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Resumo

O CIDR (do Inglés Controlled Internal Drug Releasing) é um dispositivo intravaginal impregnado
de progesterona natural, utilizado para sincronizagdo e manipulacéo do estro e ovulagdo em pequenos
ruminantes. O presente estudo teve por objetivo avaliar a eficacia da reutilizagdo de CIDR ovis®0,35g
(Zoetis®Portugal), num protocolo combinado de d-cloprostenol e eCG (gonadotrofina coridnica equina),
com duragao de 11 dias em ovinos de raga Lacaune, provenientes da mesma exploragao e com média
de dias em leite semelhantes. Para tal, a amostra foi dividida em trés grupos de estudo: CIDR1 (n=20
animais), com utilizagao de CIDR em aplicagdo de novo; CIDR2 (n=20 animais) com uso de CIDR em
“reutilizagéo imediata”, e CIDR3 (n=17 animais) com uso de CIDR em “reutilizagao tardia”. Nos 3 grupos
em analise, foi avaliada a variagdo da concentragédo sérica de progesterona (P4), em amostras de
sangue recolhidas aos dias 0, 5 e 11 pos-aplicagdo do CIDR. Posteriormente, todas as ovelhas foram
colocadas a cobrigao natural, num lote comum e num racio macho:fémea de 1:7. Foi registada a taxa
de retengéo do CIDR, os dados reprodutivos (taxa de submisséo, taxa de concegéo e prolificidade) e a

tipologia de parto (eutdécico ou distocico) nos trés grupos.

A concentragéo sérica de P4 em todos os grupos foi superior a 1 ng/ml nos trés momentos de
medicdo. A taxa de retencéo do dispositivo ao longo dos 11 dias de protocolo revelou-se superior nos
grupos CIDR3 e CIDR2, e menor em CIDR1. As taxas de concegéo obtidas no primeiro e segundo
momento de diagndstico ultrassonografico nao diferiram. A taxa de partos foi semelhante a taxa de
concecao. Relativamente a tipologia de parto, o grupo que apresentou um maior numero de partos
distécicos foi CIDR2, enquanto que CIDR1 foi o grupo que apresentou maior nimero de partos
eutécicos. A analise da prolificidade revelou que CIDRS3 foi o grupo que apresentou um maior niumero
médio total de crias, nados vivos e nados mortos por parto. Apesar destas diferengas verificadas,
quando analisado estatisticamente o efeito da reutilizagao nos diferentes fatores avaliados, ndo se

evidenciaram diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).

Desta forma, a sincronizagdo éstrica com CIDR ovis® 0,35g em protocolos de 11 dias, sob a
forma imediata ou tardia, pode ser executada com eficacia semelhante. A reutilizagdo destes
dispositivos contribui para a maximizagdo da rentabilidade, eficacia e eficiéncia reprodutiva no
quotidiano das exploragdes. A reutilizagdo integra-se ainda na aplicagéo pratica da abordagem One
Health.

Palavras-chave: CIDR, ovinos, reutilizagédo



Abstract

The CIDR (Controlled Internal Drug Releasing) is an intravaginal device impregnated with
natural progesterone, used for synchronization and manipulation of estrus and ovulation in small
ruminants. The present study aimed to evaluate the effectiveness of the reused CIDR ovis™0.35¢g
(Zoetis™ Portugal) in an 11 day protocol, combined with d-cloprostenol and eCG (equine chorionic
gonadotropin), in Lacaune sheep, from the same farm and with a similar average of days in milk. Animals
were divided into three study groups: CIDR1 (n = 20 animals), with the use of CIDR in new application;
CIDR2 (n = 20 animals) using CIDR in “Immediate Reuse”, and CIDR3 (n = 17 animals) using CIDR in
“Late Reuse”. The effectiveness of the protocols was assessed by measuring serum progesterone levels
(P4), in blood samples collected on days 0, 5 and 11 after application of the CIDR. Subsequently, all the
sheep were placed under natural service, in a common lot and in a male:female ratio of 1:7. The CIDR
retention rate, reproductive data (submission rate, conception rate, and prolificity) and type of birth

(eutocic or dystocic) in the three groups were recorded.

The serum P4 concentration in all groups was greater than 1 ng/ml in the three measurement
times. The retention rate of the device over the 11 days of the protocol was higher in groups CIDR3 and
CIDR2, and lower in CIDR1. The conception rates obtained in the first and second moments of
ultrasound diagnosis did not differ. The birth rate was similar to the conception rate. Regarding the type
of birth, the group with the highest number of dystocia was CIDR2, while CIDR1 was the group with the
highest number of eutocic births. The analysis of prolificity revealed that CIDR3 was the group that had
the highest average total number of offspring, live births and stillbirths. Despite these differences, when
analyzing the effect of redutilization on the different factors evaluated, no statistically significant

differences (p> 0.05) were observed.

Thus the estrous synchronization with reused CIDR ovis™0.35g in 11 day protocols, either in
the immediate or late form, can be performed with similar effectiveness. The reutilization of these
devices contributes to the maximization of profitability, effectiveness and reproductive efficiency in the
daily life of the farms. Reused devices also fit and accommodate the practical application of the “One

Health” approach.

Key-words: CIDR, sheep, reuse



1. Introdugao

O setor pecuario, paralelamente a garantia da seguranga alimentar dos produtos, da saude
publica e do ambiente, apresenta diariamente a missao de ir ao encontro de uma “pecuaria de precisao”
numa perspetiva de maximizagao da rentabilidade, eficacia e eficiéncia na utilizagdo de recursos
(MREE).

Dada a sazonalidade reprodutiva dos pequenos ruminantes (PR), a otimizagdo produtiva
implica a realizagéo de protocolos de indugéo e sincronizagao do estro e ovulagédo. O aumento da
eficiéncia reprodutiva é obtido através da manipulagéo ou controlo do ciclo reprodutivo dos PR por meio
da modelagéo hormonal endégena (via manipulagéo do fotoperiodo, nivel de ingestao alimentar e efeito
macho), exclusivamente ou em associagdo com a administragdo de hormonas exdgenas, como
progestagénios, progesterona, prostaglandina e seus analogos, melatonina e gonadotrofinas (Abecia,
Forcada, Gonzalez-Bulnes, 2012; Whitley, Jackson, 2004; Wildeus, 2000). O uso destas hormonas,
com o objetivo de obter a sincronizagédo e inducdo éstrica, revelou-se desde cedo um processo de
enorme utilidade, sendo por isso cada vez mais frequente a sua utilizagdo no maneio reprodutivo das
exploragbes (Carlson et al., 1989; Dixon, et al., 2006; Greyling, Brink, 1987; Wheaton et al., 1993),
nomeadamente através da utilizagdo de esponjas de poliuretano ou CIDRs (do Inglés Controlled
Internal Drug Releasing) (Abecia, Forcada, Gonzalez-Bulnes, 2011). Inicialmente comercializados na
Australia e Nova Zelandia (Welch et al., 1984), e aprovados para utilizagdo em PR na Unido Europeia
desde 2018, os CIDRs sao dispositivos constituidos a base de um elastémero de silicone moldado
sobre uma matriz de nylon (Wheaton et al. 1993) e impregnados de progesterona natural.
Comparativamente as esponjas, os CIDRs apresentam indmeras vantagens, designadamente
diminuicdo da taxa de ocorréncia de vaginites, por ndo impedirem a drenagem de secrec¢des vaginais;
maior taxa de retencdo do dispositivo; maiores taxas de gestagao, fertilidade, gestagdo gemelar e
fecundidade (Cabrera, et al., 2019; Chemineau, et al., 2010; Chemineau et al., 2008; Knights, Singh-
knights, 2016; Ozyurtlu, Kucukaslan, Cetin, 2010; Swelum, Alowaimer, Abouheif, 2015; Vasconcelos et
al., 2016); e, apesar de ainda ser pouco evidenciado, é sugerida a possibilidade de reutilizagdo (Guido
et al., 2007). Como desvantagem, os CIDRs apresentam um custo superior as esponjas. A utilizagao
destes dispositivos, pode ser feita de duas formas, através de protocolos longos (11 a 14 dias) ou
através de protocolos curtos (5 a 7 dias) associados a administragéo de gonadotrofina corionica equina
(eCG, do Inglés equine chorionic gonadotropin) e prostaglandina-F2a (PGF2a) (Cabrera,et al., 2019;
Swelum, Alowaimer, Abouheif, 2015). No que diz respeito ao funcionamento do CIDR, apds a sua
colocagéo intravaginal, a progesterona (P4) que contém é libertada e absorvida pela mucosa vaginal a
uma taxa constante (Guido et al., 2007), suprimindo assim a maturagao dos foliculos ovaricos. Apos o
término do protocolo implementado e remogéo dos dispositivos, a diminuigdo abrupta dos niveis
sanguineos de progesterona, associada a utilizagédo simultanea de eCG e PGF2q, permite a maturagao

folicular, estro e ovulagao (Sanity, 2015).



A MREE é assim alcancada através da uniformizagéo e coordenacgdo dos periodos de parto
para momentos mais desejaveis (periodos em que a procura do produto pelo consumidor € mais intensa
e/ou paga a pregos mais favoraveis), maior homogeneidade nos lotes de borregos/cabritos e diminuigdo
dos custos logisticos associados a sincronizagao e indugao do estro, devido a reutilizagdo (Husein,
Kridli, 2003;Titi,Kridli, Alnimer,2008).

Desde cedo se verificou o interesse em avaliar a utilizacdo dos CIDRs, no entanto este recaiu
apenas sobre a testagem da sua eficacia, tanto no periodo reprodutivo como no periodo de anestro, e
associando variaveis como a periodicidade dos protocolos utilizados e presenga ou auséncia da
administragdo de gonadotrofinas (Nogueira et al., 2011 e Inya, Sumretprasong, 2013; Pellicer-Rubio et
al., 2007; Souza et al., 2011; Cetin et al., 2009 e Vilarifio et al., 2011).

Posteriormente, apds ter sido verificada a eficacia da utilizagdo do CIDR em qualquer altura do
ano, o paradigma associado mudou e o interesse recaiu na avaliagdo da reutilizacdo dos dispositivos.
Os estudos anteriores de Vilarifio € col. (2013) e Abdel e col. (2018), avaliaram a eficacia da reutilizagao
através da determinagéo da concentragao de progesterona, resposta ovarica, performance reprodutiva
e respetivo impacto econémico. Sendo a reutilizacdo uma caracteristica de destaque, importa ainda
aferir o modo de reutilizacdo e parametros reprodutivos. Assim, através da realizacdo do presente
estudo, pretendeu-se avaliar a eficacia da reutilizagdo de CIDRovis®0,35g (Zoetis®Portugal) “imediata”
(reutilizagdo imediatamente apds a primeira utilizagéo) e “tardia” (reutilizagdo apds acondicionamento
e armazenamento por um periodo de 30 dias) em protocolos de 11 dias, com recurso a medigao da P4
sérica. Pretendeu-se de igual forma caracterizar a associagao entre o tipo de reutilizagéo e a taxa de
retencao e performance reprodutiva, nomeadamente taxa de submissao e concecgao, tipologia de parto
e analise da descendéncia.

2. Materiais e métodos

O presente estudo decorreu numa exploragéo leiteira de caracter intensivo (com um efetivo de
70 caprinos e 350 ovinos), localizada na regido Centro do pais, mais concretamente em Soure, na
localidade de Quatro Lagoas (40°01'04.4"N 8°30°33.1” W). Os animais incluidos no estudo foram
carneiros e ovelhas multiparas da raga Lacaune, uma raga de ovinos que se caracteriza por uma forte
aptidao leiteira. O estudo decorreu entre agosto de 2019 e janeiro de 2020 e foi aprovado pelo Conselho
Cientifico da Escola Universitaria Vasco da Gama, respeitando o Regulamento Geral de Protegao de
Dados 679/2016/CE e demais legislagéo vigente e aplicavel. Foi ainda considerado o principio dos 3
R’s (do Inglés Reduction, Refinement, Replacement) no uso dos animais. O nimero de animais incluido
no estudo foi o menor possivel para garantir a robustez e representabilidade dos resultados (Redugéo).
E o periodo de realizagdo foi determinado pelo Refinamento do desenho experimental, tendo por isso
decorrido no periodo habitual de manipulagao reprodutiva normal dos animais com vista a obtencao de
partos sazonais.



2.1 Selegao das ovelhas e alocagao a grupos de tratamento

Foram selecionadas 60 ovelhas, com base na maior proximidade possivel de dias pds-parto, a
fim de se conseguirem obter grupos com média de dias em leite semelhantes. Apds esta selegao, foi
realizado um exame clinico de estado geral individual, tendo resultado na exclusdo de 3 animais do
grupo de estudo. Posteriormente, 57 ovelhas foram aleatoriamente divididas em 3 grupos: o grupo 1
(CIDR1), n=20 animais, todos sujeitos a aplicagao de CIDR de novo (grupo de controlo); Grupo 2
(CIDR2), n=20 animais, todos sujeitos a aplicagdao de CIDR em “reutilizagdo imediata”; Grupo 3
(CIDR3), n=17 animais, todos sujeitos a aplicagdao de CIDR em “reutilizagdo tardia’. Os CIDR
ovis®0,35g (Zoetis®Portugal) utilizados em CIDR2 e CIDRS3, foram recuperados apds a primeira
utilizagdo, submersos numa solugéo antisséptica de iodopovidona 10 % (Agadine dérmico®) diluida dez
vezes (1 ml de solugéo de Agadine dérmico®:10 ml de dgua) durante 2 minutos, e posteriormente secos
com papel absorvente. Os que foram reutilizados de forma “tardia”, apés o procedimento de
desinfe¢do, foram armazenados num saco plastico, de forma coletiva, selados com fecho zip e

guardados num local seco e fresco, protegidos da luz UV durante 30 dias.

2.2 Sincronizagdo e indugdo de estro

Foi aplicado o protocolo experimental com duragdo de 11 dias de tratamento (permanéncia
intravaginal) do CIDRovis® 0,35g (Zoetis®Portugal). A aplicagdo intravaginal seguiu as recomendacées
do fabricante (secgao 4.9. do Resumo das Caracteristicas do Medicamento Veterinario -RCMV- de
CIDRovis®0,35g). A planificagéo das atividades realizadas (o protocolo de sincronizagao e indugdo de
estro, tarefas associadas e respetivas datas de realizagéo) apresenta-se esquematizada na Figura 1,
conforme se descreve: 1) Colocagao dos CIDRs no dia 0 e permanéncia dos mesmos até ao 11° dia
pés-colocagdo; 2) remogao dos CIDRs no 11° dia e administragdo intramuscular de 350 U.l. de eCG
(Oviser®5000 Ul) e 0,5ml (37,5ug) de d-cloprostenol (Dalmazin® 75ug/ml); 3) colocagdo das ovelhas a

cobricdo num racio macho:fémea de 1:7, 48 horas ap6s a retirada dos CIDRs.

Dia 0 Dia 11 Dia 13

I | |
I (dias) >

Data: 29/7/2019
Tarefa realizada: 1) Data: 9/8/2019
Tarefa realizada: 2)

Data: 11/8/2019
Tarefa realizada: 3)

Figura 1: Planificacdo de tarefas e respetivos momentos de realizagdo. “Tarefa
realizada:1)”: colocagdo dos CIDRs; “Tarefa realizada: 2)": remogao dos CIDRs e
administragdo de eCG e d-cloprostenol; “Tarefa realizada:3)": colocagao das fémeas a
cobrigao



2.3 Selecao e maneio dos carneiros

Para o estudo foram selecionados 8 machos, de raga Lacaune, com idades compreendidas
entre os 4 e 0os 5 anos e sem estudo androlégico prévio. Antes de colocados juntamente com as
ovelhas, foi realizado um exame fisico de estado geral através do qual se concluiu que todos eles se
encontravam saudaveis. Aos carneiros, foram aplicados arneses detetores de monta individuais
(modelo 31/11710, Comercial Veterinaria®), com lapis marcadores de cores diferentes, tendo estes
permanecido durante todo o periodo de cobrigédo (3 dias). O periodo de cobrigéo teve inicio as 8:00h

do dia 11 de agosto e terminou as 8:00h do dia 14 do mesmo més de 2019.

2.4 Avaliagdo de Progesterona sérica

Nos 3 grupos em analise, foi avaliada a variagao da concentragédo de P4 sérica. A medigéo de
P4 sérica, foi realizada em amostras sanguineas recolhidas a todas as ovelhas em estudo, em trés
momentos distintos no decorrer do protocolo farmacologico aplicado, respetivamente nos dias 0
(imediatamente antes da colocagéo do CIDR), 5 e 11 do mesmo. As amostras foram recolhidas em
sistema de vacuo através de agulhas por puncgao da veia jugular (Vacuette®20Gx1” esterilizado, 0,9x25
mm) diretamente para tubos com gel ativador de coagulagdo (Vacumed®13x75 mm, esterilizado, com
gel ativador de coagulagdo para 4 ml de sangue). Apos a colheita, as amostras foram centrifugadas a
2000 g, durante 30 minutos (centrifugadora SIGMA 3-16k®, Alemanha). O soro resultante foi aspirado,
transferido para tubos Eppendorf®, devidamente identificados e imediatamente congelados a uma
temperatura de -20 °C, temperatura na qual se mantiveram até analise laboratorial. Quatro meses apoés
a colheita, procedeu-se ao envio das amostras para um laboratério acreditado (Segalab — Laboratérios
de Sanidade Animal e Seguranga Alimentar, Rua Cidade da Pévoa de Varzim, 55, 4490-295 Argivai,
Povoa de Varzim), via transportador urgente e devidamente acondicionadas (em caixa isotérmica e
com acumuladores de frio de gel rigido). A quantificacdo de P4 foi realizada através da técnica

laboratorial de referéncia de quimioluminescéncia enzimatica.
2.5 Retencéo dos dispositivos CIDR
No dia 11 do protocolo (momento da retirada dos CIDRs), foi registada a permanéncia

(retengdo) ou auséncia do dispositivo intravaginal, de forma a monitorizar o cumprimento integral do

protocolo.



2.6 Avaliacao dos parametros reprodutivos

2.6.1 Periodos de marcagao e detegao de estro

A cobrigdo das ovelhas foi avaliada visualmente, mediante observagéo e identificagdo bi-diaria
das ovelhas com marcas de cor visiveis na regido da garupa (em resultado dos marcadores aplicados
aos carneiros). A fim de facilitar o maneio dos animais e simultaneamente garantir a correta
identificagao, os animais foram observados nos momentos de ordenha, ao longo dos 3 dias em que os
machos estiveram em contacto com as fémeas. O primeiro registo foi realizado 36 horas apos a
colocagéao das fémeas a cobrigdo (M1) e o segundo as 72 horas, ou seja, no final do periodo de cobri¢do

(M2), imediatamente apos a retirada dos machos.

2.6.2 Diagnostico de gestagéo

O diagnéstico de gestacao foi realizado mediante ultrassonografia (ecografo portatil digital
Iberscan A9®, de sonda setorial, mecanica e multifrequéncia, 2,5 Mhz, 3,5 Mhz e 5,0 Mhz). Os
diagnésticos foram realizados em dois momentos apds o fim do periodo de cobrigdo: o primeiro, apds
72 dias e o segundo, apos 130 dias. Em cada um dos controlos ultrassonograficos, procedeu-se ao

registo do respetivo resultado para todos os animais: um diagnédstico de gestacao positivo ou negativo.

2.6.3 Prolificidade e tipologia de parto

Estes fatores foram avaliados com o auxilio dos colaboradores da exploragao através do registo
dos partos a medida que estes decorreram. Em cada parto foi efetuado o registo dos seguintes
parametros: identificagdo da ovelha, data de parto, tipologia de parto (distécico ou eutécico), nimero
total de crias nascidas (“Nascidos Totais”), numero de nados-vivos (“Nados vivos”) e nimero de nados-
mortos (“Nados mortos”) de cada grupo. Para este efeito foi realizada formacdo especifica aos

colaboradores envolvidos.

Foi definido como parto distocico todo e qualquer parto em que se verifica alguma anomalia
(de natureza materna ou fetal) que impossibilita a saida autonoma do feto, havendo por isso a
necessidade de intervengdo do médico veterinario (Mavrogianni, Brozos, 2008). O parto eutocico foi

definido por exclusao dos anteriores.

2.7 Edicdo e andlise dos dados

Os dados foram editados em Microsoft®Excel (Versdo 16.16.2020,© 2018 Microsoft), e
realizada a analise descritiva preliminar. Posteriormente foi realizada a analise estatistica através do
Programa SAS® (SAS Institute, Cary, NC, USA, 2000) designadamente através de Analise de Variancia
(ANOVA) e Teste de Qui-quadrado (TQQ). Foi considerado o valor de prova de p<0,05. A realizagéo



de ANOVA teve como principal objetivo a decomposigdo da variabilidade dos valores obtidos das
variaveis em analise. Apds a identificagao dos fatores que influenciam a variabilidade das variaveis em
estudo, pdde-se comparar as respetivas médias. Ja os TQQ, permitiram a analise de “tabelas de
contingéncia” que resultaram da classificagdo cruzada de duas ou mais variaveis. Foram também

calculadas as frequéncias relativas de ocorréncia dos varios fatores em analise

2.7.1 Taxa de retengdo (TR)

A TR foi calculada individualmente para cada grupo, como a percentagem de animais que
retiveram o dispositivo até ao dia 11 do tratamento, relativamente ao nimero de animais em cada grupo.

A diferenga entre as TR obtidas para cada grupo foi avaliada através de TQQ.

2.7.2 Avaliacdo de Progesterona sérica

Os dados de P4 sérica obtidos nos diferentes grupos e momentos, foram analisados através
de ANOVA e TQQ. Relativamente a ANOVA, através de um modelo que inclui apenas o efeito do
grupo, pretendeu-se averiguar se o efeito do grupo influenciou as concentragdes séricas médias de P4.
Adicionalmente pretendeu-se calcular a frequéncia de ocorréncia do nimero de animais de cada grupo
com concentragéo sérica de P4 superior a 1 ng/ml, correspondente a menor concentragéo sérica de P4
capaz de bloquear a atividade ovarica (Souza, 2010). Com o TQQ, pretendeu-se saber se a diferenga
entre o numero de animais com concentragdes séricas de P4 superiores a 1 ng/ml nos trés momentos

de colheita foi estatisticamente significativa.

2.7.3 Taxa de submissao (TS)

Apos o registo dos dados relativamente as ovelhas marcadas em cada momento de marcagéo
(M1 e M2), a TS foi determinada individualmente para cada grupo, e nos dois momentos, como a
percentagem de ovelhas pintadas na zona da garupa de cada grupo, relativamente ao numero de
ovelhas de cada grupo. A diferenga entre as TS obtidas para cada momento de marcagéo e para cada

grupo foi avaliada através de TQQ.

2.7.4 Taxa de concegéao (TC)

Ap0s a obtengédo dos resultados nos dois momentos de controlo ultrassonografico, determinou-
se, para cada grupo, as respetivas TC. Estas foram expressas como a percentagem de animais com
diagndstico de gestacédo positivo em cada grupo, sobre o numero total de animais controlados de cada
grupo. A fim de avaliar se a diferenga entre os trés grupos foi estatisticamente significativa, foi

igualmente aplicado um TQQ.



2.7.5 Tipologia de parto

Os dados relativos a tipologia de parto (distocico ou eutécico), foram analisados através da
aplicagéo de um TQQ, a fim de se averiguar se as diferengas entre os mesmos nos trés grupos foram
estatisticamente significativas. Foram calculadas as respetivas frequéncias de ocorréncia de partos

eutocicos/distocicos de cada grupo.

2.7.6 Prolificidade

Apods a obtengao dos dados relativos aos “Nascidos Totais”, “Nados vivos” e “Nados mortos”,
executou-se uma ANOVA (com um modelo que inclui apenas o efeito do grupo) para se saber se o
grupo de tratamento influenciou significativamente o nimero total de crias por parto, o numero total de
nados vivos por parto e o nimero de nados mortos por parto. Foi calculada a frequéncia de ocorréncia

em cada grupo para cada variavel avaliada.

3. Resultados

3.1 Taxa de retencéao

Através da anadlise da Tabela 1, pode verificar-se que CIDRS3 foi o grupo de animais que obteve
um valor mais elevado (100%), seguido por CIDR2 e CIDR1. As diferengas observadas n&o foram
estatisticamente significativas (p>0,05). Os animais que nao retiveram o dispositivo foram censurados

para as etapas posteriores da analise, tendo por isso CIDR1 ficado reduzido a 17 animais e CIDR2 a

18 animais.
Tabela 1: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Taxa de Retengao".
Grupos, n/N (%)
Parametro ‘ CIDR1 CIDR2 CIDR3 ‘ Total ValorQQ Valorp
Taxa de retencédo | 17/20 (85,0%) 18/20 (90,0%) 17/17 (100,0%) 57 1,93 0,38
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3.2 Avaliagéo de Progesterona sérica

Os resultados da analise de variancia (vide Tabelas 2 e 3) indicam também que nao foi possivel
observar diferengas significativas entre as concentragdes séricas de P4 nos trés grupos, em nenhum
dos momentos. No entanto, os valores de P4 ao dia 0, apresentaram o valor de p mais proximo de 0,05
(vide Tabela 2).

Os valores médios da concentragdo de P4 avaliada nos trés momentos, encontram-se
apresentados na Tabela 2 e foram superiores no dia 0. No que diz respeito aos valores médios da
concentragao sérica de P4 e respetivos desvios padrbes (vide Tabela 3), o grupo que apresentou um
valor mais elevado no dia 0 foi CIDR1. Enquanto nos dias 5 e 11 (dia de remogao dos CIDRs) foram os
grupos CIDRS3 e CIDR2, respetivamente.

A evolucéo das concentragdes séricas de P4 médias, ao longo dos trés momentos de colheita,
encontra-se representada no Grafico 1.

As diferengas entre os numeros de animais dos diferentes grupos que obtiveram concentragéo
sérica de P4 superior a 1 ng/ml ndo foi estatisticamente significativa em nenhum dos trés momentos
avaliados. No dia 0, CIDR 1 foi o grupo que apresentou uma maior percentagem de animais com

concentragao sérica de P4 superior a 1 ng/ml. Enquanto nos dias 5 e 11, foi CIDR3 (vide Tabela 4).

Tabela 2: Resultado da ANOVA aplicada a variavel "Concentragéo sérica de P4", no dia 0, 5 e 11 do protocolo farmacoldgico

Dia 0 ‘ Dia 5 ‘ Dia 11
Numero de observagées 52 52 52
Média 4,47 1,53 1,09
Graus de liberdade modelo 2 2 2
F modelo 298 165 0,16
Valor de p 0,06 0,20 0,85
Coeficiente de determinagéo (r?) | 0,11 0,06 0,06
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Tabela 3: Resultado da ANOVA aplicada a variavel "Concentragéo de P4", no dia 0, 5 e 11 do protocolo farmacolégico, em cada
um dos grupos

Grupos

Total F Val
Parametro CIDR1 CIDR2  CIDR3 | T°% alorp

Concentragao sérica de P4

Dia0O | 7,51+1,52 3,06+1,48 2,92+1,52 52 298 0,06

Dia5 | 1,57+0,26 1,19+0,26 1,85+0,26 52 1,65 0,20

Dia 11 | 1,02+0,25 1,20+0,24 1,05+0,25 52 0,16 0,85

10
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Grafico 1: Representacao grafica dos resultados da ANOVA aplicada a variavel "Concentragao sérica de P4", no dia 0, 5 e 11 do protocolo
farmacolodgico, em cada um dos grupos
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Tabela 4: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Concentragao de P4>1 ng/ml" nos dias 0, 5 e 11 do protocolo farmacolégico, em cada um
dos grupos

Grupos, n/N (%)

. Total ValorQQ Valorp
Parametro CIDR1 CIDR2 CIDR3

Concentragao sérica
de P4 >1 ng/ml

Dia 0 14/17 (82,4%) 14/18 (77,8%) 12/17 (70,6%) 52 0,67 0,71
Dia 5 11/17 (64,7%) 7/18 (38,9%) 12/17 (70,6%) 52 4,11 0,13
Dia 11 417 (23,5%) 6/18 (33,3%) 6/17 (35,3%) 52 0,64 0,73

3.3 Periodos de marcagao e Taxa de Submisséo

Através da analise da Tabela 5, pode verificar-se que em M1 (36h apdés a colocagao dos
machos) a TS nos 3 grupos foi superior a obtida em M2 (72h apds a colocagdo dos machos). Em M1,
a TS foi superior em CIDR1, enquanto que em M2 foi superior em CIDR2. Apesar das diferengas
absolutas observadas entre os grupos de reutilizagdo e o grupo de aplicagédo de “dispositivo de novo”,

estas nao foram significativas (p>0,05).

Tabela 5: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Taxa de Submiss&o", nos momentos M1 e M2, em cada um dos grupos

Grupos, n/N (%)

Parametro CIDR1 CIDR2 CIDR3 Total ValorQQ Valor p

Taxa de submissao

M1 | 14/17 (82,4%) 11/18 (61,1%) 12/17 (70,6%)
52 1,93 0,38
M2 | 3/17 (17,7%)  7/18 (38,9%)  5/17 (29,4%)
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3.4 Taxa de concegéao

As TC obtidas nos dois momentos de diagndstico ecografico foram iguais em todos os grupos
e CIDR2 foi o grupo que obteve um valor mais elevado. Nao obstante, as diferengas nao foram

estatisticamente significativas (vide Tabela 6).

Tabela 6: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Taxa de concegéo”, nos dias 23/10/2019 e 20/12/2019, em cada um dos grupos

Grupos, n/N (%)
Parametro CIDR1 CIDR2 CIDR3 Total ValorQQ Valorp

Taxa de concegdo

Dia 23/10/2019 | 15/17 (88,2%) 17/18 (94,4%) 14/17 (82,4%) 52 1,25 0,53

Dia 20/12/2019 | 15/17 (88,2%) 17/18 (94,4%) 14/17 (82,4%) 52 1,25 0,53

3.5 Taxa de parto

CIDR2 foi o grupo que apresentou uma maior taxa de parto. Estes dados estdo em consonancia
com as TC obtidas e descritas anteriormente (vide Tabela 6). Através da realizagdo do TQQ, apesar
das diferengas entre os grupos de reutilizagao e o grupo de utilizagdo de “dispositivo de novo”, nao foi

possivel identificar diferenca significativa nos resultados obtidos (vide Tabela 7).

Tabela 7: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Taxa de parto", em cada um dos grupos

Grupos, n/N (%)

Parametro CIDR1 CIDR2 CIDR3 Total ValorQQ Valorp

Taxa de parto | 15/17 (88,2%) 17/18 (94,4%) 14/17 (82,4%) 52 1,25 0,53
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3.6 Tipologia de parto

Relativamente a tipologia de parto, verificou-se uma maior percentagem de ocorréncia de
partos eutocicos em CIDR1. Enquanto que CIDR2 foi 0 grupo que apresentou uma maior percentagem
de ocorréncia de partos distocicos. Apesar das observagbes registadas, ndo foram detetadas

diferengas estatisticas entre os grupos, para nenhum dos fatores descritos (p>0,05) (vide Tabela 8).

Tabela 8: Resultado do TQQ aplicado a variavel "Tipologia de parto", nomeadamente “Parto eutécico” e “Parto distocico”, em cada um dos grupos

Grupos, n/N (%)

Parametro CIDR1 CIDR2 CIDR3 Total ValorQQ Valorp

Tipologia de parto

Parto eutdcico | 14/15 (93,3%) 14/17 (82,4%) 13/14 (92,9%)

46 1,28 0,53

Parto distocico | 1/15 (6,7%) 317 (17,7%)  1/14 (7,1%)

3.7 Prolificidade

A partir da analise das Tabelas 9 e 10, pode verificar-se que o efeito grupo néo influenciou

significativamente o numero de “Nascidos totais” (p=0,6). O valor médio de crias por parto foi 1,72 (vide
Tabela 9).

Analisando o numero médio de crias nascidas (“Nascidos totais”), “Nados vivos” e “Nados
mortos”, e os respetivos desvios padroes, observou-se que CIDR3 foi o grupo que apresentou um valor
mais elevado (vide Tabela 10).
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Tabela 9: Resultado da ANOVA aplicada ao nimero total de animais nascidos

Numero de observagoes 46
Média 1,72
Graus de liberdade modelo 2
F modelo 0,45
Valor de p 0,64
Coeficiente de determinagio (r?) 0,02

Tabela 10: ANOVA aplicada a variavel "Prolificidade", nomeadamente "Nascidos totais", "Nados vivos" e "Nados mortos", em

cada um dos grupos

Grupos

F Val
Parametro CIDR1 CIDR2 ciors | 7ot alorp

Prolificidade
Nascidos totais | 1,65+0,52 1,71+0,16 1,86+0,17 46 0,45 0,64

Nados vivos | 1,53+0,17 1,563+0,16 1,71+0,18 46 0,37 0,69

Nados mortos | 0,13+0,13 0,12+0,12 0,14+0,14 46 0,01 0,99

Na Tabela 11, encontram-se especificados os valores relativos a caracterizagdo dos animais
nascidos. De um total de 79 crias nascidas (“Nascidos totais”), verificou-se um maior nascimento de

borregas (tendo esta sido mais elevada em CIDR3).

Relativamente a percentagem de “Nados vivos”, CIDR3 foi o grupo que apresentou um valor

mais elevado. No total, a percentagem de borregos foi superior a de borregas.
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Por ultimo e analisando os valores médios obtidos relativamente aos “Nados mortos”, estes
foram superiores em CIDR1 e CIDR2. No entanto, percentualmente os 3 grupos apresentaram valores

iguais entre si.

Tabela 11: Frequéncia de ocorréncia das variaveis "Nascidos Totais", "Nados vivos" e "Nados mortos"

Grupos, n/N (%)

Parametro

CIDR1

CIDR2

CIDR3

Total

Nascidos totais

25/79 (31,7%)

25/79 (31,7%)

29/79 (36,7%)

79

Fémeas | 13/25 (52%)  11/25 (44%)  16/29 (55,1%) 40/79 (50,6%)
Machos | 12/25 (48%)  14/25(56%)  13/29 (44,8%) 39/79 (49,4%)
Nados vivos | 23/73 (31,5%) 23/73 (31,5%) 27/73 (36,9%) 73/79 (92,5%)
Fémeas | 12/23 (52,2%) 10/23 (43,5%) 14/27 (51,9%) 36/73 (49,3%)
Machos | 11/23 (47,8%) 13/23 (56,5%) 13/27 (48,2%) 37/73 (50,7%)

Nados mortos

Fémeas

Machos

2/6 (33,3%)
1/2 (50%)

1/2 (50%)

2/6 (33,3%)
1/2 (50%)

1 /2(50%)

2/6 (33,3%)
2/2 (100%)

0

6/79 (7,6%)
416 (66,7%)

2/6 (33,3%)

4. Discussao

As desvantagens relativas a aplicagao de protocolos de longa duragéo (11 a 14 dias) referidas
por Johnson e col. (1996) e Leyva (1998) estado associadas a exposigao do foliculo a concentragbes de
P4 sub-luteinicas no fim dos protocolos e consequente aumento da probabilidade de ocorréncia de
falhas ovaricas e formacao de foliculos persistentes. Apesar destas desvantagens, a eleigdo de um
protocolo de longa duragao é justificavel uma vez que a sua associagao com a administragéo de eCG
€ considerada a estratégia mais eficaz na indugéo e sincronizagao éstrica durante o periodo de anestro

sazonal (Amer, Hazzaa, 2009).
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Neste estudo foram selecionados os dias 0, 5 e 11 para a realizagdo da colheita das amostras
sanguineas. Esta decisdo teve como principal objetivo monitorizar e garantir que se alcangava o nivel
de P4 sérico minimo de referéncia (>1 ng/ml) até ao momento de retirada do dispositivo. Traduzindo
simultaneamente a adequacgéo e eficacia de reutilizagdo “tardia” e “imediata” em protocolos de curta
duracéo (5 dias). Caso as concentragdes de P4 ndo se mantivessem elevadas o suficiente (>1 ng/ml)
até ao dia 11 do protocolo, tal seria uma contraindicacdo clara a reutilizagdo dos CIDRs em protocolos

de longa duragao (11 dias).

Os resultados observados no presente estudo, vao ao encontro dos resultados obtidos por
Swelum e col. (2018, 2019), podendo concluir-se que a reutilizagao de CIDR em PR é possivel, viavel
e sem qualquer perda de fertilidade, prolificidade ou outra aqui estudada. Comprovou-se ainda que,
contrariamente ao que € afirmado na secgdo 4.9 do RCMV do CIDR®ovis 0,35g (“Cada dispositivo
destina-se a ser utilizado uma s6 vez”), estes podem ser reutilizados em protocolos de 11 dias, de uma
forma “tardia” ou “imediata”. A semelhancga do que foi relatado por Swelum e col. (2019), ao longo dos
11 dias do protocolo farmacoldégico aplicado, constatou-se que a concentragao sérica de P4 média nos
trés grupos foi consistentemente superior a 1 ng/ml, garantindo assim a supressdo da ciclicidade
ovarica. A maturagéo folicular e posterior ovulagédo foram suspensas até ao momento da remocgao dos
dispositivos (Diskin et al., 2002). A diminuigao da concentragao de P4 sérica de forma abrupta, inibe o
mecanismo de feedback negativo sobre a neurohipéfise levando a secregdo de hormona foliculo-
estimulante e hormona luteinizante, com consequente desenvolvimento de uma nova onda folicular e
ovulagdo (Hashim and Sembiring, 2013; Dias et al., 2015). E igualmente importante salientar que,
apesar das diferencas nos valores numéricos encontrados nos valores de P4 sérica nos diferentes
grupos, nenhum foi estatisticamente significativo (p>0,05). A concentragéo sérica de P4 média no dia
0, em CIDR1, parece apresentar um desvio em relagao as restantes (vide Grafico 1 e Tabela 3). Este
facto pode estar relacionado com os valores de P4 obtidos em dois dos 17 animais do grupo, que foram
demasiado elevados (26,9 ng/ml e 40,0 ng/ml). Os valores médios de P4, no dia 0, em todos os grupos
foram superiores aos encontrados no dia 5 e 11. Sugerindo desta forma que, apesar do protocolo
farmacoloégico ter sido implementado em agosto, os animais encontravam-se ciclicos e na fase luteinica

do ciclo reprodutivo (Souza, et al., 2002; Vilarifio et al., 2011).

Relativamente a taxa de submissao, sublinha-se que a maioria dos animais dos diferentes
grupos apresentaram comportamento de cio e aceitagdo de monta até as primeiras 36 horas (M1). A
maior taxa de submissdo em M1 foi observada no grupo CIDR1 enquanto a taxa de submissao posterior
as 36h (M2) foi maior nos grupos CIDR2 e CIDR3. Estes resultados embora ndo apresentem diferenca
estatisticamente significativa, podem ser justificados pelo facto de, em CIDR1, o valor médio de
progesterona ao dia 11 ser o mais baixo (1,02+0,25 ng/ml), despoletando assim uma resposta éstrica
mais precoce. Adicionalmente o presente estudo demonstra igualmente um igual sucesso na
reutilizacdo “tardia” (CIDR3), o que permite a flexibilizagao da reciclagem dos dispositivos, bem como

a reducgdo drastica do custo médio do protocolo nas exploragoes.
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Apds anadlise dos resultados obtidos relativamente a TR, ao contrario do que foi relatado por
Swelum e col. (2018, 2019), apesar da diferenga néo ser estatisticamente significativa, verificou-se uma
taxa de retengdo menor no grupo com utilizagdo de CIDR de novo (CIDR1). A variagdo individual na
introducdo dos dispositivos no meio intravaginal das ovelhas pelo médico veterinario e/ou a diferenga
entre os produtos usados para a higienizacao e assepsia dos dispositivos pode ser a resposta para a
diferenca no resultado; nos estudos referidos foi usada uma solugdo alcodlica, enquanto no presente

estudo foi utilizada uma solugdo de iodopovidona diluida.

Relativamente aos resultados obtidos nos diferentes momentos de controlo ultrassonografico
e calculo da respetiva TC, foi possivel comprovar a igualdade de resultados individuais em cada um
dos grupos, em ambos os momentos. Significando assim que nao houve perda gestacional em nenhum
dos animais e que o método de controlo ultrassonografico foi bem executado. Apesar de, mais uma
vez, as diferengas ndo serem estatisticamente significativas, a TC foi superior em CIDR2, vindo
contrariar os resultados obtidos por Ungerfeld (2009), que refere que a TC em ovelhas, € menor em
dispositivos de progesterona reutilizados por periodos de tempo com duragdo igual ou superior a 11
dias. As TC dos diferentes grupos (88,24%, 94,44% e 82,35%, para CIDR1, CIDR2 e CIDRS3,
respetivamente) foram superiores as obtidas por Amer, Hazzaa (2009) e Swelum e col. (2019). Tal facto
pode ser justificavel pelo bom maneio, estado sanitario e condigdo corporal do efetivo. A analise da
informacao permite também concluir que a ocorréncia de parto vai de encontro aos valores da TC. Nao
foram, de igual forma, encontradas diferengas na tipologia de parto e caracterizagdo dos animais

nascidos, nos diferentes grupos em estudo.

Varios autores referem vantagem na utilizagdo de outros protocolos alternativos, quer na
duragdo quer na auséncia da aplicagao de eCG (Martinez-Ros et al, 2019). Como tal, numa perspetiva
futura, podera ser interessante aferir a eficacia dos mesmos modelos de reutilizagdo em protocolos de
curta duragédo (5 a 7 dias) ou em protocolos alternativos que prescindam, designadamente, da

administracéo da eCG.

E de referir a importancia dos resultados obtidos no presente estudo, do ponto de vista
zootécnico, por permitir a obtencdo da MREE em exploragdes de maior e menor dimenséo dado que o
modelo de reutilizagdo tardia podera ser uma mais valia em exploragbes mais pequenas onde a
sincronizagdo de novos grupos de animais possa carecer de algum distanciamento temporal. E ainda
de apontar a relevancia deste trabalho numa abordagem One Health, ndo s6 de saude humana e
animal, mas também ambiental, uma vez que vai de encontro a exposi¢cdo a dose minima necessaria,
minimizagao de residuos e de utilizagdo de recursos farmacoldgicos, sobretudo de origem hormonal,
de residuos de plasticos da matriz do dispositivo e demais procedimentos de embalamento e recursos

de produgao e comercializagao.
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5. Conclusoes

O presente estudo demonstrou que a sincronizagao éstrica em ovinos pode ser obtida através
da reutilizagao de dispositivos de CIDR®ovis0,35g (de forma “imediata” ou “tardia”) em protocolos de
11 dias, previamente utilizados uma vez e durante o mesmo periodo de tempo. Os resultados obtidos
nao evidenciaram qualquer diferenga significativa entre a utilizagdo de CIDR®ovis 0,35g de novo e a

sua reutilizacéo “imediata” ou “tardia”.

Com o apoio do tecido empresarial, foi criada com sucesso a tdo desejada ligagéo entre o
ensino superior e as necessidades reais dos produtores, simultaneamente a aplicacédo e respeito do
conceito One Health e a politica dos 3 R’s.
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