo fisiologica — Sao Paulo/SP — 2012
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Gréfico 11 — Concentragdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P5 no desafio de GnRH para validacao fisiolégica — Sdo Paulo/SP — 2012
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Grafico 12 — ConcentracBes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona encontrados na
fémea P6 no desafio de GnRH para validacao fisiolégica — Sdo Paulo/SP — 2012
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A tabela 4 apresenta a média e o desvio padrdo para as concentracdes
séricas de corticosterona, progesterona e estradiol ao longo do tempo no desafio de
GnRH.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de corticosterona, progesterona e
estradiol de todas as fémeas (n = 6) durante os tempos de coleta do desafio de GnRH —
Sao Paulo/SP — 2012

Oh 1h 3h 5h 7h 24h

Corticosterona 1, 55,10 372 14,03+15,18° 23,6249,77°  16,55+6,86°  16,52+11,69° 16,65+14,55°

(ng/ml)
Pro?%?:ﬁlgona 0,51£0,77%°  0,7021,06®°  0,96+1,11% 1,03+1,11*  0,91+1,12*°  0,12+0,09"
E(Sr:;/an:jl')o' 755+459°  8,35+4,00°  1327+4.44% 11,84+3,08°  14,15+519%  8,84+645%

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre as médias (p < 0,05)

O grafico 13 apresenta as médias da concentracdo de estradiol, progesterona
e corticosterona de todas as fémeas submetidas ao desafio de GnRH ao longo do
tempo.
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Grafico 13 — Média das concentracdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona do grupo
de fémeas (n = 6) submetidas ao desafio de GnRH para validacao fisiologica — S&o
Paulo/SP — 2012
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A tabela 5 apresenta a categoria comportamental e a avaliacao
ultrassonografica do ovario das fémeas no dia seguinte (tempo 24h) ao desafio de
GnRH.

Tabela 5 — Resultados dos exames ultrassonogréaficos de ovario e o comportamento reprodutivo
apresentado pelas fémeas de avestruzes no desafio de GnRH no tempo 24h — Séo
Paulo/SP — 2012

EXAME ULTRASSOM COMPORTAMENTO
ANIMAL
Ovario Tamanho > foliculo Categoria
P1 bem desenvolvido 84,2mm CBX
P2 bem desenvolvido 83,5mm* SC
P3 pouco desenvolvido 68,7mm SC
P4 pouco desenvolvido 46,4mm SC
P5 néo desenvolvido - SC
P6 néo desenvolvido - SC

Legenda: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento reprodutivo alto;
* presenca de ovo em desenvolvimento no oviduto

Analisando a tabela 4 e o grafico 13 com os resultados consolidados de todo

0 grupo, nota-se que nao foi possivel caracterizar um pico de progesterona.
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Ao verificar os resultados dos exames ultrassonograficos apresentados na
tabela 5, percebe-se que as fémeas estudadas se apresentavam com diferentes
status reprodutivos no momento da aplicacdo do desafio de GnRH. Sendo assim,
uma analise mais detalhada de cada fémea tornou-se necessaria.

As fémeas Pl e P3 (Graficos 7 e 9) apresentaram um perfil hormonal
semelhante, com aumento gradativo da concentracdo sérica de progesterona até o
momento 7h seguido de queda. No caso da fémea P1, o ovario apresentava-se bem
desenvolvido, com o maior foliculo ovariano medindo 84,2mm no exame de
ultrassom. Na fémea P3, o ovario estava pouco desenvolvido com foliculo maior
medindo 68,7mm (Tabela 5).

A fémea P2 (Grafico 8) apresentou elevada concentracdo seérica de
progesterona nos momentos Oh, 1h, 3h e 5h, com seus valores decaindo no
momento 7h. De acordo com a tabela 5, esta fémea apresentou foliculo maior
medindo 83,5mm e ovo em formacdo no oviduto no momento 24h. Uma hipotese a
ser considerada neste caso seria que a aplicagdo do GnRH teria promovido um
aumento da producdo de progesterona pelo foliculo pré-ovulatério nos tempos 1 e
3h, antecipando o pico de progesterona nesta fémea para o momento 5h, o que
explicaria a a acentuada queda no momento 7h quando comparado com as
concentracdes de progesterona verificadas nos mesmos momentos nas fémeas P1
e P3.

Sendo assim, a ovulacédo relacionada ao ovo em formacdo observado na
fémea P2, teria ocorrido 5h apds o pico de progesterona observado (5h). De acordo
com os tempos de transito do ovo no oviduto do avestruz descrito por Bronneberg et
al. (2007b), o ovo em formagédo observado no exame estaria na glandula da casca a
aproximadamente 5h, tempo este compativel com o grau de desenvolvimento do ovo

verificado no ultrassom (Figura 6).
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Figura 6 — Imagem ultrassonografica do oviduto da fémea P2 demonstrando a presenca de ovo
em desenvolvimento em fase inicial durante a realizacdo do exame de ultrassom no
tempo 24h do desafio de ACTH — Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O circulo indica o ovo. Notar as bordas irregulares (seta) caracteristico de ovo em fase inicial de formagéo; A
ecogenicidade irregular indica a deposic¢éo de albdimen.

A fémea P4 (Gréafico 11) possuia ovario pouco desenvolvido (46,4mm), e as
fémeas P5 e P6 (Graficos 12 e 13) ndo apresentavam desenvolvimento ovariano.
Nestes animais, as concentracdes de progesterona permaneceram baixas e bem
proximas ao limite de deteccdo do ensaio em todos os momentos analisados,
caracterizando auséncia de resposta ao desafio de GnRH. Neste caso,
possivelmente os foliculos ovarianos presentes, por serem pouco desenvolvidos ndo
teriam respondido ao desafio.

Através da comparacdo dos dados das fémeas P1 e P3 com os dados das
demais fémeas, sugere-se que uma fémea apresentando foliculos ovarianos com
medida a partir de 68,7mm ja seja capaz de responder a uma aplicacdo de GnRH,
provocando uma liberacédo de progesterona pelos foliculos ovarianos.

Portanto, percebe-se claramente que em diferentes estagios de
desenvolvimento ovariano ocorreram diferentes respostas. No entanto, utilizando-se
a férmula [MEDIA + (2xDP)] para caracterizar a ocorréncia de picos progesterona
em cada individuo, néo foi possivel demonstrar a existéncia destes em nenhuma das
fémeas. Desta forma, ndo foi possivel considerar validado fisiologicamente o ensaio

para este hormonio.

Analisando os resultados consolidados das concentracbes de estradiol
(Tabela 4) observa-se um aumento dos seus niveis a partir do momento 1h,

alcancando sua maior concentracdo no momento 7h, sendo este significativamente
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maior que o tempo Oh. Este resultado sugere a existéncia de um efeito positivo da
estimulacdo por GnRH nas concentragdes de estradiol, validando fisiologicamente o

ensaio.

Com relacdo a concentracdo sérica média de corticosterona ao longo do
tempo nado foi verificada diferenca estatistica entre os momentos do desafio de

GnRH (P > 0,05), o que era esperado.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO DA PRIMEIRA FASE

A primeira fase do estudo totalizou 10 semanas de duracdo. Durante este
periodo, foram realizadas 30 coletas de sangue e avaliacbes do comportamento
reprodutivo de cada fémea, gerando um total de 300 amostras de soro sanguineo
gue foram analisadas para a verificacdo das concentracOes séricas de estradiol e
progesterona. Neste periodo, também foram realizados 4 exames ultrassonogréaficos
de ovario de cada fémea.

Os resultados desta fase serdo apresentados e discutidos, primeiramente, de
forma individual e posteriormente serdo apresentados e discutidos os resultados

consolidados.

5.3.1 Resultados individuais da primeira fase

Através da compilacdo dos resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura para esta fase, foi elaborada uma representacdo
grafica para cada fémea estudada. Esta representacdo facilitou a avaliacdo e a
discussdo dos resultados individuais, ao apresentar todos os dados obtidos de
maneira sintética e simples.

O gréfico 14 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura da fémea P1.

Avaliando-se os dados desta fémea, percebe-se que esta fémea ndo produziu
ovos durante esta fase. Analisando-se as concentracdes de estradiol, verificou-se a
existéncia de apenas um pico, sendo que as concentracdes de progesterona se
mantiveram proximas do limite de deteccdo do ensaio durante todo o periodo. Nos
exames ultrassonograficos realizados foram verificados apenas a existéncia de
foliculos pequenos e pouco desenvolvidos. Também nao houve demonstracdo de
comportamento reprodutivo e ndo realizou postura em toda esta fase.

Analisando em conjunto estes resultados, observa-se que a fémea P1 é

representativa de uma condi¢éo nao reprodutiva.



Grafico 14 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P1 —
Sé&o Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram
considerados picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos
os horménios. Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom s&o
representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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O grafico 15 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura da fémea P2.

Grafico 15 — Representagéo grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P2 -
S&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram
considerados picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos
os horménios. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagéo observada por ultrassom s&o
representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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A fémea P2 produziu 9 ovos durante esta fase do estudo. Analisando os perfis
das concentracbes hormonais, constatou-se que anteriormente ao inicio da postura
da primeira sequéncia de ovos (5) aconteceram picos concomitantes de estradiol e
progesterona. Estes picos foram detectados no dia 11 e o primeiro ovo coletado foi
no dia 14. Na segunda sequéncia de ovos (2), que ocorreu a partir do dia 42, a
concentracdo de progesterona verificada no dia 39 também ultrapassou o valor
calculado para ser considerado um pico. Se considerarmos o tempo medio descrito
na literatura entre a ovulacédo e a oviposi¢cdo no avestruz é de 48 horas, podemos
afirmar que os picos encontrados podem estar relacionados com ovulagéao
subsequente. J4 na terceira sequéncia de ovos (2), apesar do visivel aumento nas
concentracOes de progesterona anterior a postura do primeiro ovo, nao foi
caracterizada presenca de pico hormonal.

Os resultados dos exames ultrassonograficos do ovario corroboram a
condicdo reprodutiva ativa desta fémea, ja que durante toda esta fase do estudo
foram detectados foliculos maiores que 80mm, o que caracteriza um ovario bem
desenvolvido. Em 2 ocasides (dia 21 e dia 63), os exames ultrassonograficos
permitiram visualizar ovo em formacdo no interior do oviduto. Estes ovos foram
coletados nos dias 23 e 65, no intervalo esperado para a postura segundo
Bronneberg et al. (2007b).

Com relacédo ao comportamento reprodutivo, apesar de algumas variacdes na
intensidade no terco inicial do estudo, na maior parte do tempo avaliado se observou
um comportamento reprodutivo considerado alto. Esta fémea também foi a Unica
fémea em que foi observada a cépula, embora nao fosse objeto deste trabalho esta

avaliagcdo especifica.

O gréfico 16 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P3.



86

Grafico 16 — Representacgao grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P3 -
Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram
considerados picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos
os hormoénios. Indicagio de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom s&o
representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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A partir dos resultados da fémea P3 verificou-se que esta fémea possuia uma
boa condic&o ovariana, com foliculos ovarianos com didmetro em torno de 80mm em
todas as avaliagbes ultrassonograficas. Apesar disto, ndo foram observadas
posturas de ovos em todo periodo. Analisando-se os resultados hormonais verificou-
se que ocorreram 2 picos na concentracao seérica de estradiol com intervalo de 48h
(dias 18 e 21) coincidente com um dos dois picos observados nas concentracdes de
progesterona (dia 18). Ambos o0s picos de progesterona (dia 7 e 18) embora
caracterizados como picos, apresentaram valores proximos aos basais e talvez por
esta razdo, embora existissem foliculos desenvolvidos no ovario, ndo tenham
induzido aovulagao.

Com relagdo ao comportamento reprodutivo, na maioria das observagdes
(aprox. 75%) desta fémea ndo houve demonstracdo de comportamento reprodutivo.

Estes resultados podem indicar que, apesar da fémea mostrar aptidao para a
reproducdo, existe algum fator ndo avaliado que esta contribuindo negativamente
para esta situacdo. Uma possivel causa € o excesso de manejo dos animais para a
realizacdo do experimento, jA que 0s animais ndo estavam acostumados a serem
manejados com frequéncia, levando a uma inibicdo da postura e consequentemente
da fisiologia normal da ave pelo estresse. Outro fator que pode estar relacionado a
esta situacdo é a acao de hormdnios inibitérios, como a Inibina (YANG et al., 2005),
a Prolactina (BLUHM et al., 1983; EL HALAWANI et al., 1995; SHARP; DAWSON;
LEA, 1998; REDDY; DAVID; RAJU, 2007) e o GnlH (BENTLEY et al., 2006; UBUKA
et al., 2008; TSUTSUI, 2009). O fator variacdo individual também n&do pode ser

descartado.

O gréfico 17 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P4.
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Grafico 17 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P4 —
S&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram
considerados picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos
os hormoénios. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom s#o
representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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Durante o periodo estudado a fémea P4 ndo apresentou qualquer
comportamento reprodutivo em aproximadamente 75% do tempo observado.
Analisando os perfis das concentracdes séricas de estradiol percebe-se a ocorréncia
de 2 picos (dias 14 e 21). As concentracdes de progesterona se mantiveram baixas
e proximas ao limiar de deteccdo dos ensaios, ndo sendo possivel caracterizar a
ocorréncia de picos.

No exame ultrassonografico, apesar de ser sido detectado um foliculo bem
pequeno (48,1mm) no primeiro exame, no segundo e no terceiro exames (realizados
nos dias 23 e 44), nao foram detectados quaisquer foliculos ovarianos. Somente no
guarto exame da fase (dia 65) foi observado um foliculo medindo 65,4mm.

Concomitante ao aparecimento deste ultimo foliculo foi possivel verificar um
aumento progressivo na concentracdo sérica de estradiol, embora dentro dos
valores considerados basais e, neste mesmo periodo, a fémea passou a apresentar
comportamento reprodutivo baixo. Estes resultados podem indicar que esta fémea
estaria proxima de iniciar atividade reprodutiva no periodo que se seguiu.

Durante todo o periodo de acompanhamento ndo foram encontrados ovos.

O grafico 18 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura da fémea P8.

Logo no primeiro dia de coletas ja foi observada a coleta de um ovo desta
fémea, 0 que se repetiu nos dias 16, 30 e 39. Em relacdo a postura de ovos, nao foi
observado uma postura sequencial, o que poderia indicar que 0 manejo excessivo
dos animais estaria afetando a postura.

Com relacdo as concentracdes séricas de estradiol e progesterona foi
possivel visualizar 2 picos de estradiol e 2 picos de progesterona sendo que ambos
coincidiram somente no dia 28. E interessante notar o encontro de ovo (dia 30) no
piquete 48 horas apds os picos coincidentes, intervalo este considerado normal para
a espeécie por Bronneberg (2007b). No entanto, foram encontrados 2 ovos sem
relagdo temporal com nenhum pico detectado. Isto pode dever-se ao fato de que
como as mensuracdes hormonais sao feitas a partir do soro, os picos relacionados a
estes ovos ocorreram nos intervalos entre as coletas de sangue.

No dia do primeiro pico de estradiol (dia 2) houve também um aumento da
concentracdo de progesterona sendo que esta néo alcancgou o limite calculado para

caracterizar um pico. Neste dia, apesar do ovario apresentar-se bem desenvolvido
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com foliculo ovariano medindo 82,4mm (Figura 7A) nio ocorreu ovulacdo e uma
consequente postura de ovo. Provavelmente este fato deveu-se as concentragdes

insuficientes de progesterona naquele momento.

Grafico 18 — Representagéo grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P8 —
Sé&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragbes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram
considerados picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos
os hormoénios. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagéo observada por ultrassom s&o
representados pontualmente quando existentes; O segundo gréafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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O segundo pico de progesterona ocorreu no dia 58, quando houve
concomitante aumento da concentragcdo de estradiol, sem caracterizar pico. N&o
houve postura de ovo relacionada a este pico de progesterona, talvez devido a um
menor tamanho de foliculo ovariano observado no exame ultrassonografico. Apés a
postura do 4° e ultimo ovo produzido por esta fémea, verificou-se nos exames
ultrassonograficos uma diminuicdo do desenvolvimento ovariano. No dia 44 (5 dias
apos a postura do ultimo ovo) o maior foliculo visualizado media 66,1mm (Figura
7B). No ultimo exame, dia 65, ocorreu uma pequena melhora no desenvolvimento
ovariano com a presenca de foliculo medindo 71mm.

No periodo entre os dias 35 e 49 as concentragdes de ambos os hormdnios
baixaram para valores proximos do limite de deteccdo do ensaio. Este fato pode ter
ocorrido em funcdo de uma possivel fase refrataria do ovario ou a uma regressao
fisiologica em resposta a uma secrecdo aumentada de hormdnios inibitérios, como a
Inibina (YANG et al., 2005), a Prolactina (BLUHM et al., 1983; EL HALAWANI et al.,
1995; SHARP; DAWSON; LEA, 1998; REDDY; DAVID; RAJU, 2007) e o GnlIH
(BENTLEY et al., 2006; UBUKA et al., 2008; TSUTSUI, 2009).

E interessante notar que quando ocorreram os 3 aumentos ou picos de
ambos o0s hormbnios a fémea apresentou algum grau de comportamento
reprodutivo, sugerindo uma possivel relagcdo entre estes esteroides sexuais e a

modulacdo do comportamento reprodutivo.

Figura 7 — Imagem ultrassonogréfica do ovario da fémea P8 no exame do dia 2 (A) e no dia 44
(B) demonstrando queda no tamanho do maior foliculo — Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: medida do maior foliculo: 82,4mm; B: medida do maior foliculo: 66,1mm
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O gréfico 19 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P9.

Gréfico 19 — Representacgédo grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P9 —
Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro gréafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom sdo representados
pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o
tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro gréfico indica a
categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo;
CA: comportamento alto.



93

O ovério da fémea P9 apresentou-se bem desenvolvido desde o inicio do
estudo. Com o decorrer das coletas, foi verificada a postura do primeiro ovo no dia
21. Os demais ovos foram coletados nos dias 42, 44, 63, 65 e 67.

No dia 28 ocorreu um pico na concentracdo de estradiol e a partir desta data
a fémea passou a apresentar um comportamento reprodutivo mais intenso, com
excecao do dia 42 em que ocorreu uma postura de ovo.

Foram caracterizados dois picos de concentracao de progesterona (dias 37 e
60) que coincidiram com aumentos das concentracdes de estradiol, porém nao
caracterizados como picos. No entanto, somente apds 96h do pico de progesterona
do dia 37 e 72h do pico do dia 60 foram coletados ovos. Sendo assim, hao se pode
afirmar que estes picos estejam relacionados a postura destes ovos.

O exame ultrassonografico do dia 23 revelou a presenca de foliculo bem
desenvolvido (88mm) e de um ovo em formag&o no interior do oviduto (Figura 8A).
Apesar disto nao foi verificada a postura deste ovo e também néo foram visualizados
restos de ovos no piguete. Neste caso, ndo se pode descartar falhas na observacéo
de postura ou anotacdo dos dados nas planilhas, em decorréncia do manejo da
propriedade.

No dia 65 foi realizado exame ultrassonografico do ovario quando foi
verificada a presenca de um ovo em formacéo no interior do oviduto (Figura 7B).

Este ovo, provavelmente, foi o coletado no dia 67.

Figura 8 — Imagem ultrassonografica do oviduto da fémea P9 demonstrando a presenca de ovo
em desenvolvimento durante a realizacdo do exame no dia 23 (A) e no dia 65 (B) da
primeira fase — Sdo Paulo/SP — 2012
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Legenda: medida do maior diametro (em vermelho) do ovo em formagao (130mm).
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O gréfico 20 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P12.

Gréfico 20 — Representacao grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P12 —
Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro gréafico ilustra as concentragBes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulacdo observada por ultrassom sdo representados
pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o
tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro grafico indica a
categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo;
CA: comportamento alto.
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Analisando os resultados da fémea P12, nota-se a existéncia de um pico nas
concentragbes de estradiol no dia 18 acompanhado de valores basais nas
concentragdes de progesterona. No dia 49, apds a ocorréncia de um marcado pico
de progesterona (0 maior da primeira fase: 10,92ng/ml) acompanhado por aumento
na concentracdo de estradiol, sem caracterizar pico, foi coletada uma sequéncia de
ovos nos dias 51, 53, 56 e 58. A primeira postura pode ser considerada oriunda
deste pico ja que ela ocorreu 48h ap6s 0 mesmo. As demais posturas poderiam
estar relacionadas a picos ndo detectados em funcédo do intervalo de coletas de
sangue.

O comportamento reprodutivo foi observado em algum grau do inicio do
periodo estudado até o dia 51 (postura do primeiro ovo da sequéncia), quando este
comportamento desapareceu por completo, acompanhando a queda das
concentracbes hormonais. Estas quedas podem estar relacionadas a acédo de
horménios inibitérios como a Prolactina (BLUHM et al., 1983; EL HALAWANI et al.,
1995; SHARP; DAWSON; LEA, 1998; REDDY; DAVID; RAJU, 2007) e o GnlIH
(BENTLEY et al., 2006; UBUKA et al., 2008; TSUTSUI, 2009).

O exame ultrassonografico do ovério realizado no dia 65 (Figura 9), o primeiro
apos a postura sequencial, revelou uma reducdo do desenvolvimento folicular,
coincidente com a queda da concentracdo hormonal e o desaparecimento do
comportamento reprodutivo. Estes resultados mais uma vez sugerem a existéncia de
uma relacdo entre o aspecto ovariano, as concentracdes hormonais e a modulacéo

do comportamento reprodutivo.

Figura 9 — Imagem ultrassonografica do ovario da fémea P12 no dia 44 (A) e no dia 65 (B)
demonstrando queda no tamanho do maior foliculo — Sdo Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: medida do maior foliculo: 86,4mm; B: medida do maior foliculo: 66,2mm.
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O gréfico 21 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P14.

Gréfico 21 — Representacao grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P14 —
Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom sao representados
pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o
tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro gréfico indica a
categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo;
CA: comportamento alto.



97

Os resultados da fémea P14 revelaram a presenca de um pico de
progesterona no dia 18 coincidente com um aumento da concentragdo sérica de
estradiol, ndo caracterizada como pico. Ocorreu postura de um ovo 72 horas apos
este pico de progesterona. Nos dias 39, 49 e 53 ocorreram aumentos coincidentes
das concentracdes de progesterona e estradiol sendo que em nenhum deles foi
possivel caracterizar a presenca de picos. No entanto, no periodo em que ocorreram
estes aumentos foram coletados 6 ovos (dias 39, 42, 44, 46, 49 e 53),
caracterizando esta fémea como reprodutivamente ativa.

As observacbes comportamentais revelaram uma alta prevaléncia de
comportamento reprodutivo em algum grau. Durante a sequéncia de posturas, este
reduziu sua intensidade.

Na andlise ultrassonografica foi verificada a presenca de foliculos
desenvolvidos em todos os exames realizados, com o tamanho do maior foliculo
variando entre 76,7 e 85,7mm (Figura 10)

Considerando-se os resultados em conjunto pode-se caracterizar esta fémea

como ativa reprodutivamente.

Figura 10 — Imagem ultrassonogréafica do ovario da fémea P14 no dia 4 (A) e no dia 67 (B)
demonstrando o tamanho do maior foliculo — S&o Paulo/SP — 2012

FMVZJUSP | GCOSILYA 15/07{2011
pl4ayoama

FMYZ{USP | GCOSILYA 16/09/2011
pl4aoyama 10

MI:0.171:0.1 MI:0.171:0.1 F

id

. 50MHZ]
100%
40dB

2.50MHz|
ower  100%
40d8

b 1247124 b 1244124

280mm ¥ 280mm ¥

Legenda: A: medida do maior foliculo: 76,7mm; B: medida do maior foliculo: 80,0mm.

O grafico 22 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P15.
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Gréfico 22 — Representacao grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P15 —
Séao Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormonios.
Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom sdo representados
pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o
tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro gréafico indica a
categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo;
CA:comportamento alto.

No grafico 22 da fémea P15, nota-se que as concentracdes de progesterona
mensuradas permaneceram proximas ao limiar de deteccdo do ensaio durante todo

o periodo estudado. Com relacdo ao estradiol, foi caracterizado um pico no dia 14
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nao ocorrendo postura de ovo ou variagdo do grau de comportamento apresentado
pela fémea.

O exame ultrassonografico do ovario desta fémea (Figura 11) revelou foliculos
desenvolvidos em todas as avaliacdes realizadas, sendo que nos dias 46 e 67 foram
observados os maiores foliculos medidos entre todos os animais desta fase
(92,4mm e 90,8mm).

Figura 11 — Imagem ultrassonografica do ovario da fémea P15 no dia 46 (A) e no dia 67 (B)
demonstrando a presenc¢a dos maiores foliculos observados nesta fase do estudo —
S&o Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: medida do foliculo: 92,4mm e B: medida do maior foliculo: 90,8mm

Na andlise comportamental, em 50% das observacdes a fémea P15 néo
apresentou qualquer comportamento reprodutivo e em apenas 12% das
observacdes foi registrado comportamento reprodutivo alto.

Considerando os resultados obtidos, verificou-se que apesar desta fémea
apresentar ovario desenvolvido, ela encontrava-se em inatividade reprodutiva, uma
vez gue nao demonstrava comportamento reprodutivo na maior parte do tempo e
mantinha concentracdes hormonais basais. Possivelmente as baixas concentracdes
de progesterona estejam relacionadas com a ndo ovulacdo dos foliculos, mesmo na
presenca de elevacdes nas concentraces de estradiol. Neste caso, pode-se sugerir
fortemente a existéncia de fatores inibitérios, como estresse de manejo e a acao de

hormonios inibitérios, como a Inibina, a Prolactina e o GnIH.
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O grafico 23 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P16.

Gréfico 23 — Representacao grafica dos resultados obtidos na primeira fase para a fémea P16 —
Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom sao representados
pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o
tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro gréfico indica a
categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo;
CA: comportamento alto.
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A analise das concentracdes hormonais da fémea P16 revelou a existéncia de
um pico de estradiol no dia 11, concomitante com um pico de progesterona, sendo
este Gltimo muito baixo e proximo aos valores basais. No restante do periodo
estudado ambos os horménios se mantiveram em concentracdes basais ou mesmo
proximas ao limite de deteccéao do ensaio.

No periodo de elevacao da concentracédo de estradiol em torno do Unico pico,
foi observada a presenca de comportamento reprodutivo em algum grau. No
restante do periodo estudado, com a diminuicdo das concentragcdes hormonais, a
maior parte do tempo a fémea P16 n&o apresentou comportamento reprodutivo.

Durante todo o este periodo, ndo se observou postura.

No primeiro exame ultrassonogréfico realizado (dia 4), o ovario apresentava-
se bem desenvolvido, com foliculo maior medindo 89,7mm (Figura 12A). Nos
exames subsequentes, com a queda nas concentracbes hormonais, observou-se
uma marcada queda no desenvolvimento ovariano e no tamanho folicular, chegando
a apresentar foliculo com tamanho méaximo de 48,2mm no dia 46 (Figura 12B). Esta
diminuicdo marcada no desenvolvimento ovariano pode indicar uma regressao
ovariana, possivelmente relacionada com a acdo de fatores inibitdrios, como o

estresse e a acao de hormonios inibitérios.

Figura 12 — Imagem ultrassonogréafica do ovario da fémea P16 no dia 6 (A) e no dia 46 (B)
demonstrando diminui¢do no tamanho do maior foliculo — S&o Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: medida do foliculo: 89,7mm e B: medida do maior foliculo: 48,2mm
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5.3.2 Resultados consolidados da primeira fase

Nesta secdo serdo apresentados os dados meteorolégicos, de postura e

também os dados obtidos através da analise conjunta das variaveis estudadas.

5.3.2.1 Dados meteoroloqgicos e de producdo

Durante o periodo da primeira fase, somente no dia 31 de agosto (dia 51) ndo
foi realizada a observacado de comportamento devido a ocorréncia de chuva intensa.
Nos dias em que ocorreu chuva fraca ou houve alterndncia nas condigbes
meteorologicas, as mesmas ndo afetaram a coleta de dados de comportamento
reprodutivo ou a realizacdo de exame ultrassonogréafico programado.

O gréfico 24 apresenta a temperatura média, a precipitacdo pluviométrica e o
fotoperiodo verificados para o ano de 2011 para a regido da propriedade.

Foram coletados e organizados na tabela 6 os dados da producédo de ovos da
propriedade para o periodo anterior ao estudo (julho de 2010 a junho de 2011), na
tabela 7 para o periodo da realizacdo do estudo e na tabela 8 apds o término do

estudo até o dia 18 de abril de 2012, data da ultima visita a propriedade.

Gréafico 24 — Temperatura média, precipitacdo pluviométrica e duracdo do dia (fotoperiodo)
verificados para regido do estudo no ano de 2011 — Sao Paulo/SP — 2012
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Tabela 6 — Dados de produgédo de ovos no Sitio Aoyama no periodo de julho de 2010 a junho de
2011 — Sao Paulo/SP — 2012

POSTURAS - 2010

Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.
N° ovos 49 62 70 26 69 31
N° animais 19 19 19 19 17 17
Ovos/animal 2,6 33 37 14 4,0 18

POSTURAS - 2011

Jan. Fev. Mar. Abr. Maio Jun.
N° ovos 14 34 4 4 26 39
N° animais 17 17 17 17 17 17
Ovos/animal 0,8 2,0 0,2 0,2 15 23

Tabela 7 — Dados de producado de ovos no Sitio Aoyama no periodo de julho de 2011 a dezembro de
2011 — Sao Paulo/SP — 2012

POSTURAS - 2011

Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.
N° ovos 13 22 28 25 23 15
N° animais 14 14 13 13 13 13
Ovos/animal 0,9 1,6 21 1,9 1,8 11

Tabela 8 — Dados de producdo de ovos no Sitio Aoyama no periodo de janeiro de 2012 a abril de
2012 - S&o0 Paulo/SP — 2012

POSTURAS - 2012

Jan. Fev. Mar. Abr.* Maio Jun.
N° ovos 27 37 36 14
N° animais 13 13 13 13
Ovos/animal 21 28 2,8 1,1

* Dados até o dia 18 de abril de 2012.
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Analisando a tabela 6, observou-se que a producdo de ovos/animal aumenta
a partir de julho/10 até alcancar o pico de producdo em novembro/10. Em
dezembro/10, j& é observada uma queda na producdo de ovos até os meses de
marco e abril de 2011, quando retornam a aumentar. Estas variagbes podem estar
relacionadas a fatores ambientais como o fotoperiodo e a precipitacdo. Para
corroborar esta suposicédo, foi analisada a possivel existéncia de correlacao entre os
dados de producdo de ovos, o fotoperiodo calculado e a precipitacdo observada
para os meses de julho de 2010 a junho 2011. Através desta andlise ndo se verificou
nenhuma correlacdo significativa entre estas variaveis, descartando-se esta
hipétese.

Comparando-se o periodo de julho a dezembro de 2011, meses em que
ocorreu o estudo (Tabela 7) com os dados do mesmo periodo de 2010 (Tabela 6),
verificou-se que houve queda na producéo da propriedade, possivelmente devido ao
intenso manejo realizado no experimento.

Apos o término do periodo experimental, verificou-se uma melhora na
producdo de ovos (Tabela 8), mesmo sendo um periodo em que poderia ser
esperada a diminuicdo da producao, de acordo com os dados de 2010. Isto pode ter
acontecido devido a reducéo do estresse consequente ao fim do experimento, que
resultou em uma melhor conjuntura neste periodo do que durante o experimento,
desencadeando o processo de reproducdo mesmo em um momento considerado
nao ideal para a reproducédo. Esta observacdo pode reforcar a ideia de que os
avestruzes podem ser considerados, também, reprodutores oportunistas como
citado em alguns estudos na literatura (HICKS, 1992; BRONNENBERG, 2008).

5.3.2.2 Resultados comportamentais, hormonais e ultrassonograficos

Considerando-se os dados da observacdo do comportamento
reprodutivo para esta fase, foi possivel comparar as concentracdes seéricas de
estradiol e progesterona entre as categorias do comportamento propostas na segao
4.2.3 Observacdo e avaliacdo do comportamento reprodutivo. A tabela 9
apresenta os valores de média e desvio padrdo do estradiol e da progesterona para

cada categoria comportamental. Os graficos 25 e 26 ilustram, respectivamente, a
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diferenca das concentracdes encontradas nas 3 categorias comportamentais

estabelecidas.

Tabela 9 — Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de estradiol e progesterona durante a
primeira fase nas 3 categorias comportamentais estabelecidas — Sao Paulo/SP — 2012

CATEGORIAS ESTRADIOL (pg/ml) PROGESTERONA (ng/ml)
SC (n=154) 11,94+ 8,652 0,22+0,40°%
CBX (n=71) 16,20 + 9,48 ° 0,59+1,49°
CA (n = 65) 16,04 + 10,99 ° 0,64 +0,82°

LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento reprodutivo alto.
Letras sobrescritas diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Gréfico 25 — Média = DP da concentracéo sérica de estradiol encontrada nas 3 categorias de
comportamento durante a primeira fase — Sdo Paulo/SP — 2012
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LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento
reprodutivo alto. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).
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Grafico 26 — Média + DP da concentracéo sérica de progesterona encontrada nas 3 categorias
de comportamento durante a primeira fase — Sao Paulo/SP - 2012
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LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento
reprodutivo alto. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Analisando-se os dados apresentados na tabela 9 e nos graficos 25 e 26,
verificou-se que existiu diferenca entre as concentragées dos esteroides sexuais
(estradiol e progesterona) entre as amostras de fémeas que nao apresentaram
comportamento (SC) e as que apresentaram comportamento em alguma intensidade
(CBX e CA).

A tabela 10 apresenta a analise de correlagdo entre o comportamento
reprodutivo, as concentragcdes de estradiol & progesterona e o tamanho do maior
foliculo observado no exame ultrassonografico ovariano.

A tabela 10 indica que ocorreu correlagdo de fraca intensidade (r = 0,20) entre
o estradiol e o comportamento reprodutivo. Para a progesterona foi verificada, uma
correlagao de média intensidade (r = 0,42). Silva (2008) estudando fémeas jovens de
avestruz em maturagdo sexual encontrou correlagdo significativa de média
intensidade entre o estradiol e o comportamento reprodutivo (r = 0,64) e entre a
progesterona e o comportamento (r = 0,44).
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Tabela 10 — Coeficientes de correlacdo (r) encontrados entre o comportamento reprodutivo
(ASA+BICO+AC), as concentragdes séricas de estradiol & progesterona e a medida do
maior foliculo ovariano observado no exame ultrassonografico ovariano durante a
primeira fase do estudo — Sdo Paulo/SP — 2012

COMPORTAMENTO ESTRADIOL PROGESTERONA TAM>FOL

COMPORTAMENTO ) r=0,20 r=0,42 r=0,65
(ASA+BICO+AC) p < 0,0005 p < 0,0001 p < 0,00001
ESTRADIOL r=0,20 . r0,42 r=0,15
p < 0,0005 p < 0,0001 p>0,05
r=0,42 r0,42 r=0,60
REBESTERDNA p < 0,0001 p < 0,0001 ) p < 0,0001
r=0,65 r=0,15 r=0,60
> =
b p < 0,00001 p > 0,05 p < 0,0001

Legenda: COMPORTAMENTO: calculado pela formula (ASA+BICO+AC) utilizando os critérios ASA “abaixar e bater das asas”,
BICO: “abaixar e balangar pendular da cabega batendo o bico”; AC: presenca de postura de aceitagdo de cépula. TAM > FOL:
medida do maior foliculo observado no ultrassom.

Os resultados apresentados na tabela 9 e 10 e os descritos na literatura
(Silva, 2008) indicam que as concentragcdes séricas dos esteroides sexuais podem
estar relacionadas com o aparecimento e a modulacdo da intensidade do
comportamento reprodutivo em fémeas de avestruzes.

A tabela 10 apresenta também, a relacido da medida do foliculo ovariano
avaliado no ultrassom com as concentragdes séricas dos horménios estudados e
com o comportamento. De acordo com os indices de correlagdo encontrados, ha
uma correlagao de média intensidade entre o tamanho do maior foliculo ovariano e o
comportamento reprodutivo (r = 0,65) e entre o tamanho do maior foliculo ovariano e
a concentragao de progesterona sérica (r = 0,60). Este resultado reforga a hipotese
de que o comportamento reprodutivo esta relacionado com as concentragées séricas
dos esteroides sexuais. Com o aumento do desenvolvimento ovariano - avaliado
neste estudo através da medida do maior foliculo visualizado no exame
ultrassonografico — ha uma maior liberagédo de esteroides sexuais pelos foliculos
ovarianos, que, por fim, acabam desencadeando o aparecimento e modulando do

comportamento reprodutivo.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO DA SEGUNDA FASE

A segunda fase do estudo totalizou 11 semanas de duracdo. Durante este
periodo, foram realizadas 47 coletas de sangue (33 amostras de cada fémea, mais
14 amostras das fémeas selecionadas nos tratamentos) gerando um total de 297
amostras de soro sanguineo que foram analisadas para a verificacdo das
concentracbes séricas de estradiol e progesterona e 124 amostras que foram
analisadas para verificacdo da concentracédo sérica de corticosterona. Neste periodo
também foram realizadas 33 observacdes de comportamento reprodutivo resultando
em 297 avaliagfes e 114 exames ultrassonogréficos de ovario.

Os resultados desta fase serdo apresentados e discutidos, primeiramente, de
forma individual e posteriormente serdo apresentados e discutidos os resultados

consolidados.

5.4.1 Resultados individuais da segunda fase

Através da compilacdo dos resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura para esta fase, foi elaborada uma representacdo
grafica para cada fémea estudada.

Como durante esta fase foi realizada a aplicacao de tratamento de GnRH, os
resultados individuais das fémeas que fazem parte do grupo CONTROLE e as

selecionadas para o grupo TRATADO serdo apresentados em subsec¢éo especifica.

5.4.1.1 Grupo controle

O grafico 27 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P2 durante a segunda fase.
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Grafico 27 — Representagéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P2 —
S&0 Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados

picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormdnios.

As indicacBes de horarios representam momentos em que o animal foi acompanhado durante tratamentos como
CONTROLE. Indicagio de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo observada por ultrassom séo
representados pontualmente quando existentes; O segundo gréfico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro

grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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A fémea P2 realizou a postura de 12 ovos durante a segunda fase.
Analisando-se os perfis hormonais é possivel verificar dois picos de progesterona.
No dia 92, o pico de progesterona ocorreu concomitante com um pico de estradiol,
mas nao foi verificada ovulagcéo ou postura relacionada com estes picos. No dia 125,
guando esta fémea estava sendo acompanhada como controle de tratamento,
verificou-se pico de progesterona no momento 6h. O exame ultrassonografico
realizado no momento Oh do dia 125 revelou a presenca de ovo em formacao no
oviduto e no dia 125 foi anotada a coleta de um ovo. No dia 127 foi anotado outro
ovo, sendo este ovo 0 relacionado com o pico de progesterona observado no
momento 6h do dia 125. De acordo com Bronneberg et al. (2007b) em fémeas de
avestruzes que possuem um ciclo de postura de ovos a cada 48 horas, podemos
considerar que na fémea P2 o pico de progesterona ocorreu 2 horas antes da
oviposicéo do dia 125 e este mesmo pico induziu a ovulagéo relacionada com o ovo
do dia 127, ja que o tempo de formac&o de um ovo é de 48horas.

Durante toda a segunda fase foram realizados 10 exames de ultrassom na
fémea P2, sendo que em 3 exames constatou-se a ovulacao (dia 84, dia 125 e dia
136) com respectiva coleta de ovos nos dias 86, 127 e dia 139. No exame do dia 84
observou-se além de ovo em formacdo no oviduto, uma estrutura ovariana
semelhante ao descrito por Bronneberg e Taverne (2003) para o foliculo pos
ovulatério (POF) (Figura 13). Em outros exames também foram achadas estruturas
semelhantes a esta (dia 101 e dia 136). Pelas medidas dos foliculos ovarianos
observados nos exames verificou-se que esta fémea, apesar de realizar a postura
de vérios ovos manteve-se sempre com o ovario desenvolvido, com maior foliculo
medindo sempre mais do que 80mm.

Com relagcdo ao comportamento reprodutivo, em 100% do periodo da
segunda fase a fémea P2 apresentou comportamento reprodutivo alto e
frequentemente, durante a observacdo do comportamento reprodutivo era
visualizada a c6pula com o macho.

A fémea P2 foi utilizada como controle em 4 tratamentos.
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Figura 13 — Imagem ultrassonografica do ovario e oviduto da fémea P2 no dia 84 da segunda
fase — Sdo Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: circulo vermelho indica foliculo p6s-ovulatorio (POF); B: ovo em formagao no oviduto

O grafico 28 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P12 durante a segunda fase.

Durante a segunda fase a fémea P12 realizou a postura de 9 ovos.
Analisando-se os perfis hormonais, verificou-se a ocorréncia de 3 picos de
progesterona. O pico do dia 86 ocorreu acompanhado de um pico de estradiol, e
esta relacionado com a postura de um ovo coletado no dia 89 e marcado no grafico
no dia 90. O segundo pico de progesterona ocorreu no dia 104 do estudo, mas nao
foi observado ovulagdo ou qualquer postura de ovo relacionado a este pico. O
terceiro pico de progesterona foi visualizado no dia 140 (momento 24h de controle
de tratamento), sendo que no dia 142 foi realizada a coleta de um ovo possivelmente
relacionado com este pico (marcado no grafico no dia 143).

Na segunda fase foram realizados 14 exames de ultrassonografia ovariana
nesta fémea. Os exames realizados no inicio da segunda fase mostravam o ovario
pouco desenvolvido devido a sequéncia de postura de ovos que aconteceu no fim da
primeira fase (66,1mm, dia 70). Com o passar dos dias, verificou-se certo
crescimento folicular pelo exame ovariano. No dia 74 o ovario apresentava-se ainda
pouco desenvolvido com maior foliculo observado medindo 71,4mm. No dia 86 a
fémea P12 apresentava ovario bem desenvolvido, com foliculo maior medindo
84,3mm. Devido a esta evolucdo ovariana a primeira postura da segunda fase foi

observada no dia 90. Nos exames ultrassonograficos da fémea P12 também foi
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Grafico 28 — Representacao grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P12 -
S&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentracdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
As indicagbes de horarios representam momentos em que o animal foi acompanhado durante tratamentos como
CONTROLE. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulacdo observada por ultrassom sdo
representados pontualmente quando existentes; O segundo gréafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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possivel observar ovo em formacdo no oviduto nos dias 111 e 122, com coleta
subsequente dos ovos nos dias 112 e 123. No dia 129 foi observado foliculo pés-
ovulatorio, provavelmente relacionado a ovulacdo do ovo posto no dia 126 ou do ovo
do dia 131.

Nos exames ultrassonograficos da fémea P12 também foi possivel observar
ovo em formacdo no oviduto nos dias 111 e 122, com coleta subsequente dos ovos
nos dias 112 e 123. No dia 129 foi observado foliculo pos-ovulatério, provavelmente
relacionado a ovulacdo do ovo posto no dia 126 ou do ovo do dia 131. Com relacao
ao comportamento reprodutivo pode-se observar que a fémea apresentava uma
menor intensidade de comportamento reprodutivo no inicio desta fase, coincidente
com o baixo desenvolvimento ovariano. Com a melhoria da condigdo ovariana o

comportamento reprodutivo também se intensificou.

O grafico 29 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P16 durante a segunda fase.

Na fémea P16 observou-se pico de estradiol concomitante com pico de
progesterona no dia 74, sendo verificada coleta de ovo relacionado a estes picos no
dia 77. Este ovo foi a Unica postura realizada por esta fémea nas duas fases. Mais 2
picos de estradiol foram verificados nos dias 101 e 111 sem que fosse
correlacionado com outras variaveis estudadas.

Durante a segunda fase foram realizados 14 exames ultrassonogréaficos do
ovario desta fémea. A fémea P16 oscilou entre apresentar pouco e bom
desenvolvimento ovariano durante toda a segunda fase, sendo que a medida
minima encontrada para o maior foliculo ovariano foi no dia 136 (71,5mm) e a
maxima foi no dia 132 (87,2mm). Comparando as imagens obtidas nestes dias foram
visualizadas estruturas ovarianas que podem indicar um processo de atresia em
foliculos grandes e hierarquizados (Figura 14). Concomitante com este processo de
atresia pode-se visualizar uma reducéo nas concentracdes séricas de estradiol a
partir do dia 112 aproximadamente.

Com relagdo ao comportamento reprodutivo, a fémea P16 apresentou

comportamento baixo em 60% do periodo estudado.
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Grafico 29 — Representacao grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P16 —
Sao Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro grafico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
As indicacbes de horarios representam momentos em que o animal foi acompanhado durante tratamentos como
CONTROLE. Indicacdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagio observada por ultrassom s&o
representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice acumulativo de ovos postos
(IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de ultrassom (Tam > fol); O terceiro
gréfico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX:
comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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Figura 14 — Imagem ultrassonografica do ovario da fémea P16 no dia 132 e no dia 136 da
segunda fase — Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: foliculo medindo 85,8mm e seta indica foliculo atrésico pequeno; B: foliculo grande em atresia

5.4.1.2 Grupo tratado

O grafico 30 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P1 durante a segunda fase.

Foram realizados 4 tratamentos com aplicacdo de analogo de GnRH na
fémea P1, concomitantemente com os tratamentos da fémea P4. O primeiro
tratamento ocorreu no dia 70. Neste primeiro tratamento nao foi possivel verificar a
existéncia de picos hormonais porque ainda ndo estavam sendo coletadas amostras
de sangue nos momentos 6h e 24h. No exame ultrassonografico do momento 48h
pés-aplicacdo do tratamento (dia 72) foi visualizado ovo em formacéo, o que indica
gue ocorreu uma ovulacdo provocada pela aplicacdo de analogo de GnRH. No
mesmo dia deste exame (dia 72) também foi verificada a coleta de um ovo desta
fémea, possivelmente relacionado a este tratamento, ja& que o intervalo entre a
aplicacdo do tratamento e a postura do ovo foi de 48 horas. Na andlise
ultrassonografica, verificou-se que no momento Oh o ovario apresentava foliculo
medindo 73,6mm e no momento 96h (dia 74) o maior foliculo media 82,4mm,
indicando um possivel crescimento de 8,8mm em 4 dias no maior foliculo medido. E
possivel que no primeiro exame, algum foliculo maior ndo tenha sido visualizado.

Mesmo assim, € interessante notar, que neste tratamento ocorreu a ovulacdo de um
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foliculo relativamente pequeno se comparado as medidas encontradas em fémeas

em que ovularam na primeira fase.

Grafico 30 — Representacgao grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P1 -
Séo Paulo/SP — 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormdnios.
As setas indicam momento de aplicagéo de analogo de GnRH. As indicacdes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicagio de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagéo
observada por ultrassom sdo representados pontualmente quando existentes; O segundo gréafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
ultrassom (Tam > foi); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animai: SC: sem
comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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O segundo tratamento foi realizado no dia 90. Neste dia o maior foliculo
mediu 84,6mm. No dia 92, foi verificada a presenca de vestigios de ovo no piquete
(ovo malformado) e, no ultrassom, foi verificada a presenca de um “foliculo pos-
ovulatorio” (Figura 15) o que indica que ocorreu uma ovulacdo apos a aplicagédo
neste tratamento. Neste segundo tratamento também nao foi possivel verificar a
existéncia de picos hormonais, pois ndo foram realizadas coletas de amostras de

sangue nos momentos 6h e 24h.

Figura 15 — Imagem ultrassonogréafica do ovéario da fémea P1 e foto do piquete mostrando
postura de ovo malformado no dia 92 — S&o Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: foliculo p6s-ovulatorio; B: vestigio de ovo malformado no piquete'.

O terceiro tratamento foi realizado no dia 111. Neste dia o ovario apresentava-
se pouco desenvolvido com foliculo maior medindo 70,5mm. A aplicacdo do analogo
de GnRH fez com que ocorresse pico de estradiol e progesterona no momento 6h
pds-aplicacdo. No exame ultrassonografico do dia 112 (24h) foi visualizado ovo em
formacéao e no dia seguinte (dia 113) foi visualizado ovo malformado no piquete. No
ultimo ultrassom deste tratamento, realizado no dia 115, o tamanho do maior foliculo
no ovario era de 68,3mm, a menor medida encontrada na segunda fase para esta
fémea.

O quarto tratamento foi realizado no dia 132. No momento da aplicagcao do
tratamento, o maior foliculo ovariano media 67,8mm. Neste tratamento ndo foram
observados picos de progesterona ou de estradiol. Entretanto, no exame
ultrassonografico do dia 134 foi observada a presenca de um ovo em formacdo no

oviduto. No dia 136 ainda era visualizado a presenca deste ovo no oviduto por
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ultrassom. Como apds o término do tratamento néo tinha sido verificada a coleta de
ovo ou a presenga de ovo malformado, foram realizados exames de ultrassonografia
extras para acompanhar este ovo em formacgéo. Estes exames demonstraram que o
ovo em formag&o permaneceu no oviduto até o dia 143 data do fim da segunda fase.
Infelizmente o criador ndo soube informar se esta fémea realizou postura de ovo
malformado, que é o que deve ter ocorrido, ja que ndo foram anotadas coletas de
ovo para esta fémea durante 1 més apos o término do periodo experimental.

No total, foram realizados 16 exames ultrassonograficos na fémea P1. Pelos
resultados destes exames é possivel verificar que esta fémea apresentou bastante
variacdo na sua condicdo ovariana. No inicio da segunda fase o ovario mostrou bom
desenvolvimento, que se manteve até aproximadamente o terceiro tratamento
aplicado, quando foram verificadas as menores medidas no tamanho dos foliculos
ovarianos. No inicio do quarto tratamento, apds a aplicacdo de GnRH ocorreu um
aumento no tamanho do maior foliculo observado que passou de 67,8mm no dia 132
para 78,2mm no fim do experimento, no dia 143.

Com relacdo ao comportamento reprodutivo, verificou-se uma queda na sua
intensidade a partir do dia 97, coincidente com menores foliculos ovarianos e
concentracdes seéricas dos esteroides estradiol e progesterona.

Esta fémea realizou apenas 1 postura, resultante do primeiro tratamento

aplicado.

O grafico 31 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura da fémea P3 durante a segunda fase.

Foram realizados 3 tratamentos com analogo de GnRH na fémea PS3,
concomitantes com os tratamentos da fémea P15. No dia 97 foi realizado o primeiro
tratamento. No momento Oh o maior foliculo do ovario, observado por ultrassom
media 82,9mm. Apos a aplicacdo do tratamento foi verificado apenas um pequeno
aumento nas concentracdes séricas de estradiol e progesterona nos momentos 6h e
24h pos-aplicacdo. Nos exames de ultrassom nos dias 98 e 99 néo foi visualizado
ovo em formacdo no oviduto da fémea e as medidas do maior foliculo ovariano
mantiveram-se proximas da medida observada antes do tratamento. Estes achados

indicam que este tratamento nao obteve sucesso.



119

Grafico 31 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P3 —
Séao Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormanios.
As setas indicam momento de aplicacdo de analogo de GnRH. As indicagdes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicacio de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulag3o
observada por ultrassom s&o representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
ultrassom (Tam > fol); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem
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O segundo tratamento foi realizado no dia 118. No exame de ultrassom
realizado no momento da aplicacdo do tratamento o maior foliculo ovariano mediu
87,9mm. Apds a aplicacdo do tratamento verificou-se pico de progesterona no
momento 6h e pico de estradiol no momento 24h. Apesar disto, ndo foi visualizado a
presenca de ovo em formagcdo nos exames ultrassonograficos realizados nos dias
119 e 120 (86,3mm) caracterizando mais um tratamento sem sucesso.

O terceiro tratamento foi realizado no dia 139 (86,4mm). Neste tratamento foi
verificado um aumento de progesterona ndo caracterizado como pico ho momento
6h e ocorreu também um pequeno aumento nas concentracdes de estradiol. Apesar
de né&o ter ocorrido pico hormonal, foi verificada a formagdo de ovo no oviduto
através do exame ultrassonografico realizado no momento 24h (Figura 16A) e, no
momento 48h observou-se, além da presenca do ovo em formacao, um foliculo pés-

ovulatorio (Figura 16B). A coleta do ovo foi anotada no dia 143.

Figura 16 — Imagem ultrassonogréafica do oviduto da fémea P3 no dia 140 e do ovario no dia
141 — S&o Paulo/SP — 2012

FMVZJUSP | GCOSILYA 29/11]2011 A FMVZJUSP | GCOSILYA 30/112011
p3aoyama 11:04 11:36

MI:0.271:0.1

[ 124f124 116124
280mm ¥ 280mm ¥

Legenda: A: ovo em formacgao no oviduto; B: foliculo pés-ovulatério (POF).

No dia 132 ocorreu um pico na concentracado de progesterona bastante alto,
concomitante a um pico de estradiol, mas nao foi observada ovulac&o ou postura de
ovo relacionada a estes picos hormonais.

Durante a segunda fase foram realizados 13 exames ultrassonograficos nesta
fémea. Os exames ultrassonograficos mostraram que a fémea P3 manteve um bom
desenvolvimento ovariano durante toda a segunda fase do estudo com foliculo maior

medindo pelo menos 80mm em todos os exames. No decorrer do exame realizado
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no dia 84 foi possivel visualizar ovo em formac¢ao no oviduto que, no mesmo dia foi
coletado.

A fémea P3 apresentou comportamento reprodutivo em 95% do tempo da
segunda fase. Apesar disto e do bom desenvolvimento ovariano, a fémea P3
realizou apenas 2 posturas sendo uma oriunda de um tratamento com analogo do
GnRH. Isto pode ter sido causado pelo estresse do manejo ou pela acéo de fatores

inibitorios.

O gréfico 32 apresenta os resultados hormonais, comportamentais,
ultrassonograficos e de postura da fémea P4 durante a segundafase.

Foram realizados 4 tratamentos na fémea p4. O primeiro tratamento ocorreu
no dia 70 (74,6mm), concomitantemente com o tratamento da fémea P1l. Neste
primeiro tratamento ainda ndo estavam sendo coletadas amostras nos momentos 6h
e 24h e, por esta razdo nao foi possivel verificar a ocorréncia de picos hormonais. O
exame ultrassonogréafico do dia 72 (48h pos-aplicagdo) detectou a presenca de um
ovo em formacdo no oviduto, o que indica que ocorreu uma ovulacdo provocada
pela aplicacdo de analogo de GnRH. Neste mesmo dia deve ter acontecido a
postura ja que foi anotada a coleta de um ovo desta fémea neste mesmo dia.

ApGs o primeiro tratamento a fémea P4 realizou mais 3 posturas mas nao foi
possivel correlaciona-las com as outras variaveis estudadas.

O segundo tratamento ocorreu no dia 90 (84,3mm). Neste tratamento também
ainda nao tinham sido iniciadas as coletas de sangue nos momentos de 6 e 24
horas. O exame ultrassonografico realizado no dia 92 mostrou a presenca de ovo
em formacg&o no oviduto, caracterizando a inducdo da ovulagédo ap0s a aplicacédo do
analogo de GnRH. No dia 94 foi encontrado vestigios de ovo no piquete, indicando a
postura de um ovo malformado.

O terceiro tratamento foi realizado no dia 111 (92,4mm). Neste tratamento
observou-se um pico de progesterona no momento 6h. No dia seguinte a aplicacéo
do tratamento (dia 112) observou-se a presenga de um ovo bem formado no oviduto,
0 que poderia caracterizar uma ovulacdo anterior a aplicacdo do tratamento e que

nao tinha sido visualizada no exame no momento Oh. Este ovo foi coletado no
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Grafico 32 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P4 —
Sé&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentracdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
As setas indicam momento de aplicacdo de analogo de GnRH. As indicagdes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicagéo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagéo
observada por ultrassom s&o representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
ultrassom (Tam > fol); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem
comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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mesmo dia, indicando que realmente a ovulacdo tinha ocorrido antes da aplicacao
do tratamento. No dia 113, contudo, foi verificado a presenca de restos de ovo no
piquete e no exame ultrassonografico do ovario o maior foliculo observado media
83,5mm. Estes achados indicam que possa ter ocorrido uma nova ovulagdo em
decorréncia da aplicacdo do tratamento do GnRH e esta resultou em um ovo
malformado.

O quarto tratamento ocorreu no dia 132 (91mm). Neste tratamento foi
verificada a ocorréncia de um pico de progesterona no momento 6h. No exame
ultrassonografico do dia seguinte (133) foi possivel visualizar a presenca de um ovo
inicial em formacao no oviduto e de um foliculo p6s-ovulatério no ovario (Figura 17).
No dia seguinte (134), foi visualizada a presenca de vestigios de ovo no piquete
caracterizando a postura de um ovo malformado. Ainda na semana deste tratamento
foi visualizada uma nova ovulacao (natural) pelo exame ultrassonografico no dia 136

(96h), com coleta de um ovo integro no dia 139.

Figura 17 — Imagem ultrassonografica do ovario e oviduto da fémea P4 no dia 133 da segunda
fase — S8o Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: ovo em formacao no oviduto; B: seta indica foliculo pés-ovulatério (POF).

Na segunda fase, foram realizados 15 exames ultrassonogréficos na fémea
P4. O ovério desta fémea apresentou-se bem desenvolvido durante toda a segunda
fase do estudo com o maior foliculo ovariano medindo, no minimo, 74,6mm.

Com relacdo ao comportamento reprodutivo, em 80% da segunda fase a
fémea P4 apresentou comportamento alto e nos outros 20% comportamento

reprodutivo baixo.
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Ao final desta fase a fémea P4 tinha realizado a postura de 6 ovos no total
sendo apenas 1 oriundo da aplicagdo de tratamento com analogo para indugédo da

ovulagéo.

O grafico 33 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P9 durante a segunda fase.

Durante esta fase foi realizado 2 tratamentos na fémea P9. O primeiro
tratamento ocorreu no dia 104, concomitante com os tratamentos da fémea P14.
Neste tratamento no momento Oh o ovario apresentava o maior foliculo medindo
81,8mm. Nos exames ultrassonograficos realizados nos momentos 24 e 48h pés-
aplicacdo nao foi observado ovo em formagéo indicando que ndo ocorreu uma
ovulacéo induzida pelo tratamento. Também né&o foi verificada a ocorréncia de pico
de progesterona apés a aplicacdo do tratamento, somente um pico de estradiol no
momento 24h.

No segundo tratamento, realizado no dia 125 (81,3mm) ocorreram aumentos
nas concentragcbes séricas de estradiol e progesterona, mas nao foram
caracterizados picos. No dia seguinte ao tratamento, ndo foi possivel a realizacdo do
exame ultrassonografico programado por causa de chuva. No dia 127, o exame
ultrassonografico revelou a presenca de um ovo em formacdo no oviduto, sendo
este ovo foi coletado posteriormente no dia 128.

No dia 132 foi observado pico nas concentracdes de progesterona e estradiol.
Este pico resultou na postura de um ovo coletado no dia 137.

Durante a segunda fase foram realizados 9 exames de ultrassom e em todos
a fémea P9 apresentou bom desenvolvimento ovariano, com foliculo maior medindo
entre 77,3 a 86mm.

Na segunda fase foram coletados 6 ovos da fémea P9 sendo que somente 1
foi oriundo do tratamento com GnRH para a inducdo da ovulacdo. Com relacdo ao
comportamento reprodutivo a fémea P9 apresentou comportamento alto em 70% do

tempo.
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Grafico 33 — Representagéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P9 —
Sé&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os horménios.
As setas indicam momento de aplicagéo de analogo de GnRH. As indicagbes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagdo
observada por ultrassom s&o representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
ultrassom (Tam > fol); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem
comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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O grafico 34 apresenta os

resultados hormonais,

comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P14 durante a segunda fase.

Grafico 34 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P14 —

Estradiol (pg/ml)

Séo Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragbes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormoénios.
As setas indicam momento de aplicagdo de analogo de GnRH. As indicacbes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicagdo de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagéo
observada por ultrassom sdo representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
uitrassom (Tam > foi); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animai: SC: sem
comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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Foram realizados 2 tratamentos com aplicacdo de analogo de GnRH na
fémea P14, juntamente com os tratamentos realizados na fémea P9. O primeiro
tratamento foi realizado no dia 104 (69,1mm). A aplicacdo de analogo de GnRH néo
provocou elevagdo nas concentracdes séricas de progesterona e estradiol. Os
exames ultrassonograficos realizados nos momentos 24 e 48h ndo mostraram
indicios de ovulagdo. Estes resultados demonstram que a aplicacdo de GnRH néao
provocou o efeito desejado de induzir a ovulagcdo nesta fémea neste tratamento,
provavelmente devido ao baixo desenvolvimento ovariano no inicio do tratamento.

O segundo tratamento ocorreu no dia 125 (78mm). No exame
ultrassonografico do ovario no momento da aplicacdo do tratamento (Oh), foi
visualizado um ovo em formacdo no oviduto. A aplicagéo do tratamento induziu um
pico de progesterona no momento 6h. No dia seguinte ao tratamento (dia 126) foi
coletado ovo no piquete, mas infelizmente ndo foi possivel realizar o exame
ultrassonografico programado por causa de chuva. No exame do momento 48h,
verificou-se que havia ocorrido uma nova ovulacdo ja que foi observado ovo em
formacdo no oviduto. Este ovo foi coletado no mesmo dia (127), indicando ser
possivel que esta ovulacdo verificada no exame do momento 48h tenha ocorrido
devido a aplicacdo do tratamento com GnRH. No ultimo exame ultrassonografico
deste tratamento (96h, dia 129) verificou-se que apdés 2 posturas sequenciais,
ocorreu uma queda no desenvolvimento ovariano, com foliculo maior medindo
somente 61,3mm apos esta semana de tratamento.

Durante a segunda fase foram observados 4 picos hormonais fora das
semanas em que a fémea P14 foi tratada. No dia 74 foi visualizado pico de estradiol.
Neste mesmo dia foi realizada a coleta de um ovo e no dia 77 foi coletado outro ovo
gue pode estar relacionado a este pico de estradiol. Um aumento nas concentracoes
de progesterona pode ter ndo ter sido observado devido ao intervalo das coletas de
sangue.

No dia 90, verificou-se um pico nas concentracbes de progesterona e
estradiol. Neste mesmo dia ocorreu a coleta de um ovo no piquete e 2 dias depois
foi coletado outro ovo que podem estar relacionados a estes picos hormonais. Logo
em seguida do pico do dia 90, foi observado um novo pico de progesterona com
aumento nas concentracdes de estradiol proximo dos valores de pico (dia 94). Este
pico possivelmente esta relacionado ao ovo coletado no dia 96. Um quarto pico de

progesterona foi observado no dia 118 sendo observado posteriormente a postura
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de um ovo no dia 120. Estes picos, que ocorreram sem a aplicagédo do tratamento
com analogo de GnRH, indicam que esta fémea estava ativa reprodutivamente e
que as variacbes encontradas fisiologicamente nestes hormbénios estavam
relacionados com as posturas subsequentes aos seus picos.

Nesta fase foram realizados 9 exames ultrassonograficos do ovario. E
interessante notar que, no inicio de cada sequéncia de posturas, o ovario
apresentava foliculos ovarianos maiores do que 75mm e no primeiro tratamento em
gue nado ocorreu a ovulacao o maior foliculo media 69,1mm. Isto pode indicar que o
tratamento deve ser aplicado somente em fémeas que apresentem foliculos
ovarianos maiores do que 75mm.

Com relacdo ao comportamento reprodutivo esta fémea apresentou algum
grau de comportamento em pelo menos 90% das observacdes. Nos momentos em
gue nao foi observado comportamento reprodutivo foi verificada a realizagdo de

postura de ovo ho piquete.

O grafico 35 apresenta o0s resultados hormonais, comportamentais,

ultrassonograficos e de postura da fémea P15 durante a segunda fase.

Foram realizados 3 tratamentos na fémea P15. No primeiro tratamento,
aplicado no dia 97 (86,4mm), verificou-se aumento nas concentracdes séricas de
estradiol e progesterona no momento 24h pés-ovulacado. No dia seguinte a aplicacdo
(dia 98), nédo foi possivel caracterizar uma ovulagdo no exame ultrassonografico. Ja
no exame do dia 99 verificou-se a presenca de ovo em formagcao no oviduto. Este
ovo em formacdo também foi visualizado no exame realizado no dia 101, 96h pos-
aplicacdo. Somente no dia 102 é que foi anotada a coleta do ovo no piquete desta
fémea. Apesar do tempo elevado entre a aplicagdo e a coleta do ovo, acredita-se
gue esta postura ocorreu devido a aplicagdo do tratamento.

O segundo tratamento foi realizado no dia 118 da segunda fase (85,2mm).
Apos a aplicagcdo do tratamento, ocorreu um aumento na concentracdo de estradiol
e de progesterona no momento 6h sem caracterizar picos. Mesmo assim, foi
verificada a presenca de um ovo inicial em formagdo durante exame de ultrassom
24h apos aplicacao do tratamento. No ultrassom do dia 120 também foi visualizado o

ovo em formacao. A coleta do ovo ocorreu no dia 122.
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Grafico 35 — Representacéo grafica dos resultados obtidos na segunda fase para a fémea P15 —
S&o Paulo/SP - 2012
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Legenda: O primeiro gréfico ilustra as concentragdes séricas de estradiol (E2) e progesterona (P4). Foram considerados
picos os valores que ultrapassaram [Média + 2xDP] representadas pelas linhas tracejadas para ambos os hormonios.
As setas indicam momento de aplicagéo de analogo de GnRH. As indicagdes de horarios representam momentos em
que o animal foi acompanhado durante os tratamentos. Indicacio de postura de ovo integro, ovo malformado e ovulagio
observada por ultrassom sdo representados pontualmente quando existentes; O segundo grafico apresenta o indice
acumulativo de ovos postos (IAcOvos) e o tamanho do maior foliculo ovariano observado nos dias de exame de
ultrassom (Tam > fol); O terceiro grafico indica a categoria de comportamento reprodutivo do animal: SC: sem
comportamento reprodutivo; CBX: comportamento baixo; CA: comportamento alto.
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O terceiro tratamento ocorreu no dia 139 (87,2mm). Neste tratamento
verificou-se o surgimento de um pico de progesterona 6h pos-aplicacdo e um pico de
estradiol 24h pés-aplicacdo. No exame ultrassonografico do dia 140 foi constatada a
presenca de ovo em formagdo no oviduto. No dia 141, verificou-se a presenca de
vestigios de ovo no piquete, caracterizando a postura de um ovo malformado.
Entretanto, no exame ultrassonogréfico, foi visualizado, segundo Bronneberg et al.
(2007b), imagem caracteristica de ovo em estagio inicial de formacéao (Figura 18A) o
gue pode indicar quer tenha  ocorrido uma nova ovulacdo. No exame
ultrassonografico realizado no dia 143, ultimo dia de experimento, este ovo em
formacdo ainda estava presente no oviduto, s6 que a imagem indicava ma-formacéo

(Figura 18B) o que levou a postura de outro ovo malformado.

Figura 18 — Imagem ultrassonografica do oviduto da fémea P15 no dia 141 e no dia 143
durante a segunda fase — Sao Paulo/SP — 2012
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Legenda: A: ovo em estagio inicial de desenvolvimento. B: ovo apresentando bordas irregulares hiperecoicas indicando
mé-formacgéo.

Nesta fase foram realizados 13 exames de ultrassonografia na fémea P15. A
partir destes exames foi possivel verificar que a fémea P15 apresentou ao longo da
segunda fase um ovario bem desenvolvido, sempre com foliculos maiores do que
75mm. Apesar disto esta fémea so0 realizou 2 posturas, ambas em semanas em que
foi aplicado tratamento de analogo de GnRH.

Com relacédo ao comportamento reprodutivo, esta fémea apresentou pouco ou

nenhum comportamento reprodutivo em 90% do tempo desta fase.
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5.4.2 Resultados consolidados da segunda fase

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados gerais dos
tratamentos realizados e serd apresentada as analises conjunta das variaveis
estudadas durante esta fase, buscando-se comparar, quanto pertinente, estes

resultados com os apresentados na primeira fase.

5.4.2.1 Resultados dos tratamentos

A partir da compilagéo dos resultados individuais foi possivel avaliar a eficacia
da aplicacdo do analogo de GnRH (lecirelina) na inducéo da ovulacdo e na postura
de ovos. A tabela 11 apresenta os resultados dos tratamentos realizados em cada
fémea do grupo tratado.

Observando-se os resultados da tabela 11, verifica-se que de 18 tratamentos
realizados, em 14 deles ocorreu uma ovulacéo (77,7%). Dentre os tratamentos em
gue ndo ocorreu a ovulacdo, em apenas 1 tratamento ndo foi visualizado aumento
ou picos nas concentracdes seéricas de estradiol ou progesterona. Neste tratamento,
o primeiro realizado na fémea P14, a Unica diferenca encontrada foi no tamanho do
maior foliculo ovariano observado no ultrassom no momento Oh. Neste momento, a
fémea P14 apresentava pouco desenvolvimento ovariano, com o foliculo maior
medindo somente 69,1mm e, talvez, esta tenha sido a razdo para que n&o tenham
acontecido picos hormonais e consequentemente a ovulagdo. No entanto, no
tratamento 4 da fémea P1, apesar de ter sido verificada uma ovulagédo, ndao foram
visualizados aumentos na concentracdo dos horménios esteroides e esta fémea
tinha caracteristicas de tamanho folicular semelhantes com a fémea P14 no
tratamento 1.

Ainda analisando-se os dados da tabela 11, é possivel verificar que ocorreu a
postura de ovo malformado em 50% dos casos em que o tratamento poderia ter
induzido a ovulacdo. Uma hipdtese que poderia explicar este fenbmeno seria que a
inducéo precoce de pico de progesterona levaria a postura de ovos ainda em

formacdo. Outra hipétese seria que 0 manejo dos animais em funcdo do
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experimento levaria a alteragcbes hormonais que desencadeariam a postura precoce

por alterar os mecanismos de transporte no oviduto.

Tabela 11 — Datas e resultados dos tratamentos realizados com analogo de GnRH durante a segunda
fase — S&o Paulo/SP — 2012

ULTRASSOM (e)V/e) HORMONIOS (6h/24h)
ANIMAL /

TRAT. Tar(nm;)Fol Owvulagéo Normal Malformado  Estradiol Progesterona
P1/T1 73,6 SIM X ? ?
P4/ T1 74,6 SIM X ? ?
P1/T2 84,6 SIM X ? ?
P4/T2 84,3 SIM X ? ?
P3/T1 82,9 NAO aumento 6h aumento 6h
P15/ T1 86,4 SIM X pico 24h pico 24h
P9/ T1 81,8 NAO pico 24h nao
P14/ T1 69,1 NAO ndo ndo
P1/T3 70,5 SIM X pico 6h pico 6h
P4/ T3 92,4 SIM X nao pico 6h
P3/T2 87,9 NAO pico 24h pico 6h
P15/ T2 85,2 SIM X aumento 6h aumento 6h
P9/ T2 81,3 SIM X aumento 6h aumento 6h
P14/ T2 78,0 SIM X aumento 24h pico 6h
P1/ T4 67,8 SIM X n&o n&o
P4/ T4 91,0 SIM X nao pico 6h
P3/T3 86,4 SIM X aumento 24h aumento 6h
P15/ T3 87,2 SIM X pico 24h pico 6h

LEGENDA: T: indica nimero do tratamento realizado; Tam > fol.. medida do foliculo no inicio do tratamento; ? : ndo foram
coletadas amostras para dosagem hormonal nos momentos 6h e 24h.

Observando os resultados de postura de cada animal para o periodo da
segunda fase, podemos verificar que as fémeas do grupo CONTROLE produziram
um total de 22 ovos durante a segunda fase (7,3 ovos/fémea), sem nenhuma
postura de ovo malformado. Nas fémeas que foram submetidas ao tratamento, foi
verificada a producdo de 28 ovos durante a segunda fase, resultando numa
producdo de 4,8 ovos/fémea. Somando-se este nimero com a postura de ovos
malformados pode-se concluir que as fémeas do grupo tratado produziram 36 ovos,

0 que alteraria a producdo para 6 ovos/fémea. Estes nimeros podem indicar que a
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aplicagao do tratamento n&o foi eficaz no aumento da produgéo de ovos das fémeas
e, ao invés de melhorar a produtividade, o tratamento acabou provocando uma
gueda de producdo se comparada a producdo dos dois grupos de fémeas. Para
confirmar estes dados seria necessario realizar o estudo com um maior namero
amostral de individuos, ja que os resultados de producdo acabam se mostrando

muito heterogéneos dentro dos proprios grupos.

5.4.2.2 Resultados comportamentais, hormonais e ultrassonograficos

Considerando-se o0s dados da observacdo do comportamento
reprodutivo para esta fase, foi possivel comparar as concentracdes séricas de
estradiol e progesterona entre as categorias do comportamento propostas na secao
4.2.3 Observacao e avaliagdo do comportamento reprodutivo.

A tabela 12 apresenta os valores de média e desvio padrao do estradiol e da

progesterona para cada categoria comportamental.

Tabela 12 — Média e desvio padrdo das concentragdes séricas de estradiol e progesterona durante a
segunda fase nas 3 categorias comportamentais estabelecidas — S8o Paulo/SP — 2012

CATEGORIAS ESTRADIOL (pg/ml) PROGESTERONA (ng/ml)
SC (n = 46) 6,42 + 4532 0,17+0,12°2

CBX (n = 109) 7,69+4,61°% 0,32+0,53%
CA (n=142) 8,75+ 10,19 " 0,60+ 0,88 "°

LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento reprodutivo alto.
Letras sobrescritas diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Os gréficos 36 e 37 ilustram, respectivamente, a diferenca destas
concentragdes nas 3 categorias comportamentais estabelecidas.
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Grafico 36 — Média + DP da concentragdo sérica de estradiol encontrada nas 3 categorias de
comportamento durante a segunda fase — S&o Paulo/SP — 2012
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LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento
reprodutivo alto. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Grafico 37 — Média + DP da concentragédo sérica de progesterona encontrada nas 3 categorias
de comportamento durante a segunda fase — Sao Paulo/SP — 2012
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LEGENDA: SC: sem comportamento reprodutivo; CBX: comportamento reprodutivo baixo; CA: comportamento
reprodutivo alto. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Analisando-se os dados apresentados na tabela 12 e nos graficos 36 e 37,
verificou-se que existiu diferenca entre as concentragdes dos esteroides sexuais

(estradiol e progesterona) entre as amostras de fémeas que nado demonstravam
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comportamento (SC) e as que apresentavam comportamento baixo (CBX) ou que
apresentaram comportamento alto (CA).

A tabela 13 apresenta a analise de correlagdo entre o comportamento
reprodutivo, as concentragdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona e
o tamanho do maior foliculo observado no exame ultrassonografico ovariano na
segunda fase.

Tabela 13 - Coeficientes de correlagdo (r) encontrados entre o comportamento reprodutivo
(ASA+BICO+AC), as concentragdes séricas de estradiol, progesterona e corticosterona e
a medida do maior foliculo ovariano observado no exame ultrassonografico ovariano
durante a segunda fase do estudo — S&o Paulo/SP — 2012

COMP E2 P4 CORTIC TAM > FOL
COMP r=0,36 r=0,45 r=-0,004 r=0,53
(ASA+BICO+AC) p < 0,0001 p < 0,0001 p > 0,05 p < 0,0001
E2 r=0,36 r=0,50 r=0,15 r=0,32
p < 0,0001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05
P4 r=0,45 r=0,50 r=0,28 r=0,50
p < 0,0001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,0001
CORTIG r =-0,004 r=0,15 r=0,28 ) r=-0,04
p> 0,05 p > 0,05 p < 0,001 p > 0,05
TAM > FOL r=0,53 r=0,32 r=0,50 r=-0,04 )
p < 0,00001 p > 0,05 p < 0,0001 p > 0,05

Legenda: COMP: comportamento calculado pela férmula (ASA+BICO+AC) utilizando os critérios ASA “abaixar e bater das
asas”, BICO: “abaixar e balangar pendular da cabega batendo o bico”, AC: presenca de postura de aceitacdo de copula.: E2:
estradiol; P4: progesterona; CORTIC: corticosterona; TAM > FOL: medida do maior foliculo observado no ultrassom.

A tabela 13 indica que ocorreu correlagao de fraca intensidade (r = 0,36) entre
o estradiol e o comportamento reprodutivo. Para a progesterona foi verificada uma
correlagdo de média intensidade com o comportamento (r = 0,45). E interessante
notar que apesar da realizagdo dos tratamentos hormonais durante esta fase, as
correlagbes encontradas se assemelharam bastante com as observadas na primeira
fase do estudo (Tabela 10).

Os resultados apresentados na tabela 12 e 13 e os resultados da primeira
fase corroboram com o que ja foi descrito na literatura por Silva (2008) sobre a
relagéo entre os esteroides sexuais e o aparecimento e modulagdo da intensidade
do comportamento reprodutivo em fémeas de avestruzes.

A tabela 13 apresenta também, a relacdo entre a medida do foliculo ovariano

avaliado no ultrassom com as concentragdes séricas dos horménios estudados e
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com o comportamento. De acordo com os indices de correlagdo encontrados, nesta
fase ocorreu uma correlagdo de média intensidade entre o tamanho do maior foliculo
ovariano e o comportamento reprodutivo (r = 0,53) e entre o tamanho do maior
foliculo ovariano e a concentracdo de progesterona sérica (r = 0,50). Estes
resultados, novamente reforcam a hipétese de que o comportamento reprodutivo
esta relacionado com as concentracdes séricas dos esteroides sexuais. Com 0
aumento do desenvolvimento ovariano, ha uma maior liberacdo de esteroides
sexuais que acabam desencadeando o aparecimento do comportamento reprodutivo
e modulando a sua intensidade.

A partir da tabela 13 também é possivel verificar que ocorreu uma correlacao
de intensidade fraca entre as concentracdes de progesterona e as de corticosterona
(r=0,28).

O grafico 38 apresenta as médias e desvio padrao da concentracdo sérica de
estradiol em cada momento do tratamento com analogo de GnRH para o grupo
CONTROLE e para o grupo TRATADO.

Gréfico 38 — Média + DP da concentragdo sérica de estradiol em cada momento do tratamento
com anélogo de GnRH no grupo CONTROLE e no grupo TRATADO - S&o
Paulo/SP — 2012
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Os gréaficos 39 e 40 apresentam, respectivamente, o Box and Whiskers das
concentracbes seéricas de estradiol para o grupo CONTROLE e para o0 grupo

TRATADO em cada momento do tratamento com analogo de GnRH.

Gréfico 39 — Box and Whiskers da concentragdo sérica de estradiol no grupo CONTROLE em
cada momento do tratamento com analogo de GnRH — Sdo Paulo/SP — 2012
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os horarios (p < 0,05). Whiskers: min to max.

Grafico 40 — Box and Whiskers da concentracdo sérica de estradiol no grupo TRATADO em
cada momento do tratamento com analogo de GnRH — S&o Paulo/SP — 2012
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A comparacdo das médias de estradiol entre os grupos controle e tratado em
cada momento do tratamento (Grafico 38) demonstraram que a concentracao sérica
de estradiol foi maior no grupo tratado do que no controle nos momentos 6h e 24h.
No momento 48h, a média de estradiol foi maior no grupo controle do que no
tratado, mas, de acordo com a andlise de variancias das medidas repetidas no
tempo apresentadas nos graficos 39 e 40, esta diferenca ocorreu entre
concentracdes seéricas basais de estradiol dos grupos controle e tratado.

A partir da analise de variancia das medidas repetidas no tempo das
concentracdes séricas de estradiol (Graficos 39 e 40), verificou-se que no grupo
controle ndo houve diferenca significativa entre os momentos, enquanto que no
grupo tratado, as concentracdes seéricas de estradiol nos tempos 6h e 24h foram
significativamente maiores do que nos outros tempos.

Estes resultados indicam que a aplicagdo de 1ml (25ug) do analogo de GnRH
lecirelina é capaz de provocar um aumento na concentracdo sérica de estradiol em

fémeas adultas de avestruzes.

O gréafico 41 apresenta as médias e desvio padrdo da concentracao sérica de
progesterona em cada momento do tratamento com analogo de GnRH para o0 grupo
CONTROLE e para o grupo TRATADO.

Gréafico 41 — Média + DP da concentracdo sérica de progesterona em cada momento do
tratamento com analogo de GnRH no grupo CONTROLE e no grupo TRATADO
— S&o Paulo/SP — 2012
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Os gréaficos 42 e 43 apresentam, respectivamente, o Box and Whiskers das
concentracdes séricas de progesterona para o grupo CONTROLE e para 0 grupo

TRATADO em cada momento do tratamento com analogo de GnRH.

Gréfico 42 — Box and Whiskers da concentracdo sérica de progesterona no grupo CONTROLE
em cada momento do tratamento com analogo de GnRH — Sao Paulo/SP — 2012
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante entre os horarios (p < 0,05). Whiskers: min to max.

Grafico 43 — Box and Whiskers da concentracdo sérica de progesterona no grupo TRATADO
em cada momento do tratamento com analogo de GnRH — Sao Paulo/SP — 2012
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Comparando-se as médias de progesterona entre o grupo controle e o grupo
tratado (Grafico 41) observou-se que a concentracdo sérica de progesterona foi
maior no grupo tratado do que no controle apenas no momento 6h.

A partir da andlise de variancia de medidas repetidas no tempo para o grupo
controle, verificou-se diferenca estatistica significante entre os momentos 6h e 96h
(Grafico 42). Entretanto, esta diferenca ocorreu entre concentracdes basais de
progesterona do grupo controle.

Para o grupo tratado, a ANOVA de medidas repetidas demonstrou diferenga
estatistica entre 0 momento 6h e os demais momentos (Oh, 24h, 48h, 96h) e entre o
momento 24h e 96h (Grafico 43).

Estes resultados indicam que a aplicagdo de 1ml (25ug) do analogo de GnRH
lecirelina é capaz de provocar um aumento na concentracdo sérica de progesterona
em fémeas adultas de avestruzes. Comparando-se 0s aumentos observados nas
concentracbes de progesterona e estradiol apés a aplicagdo do tratamento, o
aumento na concentracdo de progesterona parece ser mais evidente do que o

aumento observado para o estradiol.

O grafico 44 apresenta as médias e desvio padrao da concentracao sérica de
corticosterona em cada momento do tratamento com analogo de GnRH para o grupo
CONTROLE e para o grupo TRATADO.

Gréfico 44 — Média + DP da concentracdo sérica de corticosterona em cada momento do
tratamento com analogo de GnRH no grupo CONTROLE e no grupo TRATADO
— Sé&o Paulo/SP — 2012
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Os gréaficos 45 e 46 apresentam, respectivamente, o Box and Whiskers das
concentracdes séricas de corticosterona para o grupo CONTROLE e para o grupo

TRATADO em cada momento do tratamento com analogo de GnRH.

Gréfico 45 — Box and Whiskers da concentragdo sérica de corticosterona no grupo CONTROLE
em cada momento do tratamento com analogo de GnRH — Sao Paulo/SP — 2012
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Grafico 46 — Box and Whiskers da concentracdo sérica de progesterona no grupo TRATADO
em cada momento do tratamento com analogo de GnRH — Sao Paulo/SP — 2012
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Analisando-se a média da concentracdo sérica da corticosterona entre o
grupo controle e o grupo tratado em cada momento (Grafico 44) observou-se que a
concentracdo seérica de corticosterona foi significativamente maior no grupo tratado
do que no controle nos momentos 6h e 24h.

A partir da ANOVA de repetidas no tempo para o grupo controle, verificou-se
diferenca estatistica significante entre os momentos 6h e 24h e também entre 6h e
48h (Grafico 45). Apesar disto estas diferencas ocorreram em valores considerados
basais.

Para o grupo tratado, a ANOVA de medidas repetidas ndo demonstrou
diferenca estatistica significante entre os momentos (Gréafico 46).

Os resultados obtidos nestas andlises para a corticosterona sugerem que a
aplicagcdo de 1ml (25ug) do analogo de GnRH lecirelina ndo provoca efeito
significativo na concentracdo sérica de corticosterona em fémeas adultas de

avestruzes.

A tabela 14 apresenta a média e desvio padrao das concentracdes seéricas de
estradiol, progesterona e corticosterona nos grupos CONTROLE e TRATADO
durante toda a segunda fase do estudo.

Tabela 14 — Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de estradiol, progesterona e
corticosterona dos grupos CONTROLE e TRATADO durante a segunda fase — Séo
Paulo/SP — 2012

ESTRADIOL (pg/mi) PROGESTERONA (ng/m)  CORTICOSTERONA (ng/mi)

CONTROLE 8,86 +4,95% 0,48 +0,70 * 6,39 +4,34%

TRATADO 8,86 +6,23° 0,53+0,88% 10,77 +8,99°

Letras sobrescritas diferentes na coluna indicam diferenga estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Os graficos 47 e 48 apresentam, respectivamente, as concentracées médias
de estradiol e progesterona da primeira fase, do grupo controle e do grupo
TRATADO na segunda fase.
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Gréfico 47 — Média + DP da concentragao sérica de estradiol da primeira fase e dos grupos
controle e tratado na segunda fase do estudo — S&o Paulo/SP — 2012
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Gréafico 48 — Média + DP da concentracao sérica de progesterona da primeira fase e dos
grupos controle e tratado na segunda fase do estudo — Sao Paulo/SP — 2012
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as médias (p < 0,05).

Comparando-se as médias de estradiol e progesterona de toda a segunda
fase, ndo foi encontrada diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo
tratado (Tabela 14 e Graficos 47 e 48). Por isto, podemos sugerir que as fémeas do
estudo estavam apresentando uma mesma condi¢cdo endocrino-reprodutiva durante
esta fase. Com relacdo a concentracdo sérica de corticosterona, a média encontrada
no grupo tratado foi significativamente maior do que a média verificada para o grupo

controle. Este achado pode indicar que as fémeas submetidas ao tratamento com
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anadlogo de GnRH estariam mais estressadas, 0 que poderia explicar a menor
producédo de ovos deste grupo e a alta taxa de ovos malformados nos tratamentos.

Observando-se o gréfico 47, verifica-se que a concentracdo sérica média de
estradiol € maior na primeira fase do que na segunda fase (controle e tratados). No
grafico 48, verifica-se que a concentracdo sérica de progesterona € menor na
primeira fase do que na segunda fase. Estes resultados podem estar relacionados a
acdo de fatores climaticos como o fotoperiodo (Grafico 24) ou em resposta ao
estresse provocado pela aplicagdo e acompanhamento dos efeitos do tratamento
com analogo de GnRH durante a segunda fase.

As concentracfes séricas de estradiol e progesterona encontradas neste
estudo foram semelhantes as encontradas na literatura em outros estudos
realizados em fémeas de avestruzes (DEGEN et al., 1994; BRONNEBERG et al.,
2007a, b, 2009; SILVA, 2008).

Com o objetivo de se comparar a postura entre as 2 fases do estudo, a
guantidade de ovos postos em cada fase foi dividida pelo nimero de fémeas
estudadas e pelo nimero de dias de duracdo da fase em questao.

Realizando este calculo, para a primeira fase obtivemos um indice de 0,0477
ovos/fémea/dia. Para a segunda fase o indice para as fémeas do grupo controle foi
de 0,10 ovos/fémea/dia e para o grupo tratado foi de 0,063 ovos/fémeal/dia. Ao
comparar os indices do grupo controle e tratado com o observado para a primeira
fase, nota-se que a produtividade durante a segunda fase do estudo foi maior do que
a da primeira fase. Uma possivel causa para este aumento talvez seja o incremento
do fotoperiodo (Grafico 24), que estaria estimulando positivamente a resposta
reprodutiva das fémeas ao longo do estudo. Outra hipotese possivel é a adaptacdo
das fémeas ao manejo do experimento. Durante a primeira fase elas podem ter
apresentado um pior desempenho reprodutivo por uma resposta de estresse mais
intensa até se acostumarem com 0 manejo, 0 que possibilitaria uma recuperacéo da

atividade reprodutiva.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer do estudo e das andlises dos resultados, tornou-se perceptivel as
dificuldades de se trabalhar com um numero amostral reduzido. Apesar disto, 0s
resultados trouxeram diversos resultados novos e interessantes.

O fato de terem sido estudados animais de um pequeno proprietario, limitou
as possibilidades experimentais na medida em que se evitou ao maximo, incorrer em
prejuizos financeiros. A propriedade utilizada ndo possuia manejo rotineiro de
contencdo dos animais, 0 que pode, em alguma medida, ter interferido com os
resultados hormonais e do tratamento.

A inexisténcia de uma dose especifica de GnRH para avestruzes, pode
também ter interferido com a consisténcia dos resultados por ter sido utilizada uma
dose recomendada pelo fabricante para outra espécie.

Como as amostras de soro estdo armazenadas sob congelamento, pretende-
se realizar em breve as mensuracdes das concentracbes de corticosterona na
primeira fase, o que permitira uma andalise comparativa com a segunda fase, em

termos de intensidade de estresse.
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7 CONCLUSOES

Através deste estudo conclui-se que:

Foi possivel caracterizar os perfis séricos dos hormonios esteroides estradiol

e progesterona em fémeas adultas de avestruz durante a estacao reprodutiva;

Existem correlagcbes entre as concentracdes séricas de estradiol e de
progesterona, 0 comportamento reprodutivo e o0 desenvolvimento ovariano

observado por exame de ultrassonografia,;

O exame ultrassonogréafico permite uma boa e rapida maneira de avaliar a
condicdo ovariana em fémeas de avestruz, podendo ser utilizado para acompanhar

futuros tratamentos reprodutivos em fémeas de avestruzes;

A avaliacdo do comportamento reprodutivo através da metodologia utilizada
neste estudo pode contribuir para estimar a condicdo reprodutiva de fémeas de

avestruz;

O tratamento proposto com o analogo de GnRH lecirelina é eficiente na
inducéo da ovulacédo em fémeas de avestruz, desde que sejam aplicados em fémeas

gue apresentem ovario bem desenvolvido;

Mais estudos sdo necessarios para que tratamento com analogos de GnRH
possam ser aplicados comercialmente para melhorar a producdo de ovos em

fémeas de avestruz.
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