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RESUMO

AVALIACAO DE PROTOCOLOS PARA SUPEROVULACAO OVINA

Démis Carlos Ribeiro Menezes!, Jairo Pereira Neves?, Ivo Pivato?
Médico Veterinario, UnB, Brasilia-DF, Brasil, 2professor Doutor, UnB, Brasilia-DF, Brasil.

Realizaram-se trés experimentos com objetivo de avaliar os efeitos da utilizacdo de doses
reduzidas e diminuicdo do numero de administracbes de FSH, além da utilizacdo exdgena de
progesterona na resposta superovulatoria e producédo de embriGes em ovelhas. Nos experimentos
1 e 2 fez-se uma pré-sincronizacdo do estro e 84 h ap6s iniciou-se a estimulacdo ovariana
utilizando FSH em 8 aplicagdes. No experimento 1 os tratamentos diferiram quanto a dose de
FSH, sendo T1: 200 mg, T2: 133 mg e T3: 80 mg. Para o experimento 2 no T1 sem P4 e no T2
com P4 inserido 12h antes do inicio da SOV. No experimento 3 para o protocolo de SOV a
sincronizacdo do estro foi obtida com CIDR por 14 dias. Para a estimulagdo ovariana utilizou-se
133mg de FSH, no T1 em 8 aplicacdes a cada 12 horas e no T2 em 4 aplicacOes a cada 24 horas.
As IA foram realizadas com sémen congelado por via laparoscépica e a coleta de embrides por
hemilaparoscopia. No experimento 1 o percentual de doadoras que responderam a SOV foi
menor (p < 0,01) quando utilizada a dose de 80 mg de FSH do que quando utilizadas as doses de
133 e 200 mg, que foram semelhantes entre si. Observou-se que a média de estruturas coletadas
(T1 =3,92; T2 = 4,29; T3 = 2,23), de embribes viadveis (T1 = 1,54; T2 = 3,86; T3 = 0,33),
embrides congelaveis (T1 = 1,38; T2 = 3,29; T3 = 0,33) e a média de CL das ovelhas que
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responderam a SOV (T1 = 8,46; T2 = 8,14; T3 = 5,67) foram similares entre os tratamentos (p >
0,05). No experimento 2 observou-se que a média de estruturas coletadas (T1 = 3,43; T2 = 4,0),
de embrides viaveis (T1 = 1,43; T2 = 1,83), embribes congelaveis (T1 = 1,29; T2 = 1,33), a taxa
de resposta das doadoras a SOV (T1 = 48,28%; T2 = 41,38%) e a media de CL (T1 =6,29; T2 =
7,0) foram semelhante (p > 0,05). No experimento 3 observou-se que a média de estruturas
coletadas (T1 = 3,47; T2 = 2,55) e a taxa de resposta das doadoras a SOV (T1 = 88,24%; T2 =
64,70%) foram similares entre os tratamentos (p > 0,05). No que se refere a embrides viaveis (T1
=2,40; T2 = 0,82), embrides congelaveis (T1 =2,07; T2 = 0,82) e médiade CL (T1=7,47; T2 =
5,73) o grupo oito doses foi melhor que o grupo quatro doses (p < 0,05). As doses de 200, 133 e
80 mg de FSH para realizagdo da SOV em ovelhas Santa Inés apresentaram resultados
semelhantes na producédo de embrides, sendo 80 mg pior na resposta superovulatoria. A utilizacéo
de progesterona exdgena durante a SOV nao melhora a resposta superovulatdria e producédo de
embrides. O protocolo oito doses de FSH a intervalos de 12 horas se mostra como a melhor
opcao para SOV em ovelhas Santa Inés.

Palavras-chave: embrido, ovelhas, reproducdo, ruminantes, Santa Inés.



Xiii

ABSTRACT

PROTOCOLS FOR SHEEP SUPEROVULATION ASSESSMENT

Démis Carlos Ribeiro Menezes!, Jairo Pereira Neves?, Ivo Pivato?
1Veterinarian, UnB, Brasilia-DF, Brazil, 2 Professor Doctor, UnB, Brasilia-DF, Brazil.

There were three experiments to evaluate the effects of using low doses and reducing the number
of FSH administration, in addition to the exogenous use of progesterone in superovulatory
response and embryo production in sheep. In Experiments 1 and 2 was made a pre-
synchronization of estrus and 84 h after started ovarian stimulation using FSH in 8 applications.
In experiment 1 the treatments differ in the FSH dose: T1: 200 mg, T2: T3 133 mg and 80 mg.
For experiment no 2 at T1 and T2 P4 P4 inserted 12h before the SOV. Experiment 3 SOV
protocol for synchronization of oestrus was obtained with CIDR for 14 days. For ovarian
stimulation is used 133mg of FSH in 8 T1 applications every 12 hours in 4 and T2 applications
every 24 hours. The inseminations were performed with frozen semen by laparoscopy and
embryo collection by hemilaparoscopia. In experiment 1 the percentage of donors who responded
to SOV was lower (p <0.01) when used at a dose of 80 mg of FSH when used at doses of 133 and
200 mg were similar. It was observed that the mean collected structures (T1 = 3.92, T2 = 4.29,
T3 = 2.23), of viable embryos (T1 =1.54, T2 = 3.86, T3 = 0.33), freezable embryos (T1 = 1.38;
T2 = 3.29; T3 = 0.33) and the average CL of the sheep who responded to SOV (T1 =8.46; T2 =
8.14; T3 = 5 67) were similar between treatments (p> 0.05). In Experiment 2, we observed that
the mean collected structures (T1 = 3.43, T2 = 4.0), viable embryos (T1 = 1.43, T2 = 1.83),
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freezable embryo (T1 = 1.29; T2 = 1.33), the donor response rate to the SOV (T1 = 48.28%; T2 =
41.38%) and CL medium (T1 = 6.29, T2 = 7.0) were similar (p> 0.05). Experiment 3 showed that
the average collected structures (T1 = 3.47; T2 = 2.55) and the response rate of donors to SOV
(T1 = 88.24%; T2 = 64.70%) were among treatments (p> 0.05). With regard to viable embryos
(T1 =240, T2 =0.82), freezable embryo (T1 =2.07, T2=0.82) and mean CL (T1 =7.47,T2=5
73) the eight-dose group was better than the four-dose group (p <0.05). Doses of 200, 133 and 80
mg of FSH to perform the SOV in Santa Ines ewes showed similar results in the production of
embryos, 80 mg worst in superovulatory response. The use of exogenous progesterone during
SOV does not improve superovulatory response and embryo production. The protocol eight FSH
doses to 12 hours intervals shown as the best option for SOV in Santa Ines sheep.

Keywords: embryo, sheep, breeding, ruminants, Santa Ines.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO

1.1 Problemaética e relevancia

No Brasil, a ovinocultura vem se destacando como alternativa de producdo e
rentabilidade para pequenos, médios e grandes produtores (Pacheco & Quirino, 2010). A abertura
do mercado para a ovinocultura estimulou a intensificacdo dessa atividade no Nordeste e regido
central do pais, criando, assim, uma demanda de novas técnicas de manejo (Ribeiro et al. 2011).
Nesta perspectiva, ha necessidade de se conhecer o material genético e o potencial produtivo e
reprodutivo dos animais produzidos. Ao desempenho reprodutivo deve-se dar atencdo especial,
principalmente, devido as particularidades apresentadas pela espécie e por este expressar a
eficiéncia da multiplicacdo dos genotipos e, consequentemente, a lucratividade do sistema
produtivo. Para isso é necessério usar todas as ferramentas que auxiliem a reproducdo animal
(Pacheco & Quirino, 2010). Assim as biotécnicas da reproducdo, quando devidamente usadas,
sdo fortes aliadas e respondem por significativas melhorias na produtividade e rentabilidade dos
rebanhos (Simplicio et al. 2007).

O desenvolvimento e aprimoramento dessas biotécnicas, principalmente a MOTE,
permitiu 0 aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos. Isso porque permitiu um maior nimero
de crias por fémea, o que levou a uma maior disseminacdo de material genético com
caracteristicas desejaveis (Lima & Santos, 2010), acelerarando o processo de selecdo animal
(Neves et al. 2010).



A transferéncia de embries em ovinos tem sido intensificada no Brasil
especificamente em animais da raga Santa Inés, impulsionadas pela alta valorizagéo de seus
produtos e pela necessidade de uma rapida multiplicacdo do material genético (Fischer Neto,
2009).

Independentemente da biotécnica empregada para melhorar a eficiéncia
reprodutiva, a variagdo individual na resposta hormonal para maltipla ovulacdo € condicionada
por fatores extrinsecos (pureza, fonte de gonadotrofinas, protocolo de administracdo e condicGes
ambientais), bem como aos intrinsecos (raca, nutricdo, idade e estado reprodutivo), segundo
Sartori & Mollo (2007). Avancos na compreensdo das fungdes e inter-relacfes da foliculogénese,
crescimento do foliculo, maturagdo do ovocito, ovulacdo e fertilizagdo, poderdo determinar
reducdo de custos e uma maior eficiéncia nos tratamentos hormonais nesses programas (Gibbons
etal. 2011).

O principio basico da superovulacéo é o fornecimento de quantidade elevada de
alguns hormonios, em determinados momentos, promovendo a ovulacdes mdaltiplas. Os
principais hormdnios utilizados para este fim, sdo FSH e eCG. O FSH apresenta meia vida curta
devendo para isso ser usado com elevada frequéncia. O eCG, no entanto, devido a problemas
relacionados a regressdo prematura de corpo lateo (RPCL) e formacdo de anticorpos, vem sendo
cada vez menos utilizado (Amiridis & Cseh, 2012).

Para Gusmao & Moura (2005) nédo existe um protocolo para superovulacdo de
ovelhas capaz de oferecer uma seguranca minima na resposta superovulatoria. De acordo com
Simplicio et al. (2007), deve-se estar com a expectativa para que 20 a 30% das fémeas
superovuladas ndo produzam embrides transferiveis. Assim, a busca de maior eficiéncia no
processo em se obter mdltiplas ovulagdes para uma melhor producdo embrionaria, se faz
necessaria devido a grande diversidade de resultados das doadoras submetidas a programas de
MOTE (Bicudo et al. 2009).

Neste sentido Fonseca (2005) relata que a superovulacéo € um tépico que demanda
estudos mais aprofundados para determinacdo de protocolos mais simples, eficientes, menos
estressantes e menos onerosos. A realizacdo de programas de MOTE com menores quantidades
de horménios poderdo ser utilizadas com o intuito de verificar a eficiéncia e variabilidade na

resposta embrionaria.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta superovulatoéria, producao e qualidade de embrides em ovelhas
da raca Santa Inés fente a utilizacdo dos protocolos de superovulacdo denominados “Dia 0” e

tradicional.

1.2.2 Objetivos especificos

Verificar a resposta superovulatéria e producdo de embrides, utilizando doses
reduzidas de FSH para SOV no protocolo “Dia 07;

Avaliar a resposta superovulatéria e producdo de embrides, utilizando
progestagenos, durante a SOV no protocolo “Dia 0”;

Determinar a resposta superovulatoria e producdo de embriBes, utilizando

diferentes esquemas de aplicacdo de FSH no protocolo tradicional.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transferéncia de embrides

A programacdo das atividades reprodutivas do rebanho tem um impacto direto
sobre a gestdo da criacdo. Neste contexto através de procedimentos de controle hormonal pode-se
realizar a IA e a TE em momentos pré-determinados facilitando o manejo das propriedades
(Fonseca, 2006). Essas biotécnicas da reproducdo em pequenos ruminantes tém sido cada vez
mais utilizadas com o passar dos anos (Fonseca et al. 2011).

A TE é a segunda geracdo das biotécnicas reprodutivas que surgiram e consiste em
superestimular os ovérios das fémeas doadoras através de varias doses hormonais para provocar o
maior nimero possivel de ovulagdes simultaneamente e em consequéncia 0 maximo de embrides
viaveis (Ficher Neto, 2009). Mesmo acessivel aos produtores, essa biotécnica tem sido utilizada a
multiplicacdo de animais de alto valor, como forma de melhoramento genético do rebanho e uso
comercial, devido ao alto custo e variabilidade dos resultados que proporciona (Amiridis & Cseh,
2012), ainda sim é um procedimento que pode maximizar 0 numero de crias por doadoras
(Bicudo et al. 2009).

Protocolos eficazes e consistentes de superovulagédo de animais doadores (Cognie,
1999; Holtz, 2005) e a necessidade de estudos relacionados aos aspectos que interferem nos
resultados obtidos na TE (Guerra et al. 2011) devem ser analisados pois é importante considerar
todos os fatores de variagdo que podem afetar o resultado final (Rizzo et al. 2012). Além disso,
0s técnicos devem estar cientes das peculiaridades deste processo a fim de se alcancar beneficios

com seu uso (Gomes et al. 2014).



De acordo com Simplicio et al. (2007), sdo recuperados em média cinco embrides
viaveis por doadora. Deve-se esperar que 20 a 30% das fémeas superovuladas em um programa
ndo proporcionem embrides transferiveis. J& Rizzo et al. (2009) obtiveram uma média de 8,2
embribes transferiveis por doadora. Gusmao et al. (2007) realizaram coleta de embribes em
ovelhas Santa Inés e conseguiram uma média de 3,4 embrides viaveis, em ovelhas Dorper,

encontraram valores médios de 3,5 para embrifes viaveis (Gusmao et al. 2009).

2.2 Controle hormonal da reproducéo

A reproducdo dos pequenos ruminantes pode ser controlada por varios métodos
que envolvem a administracdo de hormonios exdgenos para modificar a cadeia fisiologica de
acontecimentos envolvidos no ciclo sexual, relacionada com o nimero de foliculos presentes nos
ovarios no inicio do tratamento com a gonadotrofina e da sua capacidade de crescer até estagios
pré-ovulatorios (Gonzales-Bulnes et al. 2000). O FSH é crucial para a manutencdo da funcéo
ovariana e necessario para o crescimento folicular, a concentracdo deste pode ser considerada um
fator limitante para a maturacgéo folicular (Saraiva et al. 2008).

A ativacdo dos foliculos primordiais do estagio de quiescéncia para a fase de
crescimento € a primeira e essencial etapa em que os foliculos primordiais deixam o estagio de
repouso e iniciam seu crescimento. Em espécies mamiferas, o continuo crescimento folicular é
controlado tanto por hormonios gonadotréficos e somatotréficos, como por fatores de
crescimento que agem, estes ultimos, direta ou indiretamente, de forma autocrina ou paracrina
(Martins et al. 2008).

O ciclo estral das ovelhas dura em média 17 dias, sendo que neste periodo ocorre a
emergéncia de trés ou quatro ondas de crescimento folicular em intervalos que variam de trés a
sete dias e em cada onda, um, dois ou trés foliculos podem atingir tamanho maior que 5 mm
(Contreras-Solis et al. 2008; Menchaca et al. 2010) com capacidade ovulatéria (Bartlewski et al.
2011). Seu controle ainda apresenta variagdes devido ao pouco conhecimento dos mecanismos

que envolvem o crescimento folicular e momento ovulatério. O entendimento desses mecanismos



é imprescindivel quando é levado em consideracdo a utilizagdo das biotécnicas de sincronizacéo,
inducdo de estro e superovulacdo (Bicudo et al. 2009).

Menchaca et al. (2010) relatam que os grandes foliculos inibem o crescimento dos
foliculos restantes através da supressdo de FSH, pela acdo da inibina A e do estradiol,
ocasionando uma dominancia folicular. Recomendam, dessa forma, iniciar um protocolo de
superovulacdo na auséncia desses grandes foliculos, logo apds a ovulagdo, quando o grupo de
pequenos foliculos estiver crescendo de forma homogénea.

Toosi et al. (2010) questionam a existéncia da dominancia folicular em ovelhas,
considerando que o0s mecanismos para a selecdo do foliculo, para o crescimento e
desenvolvimento em ondas foliculares e para reposicao do grupo de pequenos foliculos ovarianos
ndo sdo claros. Esta hipdtese também foi defendida por Bartlewski et al. (2011) por suspeitarem
que os foliculos de duas ondas consecutivas podem ovular simultaneamente, especialmente em
ovelhas prolificas e ondas foliculares induzidas ndo suprimem ou retardam o pico de FSH e
subsequente crescimento do foliculo.

O uso de dispositivos de progestagénos em combinacdo com prostaglandinas
resultam numa boa resposta de estro (Fleisch et al. 2012) podendo ser usados em combinacéo
com o0 eCG, FSH e hCG nos programas de multipla ovulacdo e transferéncia de embribes
(MOTE) (Abecia et al. 2012). Quando utilizar-se o0 eCG na sincronizagdo do cio e ovulagéo,
deve-se observar 0 momento da manifestacdo do estro, pois pode haver uma antecipacdo deste
evento (Ali, 2007). No entanto, devido a problemas relacionados a RPCL e formacdo de
anticorpos, 0 eCG vem sendo substituido pelo FSH nos protocolos de SOV. Mesmo assim o FSH
apresenta uma meia vida curta dificultando seu uso na SOV, devendo para isso ser usado com
pequenos intervalos de aplicacdo (Amiridis & Cseh, 2012). Apesar das controvérsias, Murphy
(2012) cita a utilidade do eCG na inducéo da foliculogénese, promocéo da puberdade, reversdo
do anestro e inducdo da SOV para TE.

Evans et al. (2001) relatam que em um protocolo de sincronizacdo com
progestagenos por 14 dias, algumas ovelhas podem ovular ovocitos envelhecidos, incapazes de
serem fertilizados e de se transformarem em embriGes viaveis. Além disso, Berlinguer et al.
(2007) evidenciaram que os foliculos ovulatérios de ovelhas tratadas com progestagenos mostram

deficiéncias na secrecdo de E, durante a fase pré-ovulatéria. Baby & Bartlewski (2011)



encontraram evidéncias que a P4 atua como regulador da concentracdo sérica de FSH em ovelhas,
0 que pode até determinar o numero de foliculos antrais por ciclo estral.

A hipotese de que a inducdo da luteodlise durante o ciclo estral natural possa ser
usada como método de sincronizacdo do estro em técnicas de reproducdo assistida em ovinos
(Gonzalez-Bulnes et al. 2005) é reforcada por Fierro et al. (2011), ja que baixas concentracdes de
P, resultam em foliculos pré-ovulatdrios com taxa de crescimento mais rapida e maior didmetro,
acarretando menores taxas de ovulacdo, concepc¢do, prolificidade e fecundidade (Fierro et al.
2013). A P, pode agir diretamente no ovario na melhoria do crescimento e desenvolvimento
folicular, impedindo o desenvolvimento de grande foliculo persistente, como também pode agir
sobre o0 eixo hipotalamo-hipofise-ovario (Husein & Ababneh, 2008).

Karaca et al. (2009) relataram que a combinacéo de analogo de GnRH (buserelina)
com P4 para protocolo de sincronizacdo de estro, melhorou a taxa de fertilidade em ovelhas
Tahirova na Turquia. J& Cavalcanti et al. (2012) também realizaram a sincronizacdo de estro
utilizando P, em combinacdo com analogo de GnRH (Licerelina), mas ndo encontraram melhora
na taxa de prenhez em ovelhas mesticas Santa Inés/Dorper.

Para Barret et al. (2008) e Menchaca et al. (2007) ovelhas tratadas com E,-17 f,
MAP e eCG apresentaram sincronia no momento da emergéncia da onda folicular e da ovulacao.
Bartlewski et al. (2008) observaram que a SOV realizada ap6s a administracdo de E,-17 B
resultou em aumento no nimero de ovulacdo de foliculos antrais e reduziu significativamente o
numero de foliculos anovulatorios luteinizados, melhorando os resultados de programas de IATF
e TE.

2.3 Protocolos superovulatorios

A superovulacdo € um processo que demanda estudos mais aprofundados para
determinacdo de protocolos mais simples, eficientes, menos estressantes e menos 0Nerosos.
Estudos detalhados que caracterizem doses menores e mais eficientes de hormonios poderdo
elevar a eficiéncia e diminuir a variabilidade de resultados em protocolos de SOV (Fonseca,

2005). Os protocolos tradicionais de SOV em pequenos ruminantes utilizam longos periodos de



progestdgenos (12 - 18 dias) e administracdo de gonadotrofina (FSH ou eCG) para
superestimulacdo ovariana. Estes protocolos ndo levam em consideragdo a informacgéo sobre a
dindmica folicular ovariana, ja que essa condi¢do tem sido associada a variabilidade na resposta a
SOV (Menchaca & Rubianes, 2006).

Para a realizacdo da SOV em programas de transferéncia de embrides em ovinos,

estdo disponiveis produtos tais como o FoIItropin®(FSH-p), 0 Pluset® (FSH-p) e 0 Ovagen®
(FSH-0) os quais tem se mostrado potencialmente eficientes na funcdo de estimular o
desenvolvimento folicular (Magalhé&es, 2009).

Gonzales-Bulnes et al. (2002) indicam que a administracdo de doses decrescentes
de FSH-o0 induz o crescimento de um numero elevado de foliculos pré-ovulatérios responsivos a
gonadotrofina, com posterior ovulagdo em todos 0s animais em que a onda de LH foi detectada.

A realizagdo da SOV pelo protocolo mais comumente utilizado, FSH em 8
aplicacdes em doses decrescentes, insercdo de dispositivo com P4 de 12 a 14 dias e eCG no
momento da remocdo de P4, apresentou resultado variavel no nimero e qualidade dos embribes
coletados. Mas quando se utilizou 0 GnRH como indutor da ovulacdo 24 h ap6s remocao de Py,
houve um aumento na produgdo embriondria, em nimero e qualidade. Estes resultados sdo
importantes para ajudar na implementacdo de programas de reproducdo assistida em pequenos
ruminantes (Menchaca et al. 2009).

A reducdo na concentracdo plasmatica de P4 ocasiona um feedback positivo entre o
E,, produzido pelo foliculo dominante em crescimento, e 0 GnRH culminando em um pico pré-
ovulatério de LH e na ovulagdo do foliculo. As concentracBes subluteais de P, aumentam a
frequéncia dos pulsos, mas ndo o pico de LH, ocasionando a persistencia do foliculo dominante.
Ja 0 aumento na concentracdo de P4 causa um efeito positivo na renovacéo folicular, aumentando
0 namero de grandes foliculos com potencial ovulatério (Rubianes & Menchaca, 2006).

Novas abordagens para controlar a dindmica folicular e para sincronizar a
emergéncia da onda 1 (protocolo “Dia 0), tem sido eficazes quando aplicadas antes de se iniciar
a SOV. Em geral, esta sincronizacdo pode evitar a dominancia folicular, aumentando o seu
recrutamento, as taxas de ovulagdo, a resposta superovulatoria das fémeas e/ ou producdo de
embrides (Menchaca et al. 2010). Neste protocolo considera-se que um grupo homogéneo de

pequenos foliculos em crescimento, sem que haja foliculo dominante, respondam a estimulagdo



10

com FSH desencadeiando um processo adequado de ovulagdes multiplas (Rubianes & Menchaca,
2006).

Menchaca et al. (2007) utilizando o protocolo “Dia 0 obtiveram cerca de trés CL
e dois embrides de graus 1 e 2 adicionais quando comparado com o protocolo tradicional em
cabras. Arashiro et al. (2009) e Neves et al. (2010) ndo encontraram diferencas entre o protocolo
tradicional e protocolo “Dia 0” em relacao ao numero de CL, ovdcitos, embrides viaveis e
resposta superovulatoria.

Uma percentagem inferior de embriGes viaveis foi obtida em ovelhas submetidas a
oito doses de FSH e uma diminuicdo na propor¢cdo FSH/LH, em comparacdo com os tratamentos
com apenas quatro doses de FSH e uma propor¢do de FSH/LH constantes (D’alessandro et al.
2005). Menchaca et al. (2009) e Oliveira et al. (2012) observaram uma clara melhoria na
producdo de embriBes transferiveis utilizando um indutor da ovulacdo 24 h apds a remocdo do
CIDR em protocolo de SOV com oito doses decrescente de 240 a 256 mg de FSH.

Forcada et al. (2011) demonstraram a eficécia da utilizacdo de um protocolo com
uma Unica dose de 210 Ul de FSH e 500 Ul de eCG para SOV e producdo de embrides, em
comparagdo com o protocolo de administracdo de seis doses decrescentes de 280 Ul de FSH em
ovelhas da raca Ojalada. Assim como Simonetti et al. (2008) que demonstraram a eficacia dos
protocolos simplificados para induzir superovulacdo em ovelhas da raca Corriedale. Entre os
protocolos utilizados, os de FSH-o junto com eCG numa Unica dose produziu resultado
semelhante a do protocolo de doses multiplas de FSH.

Os resultados do trabalho de Wu et al. (2011) indicam que uma dose total de 120
mg de FSH em uma aplicacao diaria por trés dias consecutivos pode ser tdo eficaz quanto 150 mg
em duas aplicacdes diarias por trés dias consecutivos na SOV de ovinos da raga Xinji, pois ndo
houve diferenca no nimero de embrides recuperados e de embrides transferiveis entre 0s grupos.
Cueto et al. (2011) concluiram que o protoclo tradicional se mostrou mais vantajoso para ovelhas
da raca Merino na Patagdnia quando comparado com um protocolo em Unica dose, tanto na
resposta quanto na producdo embrionaria.

A variabilidade na resposta superovulatoria e producdo de embribes apds a SOV
dependem da dose, fonte de hormonio, frequéncia de administracdo e a fase do ciclo estral
(Grazul-Bilska et al. 2007). Utilizando o protocolo tradicional de SOV com 200 mg de FSH

administrado em oito doses foi possivel obter uma média variando entre 3,8 e 7,33 embrides em
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ovelhas de diversas ragas e a SOV sendo realizada inclusive no periodo do anestro sazonal
(Azawi et al. 2010; Bartlewski et al. 2009; Bettencourt et al. 2008; Gharbi et al. 2012). Bruno-
Galarraga et al. (2014) recuperaram uma média de 8,3 embribes totais utilizando 80 mg de FSH
em oito aplicacGes para a SOV.

Mayorga et al. (2011) realizaram a SOV em ovelhas apo6s a detec¢do do estro
natural e verificaram ndo haver diferenca na resposta e producdo embrionaria quando comparadas

com ovelhas submetidas ao protocolo tradicional.

2.4 Fatores que interferem na producéo de embrides

Diversos estudos sobre MOTE estdo focados na variabilidade da taxa de ovulagéo
e producéo de embrides transferiveis em resposta ao tratamento com FSH exdgeno (Cognie et al.
2003). Devido ser esse 0 evento menos previsivel, podendo ser o mais frustrante e ainda néo
solucionado quanto ao problema na variabilidade da resposta superovulatoria das doadoras
(Fonseca et al. 2010). A possibilidade de maximizar as taxas de fertilidade em ovelhas reside em
melhorar os processos de crescimento e desenvolvimento folicular (Souza, 2013).

Muitos fatores podem afetar os resultados das respostas superovulatorias em
ovelhas, mas algumas medidas podem ser tomadas para minimizar estes resultados, as
preparacdes de FSH sdo mais apropriadas para a estimulacdo da SOV (Silva et al. 2003). Pode-se
tambem promover a selecdo de ovelhas multiparas com idade inferior a trés anos e mesticas
(Ehling et al. 2003), a raca (Ammoun et al. 2006) e ovelhas com estro natural para tratamento
superovulatério, o que poderia incrementar a eficiéncia da MOTE, pela possibilidade de
recuperagdo de maior nimero de embriGes transferiveis (Quan et al. 2011).

Bari et al. (2001) indicam que em coletas subsequentes as doadoras apresentam
respostas variadas podendo evidenciar que esta pode estar relacionada aos efeitos ndo repetitiveis.
Assim, Bruno-Galarraga et al. (2014) relatam que a elevada repetibilidade da resposta ovariana a
sucessivos tratamentos superovulatorias teria de estar associada com um elevado nivel de
reprodutibilidade para o nimero de embrides viaveis recuperados para ser utilizado como um

critério para a selecdo de doadoras com base na sua resposta ao primeiro tratamento hormonal.
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Forcada et al. (2000) ndo encontraram diferenca no numero de embriGes
transferiveis recuperados na primeira (5,0), segunda (5,4) e terceira (3,5) coletas consecutivas em
ovelhas da raca Rasa Aragonesa. Assim como Cordeiro et al. (2003) em ovelhas da raca Santa
Inés, citam que as mesmas responderam a tratamento de superovulacdo com FSH sem nenhuma
evidéncia para uma redugdo nas respostas a duas coletas sucessivas num intervalos de 90 dias.
Mas para Quan et al. (2011) a repeticdo de sucessivos tratamentos superovulatérios pode reduzir
0 namero de ovelhas utilizaveis para coleta de ambrides, além de diminuir o nimero de embrides
coletados.

A técnica de coleta de embrifes pode influenciar no resultado dos programas de
MOTE, sendo o método cirirgico o mais utilizado. Neste podem ocorrer problemas como
aderéncias e diminuicdo no numero e qualidade dos embrides coletados (Gibbons & Cueto,
2011). Ramon-Ugalde et al. (2008) obtiveram uma média de 5,9 vs 3 embrides recuperados por
lavagem no oviduto e Utero, respectivamente. Mas a coleta de embribes por técnica ndo cirdrgica
também pode ser utilizada, como demonstrado por Gusmao et al. (2007) que realizaram coleta
transcervical em ovelhas Santa Inés e conseguiram uma média de quatro embrides viaveis, em
ovelhas Dorper, encontraram valores médios de 3,5 para embrifes viaveis (Gusméo et al. 2009).

Gonzalez-Bulnes et al. (2005) relatam que o nimero e a viabilidade de embrides
obtidos in vivo aumenta quanto a superovulacdo inicia no comeco da fase luteal do ciclo estral,
permitindo a presenca de um CL durante o tratamento com progestagenos.

A taxa de ovulacdo e o nimero de embrides recuperados estdo relacionados com o
numero de pequenos (2 - 3 mm) foliculos responsivos a gonadotrofina, presentes no ovario na
primeira administragdo de FSH (Gonzalez-Bulnes &Veiga-Lopez, 2005). Bem como, foliculos
imaturos ou no inicio de atresia, que sdo estimulados a crescer pelo tratamento com FSH podendo
ser uma das causas para a anovulagdo (Veiga-Lopez et al. 2005). Lopez-Alonso et al. (2005)
indicam que a utilizacdo de um antagonista de GnRH administrado antes do inicio da SOV
suprime o efeito do félico dominante, acarretando um aumento de pelo menos dois foliculos
responsivos as gonadotrofinas, contribuindo para aumento na producgédo de embrides viaveis.

Em estudo retrospectivo, Gonzalez-Bulnes & Veiga-Lopez (2008) observaram que
a presenca de um foliculo dominante age de forma negativa no numero e viabilidade dos

embrides obtidos no ovario ipsislateral em ovinos estimulados com FSH, dando evidéncia a
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existéncia de fatores locais que afetam o final do desenvolvimento de foliculos subordinados
vizinhos de forma independente dos efeitos da dominéancia mediados por FSH.

A maioria dos foliculos secreta baixas concentraces de estrogenos e isso nao
afetou a viabilidade dos ovocitos e embrides, mas a presenca de foliculos altamente estrogénicos
pode influenciar negativamente a resposta superovulatoria devido a uma diminuigdo da taxa de
fertilizacdo (Veiga-Lopez et al. 2006). Em situacdo de estresse a frequéncia e a amplitude dos
pulsos de GnRH/ LH sdo suprimidos mesmo na presenca de baixas ou altas concentracdes de
estradiol, resultando em problemas reprodutivos (Dobson et al. 2012).

A RPCL é um fenbmeno comum em cabras e ovelhas superovuladas que recebem
grandes doses de FSH e/ ou eCG com o objetivo aumentar o nimero de foliculos ovulatérios,
ovulacdes e embribes. Todavia este estimulo pode se prolongar e os foliculos persistentes
permanecerem produzindo estrégenos levando a liberacdo precoce de PGF2a causando a
regressdo luteal, como consequéncia, nota-se um decréscimo na resposta superovulatéria
(Fonseca, 2005).

A administracdo de progesterona exdgena ou agentes luteotréficos (hCG, GnRH,
LH) pode prevenir ou reduzir a lutedlise, evitando perdas embrionarias iniciais (Fonseca, 2006).
Ainda exerce um importante papel na regulacdo da secrecdo de proteinas e de fatores de
crescimento pelo Utero que sdo essenciais para o desenvolvimento inicial dos embribes (Lima &
Souza, 2009).
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1 RESUMO

Realizaram-se dois experimentos com objetivo de avaliar os efeitos da utilizagdo de doses
reduzidas de FSH e a utilizacdo de progesterona para a SOV com o FSH, na resposta
superovulatoria e producdo de embribes em ovelhas no protocolo “Dia 0”. Fez-se uma pré-
sincronizacdo do estro e 84 h apds iniciou-se a estimulacdo ovariana utilizando FSH em 8
aplicacdes. No experimento 1 os tratamentos diferiram quanto a dose de FSH, sendo T1: 200 mg,
T2: 133 mg e T3: 80 mg. Para o0 experimento 2 no T1 sem P4 e no T2 com P4 inserido 12h antes
do inicio da SOV. As IA foram realizadas com sémen congelado por via laparoscopica e a coleta
de embrides por hemilaparoscopia cinco dias apos. No experimento 1 o percentual de doadoras
que responderam a SOV foi menor (p < 0,01) quando utilizada a dose de 80 mg de FSH do que
quando utilizadas as doses de 133 e 200 mg, que foram semelhantes entre si. Observou-se que a
média de estruturas coletadas (T1 = 3,92; T2 = 4,29; T3 = 2,23), de embribes viaveis (T1 = 1,54;
T2 = 3,86; T3 = 0,33), embribes congelaveis (T1 = 1,38; T2 = 3,29; T3 = 0,33) e a média de CL
das ovelhas que responderam a SOV (T1 = 8,46; T2 = 8,14; T3 = 5,67) foram similares entre 0s
tratamentos (p > 0,05). No experimento 2 observou-se que a média de estruturas coletadas (T1 =
3,43; T2 = 4,0), de embrides viaveis (T1 = 1,43; T2 = 1,83), embribes congelaveis (T1 =1,29; T2
= 1,33), a taxa de resposta das doadoras a SOV (T1 = 48,28%; T2 = 41,38%) e a média de CL
(T1=6,29; T2 = 7,0) foram semelhante (p > 0,05). As doses de 200, 133 e 80 mg de FSH para
realizacdo da SOV apresentaram resultados semelhantes na producdo de embrides, sendo 80 mg
pior na resposta superovulatoria e a utilizacdo de progesterona exogena durante a SOV néo

melhora a resposta superovulatéria e producao de embrides.

Palavras-chave: embrido, inseminacao artificial, ovinos, reproducgéo, ruminantes.
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2 ABSTRACT

There were two experiments to evaluate the effects of using low-dose FSH for SOV and the use
of progesterone during the SOV in superovulatory response and embryo production in ewes to
the Protocol "Day 0 ". A pre-synchronizing estrus made up to 84 h after started ovarian
stimulation utilizing FSH in 8 applications. In experiment 1 the treatments differ in the FSH dose:
T1: 200 mg, T2: T3 133 mg and 80 mg. For experiment no 2 at T1 and T2 P4 P4 inserted 12h
before the SOV. The inseminations were performed with frozen semen by laparoscopy and the
collection of embryos was performed by hemilaparoscopia five days after. In experiment 1 the
percentage of donors who responded to superovulation was lower (p <0.01) when used at a dose
of 80 mg of FSH when used at doses of 133 and 200 mg were similar. It was observed that the
mean collected structures (T1 = 3.92, T2 = 4.29, T3 = 2.23), of viable embryos (T1 = 1.54, T2 =
3.86, T3 = 0.33), and freezable embryos (T1 = 1.38; T2 = 3.29; T3 = 0.33) were similar between
treatments (p> 0.05). Regarding the amount of CL sheep who responded to SOV, the average
ranged between 5.67 and 8.46, with no difference (p> 0.05). In Experiment 2, we observed that
the mean collected structures (T1 = 3.43, T2 = 4.0) viable embryos (T1 = 1.43, T2 = 1.83) and
freezable embryo (T1 = 1, 29, T2 = 1.33) were similar between treatments (p> 0.05). The
response rate of donors to SOV was similar (p> 0.05) in T1 (48.28%) and T2 (41.38%). No
difference (p> 0.05) between treatments with the average CL (T1 = 6.29, T2 = 7.0). Doses of
200, 133 and 80 mg of FSH to perform the SOV showed similar results in the production of
embryos and the use of exogenous progesterone during SOV does not improve superovulatory

response and embryo.

Keywords: embryo, artificial insemination, sheep breeding, ruminants.
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3 INTRODUCAO

Os programas de MOTE em ovinos tém sido intensificados no Brasil nesta ultima
década, especificamente em animais da raga Santa Inés, impulsionados pela alta valorizacéo de
seus produtos e pela necessidade de uma rapida multiplicagdo do material genético (Fischer Neto,
2009). Estes programas tornaram-se possiveis pelo desenvolvimento de varios metodos para
controle dos eventos reprodutivos (Gonzales-Bulnes et al. 2000). Alguns destes envolvem o uso
de horménios exdgenos que modificam a fisiologia do ciclo sexual (Abecia et al. 2012). Mas
ainda ha uma variabilidade muito grande na resposta superovulatéria (Menchaca et al. 2010).

Os hormonios eCG, FSH e hCG tem sido utilizados para SOV em ovelhas
(Amiridis & Cseh, 2012). Essas gonadotrofinas interagem com compartimentos foliculares
somaticos e germinais levando a ovulacdo de um nimero de ovdcitos maior que o normal.
Todavia, esta interacdo € modulada no ovario tornando a resposta imprevisivel. Muitas
estratégias tém sido desenvolvidas para elevar o numero de embrides vidveis coletados de cabras
e ovelhas superovuladas (Fonseca 2005).

Em vérias espécies, a presenca de grandes foliculos no inicio do tratamento com
FSH ¢ relatado por uma baixa populacdo de pequenos foliculos, resultando em baixo
recrutamento folicular e resposta ovariana ao FSH, bem como afetando a producéo de embribes
(Menchaca et al. 2009). O protocolo “Dia 0” assegura a presenca de um grupo de pequenos
foliculos responsivos ao FSH no momento do inicio do protocolo de SOV (Menchaca et al.
2007).

Protocolos que usam fontes exdgenas de progesterona/progestagenos, combinadas

com FSH séo utilizados com sucesso por muitos pesquisadores e criadores em programas de
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MOTE em pequenos ruminates Ayres et al. (2012). Existe uma preocupacdo com relagcdo aos
residuos hormonais em produtos animais, dai estdo sendo feitos esforcos para reduzir o uso de
horménios em protocolos reprodutivos.

Bari et al. (2000) observaram que as concentracdes de P4 durante a fase folicular tem um
papel importante na determinacdo da taxa de ovulagcdo em fémeas superovuladas. Assim, Husein
& Ababneh (2008) relatam a importancia da administracdo de progestagenos nos programas de
inducdo de ciclos estrais em ovelhas, pois acarreta melhoria do crescimento e desenvolvimento
folicular, aumentando o ndmero de grandes foliculos com potencial ovulatorio (Rubianes &
Menchaca, 2006).

Além disso, foi demonstrado que a concentracdo plasmaética de progesterona é
baixa imediatamente apds a ovulagdo e durante o periodo de formacao inicial do CL, seguido por
aumento na concentracdo entre os dias 3 e 7 (Bartlewski et al. 2011), interferindo assim na
producdo embrionéria. Uma alternativa a esse problema seria a administracdo de progesterona
durante a SOV com o intuito de elevar a eficiéncia e diminuir a variabilidade da resposta a SOV
(Fonseca, 2005).

A superovulacdo é um topico que demanda estudos mais aprofundados para
determinacdo de protocolos mais simples, eficientes, menos estressantes e menos 0ONerosos
capazes de oferecer uma seguranca minima na resposta superovulatéria (Gusmao et al. 2013). O
estabelecimento de um protocolo para SOV que caracterizem doses menores e mais eficientes de
horménios (Fonseca, 2005) com o intuito de diminuir a variabilidade da producdo embrionaria se
faz necessario, pois iria ter impacto também no custo dos programas de MOTE.

Os objetivos destes experimentos foram avaliar os efeitos da utilizacdo de doses
reduzidas de FSH para a SOV e a utilizacdo de progesterona durante a SOV com o FSH na
resposta superovulatoria e producdo de embrides em ovelhas da raca Santa Inés no protocolo
“Dia 0”.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local, manejo alimentar e animais

Os experimentos foram realizados na primavera e verdo na Fazenda Costa,
localizada em Luziania — GO, latitude: 16° 15' 09" S e longitude: 47° 57' 01" W. Foram utilizadas
ovelhas padrdo da raca Santa Inés de 1 a 4 anos de idade, com peso variando entre 40 e 60 kg e
escore de condicdo corporal entre 3 e 4, (escala de 1 a 5), para serem doadoras de embrides.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, sob o protocolo UnBDoc
N°62749/2014.

Os animais foram mantidos em pastagem de Andropogon, Bachiaria, Massai,
Milheto e receberam racdo concentrada a base de soja, milho, sorgo e nucleo comercial. O
concentrado foi fornecido uma vez ao dia, ap6s 0s animais retornarem do pasto, 300 g por animal
em baias coletivas e tinham acesso livre a agua e sal mineral.

As ovelhas foram avaliadas clinicamente e por ultrassonografia por via transretal
para exame do sistema genital antes do inicio dos tratamentos hormonais. Também foi realizada
vaginoscopia para descarte de animais com transtornos inflamatorios vaginais que dificultassem a

colocacgéo de implantes de progesterona.
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4.2 Protocolo de superovulagdo e exame ultrassonogréfico

Em todos os tratamentos, a pré-sincronizacao do estro foi obtida com colocacdo de
esponjas vaginais impregnados com 60 mg de MAP (Progespon®, Intervet Schering-Plough,
EUA) durante 6 dias. No sexto dia foi aplicado 300 Ul de eCG (Novormon®, Intervet Schering-
Plough, EUA) e 37,5 pg de D - cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina).
Uma dose de 18 pg de buserelina (Sincroforte®, Ouro Fino, Brasil), andlogo de GnRH foi dada

36 h apds remocao da progesterona.

4.2.1 Experimento 1: Resposta superovulatoria de doadoras Santa Inés frente a diferentes
doses de FSH

Para a SOV utilizou-se 55 ovelhas da raca Santa Inés divididas em trés
tratamentos. A estimulacdo ovariana foi realizada utilizando FSH-p (Folltropin®, Tecnopec,
Bioniche A. H. C. Inc. Canada), diluido no mesmo volume e administrado via IM em 8
aplicacbes em doses decrescentes (20, 20, 15, 15, 10, 10, 5, 5%) com intervalos de 12 h,
iniciando-se 84 h apds a remocdo da esponja. No dia da sétima e oitava aplicacGes de FSH, foram
aplicadas 18,75 ug de D - cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina) e 12 h
ap6s a oitava dose de FSH, foi aplicada uma dose de 18 ug de buserelina (Sincroforte®, Ouro
Fino, Brasil), andlogo de GnRH. Os tratamentos diferiram quanto a dose hormonal, sendo para o
tratamento 1: 200 mg, tratamento 2: 133 mg e tratamento 3: 80 mg (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Delineamento experimental. Dia 0 (DO0): insercdo de esponja com 60mg de P4. Dia 6 (D6): remorcéo da
P4 e aplicacéo do D - Cloprostenol Sodico (37,5 pg, IM) e eCG (300 Ul, IM). Dia 7 (D7): aplicagio de GnRH (18ug
de buserelina). Superovulacdo com FSH realizada duas vezes ao dia entre os dias 9 e 13 (Grupo 200 mg, Grupo 133
mg e Grupo 80 mg). Dias 12 e 13 (D12 e D13): aplicacdo de duas meias doses de D - Cloprostenol Sédico (18,75 ug,
IM). Dia 13 (D13): aplicagdo de GnRH (18 pg de buserelina). Dia 14 (D14): duas IA com intervalos de 10 h. Dia 19
(D19): coleta de embribes. Exames ultrassonogréficos foram realizados uma vez ao dia na primeira e oitava

aplicacéo de FSH.

4.2.2 Experimento 2: Uso da progesterona durante a superovulagdo e seu efeito sobre a

resposta superovulatoria e embrionaria de doadoras da raca Santa Inés

Para a SOV utilizou-se 58 ovelhas da raca Santa Inés divididas em dois
tratamentos com 29 animais cada. A estimulacdo ovariana foi realizada utilizando 133 mg de
Horménio Foliculo Estimulante da espécie suina — FSH-p (Folltropin®, Tecnopec, Bioniche A. H.
C. Inc.,Canadd), diluido no mesmo volume e administrado via IM em 8 aplicagdes, em doses
decrescentes (20, 20, 15, 15, 10, 10, 5, 5%) com intervalos de 12h , iniciando-se 84h apds a
remocao dos pessarios. No dia da sétima e oitava aplicacdes de FSH, foram injetados 18,75ug de
d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina) e 12h ap6s a oitava dose de FSH,

foi aplicada uma dose de 18ug de buserelina (Sincroforte®, Ouro Fino, Brasil), analogo de
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GnRH. No tratamento 1, ndo utilizou-se dispositivo com P4 durante a SOV e no tratamento 2, foi
utilizado dispositivo intravaginal contendo 0,3g de progesterona (Eazi- Breed CIDR® -
Controlled Internal Drug Release, Pfizer, Nova Zelandia), inserido 12h antes do inicio da SOV e

retirado no momento da Gltima aplicacdo de FSH (Fig. 2.2).

eCG
PGF2a COLETA

[ommn |_Te2A
* GnRH GnRH
P4 (ESPONJA — 60mag) us us + ‘ * l

X
0o D6 pr D9 I[:*mI fﬁI TEI D13 D14 019
I 0 1515 10 10 5 Ii— 2 PGFza
20 5 L% % %% 5
% £ o
12 PGFza
| FSH (133ma) |
| P4 (CIDR — 0,3g) |

Figura 2.2 Delineamento experimental. Dia 0 (D0): insercdo de esponja com 60mg de P4. Dia 6 (D6): remorcéo da
P4 e aplicagdo do D-Cloprostenol Sadico (37,5 pg, IM) e eCG (300 Ul, IM). Dia 7 (D7): aplicacdo de GnRH (18ug
de buserelina). Superovulagdo com 133mg de FSH realizada duas vezes ao dia entre os dias 9 e 13. (Grupo sem P4).
Dia 9 (D9): insercdo vaginal de CIDR com 0,3m de P4 (Grupo com P4). Dias 12 e 13 (D12 e D13): aplicacdo de
duas meias doses de D-Cloprostenol Sédico (18,75 pg, IM). Dia 13 (D13): aplicacdo de GnRH (18ug de buserelina).
Dia 14 (D14): duas IA com intervalos de 10h. Dia 19 (D19): coleta de embriGes. Exames ultrassonogréficos foram

realizados uma vez ao dia na primeira e oitava aplicacdo de FSH.

Foram realizadas ultrassonografias para avaliacdo folicular em 50% das doadoras
em dois momentos usando scanner modo-B em tempo-real (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China)
e transdutor de 7,5 MHz adaptado para exame transretal. O primeiro exame foi realizado no
momento da primeira aplicacdo de FSH, para avaliar o total de foliculos presentes nos ovérios. O
segundo exame foi realizado no momento da Gltima aplicacdo de FSH, para avaliar a resposta
superestimulatéria no fim do tratamento gonadotréfico, através da presenca de foliculos > 4 mm

de diametro.
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4.3 Inseminacdo artificial

As inseminacOes foram efetuadas pelo método de laparoscopia desenvolvido por
Killen e Caffery (1982) citado por Neves & Luz (1994), realizadas em dois momentos 12 e 22 h
apos a aplicacdo da segunda dose de GnRH, por via laparoscopica. Foi utilizado sémen
congelado de um reprodutor da ragca Santa Inés com fertilidade comprovada. Utilizou-se 100 x
10° espermatozéides/dose com os pardmetros minimos para o uso de sémen congelado,
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Previamente as ovelhas foram submetidas a um jejum alimentar e hidrico de 24 e
12 h, respectivamente. No momento da inseminacgdo as fémeas foram colocadas em uma maca
cirtrgica apropriada, em decubito dorsal, inclinada cerca de 40°, com a cabeca numa posicdo
inferior aos membros posteriores. No campo cirdrgico, regido abdominal cranial ao ubere, foi
realizado tricotomia e antissepsia com tintura de iodo a 2% e alcool 70%, e em seguida feito
anestesia local infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaina (Lidovet®, Bravet,
Brasil) por botdo anestésico, no local em que foram introduzidos os trocartes. O sémen foi
depositado na porcdo média de cada corno uterino, utilizando metade da dose inseminante em
cada corno (Neves & Luz, 1994).

4.4 Coleta, avaliacdo embrionaria e resposta superovulatoria

A coleta dos embribes foi realizada pela técnica cirdrgica por hemilaparoscopia
cinco dias ap6s a IA, utilizando-se anestesia geral com 0,2 mg/ kg IM de xilazina (Rompun®,
Bayer, Brasil) e , 7,5 mg/ kg IM de quetamina (Francotar®, Virbac, Brasil). No campo cir(irgico
destinado ao procedimento de hemilaparoscopia, realizou-se 0 mesmo procedimento descrito para
a IA. Somente as ovelhas que apresentaram numero de CL > 3, com morfologia normal na

avaliacdo da resposta superovulatoria realizada por meio de laparoscopia, foram submetidas a
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coleta de embrides. Nessas foi realizada anestesia infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de
lidocaina na linha média, e posterior incisdo de aproximadamente 8 cm da parede abdominal.
Apbs identificacdo, tracionamento cuidadoso e exposicdo dos cornos uterinos, teve inicio a
lavagem.

Cada corno uterino foi perfurado proximo a juncdo Utero-tubarica com um
angiocat 20 G por onde foram injetados 60 ml de solucédo salina fosfatada tamponada (Dulbecco
Modificado-DPBS®, Embriocare, Cutilab, Brasil) a 37° C. Os lavados foram recuperados por
meio de uma sonda foley n°8 fixada proxima a bifurcacdo uterina, direto em placas de petri. Os
contetidos recuperados foram levados ao estereomicroscépio utilizando-se objetivas de 10 a 20x
para procura dos embrides.

Apbs as lavagens dos cornos, a cavidade abdominal foi irrigada com solucéo
fisioldgica estéril, com a finalidade de minimizar a formacdo de aderéncias. As suturas das
camadas musculares e subcutanea foram realizadas com fio Catgut 2.0 em sutura simples
continua e a camada dérmica com fio nylon cirirgico N° 1.0 em suturas isoladas simples. As
doadoras receberam tratamento luteolitico ap6s a coleta, com o objetivo de eliminar embriGes
remanescentes.

A taxa de recuperacdo embrionéria foi calculada pelo numero de estruturas
identificadas nos lavados uterinos em relagdo ao nimero de CL observados por laparoscopia nas
coletas. Considerou-se superovuladas as ovelhas que possuiam mais de trés CLs e ovelhas que
apresentaram pelo menos um CL regredido com RPCL.

Foram determinados o numero de corpos lGteos, total de estruturas, bem como a
qualidade e o estagio de desenvolvimento dos embrides recuperados em cada tratamento. Os
embrides coletados foram avaliados em esteriomicroscopio com objetiva de 40x quanto a
qualidade (I — excelente a V degenerado) e ao estagio de desenvolvimento determinados em:
morula, morula compacta, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido segundo International Embryo Transfer Society - IETS (1998). Para estruturas totais
foram considerados ovdcitos, embrides em seus diversos estagios e degenerados. Embribes
viaveis consideraram-se os de graus | a 11l e embrides congelaveis, somentes os de graus | a Il.
As estruturas inviaveis foram caracterizadas por ovécitos ndo fecundados e embrides

degenerados.
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4.5 Tratamento pos-cirdargico

Os animais foram observados no pds-cirurgico, quando se realizou o curativo da
ferida por 10 dias com limpeza, aplicacdo de unguento e repelente para insetos. Também foram
administrados a cada 24 h, por trés dias, antibidticos (Pencivet®) e antinflamatérios néo

esteroides (Flunixim meglumine®), este dltimo a cada 12 h.

4.6 Analise estatistica

Para a andlise dos resultados, foi utilizado o programa estatistico SAEG 9.1, com a
finalidade de aplicacdo de testes paramétricos e ndo paramétricos para a analise dos resultados,
que foram avaliados quanto a normalidade e homossedastilidade pelos testes de LILLIEFORS E
BARTLETT, respectivamente. Os resultados do numero de corpos lateos, embrides viaveis,
congelaveis e estruturas inviaveis, foram aplicados os testes de KRUSKALL-WALLIS e
WILCOXON, quando a comparacdo era trés tratamentos ou dois tratamentos, respectivamente.
Estruturas totais e foliculos vizualizados no momento da coleta foram avaliados pela ANOVA e
suas médias comparadas pelo teste t. Foliculos totais no inicio da SOV e foliculos > 4 mm de
diametro no final da SOV foram avaliados pela ANOVA e suas médias comparadas pelo teste
Duncan. Ja para taxa de resposta, taxa de recuperacdo e taxa de regresséo precoce de corpo luteo
foi utilizado o teste exato de FISHER. Os resultados estdo apresentados em Media + Desvio

Padrdo ou porcentagem, e as diferencas foram consideradas significativas quando o p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Resposta superovulatoria de doadoras Santa Inés frente a diferentes
doses de FSH

No primeiro experimento foi verificado se a reducdo da dose de FSH para a
realizacdo da SOV apresenta efeito benéfico na resposta superovulatoria e producéo de embrides
em ovelhas Santa Inés. Utilizou-se o protocolo “Dia 0 proposto por Menchaca et al. (2010) sem
nenhuma alteracdo. Para resposta ao tratamento superovulatério considerou-se as fémeas que
apresentaram > 3 CLs com morfologia e coloragdo de aspecto fisioldgico. Este foi o Unico
resultado que apresentou diferenca entre os tratamentos. Todos 0s outros pardmetros observados
foram semelhantes.

O percentual de doadoras que responderam ao tratamento superovulatério foi
menor (p < 0,01) quando utilizada a dose de 80 mg de FSH do que quando utilizadas as doses de
133 e 200 mg, que foram semelhantes entre si (Tab. 2.1).

Ap0s avaliacdo laparoscopica, as doadoras que apresentaram pelo menos um CL
caracterizando regressdo precosse ndo foram coletadas. Para a RPCL o resultado foi semelhante
(p > 0,05) entre os trés grupos (Tab. 2.1).

Tabela 2.1 Efeito da dose de FSH sobre a resposta superovulatéria das doadoras Santa Inés em relacdo a
porcentagem de fémeas que apresentaram numero de CL > 3 e a regressio precoce de corpo liteo, nos trés
grupos experimentais (percentagem).

Resposta das doadoras 200 mg 133 mg 80 mg
Doadoras superovuladas (> 3 68,40% (13/ 19)" 38,90% (7/ 18)*° 16,70% (3/ 18)°
CL)!

Ovelhas com RPCL2 15,80% (3/ 19) 5, 60% (1/ 18) 11,20% (2/ 18)

1. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,01)
2. Regresséo precoce de corpo ldteo (p > 0,05)
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A resposta superestimulatdria, apresentou médias variando entre 4,10 e 8,40
foliculos maiores ou iguais a 4 mm de diametro no momento da Gltima aplicacdo de FSH, com
tendéncia a melhores resultados para os grupos 200 e 133 mg de FSH quando comparado com o
grupo 80 mg FSH (p = 0,06). Foliculos totais no inicio da SOV, bem como foliculos vizualizados
no momento das coletas, ndo diferiram entre os tratamentos (p > 0,05) (Tab. 2.2).

Com relacdo a resposta superovulatoria determinada pela quantidade de CL das
ovelhas que responderam a SOV, a média variou entre 5,67 e 8,46 corpos luteos, entre 0s

tratamentos, ndo havendo diferenca (p > 0,05) (Tab. 2.2).

Tabela 2.2 Efeito da dose de FSH sobre a resposta ovariana das doadoras Santa Inés em relagdo a foliculos
totais no inicio da SOV, foliculos > 4 mm final da SOV, foliculos visualizados no momento da coleta e corpos
IGteos nos trés grupos experimentais (média e desvio padrao).

Resposta Ovariana 200 mg 133 mg 80 mg
Foliculos totais no inicio da 11,90+5,67 17,10+8,89 15,50+7,25
SOV

Foliculos >4 mm final da SOV 8,40+4,43 6,50+3,81 4,10+3,45
Foliculos vizualizados na coleta 2,70+3,23 3,00+3,59 1,40+2,27
Corpos llteos 8,46+3,95 8,14+3,34 5,67+4,62
(p>0,05)

O numero total de estruturas coletadas, embrifes viaveis, embrides congelaveis,
estruturas invidveis e taxa de recuperacdo foram semelhantes entre os grupos (p > 0,05) como
demonstrado na Tab. 2.3.

Tabela 2.3 Efeito da dose de FSH sobre a producdo embrionéria das doadoras Santa Inés em relacdo ao
namero total de estruturas coletadas, embribes viaveis, embrides congelaveis, estruturas inviaveis e taxa de
recuperacao, nos trés grupos experimentais (média e desvio padrao).

Produgéo de embries 200 mg 133 mg 80 mg
Estruturas Totais 3,92+2,22 5,43+3,99 2,33+2,31
EmbriGes Viaveis 1,54+2,63 3,86+3,98 0,33+0,58
Embries Congelaveis 1,38+2,60 3,29+3,35 0,33+0,58
Estruturas Invidveis 2,38+1,94 1,5743,05 242,65
Taxa Recuperagéo 46,36% (51/ 110) 68,42% (39/ 57) 41,20% (71 17)

(p >0,05)
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5.2 Experimento 2: Uso da progesterona durante a superovulagéo e seu efeito sobre a
resposta superovulatoria e embrionaria de doadoras da raca Santa Inés

No segundo experimento foi proposta uma modificagao do protocolo “Dia 0” com
utilizacdo de um segundo implante vaginal com progesterona inserido 12 h antes do inicio da
SOV e removido no final da SOV. Para a estimulacdo ovariana utilizou-se a dose 133 mg que
apresentou resultados semelhantes a 200 mg no experimento 1. Todos os parametros observados
foram semelhantes entre os grupos.

A taxa de doadoras superovuladas e que apresentaram RPCL foram semelhantes
entre os grupos sem P4 e com P4 (p > 0,05) (Tab. 2.4). No entanto, pode-se observar que no grupo

com Py4, nenhum animal apresentou RPCL.

Tabela 2.4 Efeito da P4 durante a SOV sobre a resposta superovulatoria das doadoras Santa Inés em relacao
a porcentagem de fémeas que apresentaram nimero de CL > 3 e a regressio precoce de corpo liteo, nos dois
grupos experimentais (percentagem).

Resposta das doadoras Sem P4 Com P4
Doadoras superovuladas (> 3 CL) 48,28% (14/ 29) 41,38% (12/ 29)
Ovelhas com RPCL 20,69% (6/ 29) 0% (0/ 29)
(p>0,05)

Foliculos totais no inicio da SOV, foliculos maiores ou iguais a 4 mm de diametro
no momento da ultima aplicacdo de FSH, bem como foliculos visualizados no momento da coleta

e resposta superovulatoria ndo diferiram entre os tratamentos (p > 0,05) (Tab. 2.5).

Tabela 2.5 Efeito da P4 durante a SOV sobre a resposta ovariana das doadoras Santa Inés em relacdo a
foliculos totais no inicio da SOV, foliculos >4mm final da SOV, foliculos visualizados na coleta e corpos lateos
nos dois grupos experimentais (média e desvio padrao).

Resposta Ovariana Sem P4 Com P4

Foliculos totais no inicio da SOV 12,5043,90 12,92+4,01
Foliculos >4mm final da SOV 10,2545,31 13,42+9,50
Foliculos vizualizados na coleta 5,42+4,68 5,67+5,28
Corpos luteos 6,29+4,30 7,00+4,53

(p > 0,05)
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O numero total de estruturas coletadas, embrides viaveis, embriGes congelaveis,
estruturas inviaveis e taxa de recuperacdo foram semelhantes entre os grupos (p > 0,05) (Tab.
2.6).

Tabela 2.6 Efeito da P4 durante a SOV sobre a producédo embrionaria das doadoras Santa Inés em relacdo ao
namero total de estruturas coletadas, embrifes vidveis, embrides congelaveis, estruturas inviaveis e taxa de
recuperacao, nos dois grupos experimentais (média e desvio padréo).

Producéo de embribes Sem P4 Com P4
Estruturas Totais 3,43+2,82 4,0+4,2
Embribes Viaveis 1,43+2,85 1,83+2,76
Embrides Congelaveis 1,29+2,87 1,33£2,06
Estruturas Invidveis 2,00+1,84 2,17+£3,35
Taxa Recuperacéo 48/ 88 (54,55%) 48/ 84 (57,14%)

(P>0,05)
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6 DISCUSSAO

A variabilidade na resposta superovulatoria em cabras e ovelhas doadoras € citada
por diversos autores e pode estar relacionada a raca (Ammoun et al. 2006), ao estagio folicular no
inicio da estimulacdo ovariana (Gonzalez-Bulnes &Veiga-Lopez, 2005; Veiga-Lopez et al. 2005;
Veiga-Lopez et al. 2006) e fonte de hormonios utilizados na SOV (Silva et al. 2003; Magalhaes,
2009; Quan et al. 2011) constituindo-se como um grande desafio frente ao aumento da eficiéncia
dos programas de MOTE em pequenos ruminantes. O fato da raca Santa Inés ser formada por trés
racas distintas pode influenciar na variabilidade das respostas a producdo embrionaria nesta raca,
pois existe a acdo inerente as particularidades das racas formadoras somadas aos fatores
extrinsecos (pureza, fonte de gonadotrofinas e protocolo de administracdo), bem como os
intrinsecos (nutricdo, idade, estado reprodutivo e condi¢cdes ambientais (Sartori & Mollo, 2007).

A taxa de resposta superovulatoria das doadoras pode ser considerada baixa, ja que
se esperavam respostas a SOV acima de 80% de acordo com os resultados de Menchaca et al.
(2007) (88% em cabras Alpinas); Menchaca et al. (2009) (100% em ovelhas Merinos), Neves et
al. (2010) (94% em ovelhas Santa Inés) e Brasil (2013) (84,6% em ovelhas Santa Inés)
considerando nimero de CL > 3.

Os resultados sobre a RPCL foram baixos e estdo dentro do esperado isso pode ser
atribuido ao uso de GnRH ja que segundo Menchaca et al. (2010) este hormonio inibe a lute6lise
precoce por agir na inducdo da ovulacdo acarretando uma diminuicdo dos niveis séricos de
estrogeno e inibindo a acdo das prostaglandinas. Amiridis & Cseh (2012) atribuem a RPCL ao
eCG por apresentar meia vida longa, promovendo o aparecimento de foliculos com alta secrecéo

de estrogeno desencadeando a acdo da prostaglandina na lutedlise, apesar de no presente estudo
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esse horménio ter sido utilizado na pré-sincronizacdo do estro, supde-se que isso ndo tenha
colaborado para a lute6lise precoce.

Alternativas para evitar a RPCL vém sendo utilizadas com sucesso, como a
utilizacdo de fonte exdgena de progesterona (Fonseca, 2005) ndo por acaso no grupo que utilizou
tal fonte, nenhuma doadora apresentou regresséo de corpo luteo.

Os valores médios de estruturas recuperadas foram semelhantes aos de Neves et
al. (2010) com média de 4,5 estruturas totais, mas com 200mg de FSH para SOV em protocolo
“Dia 07; assim como aos de Brasil (2013) com média de 4,8 estruturas totais, que utilizou
também 133mg de FSH para SOV em protocolo tradicional, ambos em ovelhas Santa Inés. No
entanto, estes resultados estdo abaixo dos encontrados por Menchaca et al. (2009) em ovelhas
Merino, com média de 10,3 estruturas totais, utilizando 240mg de FSH para SOV; e Lima (2013)
com média de 11,75 estruturas totais, utilizando 200mg de FSH em ovelhas Santa Inés, ambos no
protocolo “Dia 0”. E importante salientar que mesmo em ovelhas Santa Inés, como observado
acima, pelos resultados obtidos por outros pesquisadores, ocorre uma variagao tanto em relagdo a
dose, quanto ao protocolo utilizado para a SOV.

Durante o periodo de realiza¢do dos dois experimentos 0 manejo e a nutri¢do das
doadoras ndo sofreram modificagcdes. Mas houve uma mudanca ambiental, uma fase de transigéo
da seca para a chuva, modificando a temperatura ambiente e a umidade relativa do ar. Essa
associacdo de fatores poderia ter causado maior estresse nos animais contribuindo para
diminuicdo da reposta superovulatoria.

No que se refere a taxa de recuperacdo, calculada pelo numero de estruturas
identificadas no lavado uterino em relagcdo ao nimero de CL contados por laparoscopia na coleta,
os resultados observados ndo apresentaram diferencga (p > 0,05) e sdo semelhantes aos de Brasil
(2013) que observou variagdo de 37 a 60%; Simoneti et al. (2008) variagcdo de 49 a 68% e
Forcada et al. (2011) variando de 58 a 78%. A taxa de recuperacdo do presente experimento esta
dentro do esperado, ja que este € um fator sujeito a alta variagdo nos programas de MOTE em
ovinos e esta relacionado a protocolos e técnicas de coleta ou até mesmo a experiéncia dos
profissionais que executaram as coletas. Deve-se tentar minimizar a influéncia dos diferentes
fatores para almejar taxas de recuperagdo proximas as de Cordeiro et al. (2003) e Mayorga et al.
(2011) acima de 80%.



40

Vérias pesquisas apresentam resultados de producdo de embrides vidveis com
médias acima das obtidas no presente estudo. Como se pode citar os trabalhos de Menchaca et al.
(2007) 5,9 embrides em cabras; Menchaca et al. (2009) 7,9 embribes em ovelhas Merino
utilizando 240mg de FSH em protocolo “Dia 0”; Simonetti et al. (2008) 7,3 embrides em ovelhas
Corriedalle utilizando 176Ul de FSH; Forcada et al. (2011) 7,8 embrides em ovelhas Ojalada
utilizando 280mg de FSH; Wu et al. (2011) 8,46 embrides em ovelhas Xinji utilizando 120mg de
FSH e 0s mesmo autores conseguiram 4,78 embriées na mesma raca utilizando 90mg de FSH.

Como observado, existe uma enorme variacdo nas respostas de producdo de
embrides relatados por diversos autores em varias regides do mundo, utilizando protocolos e
racas variados, corroborando como a tese de que inimeros fatores influenciam de forma variavel
na producdo de embrides em ovelhas. Mesmo quando foram comparados os resultados do
presente estudo com os de Lima (2013) que utilizou 0 mesmo protocolo, mesma raca e diferindo
somente na dosagem hormonal, observa-se uma acentuada disparidade nos resultados.

A utilizagdo da ultrassonografia permitiu a observacdo da dindmica folicular e o
estabelecimento de protocolos de SOV iniciando na auséncia de grandes foliculos dominates
contribuindo para melhoria na producdo de embriGes. A condi¢do folicular no inicio do
tratamento superestimulatorio tem sido relatado como fator de variabilidade na resposta a SOV
(Menchaca & Rubianes, 2006). O numero de foliculos no inicio da SOV ndo diferiu entre 0s
tratamentos (p < 0,05) e em todos os grupos a taxa de foliculo menores que 4 mm de didmetro foi
superior a 85% parecendo ser o protocolo “Dia 0” eficiente em ter a quantidade de foliculos
potencialmente responsivos ao FSH. Para Rubianes & Menchaca (2006); Menchaca et al. (2007)
e Menchaca et al. (2010) o namero total de pequenos foliculos recrutados e a taxa de ovulagéo
diminuem com a presenca e desenvolvimento do maior foliculo da onda, supondo haver a
interferéncia da dominancia folicular.

Os grandes foliculos inibem o crescimento dos foliculos restantes através da
supressdo de FSH, pela acdo da inibina A e estradiol. Assim é importante iniciar um protocolo de
superovulacdo na auséncia de grandes foliculos, logo apos a ovulagdo, quando o grupo de
pequenos foliculos estiver crescendo de forma homogénea, pois a quantidade de foliculos que
podem ser estimulados pelo FSH depende da quantidade de foliculos presentes no ovario no

momento do inicio da superovulacao.
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A presenca de foliculos maiores ou iguais a 4 mm de didmetro observados por
meio de ultrassonografia no final da SOV pode ser caracterizada por resposta superestimulatoria,
no entanto deve-se atentar para o fato de que ainda tem foliculos em crescimento e que mesmo
ndo vizualizados neste momento, podem atingir tamanho ovulatorio e ovular. Brasil (2013)
obteve média variando entre 14,33 e 16,18 de foliculos maiores ou iguais a 4 mm de didmetro,
utilizando uma dosagem de 133mg de FSH, a mesma dosagem utilizada no presente estudo.

Com relacdo a média de foliculos vizualizados por laparoscopia durante a coleta,
ndo houve diferenca entre os tratamentos. Estes podem ser caracterizados por foliculos
anovulatérios, bem como por foliculos maiores que quatro milimitros com potencial ovulatério,
fato que pode estar relacionado a ndo dominancia folicular em ovelhas. A relagdo entre estes
foliculos e o total de foliculos observados por ultrassonografia no momento da primeira dose de
FSH variou entre 22,70 e 43,88%, semelhate aos achados de Veiga-Lopez et al. (2006). A
presenca de foliculos anovulatérios com concentragdo elevada de estradiol pode afetar
negativamente a produgdo de embrides e contribuir para a baixa média de embrides viaveis e
congelaveis.

A média de CL néo diferiu entre os tratamentos (p > 0,05). Esses resultados estdo
de acordo com os resultados de Lima (2013) com média de 8,45 no protocolo “Dia 0” em ovelhas
Santa Inés. Mas ficaram abaixo dos encontrados por Brasil (2013) em Santa Inés, com média de
11,81 CL utilizando protocolo tradicional, bem como Menchaca et al. (2009) em Merinos, com
médias de 10,1 CL, Arashiro et al. (2009) com média de 10 CL e Neves et al. (2010) em Santa
Inés, com médias de 9,8, ambos utilizando o protocolo “Dia 0” com 200mg de FSH. Grazul-
Bilska et al. (2007) relata que o numero de CL apo0s a superovulacdo depende da dose e tipo de
hormonio usado.

Foliculos vizualizados na coleta somados ao numero de CL refletem a populagéo
de foliculos maiores que 4 mm no final da SOV que teoricamente se desenvolveriam até a
ovulagdo. Mas como o desenvolvimento folicular continua apés o exame ultrassonografico
alguns foliculos néo vizualizados irdo ovular e ocorrer diferenca neste quesito. Mas os resultados
idicam que ndo houve diferenca neste estudo.

No protoclo “Dia 0” a SOV ¢ iniciada na primeira onda folicular quando os niveis
de estrégeno no sangue estdo altos e o0s niveis de progesterona estdo baixos, assim os foliculos em

desenvolvimento da primeira onda ficam expostos por alguns dias a niveis baixos de
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progesterona. Existem evidéncias de que em vacas, uma combinagéo de baixas concentracfes de
progesterona e alta concentracdo de estrégeno durante a fase luteal pode resultar em menores
taxas de concepcao. 1sso possivelmente esta relacionado a falta de transporte de ovocitos/ gameta
dentro do oviduto e Utero, ou com a preparacdo do Utero para apoiar 0 embrido em
desenvolvimento. Mas mesmo quando se utilizou uma fonte exdgena de progesterona 12 h antes
do inicio da SOV a resposta superovulatoria e a produgdo de embriGes ndo diferiram entre os
tratamentos. Ayres et al. (2012) indicam que durante a estacdo reprodutiva, cabras podem ser
superovuladas sem progesterona exogena, utilizando o FSH para recrutar foliculos da segunda

onda folicular ou seja, 6 - 9 dias ap6s 0 comportamental do estro.
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7 CONCLUSAO

As doses de 200, 133 e 80 mg de FSH para realizacdo da SOV em ovelhas Santa
Inés apresentaram resultados semelhantes na producdo de embrides. Na resposta superovulatéria
0 grupo 200 mg foi melhor que o grupo 80 mg e semelhante ao grupo 133 mg, sendo estes
semelhantes entre si. A utilizacdo de progesterona exdgena durante a SOV ndo melhorou a
resposta superovulatoria e producdo de embrides em ovelhas Santa Inés no protocolo “Dia 0.

Com uma dose de 133 mg para a estimulacdo ovariana e sem a utilizacdo de fonte
exogena de progesterona durante a SOV reduz-se os custos dos programas de MOTE, além de
corroborar com as recomendacdes internacionais, no sentido da crescente reducédo na utilizacéo

de hormonios em animais destinados alimentagdo humana.
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1 RESUMO

Este experimento teve o objetivo de avaliar o efeito de diferentes formas de administracdo de
FSH sobre a resposta superovulatéria e producdo embrionaria de ovelhas Santa Inés. Utilizou-se
34 ovelhas divididas em dois tratamentos. Para o protocolo de SOV a sincronizagéo do estro foi
obtida com colocacgdo de CIDR vaginais com 0,3 g de P4 por 14 dias, com troca do dispositivo no
sétimo dia, neste também foi aplicado 37,5 ug de D - cloprostenol. A estimulacdo ovariana foi
realizada utilizando 133mg de FSH, no T1 em 8 aplicacdes em doses decrescentes a cada 12
horas e no T2 em 4 aplicagdes em doses decrescentes a cada 24 horas, que se iniciou 48 horas
antes da remocgéo do CIDR em ambos os tratamentos. Doze horas depois da retirada do CIDR
administrou-se 25 pg de licerelina como indutor de ovulagédo, 12 e 22 horas apos a aplicacéo
desta realizou-se as IA com sémen congelado por via laparoscopica e a coleta de embribes por
hemilaparoscopia cinco dias apds as IA. Realizou-se avaliacdo ultrassonografica em 50% das
doadoras. Para a analise dos resultados, foi utilizado o programa estatistico SAEG 9.1 com a
finalidade de aplicacéo de testes paramétricos e ndo paramétricos. Como resultados, observou-se
que a média de estruturas coletadas (T1 = 3,47; T2 = 2,55) foram similares entre os tratamentos
(p > 0,05). No que se refere a embrides viaveis (T1 = 2,40; T2 = 0,82), embrides congelaveis (T1
=2,07; T2 = 0,82) e média de CL (T1 = 7,47; T2 = 5,73) o grupo oito doses foi melhor que o
grupo quatro doses (p < 0,05). A taxa de resposta das doadoras a SOV foi semelhante (p > 0,05)
no T1 (88,24%) e T2 (64,70%). Os resultados sugerem que o protocolo oito doses de FSH a
intervalos de 12 horas se mostra como a melhor opgéo para SOV em ovelhas Santa Inés.

Palavras-chave: embrido, ovelhas, reproducéo, ruminante, superovulagéo.
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2 ABSTRACT

This experiment aimed to evaluate the effect of different forms of FSH administration on
superovulatory response and embryo production of sheep Santa Ines. We used 34 sheep were
divided into two treatments. For the SOV protocol synchronization of estrus was obtained by
placing vaginal CIDR with 0.3 g of P4 for 14 days, with device exchange on the seventh day, this
was also applied 37.5 ug of D - cloprostenol. Ovarian stimulation was performed with FSH
133mg, 8 in the T1 applications in decreasing doses every 12 hours in 4 and T2 applications in
decreasing doses every 24 hours, which started 48 hours before removal of CIDR in both
treatments . Twelve hours after CIDR removal was administered 25 g of licerelina as ovulation
inducer, 12 and 22 hours after application of this took place the Al with frozen semen by
laparoscopy and embryo collection by hemilaparoscopia five days after the 1A. Held ultrasound
evaluation in 50% of donors. To analyze the results, we used the statistical program SAEG 9.1
for the purpose of application of parametric and non-parametric tests. As a result, it was found
that the average collected structures (T1 = 3.47, T2 = 2.55) were similar between groups (p>
0.05). With regard to viable embryos (T1 = 2.40, T2 = 0.82), freezable embryo (T1 =2.07, T2 =
0.82) and mean CL (T1 = 7.47, T2 = 5.73) the eight-dose group was better than the four-dose
group (p <0.05). The response rate of donors to SOV was similar (p> 0.05) in T1 (88.24%) and
T2 (64.70%). The results suggest that the eight-dose protocol FSH and 12 hours intervals appears

as the best option for SOV Santa Ines in sheep.

Keyword: embryo, sheep, reproduction, ruminant, superovulation.
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3 INTRODUCAO

O principio basico da superovulacdo é o fornecimento de quantidade elevada de
alguns hormonios, em determinados momentos, promovendo ovulagcdes multiplas. Os principais
hormonios utilizados para este fim, séo FSH e eCG. O FSH apresenta meia vida curta
dificultando seu uso na SOV, devendo para isso ser usado com maior frequéncia. O eCG devido a
RPCL e formacdo de anticorpos, vem sendo cada vez menos utilizado (Amiridis & Cseh, 2012).
O esquema de administracdo de seis a oito aplicacdes de FSH e uma de eCG tem sido o protocolo
mais utilizado atualmente para SOV em pequenos ruminantes (Simplicio et al. 2007).

O protocolo para a SOV em ovelhas mais comumente utilizado é caracterizado
pela administragdo de seis a oito doses de FSH em intervalos de 12 h (Bettencourt et al. 2008;
Bartlewski et al. 2009; Azawi et al. 2010; Gharbi et al. 2012). Estudos usando protocolos
simplificados para SOV em ovelhas apresentam resultados contraditérios (Lehloenya, 2013). O
protocolo baseado na reducédo do nimero de aplicacBes de FSH vem sendo testado com sucesso,
podendo ser administrado a cada 24 h (Wu et al. 2011) ou mesmo em dose Unica junto com uma
dose elevada de eCG (Forcada et al. 2011; Simonetti et al. 2008). Mas quando se utiliza dose
unica de FSH sem eCG, as multiplas injecdes de FSH ainda parecem ser o tratamento hormonal
mais vantajoso (Cueto et al. 2011). Para Grazul-Bilska et al. (2007) a resposta superovulatoria
depende da dose, tipo de hormdnio usado, frequéncia e tempo de tratamento relacionado com a
fase do ciclo estral.

O manejo das doadoras durante a realizagcdo dos programas de MOTE pode ser
estressante, pelo fato da quantidade de horménios que séo aplicados nos animais. Protocolos mais

simples, menos estressantes e menos onerosos, que possam apresentar resultados eficientes na
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producdo de embrides (Fonseca, 2005) poderiam contribuir para 0 sucesso nos programas de
MOTE.

O objetivo deste experimento foi avaliar a resposta superovulatoria e producéo de
embrides, utilizando diferentes formas de aplicacdo de FSH em ovelhas da raca Santa Inés tendo

como base o protocolo tradicional.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local, manejo alimentar e animais

O experimento foi realizado no verédo na Fazenda Costa, localizada em Luziania —
GO, latitude: 16° 15' 09" S e longitude: 47° 57' 01" W. Foram utilizadas ovelhas padrdo da raca
Santa Inés de 1 a 4 anos de idade, com peso variando entre 40 e 60 kg e escore de condi¢do
corporal entre 3 e 4, (escala de 1 a 5), para serem doadoras de embrides. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia, sob o protocolo UnBDoc N°62749/2014.

Os animais foram mantidos em pastagem de Andropogon, Bachiaria, Massai,
Milheto e receberam racdo concentrada a base de soja, milho, sorgo e nucleo comercial. O
concentrado foi fornecido uma vez ao dia, ap6s 0s animais retornarem do pasto, 300 g por animal
em baias coletivas e tinham acesso livre a 4gua e sal mineral.

Utilizou-se 34 ovelhas da raca Santa Inés divididas em 2 tratamentos com 17
animais cada, que foram avaliadas clinicamente e por ultrassonografia por via transretal para
exame do sistema genital antes do inicio dos tratamentos hormonais. Também foi realizada
vaginoscopia para descarte de animais com transtornos inflamatorios vaginais que dificultassem a

colocacgéo de implantes de progesterona.
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4.2 Protocolo de superovulagdo — SOV e exame ultrassonografico

Em todos os tratamentos, a sincronizacgéo do estro foi realizada com a utilizacéo de
dispositivo intravaginal contendo 0,3 g de progesterona (Eazi- Breed CIDR® - Controlled Internal
Drug Release, Pfizer, Nova Zelandia) durante 14 dias, com troca do dispositivo no sétimo dia,
neste dia foi também aplicado 37,5 pg de D - cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L.,
Argentina). A estimulagdo ovariana foi realizada utilizando 133 mg de FSH-p (Folltropin®,
Tecnopec, Bioniche A. H. C. Inc., Canadd). Trinta e seis horas depois de retirado o CIDR,
administrou-se 25 g de licerelina, andlogo de GnRH (Gestran Plus®, Tecnopec, ARSA S. R. L.,
Argentina). Os tratamentos diferiram quanto ao numero de administracdo hormonal. No
tratamento 1: o FSH foi diluido em solucdo fisiologica e administrado via IM em oito doses
decrescentes (20, 20, 15, 15, 10, 10, 5, 5%) com intervalos de 12 h, iniciando-se 48 h antes da
remocdo dos pessarios; e no tratamento 2: o FSH foi diluido em solugdo fisiologica e
administrado via IM em quatro doses decrescentes (40, 30, 20, 10%) com intervalos de 24 h,
iniciando-se 48 h antes da remocao dos pessarios (Fig. 3.1).

Foi realizada avaliacdo ultrassonografica em 50% das doadoras dos trés grupos
usando scanner modo-B em tempo real (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China) e transdutor de 7,5
MHz adaptado para exame transretal, no momento correspondente a aplicacdo do analogo de
GnRH, para avaliar a resposta superestimulatéria presente no fim do tratamento superovulatorio,

através da presenca de foliculos maiores ou iguais a 4 mm de diametro.
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Figura 3.1 Delineamento experimental. Dia 0 (DO0): inser¢do do CIDR com 0,3 g de P,. Dia 7 (D7): troca do CIDR e
aplicacdo do D - Cloprostenol Sodico (37,5 ug, IM). Dia 14 (D14): remorcdo do CIDR. Superovulagdo com 133 mg
de FSH realizada duas vezes ao dia entre os dias 12 e 15 (Grupo oito doses); e uma vez ao dia entre os dias 12 e 15
(Grupo quatro doses). Dia 15 (D15): aplicagdo de GnRH (25 pg de licerelina). Dia 16 (D16): duas inseminagdes

artificiais com intervalos de 10 h. Dia 21 (D21): coleta de embrifes. Exames ultrassonograficos foram realizados no

_...U
E -

dia da aplicacdo de GnRH.

4.3 Inseminacdo artificial

As inseminacOes foram efetuadas pelo método de laparoscopia desenvolvido por
Killen e Caffery (1982) citado por Neves & Luz (1994), realizadas em dois momentos 12 e 22 h
apos a aplicacdo da segunda dose de GnRH, por via laparoscopica. Foi utilizado sémen

congelado de um reprodutor da ragca Santa Inés com fertilidade comprovada. Utilizou-se 100 x
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10° espermatozéides/dose com os parametros minimos para 0 uso de sémen congelado,
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Previamente as ovelhas foram submetidas a um jejum alimentar e hidrico de 24 e
12 h, respectivamente. No momento da inseminacdo as fémeas foram colocadas em uma maca
cirargica apropriada, em decubito dorsal, inclinada cerca de 40° com a cabe¢a numa posicao
inferior aos membros posteriores. No campo cirdrgico, regido abdominal cranial ao Ubere, foi
realizado tricotomia e antissepsia com tintura de iodo a 2% e alcool 70%, e em seguida feito
anestesia local infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaina (Lidovet®, Bravet,
Brasil) por botdo anestésico, no local em que foram introduzidos os trocartes. O sémen foi
depositado na porcdo média de cada corno uterino, utilizando metade da dose inseminante em
cada corno (Neves & Luz, 1994).

4.4 Coleta, avaliacdo embrionéria e resposta superovulatéria

A coleta dos embribes foi realizada pela técnica cirurgica por hemilaparoscopia
cinco dias ap6s a IA, utilizando-se anestesia geral com 0,2 mg/ kg IM de xilazina (Rompun®,
Bayer, Brasil) e 7,5 mg/ kg IM de quetamina (Francotar®, Virbac, Brasil). No campo cir(irgico
destinado ao procedimento de hemilaparoscopia, realizou-se 0 mesmo procedimento descrito para
a IA. Somente as ovelhas que apresentaram numero de CL > 3, com morfologia normal na
avaliacdo da resposta superovulatoria realizada por meio de laparoscopia, foram submetidas a
coleta de embrides. Nessas foi realizada anestesia infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de
lidocaina na linha média, e posterior incisdo de aproximadamente 8 cm da parede abdominal.
Apos identificacdo, tracionamento cuidadoso e exposi¢do dos cornos uterinos, teve inicio a
lavagem.

Cada corno uterino foi perfurado proximo a juncdo Utero-tubarica com um
angiocat 20 G por onde foram injetados 60 ml de solugéo salina fosfatada tamponada (Dulbecco
Modificado-DPBS®, Embriocare, Cutilab, Brasil) a 37° C. Os lavados foram recuperados por

meio de uma sonda foley n°8 fixada proxima a bifurcagdo uterina, direto em placas de petri. Os
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contetidos recuperados foram levados ao estereomicroscépio utilizando-se objetivas de 10 a 20x
para procura dos embrides.

Apos as lavagens dos cornos, a cavidade abdominal foi irrigada com solucéo
fisioldgica estéril, com a finalidade de minimizar a formacdo de aderéncias. As suturas das
camadas musculares e subcutanea foram realizadas com fio Catgut 2.0 em sutura simples
continua e a camada dérmica com fio nylon cirdrgico N° 1.0 em suturas isoladas simples. As
doadoras receberam tratamento luteolitico ap6s a coleta, com o objetivo de eliminar embrides
remanescentes.

A taxa de recuperacdo embrionaria foi calculada pelo nimero de estruturas
identificadas nos lavados uterinos em relagdo ao nimero de CL observados por laparoscopia nas
coletas. Considerou-se superovuladas as ovelhas que possuiam mais de trés CLs e ovelhas que
apresentaram pelo menos um CL regredido com RPCL.

Foram determinados o numero de corpos lUteos, total de estruturas, bem como a
qualidade e o estagio de desenvolvimento dos embriGes recuperados em cada tratamento. Os
embribes coletados foram avaliados em esteriomicroscopio com objetiva de 40x quanto a
qualidade (I — excelente a V degenerado) e ao estagio de desenvolvimento determinados em:
moérula, moérula compacta, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto
eclodido segundo International Embryo Transfer Society - IETS (1998). Para estruturas totais
foram considerados ovdcitos, embriGes em seus diversos estagios e degenerados. Embries
viaveis consideraram-se os de graus | a 111 e embrides congelaveis, somentes os de graus | a Il.
As estruturas inviaveis foram caracterizadas por ovécitos ndo fecundados e embrides

degenerados.

4.5 Tratamento pds-cirargico

Os animais foram observados no pdés-cirurgico, quando se realizou o curativo da
ferida por 10 dias com limpeza, aplicacdo de unguento e repelente para insetos. Também foram
administrados a cada 24 h, por trés dias, antibioticos (Pencivet®) e antinflamatdrios néo

esteroides (Flunixim meglumine®), este dltimo a cada 12 h.
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4.6 Andlise estatistica

Para a analise dos resultados, foi utilizado o programa estatistico SAEG 9.1, com a
finalidade de aplicacdo de testes paramétricos e ndo paramétricos para a andalise dos resultados,
que foram avaliados quanto a normalidade e homossedastilidade pelos testes de Lilliefors e
Bartlett, respectivamente. Os resultados do numero de corpos luteos, nimero de embribes
viaveis, congelaveis e inviaveis foi aplicado o teste de WILCOXON. Estruturas totais e foliculos
ndo ovulados vizualizados no momento da coleta foram avaliados pela ANOVA e suas médias
comparadas pelo teste t e foliculos maiores que 4mm de didmetro no final da SOV foram
avaliados pela ANOVA e suas médias comparadas pelo teste de Duncan. Para taxa de
recuperacdo, taxa de resposta e taxa de regressdo precoce de corpo luteo foi utilizado o teste
exato de FISHER. Os resultados estdo apresentados em Média + Desvio Padrdo ou porcentagem,
e as diferengas foram consideradas significativas quando o p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Com relacdo a frequéncia de doadoras superovuladas (fémeas que apresentaram
uma quantidade de corpos luteos > 3) (Tab. 3.1) ndo houve diferenca (p > 0,05) entre 0s grupos
oito doses (88,24%) e quatro doses (64,70%) (p < 0,05).

A regressdo prematura dos corpos luteos (RPCL) foi semelhante entre os dois
grupos (p > 0,05) (Tab. 3.1).

Tabela 3.1 Efeito de diferentes esquemas de aplicagdo de FSH sobre a resposta superovulatéria das doadoras
Santa Inés em relacdo a porcentagem de fémeas que apresentaram niimero de CL > 3 e a regressio precoce de
corpo lateo, nos dois grupos experimentais.

Resposta das doadoras Oito doses Quatro doses
Doadoras superovuladas (> 3 CL)" 88,24% (15/ 17)* 64,70% (11/ 17)*
Ovelhas com RPCL? 5,88% (1/ 17) 0% (0/ 17)

1. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05)
2. Regressao precoce de corpo lateo (p > 0,05)

A resposta superestimulatoria, avaliada através de ultrassonografia pelo nimero de
foliculos maiores ou iguais a 4 mm de didmetro no momento da ultima aplicacdo de FSH,
apresentou média variando entre 9,33 e 11,56, nédo diferindo entre os dois grupos (p > 0,05). Ja a
resposta superovulatoria apresentou diferenga (p < 0,05), sendo o grupo oito doses superior (7,47
CL) ao grupo quatro doses (5,73 CL) (Tab. 3.2).
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Com relacdo aos foliculos observados durante a coleta, 0 grupo oito doses
(0,33x0,71) foi superior ao grupo quatro doses (2,33+1,50) (p < 0,05).

Tabela 3.2 Efeito de diferentes esquemas de aplicacdo de FSH sobre a resposta ovariana das doadoras Santa
Inés em relacio a foliculos > 4mm final da SOV, foliculos visualizados na coleta e corpos lGteos nos dois
grupos experimentais (média e desvio padréo).

Resposta Ovariana Oito doses Quatro doses
Foliculos > 4 mm final da SOV 11,56+4,88 9,33£3,20
Foliculos visualizados na coleta 0,33+0,71* 2,33+1,50°
Corpos l(teos 7,47+3,64" 5,73+1,95°

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05)

O numero total de estruturas coletadas e taxa de recuperacdo foram semelhantes
entre os grupos (p > 0,05). Com relacéo aos embrifes viaveis e embriGes congelaveis, observou-
se que o grupo oito doses apresentou melhor resultado que o grupo quatro doses (p < 0,05) (Tab.
3.3).

Tabela 3.3 Efeito de diferentes esquemas de aplicacdo de FSH sobre a produgdo embrionéria das doadoras
Santa Inés em relagdo ao numero total de estruturas coletadas, embrides viaveis, embrifes congelaveis,
estruturas inviaveis e taxa de recuperacdo, nos dois grupos experimentais (média e desvio padrao).

Producéo de embribes Oito doses Quatro doses
Estruturas Totais 3,47£2,50 2,55+1,44
Embrides Viaveis 2,40+2,80% 0,82+1,40°
Embrides Congelaveis 2,07+2,12* 0,82+1,40°
Estruturas Inviaveis 1,07+1,62 1,73+1,35
Taxa Recuperagéo 46,43% (52/ 112) 44,44% (28/ 63)

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05)
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6 DISCUSSAO

A resposta superovulatdria da raca Santa Inés no presente estudo foi similar a
resultados encontrados por Neves et al. (2010) e Brasil (2013) quando utilizaram mesma raca e
tratamento com oito doses. Bem como, a outros autores (Forcada et al. 2011; Simonette et al.
2008; Menchaca et al. 2009) utilizando outras ragas. Mas essa comparacao € dificil devido as
peculiaridades de cada raga. Aliado a isso, de acordo com Sartori & Mollo (2007), somam-se 0s
fatores extrinsecos (pureza, fonte de gonadotrofinas, protocolo de administracdo e condi¢bes
ambientais), bem como os intrinsecos (nutri¢do, idade e estado reprodutivo).

Apesar de estudos demonstrarem que o FSH apresenta alto nivel de concentracdo
por volta de 8 h de administragdo (Amoun et al. 2006) o grupo com quatro doses administradas a
cada 24 h apresentou uma taxa de resposta superovulardria semelhante ao grupo oito doses,
evidenciando a eficacia desse horménio mesmo com o aumento do intervalo entre as aplicacdes.
Podendo haver uma relacdo entre a farmacocinética do FSH com a raca e assim haver uma
resposta diferencial dos foliculos ovarianos entre as ragas.

Os resultados sobre a RPCL foram baixos e estdo dentro do esperado (Varago,
2009; Brasil, 2013), no entanto isso pode ser atribuido ao uso de GnRH, ja que segundo
Menchaca et al. (2010), este horménio inibe a lutedlise precoce.

A variavel nUmero de estruturas totais para os tratamentos oito doses (3,47+£2,50) e
quatro doses (2,55+1,44), ndo diferiu entre si (P>0,05). Estes resultados foram semelhantes aos
de Brasil (2013) com média de 4,8 estruturas totais em protocolo tradicional (oito doses de FSH)
em ovelhas Santa Inés. No entanto, diferem de Simonette et al. (2008) que obtiveram 3,1 e 7,8
estruturas ao utilizar um protocolo de SOV com quatro doses e oito doses de FSH,

respectivamente. J& Forcada et al. (2011) obteviveram 10,7 estruturas com seis doses de FSH.
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A taxa de recuperacdo das estruturas identificadas no lavado uterino em relacéo ao
namero de CL observados durante a coleta foi semelhante entre os grupos oito doses (46,43%) e
quatro doses (44,44%) (p > 0,05). Esses resultados sdo semelhantes aos de Brasil (2013) com
variacdo de 37 a 60%; Simonetti et al. (2008) variacdo de 49 a 68% e Forcada et al. (2011)
variando de 58 a 78%, mas inferiores aos de Cordeiro et al. (2003) com 80% de taxa de
recuperacdo embriondria. Apesar da taxa de recuperagdo ser influenciada por véarios fatores, a
comparacdo com o0s autores citados evidencia que o resultado deste estudo esta dentro do
encontrado na literatura. Ainda sim toda equipe que realizou os trabalhos estava bem treinada,
ndo sendo um fator de interferencia neste resultado.

A producdo de embrides viaveis, congelaveis e quantidade de CL das doadoras
que responderam ao protoclo foram melhores (p < 0,05) no grupo oito doses quando comparado
ao grupo quatro doses. A variacdo de respostas a producdo de embrides relatados por diferentes
autores (Simonetti et al. 2008; Forcada et al. 2011) corroboram como a tese de que diversos
fatores influenciam de forma variavel na producdo de embrifes em ovelhas. O grupo quatro doses
obteve uma boa taxa de resposta superovulatoria, mas ndo apresentou boa producao embrionaria,
isso pode estar relacionado a preparacdo do FSH, pela adequacdo da dose e via de administracéo
ou mesmo pela forma como as ovelhas eliminam este hormonio.

Experimentos realizados por Simonetti et al. (2008) e Forcada et al. (2011)
mostraram que uma simples dose de FSH para a SOV pode apresentar boa resposta
superovulatéria e producdo de embrides semelhantes ao protocolo dose multipla. Mas os autores
utilizaram além do FSH, também o eCG em dose elevada para a estimulacdo ovariana. Dessa
forma, ndo fica claro se os resultados satisfatorios sdo decorrentes do uso do FSH ou da dose
elevada de eCG.

Cueto et al. (2011) afirmam que atualmente, as multiplas injecdes de FSH ainda
parecem ser o tratamento hormonal mais vantajoso para ovelhas da raga Merino na Patagonia.
Lehloenya (2013) relata que multiplas administragdes de FSH tém sido mais eficientes para a
producdo de embrides em cabras Boer na Africa do Sul. No entanto, Wu et al. (2011)
apresentaram resultados superiores aos do estudo em questdo, utilizando apenas trés doses ou
dose unica de FSH em ovelhas Xinji.

Uma alta variabilidade na producdo embrionaria entre racas também foi

encontrada como demonstrado por diversos autores citados acima. Além disso, existe a resposta
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individual dentro da mesma raga 0 que pode ser um critério para a seleccdo de individuos
responsivos aos protocolos de superovulagao.

Houve um recrutamento folicular em todos os grupos, e mesmo com aumento de
12 para 24 h de intervalo de administracdo do FSH, o grupo quatro doses mantive uma
concentracdo de FSH para o desenvolvimento folicular até a ovulagdo. Assim, pode-se inferir que
existe a possibilidade de modificar a forma de admnistracdo no grupo quatro doses de IM para
SC e ter a possibilidade de resultados melhores na resposta a SOV e producao de embrides.

Ressalta-se ainda o maior numero de foliculos visualizados na coleta no grupo
quatro doses, diferindo do grupo oito doses (p < 0,05), fato que pode ter contribuido para uma
melhor resposta a SOV deste grupo, tanto em quantidade como em qualidade embrionaria.
Demonstrando assim, segundo Grazul-Bilska et al. (2007), que a resposta a superovulacao

depende da dose, frequéncia e tempo de tratamento do hormdnio utilizado.
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7 CONCLUSAO

A administragdo de mdltiplas doses de FSH a intervalos de 12 horas se mostra
como a melhor opgdo para SOV em ovelhas Santa Inés, por apresentar melhores resultados na
producdo de embriGes. A administracdo de FSH em quatro aplicacdes a intervalos de 24h foi

eficaz na taxa de resposta superovulatoria, estimulando a superovulacao.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Os pequenos ruminantes possuem uma importante contribuicdo para a producéo de
alimentos no mundo. Ovelhas da raca Santa Inés, sdo bem adaptadas as condicdes de clima
guente e consequentemente, seu melhoramento genético se torna importante para a disseminagéo
de animais de mérito genético que possam ser utilizados em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento.

As pesquisas por protocolos de superovulacdo que sejam especificos para cada
raca precisam ser realizadas de forma mais intensa, visto que este € um dos fatores que interferem
nas respostas a superovulacdo e producdo de embrides. Além disso, a diminuicdo da quantidade
de horménios utilizados nesses protocolos contribui para a reducdo dos custos dos programas de
maltipla ovulagéo e transferéncia de embrides e ainda, evita 0 Seu uUso em excesso em animais
destinados a alimentacdo humana.

O protocolo “Dia 0” como uma alternativa ao tradicional apresenta boa resposta
superovulatoria e razoavel producdo de embries com uma dose de 133mg de FSH e sem a
necessidade de utilizacdo exogena de progesterona durante a SOV em ovelhas Santa Inés.

A diminuicdo do numero de aplicagdes no protocolo tradicional, ndo apresenta
resultados satisfatérios na producdo de embrides em ovelhas Santa Inés, no entanto mostra

resultados superestimulatorios que podem ser mais bem estudados em pesquisas futuras.



