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RESUMO

ALTERNATIVAS PARA O AUMENTO DA PRODUCAO EMBRIONARIA DE
OVELHAS DESLANADAS

Oscar Oliveira Brasil, Alexandre Floriani Ramos %
Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

A tecnologia de mdaltipla ovulagdo e transferéncia de embrides (MOTE) é uma ferramenta
importante para 0 melhoramento genético e para a conservacgdo de embribes de animais de ragas
ameacadas ou que apresentem caracteristicas de interesse. Atualmente, ainda existe uma grande
variabilidade na resposta superovulatoria de ovelhas doadoras de embrides, limitando a difusédo
dessa biotécnica reprodutiva em condi¢cdes de campo. Portanto, objetivou-se avaliar diferentes
alternativas para aumentar a producdo de embrides in vivo e reduzir a variabilidade nos
resultados de superovulacdo. Entre as abordagens utilizadas estdo: (1) a superestimulacdo na
emergéncia da onda folicular; (2) metodologias para selecionar as doadoras mais responsivas
ao FSH exdgeno; e (3) aumento da dose de FSH em ovelhas com histérico de baixa ovulagéo.
A melhoria da superovulacdo foi conseguida através selecdo das doadoras pelo nimero de
foliculos > 2 mm, realizada 4,5 dias apos pré-tratamento de sincronizacéo e pelo historico de
um preévio protocolo superovulatorio. Contudo, a superestimulacao iniciada na emergéncia da
onda folicular, a selecdo das doadoras pelas medidas ovarianas e 0 aumento da dose de FSH em
ovelha com historico de baixa ovulagdo ndo melhoram a resposta superovulatéria e o

rendimento embrionario, tornando inviavel essas abordagens em programas MOTE.

Palavras chaves: superestimulacédo, superovulagdo, ovino, embrido, Santa Inés.



ABSTRACT

ALTERNATIVES TO INCREASE EMBRYO PRODUCTION IN HAIR SHEEP

Oscar Oliveira Brasil', Alexandre Floriani Ramos %
!College of Agronomy and Veterinary Medicine - University of Brasilia, DF, > Embrapa

Genetic Resources and Biotechnology, Brasilia, DF

Technology of multiple ovulation and embryo transfer (MOET) is an important tool for genetic
improvement and embryo conservation of endangered breeds or those exhibit characteristics of
interest. Currently, there is a great variability in the super ovulatory response of donor sheep
embryos, limiting the spread of this reproductive biotech in field conditions. This study aimed
to evaluate different alternatives to increase in vivo embryo production and reduce variability
in superovulation results. Among the approaches used are (1) superestimulation in the
emergence of the follicular wave; (2) methodologies to select the most responsive donors to
exogenous FSH; and (3) increase in the dose of FSH in sheep with low ovulation historic. The
improvement of superovulation was achieved by donors’ selection through of the number of
follicles > 2 mm and historic of a previous superovulatory protocol. However, the
superestimulation initiated in follicular wave emergence, the selection of the donor by ovarian
measures and increasing FSH dose in sheep with low ovulation history does not improve
superovulatory response and embryonic yield, making it unnecessary these approaches to

MOET programs.

Keywords: superestimulation, superovulation, ovine, embryo, Santa Inés.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

A ovinocultura apresenta papel de destaque na producdo global de alimentos,
com grande importancia socioecondmica para as populacdes de média e baixa renda. No Brasil,
0 rebanho ovino é formado por aproximadamente 18,4 milhdes de cabecas, sendo a regido
Nordeste a detentora do maior efetivo de animais, seguido pelas regides Sul, Centro-Oeste,
Sudeste e Norte (IBGE., 2015).

O Brasil possui um grande nimero de racas ovinas localmente adaptadas, com
caracteristicas de rusticidade e fertilidade. A raca Santa Inés é a mais criada nas diferentes
regides, no entanto, esta e muitas outras racas localmente adaptadas, por apresentarem baixos
indices zootécnicos, vém sendo utilizadas em cruzamentos desordenados, resultando na perda
de diversidade genética e o risco de extincdo de racas localmente adaptadas (Moraes, 2012).

Diante desse cenério, a aplicacdo de biotecnologias da reproducdo, como a
inseminagdo artificial (1A) e a producéo in vivo de embrides, é fundamental para os programas
de conservacao de racas ameacadas e melhoramento genético animal. A inseminacéo artificial
é a biotécnica mais empregada, contudo apenas o germoplasma masculino é multiplicado. A
producdo de embrides in vivo é uma importante ferramenta para aumentar a contribuicdo de
fémeas superiores para o conjunto de genes da populagéo, principalmente se ela for realizada
por meio da multipla ovulacao e transferéncia de embrides (MOTE).

Durante as trés ultimas décadas, houve um progresso no uso de germoplasma
feminino por meio da MOTE (Cognie, 1999; Menchaca et al., 2010; Brasil et al., 2014;
Bartlewski et al., 2016). O sucesso de um programa MOTE é determinado por fatores
extrinsecos (estacdo, manejo, origem e pureza de hormonios e protocolos de administracéo) e
intrinsecos (raca, idade, condigdo nutricional e reprodutiva) (Gonzalez-Bulnes et al., 2004).

Apesar de na atualidade ter-se um maior controle dos fatores extrinsecos, a resposta ovariana



ainda continua variavel, sugerindo que os fatores intrinsecos sdo 0s principais responsaveis por
essa variabilidade (Bruno-Galarraga et al., 2014).

Nos ultimos anos houve um avanco nos conhecimentos da biologia ovariana
devido a evolucdo da ultrassonografia transretal em tempo real, que permite o
acompanhamento, ndo invasivo, do crescimento e da regressao dos foliculos ovarianos e do
corpo luteo durante todo o ciclo estral (Evans et al., 2000; Seekallu et al., 2010; Toosi et al.,
2010; Bartlewski et al., 2011). Muitos estudos indicam que o numero de ovulagdes e 0 nUmero
de embribes viaveis estdo relacionados com numero de pequenos foliculos no inicio da
administracdo de FSH exdgeno (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Gonzalez-Bulnes, Santiago-
Moreno, et al., 2002; Mossa et al., 2007). Por outro lado, a taxa de ovulacdo (Veiga-Lopez et
al., 2005) e o nimero total de embrides transferiveis (Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes,
Santiago-Moreno, et al., 2002) sdo afetadas negativamente pela presenca de um grande foliculo
dominante. Além disso, foi observado que existe uma elevada repetibilidade intraindividual
apos sucessivos tratamentos de superovulacdo (Cordeiro et al., 2003; Bruno-Galarraga et al.,
2014). Isso possivelmente esta relacionado a populagdo folicular intrinseca a cada fémea, e
consequentemente, com o desenvolvimento folicular.

As informac0es atuais indicam que a resposta superovulatoria, esta intimamente
relacionado com a dindmica folicular. O uso de metodologias que permitam aumentar a resposta
e reduzir a variabilidade dos protocolos sdo altamente desejaveis. Portanto, a sincronia da
emergéncia folicular e a selecdo das doadoras mais responsivas a superestimulacdo poderiam

consistir em excelentes alternativas para atingir esses objetivos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Melhorar a produgdo in vivo de embriGes ovinos através da sincronia da
emergéncia da onda folicular e da utilizacdo de metodologias para selecionar as doadoras mais

responsivas ao FSH exogeno.



2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a eficdcia de doses diferentes de 17p-estradiol em promover a atresia dos
foliculos dominantes e recrutamento de uma nova onda de crescimento folicular.

2. Avaliar a resposta superovulatoria e a producdo de embrides, em protocolo com
recrutamento da onda folicular, utilizando 17p-estradiol.

3. Avaliar se as medidas ovarianas bidimensionais estdo correlacionadas com a resposta
superovulatéria e rendimento na producdo embrionaria.

4. Avaliar se a populacdo folicular correlaciona-se com a resposta superovulatoria e
rendimento embrionario.

5. Avaliar a repetibilidade da resposta ovulatéria entre sucessivos protocolos de
superovulacéo.

6. Auvaliar o efeito de diferentes doses de FSH em doadoras com historico de baixa ou alta

resposta ovulatoria.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dinamica folicular ovariana

Em ovinos, dentro de um mesmo ciclo estral, grupos de foliculos emergem em
momentos intercalados, caracterizando as ondas foliculares (Evans et al., 2000; Evans, 2003a).
A partir da observacdo de flutuacbes no nidmero de foliculos de tamanhos diferentes em
intervalos intercalados de um mesmo ciclo estral, evidenciou-se que o crescimento folicular nas
ovelhas ocorre em padréo de ondas (Evans et al., 2000).

Em cada onda de crescimento folicular, um a trés foliculos antrais ovarianos
emergem a partir de um pool de foliculos pequenos (1 a 3 mm) gonadotrofina-dependentes,
atingindo didmetro > 5 mm antes de regressao (onda anovulatoria) ou da ovulagdo (onda
ovulatéria) (Ginther et al., 1995; Bartlewski et al., 1999; Driancourt, 2001).

Nos ovinos, o numero de ondas foliculares por ciclo é de duas a quatro, com alta
variacdo individual, mas com um padrdo mais frequentemente encontrado de trés ondas
foliculares e duracdo média do intervalo entre ondas de 3 a 5 dias (Noel et al., 1993; Bartlewski
etal., 2011).

O desenvolvimento folicular de cada onda é precedido por um aumento nas
concentragdes séricas de FSH (Scaramuzzi, et al., 2011). As concentragdes séricas de estradiol
(E2) também aumentam concomitantemente com o crescimento dos foliculos em cada onda,
com um pico ocorrendo por volta do final da fase de crescimento do maior foliculo (Driancourt,
2001), entretanto, em comparag¢ao com as outras ondas, a ovulatoria € a que possui as maiores
concentragOes de E2, devido a um aumento na frequéncia de pulsos de LH durante o final da

fase lUtea, que estimula a producéo desse horménio (Toosi et al., 2010).



Durante cada onda folicular ocorrem o0s seguintes eventos: emergéncia, selegéo,
desvio e dominancia (Evans, 2003a). A emergéncia folicular ocorre quando um grupo de
foliculos em crescimento € primeiramente detectado por ultrassonografia. O recrutamento
folicular € muitas vezes usado como sinénimo de emergéncia (Ginther et al., 1996), mas € mais
precisamente definido como o crescimento de foliculos que se tornam dependentes de
gonadotrofinas (Driancourt, 2001). Isso ocorre nos ovinos quando os foliculos tém de 2-4 mm
de didmetro.

A selecdo folicular é o processo que resulta na reducdo do numero de foliculos
em crescimento. Essa fase provavelmente acaba quando ocorre uma diferenca na taxa de
crescimento de um ou mais foliculos em relagdo aos outros foliculos (subordinados). O
momento em que ocorre uma diferenca nas taxas de crescimento tem sido denominado como
desvio (Ginther et al., 1996). Um ou mais foliculos sdo considerados dominantes, quando seu
crescimento e desenvolvimento sdo progressivos, ocasionando em retardo ou inibicdo do
crescimento dos foliculos subordinados (Evans, 2003a).

O principal efeito relacionado a dominancia folicular € a inibicdo da secrecao de
FSH através da secrecdo de inibina A e E2. Os maiores foliculos sdo capazes de mudar a sua
dependéncia de FSH para o horménio luteinizante (LH) através da aquisi¢do de receptores de
LH nas células da granulosa e, assim, continuar a crescer na auséncia de FSH. Além disso, em
ovinos, ha uma evidéncia da existéncia de efeitos intraovarianos, no qual os foliculos
dominantes suprimem outros foliculos no mesmo ovario (Gonzalez-Bulnes & Veiga-Lopez,
2008). Embora haja uma evidéncia da dominancia folicular em ovinos e caprinos (Evans,
2003b; Rubianes & Menchaca, 2003), existem algumas diferencas em relagcdo aos descritos para
0s bovinos. Essas diferencas levaram a hipétese de que a dominancia folicular em alguns casos
pode ser atenuada em ovelhas. No entanto, a capacidade de foliculos grandes bloquearem o
aparecimento de uma nova onda folicular foi demonstrada tanto durante a onda ovulatéria
(Ravindra et al., 1994), na primeira (Evans et al., 2002) e também, durante a segunda onda de
crescimento folicular (Seekallu et al., 2009).

3.2 Utilizagdo do estradiol exdgeno para o controle da condicéo folicular ovariana

A combinag&o de progesterona e estradiol é uma alternativa bem conhecida para

sincronizar a emergéncia da onda folicular em bovinos (Bo et al., 1994; Bo et al., 1995). O



mecanismo responsavel pela supressdo do foliculo dominante e inducao do surgimento de uma
nova onda folicular parece ser um mecanismo sistémico (Bo et al., 2000), e envolve tanto a
supressdo de FSH como de LH por pelo menos 24 horas (Bo et al., 1994). Segundo esses
autores, a reducao da concentracdo de E2, permite um aumento das concentracfes de FSH que
esta relacionada ao surgimento de uma nova onda folicular.

As altas concentracdes plasmaéticas de E2 causam uma supressdo transitdria,
dose-dependente, nas concentracdes de FSH (O'rourke et al., 2000). A regressao do foliculo
dominante foi relacionada a um aumento das concentracdes circulantes de E2 por pelo menos
12 horas em ovelhas em anestro (Barrett et al., 2008) e em novilhas (Bo et al., 2000). A
administracdo de 5 mg de estradiol-17p (E-17p) resulta no aparecimento de uma nova onda
folicular, em média, 4,3 dias mais tarde (Bo et al., 1995), enquanto que a emergéncia da onda
folicular ocorre com 5,5 dias ap6s a administracdo de 5 mg de benzoato de estradiol (BE)
(Martinez et al., 2005). O valerato de estradiol (VE) tem uma meia-vida longa, e, portanto, um
efeito supressor prolongado sobre o FSH e crescimento folicular (Bo et al., 1993). Contudo, 0
tratamento com 1 ou 2 mg de VE resulta em uma emergéncia folicular mais precoce e mais
sincronizada do que 5 mg (Colazo et al., 2005). Portanto, o tempo para a sincronia e emergéncia
da onda folicular parece ser dependente tanto do tipo de estradiol como da dose utilizada.

Poucos estudos tém sido realizados com E-17 e seus ésteres para recrutamento
da onda folicular em ovinos. Meikle et al. (2001), estudando a acao do estradiol-17 em ovelhas
durante o anestro, constataram que a sua utilizacdo provoca a regressdo de foliculos grandes e
sincroniza uma nova onda de crescimento folicular. Barrett et al. (2008) verificaram que a
associacdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG) ao protocolo de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) e E-17p foi eficiente na sincronia da emergéncia da onda folicular
e das ovulacdes.

Contrariamente aos resultados obtidos com a utilizagdo do 17p-estradiol, o
benzoato de estradiol foi utilizado em ovelhas da raga Suffolk, na dose de 0,1 e 0,2 mg associado
a uma exposicao curta (4 dias) de MAP e ndo provocou a sincronia da emergéncia de uma nova

onda folicular, bem como, ndo melhorou a sincronia do estro ou ovulagédo (Takada et al., 2012).

3.3 Superovulagcéo em ovinos



Em ovinos, os protocolos tradicionais de superovulagdo consistem de um pre-
tratamento com progesterona/progestageno por 12 ou 14 dias. Durante esse periodo, seis a oito
doses decrescentes de hormonio foliculo estimulante (FSH), sdo administradas duas vezes por
dia, comecando 48-60 horas antes do fim do tratamento com progesterona/progestageno
(Cognie, 1999; Menchaca et al., 2010; Brasil et al., 2014; Bartlewski et al., 2016). Algumas
melhorias no protocolo tradicional s&o discutidas abaixo.

O tratamento com progesterona/progestageno por 12 ou 14 dias nao apresenta
uma boa justificativa. De acordo com trabalhos anteriores, no inicio dos tratamentos de
superestimulacdo, a alta concentracdo de progesterona aumenta a resposta ovulatoria e
rendimento embrionario, indicando-se substituir o pessario de progesterona/progestageno antes
do inicio das aplicacdes de FSH (Thompson et al., 1990; Gonzalez-Bulnes, Garcia-Garcia, et
al., 2002). Mechaca et al. (2009) demonstraram que em vez de substituir o dispositivo de
progesterona/progestageno em tratamentos longos de 12 ou 14 dias, um protocolo curto (isto é,
5-7 dias) pode ser utilizado sem reduzir o nimero de corpos luteos e embrides viaveis.

A superovulacdo de ovelhas esta associada a um elevado grau de regressao
prematura de corpo luteo (RPCL), podendo acontecer em quase 40% das doadoras de embrides
(Schiewe et al., 1991). A aplicacdo de duas doses de 250 Ul de gonadotrofina coriénica humana
(hCG), uma no momento da remocdo do pessario vaginal e a outra, 24 horas mais tarde, evita
a RPCL, aumenta o peso e o tamanho do corpo luteo (CL) e as concentracdes de progesterona
(Shabankareh et al., 2012). Segundo esses autores, a alta concentracdo de progesterona,
provavelmente, faz com que a liberagdo endometrial de prostaglandina F2a (PGF2a) seja
minima e insensivel ao estimulo do estradiol e da oxitocina. Por outro lado, o tratamento com
progestageno (FGA) apds a inseminacdo em cabras superestimuladas, embora ndo evite a
RPCL, aumenta a recuperacdo de embrides, sendo recomendado como uma alternativa para
minimizar os efeitos da RPCL nos programas de superovulacao (Espinosa-Marquez et al., 2004;
Cervantes et al., 2007).

A falha no processo de fertilizacdo € um grande problema nos protocolos
superovulatério em pequenos ruminantes. Essa pode ser reduzida com a melhoria da qualidade
seminal e com uma maior sincronia das ovulagdes. O hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) e anélogos, administrado no fim da superestimulacéo, antecipa as ovulagdes e melhora
a sincronia (Walker et al., 1986), resultando em um aumento na taxa de fertilizagédo (Brasil et
al., 2016). Além disso, reduz o nimero de foliculos anovulatorios e cistos foliculares (Nagvi &
Gulyani, 1999), eleva a taxa de ovulacdo (Azawi & Al-Mola, 2011) e a producdo de embrides

viaveis (Menchaca et al., 2009), apesar de relato controverso (Jabbour et al., 1991).



Na tentativa de correlacionar a resposta superovulatéria com o fluxo sanguineo
folicular, ovelhas Santa Inés foram submetidas a protocolos curtos e longos, com oito
aplicacdes decrescentes de 200 mg de pFSH. Nesse estudo, ndo foram encontradas correlactes
entre 0 aumento do fluxo sanguineo e a resposta superovulatoria das ovelhas. No entanto,
surpreendentemente, foram observadas correlagdes positivas significativas entre as estimativas
quantitativas do fluxo sanguineo folicular, nas duas Ultimas aplicacbes de pFSH, e o nimero de
ovocitos nao fertilizados (Oliveira et al., 2014). Devido a existéncia dessa correlacao, os autores
sugerem que os protocolos com seis aplicacdes de pFSH sdo mais eficientes do que 0s com oito
aplicacdes.

A combinagdo de progesterona e estradiol reduz significativamente a
variabilidade associada com os tradicionais tratamentos superovulatérios em vacas (Bo et al.,
2002; Mapletoft et al., 2002). Em ovelhas em anestro, uma unica injecdo de estradiol-17p (E-
17B; 350 ug/ovelha) 6 dias depois do tratamento com esponja de medroxiprogesterona resultou
no surgimento de uma nova onda com 4-7 dias ap0s o tratamento de E-17f (Barrett et al., 2008).
O mesmo protocolo hormonal foi utilizado antes da superovulacéo, e reduziu a variabilidade da
resposta ovariana e rendimento de embrido apds o tratamento com FSH, sem afetar a producéo
de embriGes em ovelhas em anestro (Bartlewski et al., 2008). No entanto, ndo se conseguiu
reprimir e ressincronizar a emergéncia da onda folicular na estacéo reprodutiva (Bartlewski et
al., 2015).

Pensando em um maior controle da populacdo folicular no inicio da
superestimula¢do Menchaca et al. (2009) desenvolveram o “método do dia 0”, que consiste de
iniciar a superestimulacdo no dia da ovulagdo, periodo em que ocorre o surgimento da primeira
onda folicular. Segundo esses autores, essa abordagem aumenta o rendimento embrionario em
comparacdo aos protocolos tradicionais. Contudo, outros autores utilizando a mesma
metodologia, em ovinos da raca Santa Inés, ndo conseguiram 0s mesmos resultados (NEVES,
RAMOS & SILVA, 2010; LIMA, 2013).

A selecdo das doadoras, através da utilizacdo de dosagens hormonais, pode
contribuir para o aumento da resposta superovulatéria e reducdo da variabilidade
interindividual. Existe uma forte correlacdo positiva entre as concentragdes plasmaticas de
inibina A durante a superovulagdo com o nimero de foliculos (Veiga-Lopez et al., 2008) e com
0 numero de corpos luteos e embrides recuperados (Gonzalez-Bulnes, Santiago-Moreno, et al.,
2002). A concentragdo sérica de E2 no inicio do tratamento superovulatério é negativamente
correlacionado com a producdo de embrides transferiveis (Fuerst et al., 2009). Em ovelhas

adultas, a concentragéo de hormonio anti-Mileriano no inicio do tratamento com FSH apresenta



10

uma correlagdo positiva forte com o nimero de foliculos aspirados por laparoscopia (Lahoz et
al., 2014). Portanto, a dosagem desses hormonios pode ser utilizada como potencial preditor do
resultado superovulatorio. Por outro lado, a identificacdo das doadoras mais responsivas pode
ser conseguida atraves da selecdo das fémeas com maior numero de foliculos no inicio do ciclo
estral (Mossa et al., 2007) e pelo histérico de ovulagdo em um simples tratamento de

superovulagdo com a eCG (Bruno-Galarraga et al., 2014).

3.3.1 Momento de inicio da superestimulacao vs rendimento embrionario

Independentemente do protocolo de superovulacdo adotado, a condicéo folicular
ovariana, no inicio do tratamento superestimulatério, é de grande importancia para o
rendimento embrionério final (Mossa et al., 2007; Veiga-Lopez et al., 2008; Menchaca et al.,
2010). Os estudos da influéncia da condicédo folicular do ovario, no inicio de um tratamento
superovulatério, mostraram que a resposta ovulatdria e o numero total de embrides transferiveis
sdo fortemente afetados pelo nimero de pequenos foliculos no primeiro dia do regime
superestimulatério (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Mossa et al., 2007). Por outro lado, a taxa de
ovulacéo (Veiga-Lopez et al., 2005) e o nimero total de embrides transferiveis (Rubianes et al.,
1995; Gonzalez-Bulnes, Santiago-Moreno, et al., 2002) s&o afetadas negativamente pela
presenca de um grande foliculo dominante.

Fémeas com um foliculo dominante apresentam alteracGes no desenvolvimento
folicular, que incluem maior atresia, atraso no recrutamento e no crescimento folicular, além de
apresentarem foliculos com menor tamanho, ovocitos com reducdo da qualidade e na
capacidade de retomada da meiose durante a maturacao in vitro (Veiga-Lopez et al., 2008).
Portanto, é desejavel que o tratamento superovulatorio inicie durante a emergéncia da onda
folicular ou na auséncia de uma dominancia estabelecida (Menchaca et al., 2010), como pode
ser observado na Figura 1.

Durante o0s protocolos tradicionais, em 70-85% das doadoras, a
superestimulacdo com FSH é iniciada com presenca de grandes foliculos ovarianos (Veiga-
Lopez et al., 2005; Menchaca et al., 2010). A evidéncia de que os foliculos dominantes podem
exercer dominancia ndo s pelas vias sisttmicas, mas também por fatores locais, reforca a
necessidade de assegurar que o tratamento superestimulatério se inicie na auséncia destes.

Considerando-se a imprevisibilidade da fase de crescimento folicular em ovinos

durante os protocolos de sincronizagéo, é de fundamental importancia o controle sincronizado
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da emergéncia da onda folicular. Os aspectos do desenvolvimento folicular e o seu controle ja
foram descritos em ovinos (Meikle et al., 2001; Barrett et al., 2008), devendo esse
conhecimento ser considerado para melhorar a eficiéncia dos programas de producéo in vivo de

embrides ovinos
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Foliculos responsivos a gonadotrofinas

(=25 foliculos entre 1,0 a 2,5 mm)
[LH] entre 0,5 ¢ 3,0 ng mL; [FSH] entre 0,5 ¢ 1,0 ng mL!
Numero de células da granulosa por foliculo = 1 a 2 milhdes. Aromatase
presente nas células da granulosa e presenca de receptores de FSH e LH nas
células da teca e da granulosa. Nessa fase, o crescimento pode continuar na
auséncia de FSH ou LH, mas a presenca de gonadotrofinas pode influnciar no
processo de crescimento.

Figura 1. Representacdo esquematica do recrutamento e das ondas foliculares
no ciclo estral da ovelha, mostrando a fase ideal (at¢ um dia apds o
recrutamento da onda) para o inicio da superestimulacdo com gonadotrofinas
exogenas; compilada de dados publicados (Scaramuzzi et al., 1993; Toosi et
al., 2010). Eixo vertical: tamanho dos foliculos durante o ciclo estral da
ovelha. Eixo horizontal: dias do ciclo estral da ovelha e padrdo de onda
folicular (painel superior) e especificacdo dos dias adequados para aplicagédo

de gonadotrofinas exdgenas (painel inferior) (Brasil et al., 2014).
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CAPITULO 2

A SINCRONIA DA EMERGENCIA DA ONDA FOLICULAR NAO MELHORA O
RENDIMENTO EMBRIONARIO EM OVINOS SUPEROVULADOS



1 RESUMO

Acredita-se que a superestimulacdo com FSH exdgeno iniciada no inicio da onda folicular
melhora o rendimento embrionério final. Trés diferentes doses de estradiol-17f (0,5 mg, 1,0
mg e 2,0 mg) em combinagdo com progesterona foram avaliadas quanto a eficacia em provocar
a regressdao do maior foliculo e emergéncia de uma nova onda folicular em ovinos. Todas as
doses utilizadas causaram a regressao do foliculo dominante presente no inicio do tratamento,
mas a dose de 0,5 mg E-17p foi mais eficiente em sincronizar a emergéncia da onda folicular.
O uso de 0,5 mg E-17p associado ao protocolo de superovulacéo permite que administracédo de
pFSH ocorra no inicio da onda folicular induzida, contudo isso ndao melhora a resposta

superovulatéria e a producdo de embriGes em ovinos.

Palavras chave: embrides, estradiol-17p, recrutamento, foliculo, superovulagao



2 ABSTRACT

It is believed that over-stimulation with exogenous FSH initiated at the onset of the follicular
wave would improve the final embryo yield. Three different doses of estradiol-17p (0.5 mg, 1.0
mg and 2.0 mg) in combination with progesterone were evaluated for efficacy in causing
regression of the largest follicle and emergence of a new follicular wave in ewes. All doses used
regressed the dominant follicle present at the beginning of treatment, but the dose of 0.5 mg E-
17 was more efficient in synchronizing follicular wave emergence. The use of 0.5 mg E-17f
associated with the superovulation protocol allows the pFSH administration to occur at the
onset of the follicular wave, but this does not improve superovulatory response and embryo

production in ewes.

Keywords: embryos, estradiol-17p, recruitment, follicle, superovulation



3 INTRODUCAO

A tecnologia de mudltipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE) é
realizada nos ovinos para aumentar a progénie das ovelhas de alto mérito genético. O tipico
protocolo de superovulacdo envolve 14 dias de exposicdo a progesterona, com o tratamento
com FSH comecando cerca de 3 dias antes da remocdo do dispositivo de liberagdo de
progesterona (Cognie, 1999; Cognie et al., 2003; Brasil et al., 2016), isto €, em fase aleatoria
do desenvolvimento da onda folicular. No entanto, um importante fator limitante que ainda
afeta o sucesso dos programas MOTE ¢ a variabilidade da resposta ovariana e rendimento de
embribes (para revisdo, ver Menchaca et al., 2010; Bartlewski et al., 2016). Essa variacéo é
causada por fatores extrinsecos, como origem e pureza dos hormonios e protocolos de
administracdo, e intrinsecos, como raca, idade, condicdo nutricional e reprodutiva (Gonzalez-
Bulnes et al., 2004). Além disso, as diferencas na condicdo da onda folicular no inicio dos
tratamentos superestimulatorios parecem ser a fonte principal de variabilidade (Rubianes et al.,
1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Veiga-Lopez et al., 2005;
Bartlewski, P. M. et al., 2008), limitando a utilizacdo da superovulacdo no ambito comercial e
de pesquisa.

Os estudos da influéncia da condicdo folicular do ovério, no inicio de um
tratamento superovulatorio, mostraram que a resposta ovulatoria e o niamero total de embrides
transferiveis sdo fortemente afetados pelo numero de pequenos foliculos no primeiro dia do
regime superestimulatorio (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Bartlewski et al., 2008). Por outro
lado, a taxa de ovulacdo (Veiga-Lopez et al., 2005) e 0 nimero total de embrides transferiveis
(Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2002) sdo afetadas negativamente pela presenca
de um grande foliculo dominante. Portanto, uma abordagem alternativa seria iniciar 0s
tratamentos de superestimulacdo subsequentes ao controle exdgeno da emergéncia da onda
folicular (Bo et al., 2002; Menchaca et al., 2010).
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A sincronizagdo da onda folicular tornou-se habitual em bovinos submetidos a
superovulacdo (Mapletoft et al., 2002). A combinacdo de progesterona e estradiol (E2) reduz
significativamente a variabilidade associada com os tradicionais tratamentos superovulatorios
em vacas (Bo et al., 2002; Mapletoft et al., 2002). Espera-se que 0 mesmo ocorra em ovelhas,
mas este tema ndo foi profundamente estudado, como em bovinos.

Em ovelhas em anestro, uma unica injecdo de estradiol-17f (E-17B; 0,35
mg/ovelha) 6 dias depois do tratamento com esponja de medroxiprogesterona resulta no
surgimento de uma nova onda com 4-7 dias ap0s o tratamento de E-17p (Barrett et al., 2008).
O mesmo protocolo hormonal foi utilizado antes da superovulacéo, e reduziu a variabilidade da
resposta ovariana e rendimento de embrido em ovelhas em anestro (Bartlewski et al., 2008),
mas nao sincronizou a emergéncia da onda folicular na estacao reprodutiva (Bartlewski et al.,
2015), ndo afetando os resultados de producdo de embrides. Em ovelhas ciclicas, nossa equipe,
combinando progesterona e E-17f (2,0 mg/ovelha), provocou o surgimento de uma nova onda
folicular com 3-5 dias apds o tratamento com estradiol (dados ndo publicados). Em bovinos, o
intervalo de tratamento para emergéncia sincronizada da onda folicular parece ser dependente
da dose de E2 (O'rourke et al., 2000; Martinez et al., 2005), o que é provavel de acontecer
também em ovelhas.

Dois experimentos foram realizados para avaliar a dindmica folicular e a
producdo de embriGes em ovelhas ciclicas pré-tratadas com combinacdo de progesterona e E-
17B. O objetivo do Experimento 1 foi avaliar o efeito da progesterona associada a trés doses
diferentes de E-17f sobre a dindmica folicular ovariana e sincronia da emergéncia da onda
folicular em ovelhas ciclicas. O objetivo do Experimento 2 foi avaliar a resposta ovariana e a
producdo de embribes em ovelhas ciclicas superestimuladas com gonadotrofina exdgena a
partir da emergéncia folicular, ap6s pré-tratamento com progesterona e uma unica dose de 0,5
mg de E-17p.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estagéo experimental e animais

O estudo foi realizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
localizada em Brasilia (regido Centro-Oeste do Brasil) a 15°52 de latitude S e altitude variando
1050-1250 m acima do nivel do mar. Essa regido apresenta um clima tropical chuvoso, com
invernos secos e verdes chuvosos, tipo AW pela classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2013).
Preocupacdes éticas foram tidas em conta em conformidade com os regulamentos local de
praticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Protocolo CEUA-Cenargen 721/2015).

Ovelhas da raga Santa Inés ciclicas, clinicamente saudaveis, entre 2-5 anos de
idade e com o escore de condigdo corporal > 2,5 (intervalo 1-5; (Thompson & Meyer, 1994)
foram utilizados em todos os experimentos. Uma semana antes do inicio de cada experimento,
foi realizada uma avaliacdo preliminar, por meio de ultrassonografia transretal, para selecionar

ovelhas que apresentavam um ou mais corpos luteos.

4.2 Técnica de ultrassom

O exame ultrassonografico dos ovarios foi realizado por ultrassonografia
transretal com alta resolugdo, com equipamento de ultrassom modo B em tempo real (DP-
2200Vet; Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd., Nanshan, Shenzhen, PR

China), equipado com um transdutor linear multifrequencial na frequéncia 7,5 MHz e adaptado
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com um cano enrijecido. As ovelhas foram submetidas a ultrassonografia, enquanto mantidas,
na posicdo de estacdo, em um tronco de contencdo. Esta técnica foi validada para o
monitoramento da dinamica folicular ovariana e deteccdo de CL em ovinos (Vinoles et al.,
2004). Um operador experiente realizou todos os exames. Os foliculos ovarianos e CL foram
medidos utilizando os compassos de calibre eletrénicos interno, e o nimero, didmetro e a
localizagao topografica do CL e de todos os foliculos antrais > 1 mm foi esbogado em mapas

de ovario.

4.3 Experimento 1

Vinte e uma ovelhas ciclicas (peso corporal médio de 45 + 7 kg), foram
utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em pastagem de Tifton (Cynodon spp.), de
08:00 até 16:45 horas, e apos esse periodo foram alocados em baias coletivas, com uma
capacidade de 1,5 m?/animal, e alimentados com feno Tifton ad libitum. Durante todo o periodo
0s animais tiveram livre acesso a agua e sal mineral. Todos os animais tiveram o ciclo estral
sincronizados com a insercdo vaginal (dia -1) de um dispositivo interno de liberacdo de
progesterona (Eazi-Breed CIDR-Controlled Internal Drug Release, InterAg, Hamilton, New
Zealand). Um dia ap0s a insercdo do dispositivo (dia 0), as ovelhas foram aleatoriamente
divididas em trés grupos (n = 7) para receber 2,0 mg, 1,0 mg ou 0,5 mg de E-17p .M. (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) dissolvido em 1 mL de dleo de gergelim (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). O dispositivo de progesterona foi mantido até o dia da constatacdo, por
ultrassonografia, do inicio da atresia do foliculo dominante da nova onda de crescimento
folicular. Por causa do tempo gasto para a avaliacdo ultrassonografica da dindmica folicular,
este experimento foi conduzido em duas réplicas, com 12 e 9 animais, respectivamente.

As avaliagdes ultrassonograficas foram realizadas no momento da insercdo do
dispositivo de progesterona, 24 horas mais tarde e, em seguida, a cada 12 horas, até que fosse
verificado o inicio da atresia dos foliculos dominantes da nova onda. Os dados foliculares
(foliculos > 1 mm de diametro) foram reunidos para ambos os ovarios. A interpretacdo da
dindmica folicular foi adaptada dos critérios relatado por Bartlewski et al. (1999). A onda
folicular foi definida como um grupo de pequenos foliculos que deram origem a um ou mais
foliculos > 4 mm de didametro. Para cada onda folicular, o dia da emergéncia foi definido,

retrospectivamente, como o dia em que o maior foliculo apresentou 3 mm de didmetro, seguido
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por um aumento do seu didmetro nas avaliaces seguintes. As seguintes caracteristicas das
ondas foliculares foram determinadas para cada ovelha: (1) didmetro do maior foliculo na
insercdo do CIDR; (2) diametro do maior foliculo na administracdo do E-17p; (3) diametro do
CL na administracdo do E-17p; (4) intervalo da administragdo do E-17f para a emergéncia da
onda; (5) diametro do maior foliculo da nova onda; (6) intervalo da administracdo do E-17p
para regressao da nova onda; (7) duracédo do crescimento folicular e da fase estatica, bem como
do comprimento da onda; e (8) taxa de crescimento do maior foliculo. A fase de crescimento
foi definida como o tempo tomado pelo foliculo para crescer entre 3 mm e o0 seu tamanho
maximo; a taxa de crescimento foi calculada pela divisdo do crescimento folicular (diametro
méaximo - 3 mm) pela fase de crescimento; a fase estatica foi o tempo entre o fim da fase de
crescimento até o inicio da regressao folicular, e o comprimento da onda foi obtido pela
diferenca do tempo entre o fim da fase estatica e o dia da emergéncia da onda. Durante a fase
estatica, quando foi observada reducdo folicular em duas avaliagbes ultrassonogréaficas
consecutivos, o tempo da primeira avaliagdo com redugdo foi determinada como o inicio da

regressao folicular.

4.4 Experimento 2

Sessenta e duas ovelhas ciclicas (peso corporal médio de 41 + 8 kg), foram
utilizados neste estudo. Todas as ovelhas foram mantidas em baias de confinamento e
alimentados com feno de Tifton e racdo balanceada (150 g/ovelha/dia), com acesso ilimitado a
agua e sal mineral. As ovelhas foram sincronizadas (4 ou 6 ovelhas/dia) com a inser¢do vaginal
(dia -1) do CIDR e mantido por 7 dias. Um dia apds a inser¢do do CIDR (dia 0), as fémeas
doadoras, foram aleatoriamente divididas em dois grupos (n = 31) para receber ou ndo uma
dose de 0,5 mg de E-17p dissolvido em 1 mL de 6leo de gergelim. No dia 3, a superestimulagéo
foi induzida com aplicacdo de 133 mg de pFSH I.M. (Folltropin®-V, Tecnopec, AHC Inc.,
Bioniche, Canada) em oito doses (20% x 2; 15% x 2; 10% X 2; 5% x 2) administradas duas
vezes ao dia, a partir da manha do dia 3 até 12 horas apos a retirada do CIDR. Uma dose de
PGF20 (250 pg de cloprostenol; Sincrocio®, Ouro Fino Salde animal LTDA, Brasil) e de
GnRH (25 ug de acetato de gonadorelina; Gestran Plus, Tecnopec, ARSA SRL, Argentina) foi
administrada .M. na 5% e 8 a injecdo de pFSH, respectivamente. Além disso, no dia 3, 0

diametro médio do maior foliculo € o nimero de todos os foliculos antrais > 1mm foram
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avaliados por ultrassonografia transretal em 12 ovelhas de cada grupo experimental (Figura 1).
Os seguintes dados foram registrados: o tamanho médio do maior foliculo; o total de foliculos
pequenos (1 mm < FP < 4 mm); e o percentual de ovelhas com foliculos médio ou grandes
(FM/FG >4 mm)

O sémen foi coletado de trés carneiros com fertilidade comprovada utilizando
uma vagina artificial, e usado em todas as IA. Os carneiros foram previamente selecionados
pelas seguintes caracteristicas seminais: (1) concentragdo >3 x 10° mL%; (2) motilidade massal
> 3; (3) motilidade espermatica > 80%; (4) vigor > 3; e (5) total de patologias espermaticas <
20% (CBRA, 2013). Todas as fémeas foram inseminadas, com sémen fresco, por via cervical.
A 1A foi realizada as 36 e 48 h apds a retirada do CIDR, usando palhetas de 0,5 mL.
Imediatamente antes da Al, 0 sémen dos carneiros foi coletado, reunido em pool e mantido em
banho-maria a 33°C. As ovelhas foram contidas com os membros posteriores levantados, e o
cérvix foi localizado usando um espéculo vaginal, equipado com uma fonte de luz. O sémen foi
depositado, na medida do possivel, o0 mais profundo dentro do canal cervical, mas sem uso de
forca. Um dia apds a segunda 1A, o CIDR, previamente utilizado, foi reintroduzido em cada

fémea e mantido até o0 momento da coleta de embribes (Figura 1).

|

pFSH (133 mg)

E-176
ou 20% 15% 10% 5%

Néo 20% 15% 10% 5% Coleta de
l W embrides

am am am pm am pm am pm am pm pm am am am/pm
Dia -1 Do D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D13

Figura 1. Esquema do tratamento das da raga ovelhas Santa Inés ciclicas que receberam um
CIDR no dia 0 (inicio do experimento) e mantido por 7 dias. Todas as ovelhas foram
inseminadas as 36 e 48 h apos a remogédo do CIDR e o dispositivo, anteriormente utilizado, foi
reintroduzido um dia apds a segunda inseminacdo (dia 9). Os ovdcitos/embrides foram

coletados cirurgicamente, 5 dias apds a segunda inseminacao.
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No dia 5 ap6s a segunda IA, o numero de ovulagdes foi avaliado por
laparoscopia. Os corpos luteos foram classificados como normal ou com regressao prematura
(RPCL), de acordo com o estado de desenvolvimento e a cor. As ovelhas com > 2 CL foram
consideradas doadoras responsivas. Imediatamente depois, 0os embrides foram cirurgicamente
recuperados sob anestesia geral.

As ovelhas, previamente privadas de comida e agua por 24 h, receberam xilazina
(0,10 mg/kg I.M.; Rompun®, Bayer, Brasil) e cloridrato de cetamina (3,5 mg/kg por via
intravenosa; Ketamina, Agener, Brasil). Além disso, foi administrada anestesia local na regido
da incisdo cirdrgica (10 mL de lidocaina 2%; Lidovet®, Bravet, Brasil). Os ovocitos/embrides
foram coletados cirurgicamente apds laparotomia ventral, através de uma incisao paramediana
(5 cm de comprimento) cranial ao Ubere, para acessar o trato reprodutivo. Cada corno uterino
foi lavado com 60 mL de meio de recuperacdo de embriGes (DPBS, Cultilab, Brasil), pré-
aquecido a 38°C, e suplementado com 1% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).
Resumidamente, o meio de lavagem foi injetado através de uma seringa estéril, com um cateter
20G inserido proximo da juncdo Utero-tubéria e recolhido através de uma sonda Foley n.8 ou
n.10, que foi introduzida na bifurcacdo externa de cada corno uterino. Os embriGes foram
recuperados em uma placa de Petri, mantidos em meio holding (Holding plus, 0,4% de BSA,
Embriocare, Cultilab, Brasil), e examinados sob um estereomicroscépio (Olympus SZ;
Olympus Optical Co., Ltd., Toquio, Japdo) com 20 a 40 x de ampliacdo, seguindo os critérios
da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides. Os embrifes que desenvolveram a
fases de blastocisto ou mérula foram classificados da seguinte forma: grau 1 (excelente ou
bom), 2 (bom/regular), 3 (pobre), e 4 (mortos ou degenerados). Os embrides classificados com
grau de 1 a 3 foram considerados transferiveis e aqueles de grau 1 e 2 foram consideradas como
embrides congelaveis. Apos a cirurgia, todos os animais receberam uma injecao I.M. de PGF2a.
(250 pg de cloprostenol) e o CIDR foi removido.

Os seguintes dados foram registrados para cada ovelha: nimero de corpo liteo
(CL), total de ovdcitos/embribes recuperados (TOE), embrides viaveis (EV), embrides
congelaveis (EC), embribes degenerados (EDG), e embriGes totais (ET). A taxa de fertilizacdo
(TF) foi obtida dividindo ET por TOE; a taxa de degenerados (TDG) foi obtida dividindo EDG
por ET; e a taxa de recuperacdo (TR) foi obtido dividindo TOE por CL.

4.5 Andlise estatistica
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Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa SAS University
Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). No Experimento 1, os dados foliculares ovarianos
foram comparados entre as trés diferentes doses de E-17B através do modelo linear
generalizado misto (procedimento GLIMMIX), e as médias dos quadrados minimos foram
ajustadas para comparacdes mdultiplas, pelo teste Royen-Tukey-Kramer. A sincronia do tempo
entre os tratamentos de E-17B para a emergéncia da proxima onda folicular foram comparados
entre 0s grupos com o teste F (razdo de varidncia) associados com a analise gréafica das
distribuicGes de densidade. No Experimentos 2, a resposta ovariana e o rendimento embrionario
foram comparados entre os tratamentos usando o procedimento GLIMMIX, com a média dos
minimos quadrados ajustados através do teste de Royen-Tukey-Kramer. Os dados registrados
como porcentagens foram analisados pelos testes exato de Fisher or Qui-quadrado. O nimero
de foliculos pequenos (1 < FP < 4mm) e o didmetro médio do maior foliculo, entre os
tratamentos, foram avaliados usando o teste t de Student. Os resultados estdo expressos como
média * desvio padrdo ou em percentagem. As diferencas entre os grupos foram consideradas

significativos quando o P < 0,05 e tendéncia quando 0,05 <P < 0,10.



5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

No momento da insercdo do CIDR, 85,7% das ovelhas (18/21) tinham pelo
menos um corpo lateo, e as outras 14,3% (3/21) apresentaram um foliculo com um diametro
entre médio e grande (ou seja, > 4 mm). As trés doses diferentes de E-17 foram capazes de
causar supressao no maior foliculo presente no ovario e sincronizar a emergéncia de uma nova
onda folicular. Os perfis de didametros, padréo de regressdo do maior foliculo presentes durante
o0 tratamento com E-17f e o padrdo de desenvolvimento do maior foliculo da nova onda estdo
apresentados na Figura 2.

Os efeitos de diferentes doses de E-17f sobre as caracteristicas foliculares e lutea
em ovelhas da raca Santa Inés, que receberam dispositivo intravaginal de progesterona, séo
apresentados na Tabela 1. Ndo houve diferenca entre o diametro do maior foliculo no momento
da inser¢do do CIDR, na administragdo do E-17f e no fim da fase de crescimento da nova onda
folicular; bem como o didmetro do CL na insercdo do CIDR. O intervalo médio entre tratamento
de E-17p para o surgimento da nova onda nao diferiu entre os tratamentos (média global = 3,1
+ 1,0). No entanto, o dia da emergéncia folicular foi mais sincronizado na dose de 0,5 mg do
que de 2,0 mg (P <0,05) e indicou uma tendéncia a diferir da dose de 1,0 mg (P = 0,079). N&o
houve diferenca no dia da regressao da nova onda entre as trés doses de E-17p utilizadas (média
total = 6,5 + 1,2). No entanto, o dia da regresséo foi mais sincronizado com a dose de 0,5 mg
do que 2,0 mg e 1,0 mg (P < 0,05). Os padrdes de desenvolvimento folicular foram similares
entre as ovelhas que foram tratados com as trés doses de E-17p. A taxa de crescimento, fase de
crescimento, fase estatica e o comprimento da onda nédo diferiram entre os tratamentos (P>
0,05).
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Figura 2. Perfil do diametro de estruturas ovarianas, identificadas individualmente
(foliculos > 3 mm), presentes em cada ovelha (n = 21) durante cada protocolo de
sincronizacdo. A avaliagdo ultrassonografica dos ovarios teve inicio com a insergao
do dispositivo de progesterona (dia -1) e durou até a constatacdo da regressdo do
foliculo da nova onda recrutada. A linha tracejada representa o padréo de regressao

do maior foliculo presente no inicio do tratamento. A linha continua representa o
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padrdo de emergéncia, crescimento e inicio da regressao do maior foliculo da nova

onda. O painel (a) representa 0,5 mg de E-17B (n = 7); O painel (b) representa 1,0
mg de E-17B (n = 7); e (C) representa 2,0 mg de E-17B (n=7).

Tabela 1. Caracteristicas foliculares e luteais (Média = D.P.) em ovelhas da raca Santa Inés que

receberam doses diferentes de estradiol-17f (E-17B) um dia apos a inser¢do do dispositivo de

progesterona
estradiol-17p Total
0,5 mg 1,0 mg 2,0 mg
Numero de ovelhas 7 7 7 21
Maior foliculo (MF; mm)
Insercdo do CIDR 50+15 49+11 471206 48+11
Administracdo de E-17f 53+14 47+0,9 47+07 49+10
Nova onda 4,7+04 44+06 44104 45%05
CL na administracéo de E-17p (mm) 8,1+17 78+13 80x12 8013
(6/7) (6/7) (6/7) (18/21)
Dia da emergéncia da nova onda
Média (+ D.P.) 28+04 32+09 34+15 31+10
Amplitude 25-35 20-45 2,0-6,5
Coeficiente de variacio (%) 142 28 2* 44>
Dia da regressao da nova onda
Média (+ D.P.) 6,5+0,6 6,3+1,7 6,7+14 65+172
Amplitude 55-75 40-95 50-95
Coeficiente de variacio (%) 92 26° 21°
Taxa de crescimento (mm/dia) 0,8+0,3 0,9+05 08+04 0804
Fase de crescimento (dia) 2,4+0,6 1,8+0,9 19+02 20+0,7
Fase estatica (dia) 1,4+0,3 1,3+0,3 1,4+04 14+04
Duracdo da onda (dia) 3,704 31+11 33+x04 3407

3 bValores com letras diferentes entre linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F (razio de

variancia).

Valores com asterisco indicam tendéncia para significancia estatistica (P = 0,079) pelo teste F (razdo de variancia).

5.2 Experimento 2

Os efeitos do tratamento com E-17 sobre a resposta ovariana e produgido de

embrides em ovelhas tratadas com progesterona estdo mostrados na Tabela 2. Ndo houve

diferenca no nimero de ovelhas ndo responsivas entre os grupos com E-17f e controle (19% vs

13%, respectivamente). A media geral de doadoras que responderam com > 2 CL foi de 85%.

N&o houve diferencas significativas entre os dois grupos de ovelhas para qualquer uma das

varidveis de producdo de embrides analisados, com excecdo da taxa de fertilizacéo,
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considerando apenas as ovelhas que ndo apresentaram RPCL, sendo 18% maior (P <0,0001)

nos animais do grupo controle do que nos animais tratados com E-17B. (Tabela 2).

Tabela 2. Resposta ovariana e produgdo de embrides (Média + D.P.) ap0s tratamento com
multiplas doses de pFSH em ovelhas da raca Santa Inés tratadas ou ndo com 0,5 mg de E-178,

24 h apos a insercdo do CIDR

estradiol-17p Controle

Resposta das doadoras n=31 n=31
Doadoras com > 2 CL (%) 25/31 (81) 27/31 (87)
Doadoras com RPCL (%) 5/31 (16) 10/31 (32)

Producéo de embrides (doadoras sem RPCL) n=20 n=17
Numero de CL 9,8+48 12,0+8,2
Total ovocitos/embriGes 84+44 8,2+45
Total de embribes 6,8+4,3 8,00+ 4,5
Embrides viaveis 52+4,3 6,5+4,2
Embrides congelaveis 4,2+40 59+45
Embrides degenerados (%) 31/135 (23) 25/136 (18)
Fertilizacdo (%) 135/168 (80)° 136/139 (98)?

Producéo de embrides (doadoras com/sem RPCL) n=25 n=27
Numero de CL 9,6+4,7 11,2+6,9
Total ovocitos/embrides 7,7+4,7 73147
Total de embribes 6,1+4,4 6,1 +4,6
Embrides viaveis 48+43 47+43
Embrides congelaveis 4,0+4,0 4,2+4,3
Embrides degenerados (%) 34/153 (22) 36/164 (22)
Fertilizacdo (%) 153/193 (79) 164/198 (83)

ab [ etras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05).

Entre os tratamentos, foi observada a ocorréncia de RPCL em 16% (5/31; E-17p)
e 32% (10/31; controle) das ovelhas (P> 0,05). Em apenas 40% (6/15) das doadoras com RPCL
foi recuperado embribes viaveis, enquanto que nas doadoras sem RPCL a recuperacdo de
embribes ocorreu em 86% (32/37; P <0,01) dos animais. Além disso, as doadoras com RPCL
tiveram menor taxa de fertilizacdo (55%, 46/84), quando comparado com as doadoras sem
RPCL (88%, 271/307; P <0,0001).

O numero de foliculos pequenos avaliados por ultrassonografia no dia 3 (15,9 +
3,8 vs 17,3 + 3,2) ndo diferiu entre os animais tratados com E-17p ou controle, respectivamente.
Contudo, o didmetro médio do maior foliculo (3,3 £ 0,8 vs 4,6 + 1,0) e o percentual de ovelhas
com foliculos médios/grandes (2/12, 16,7% vs 10/12, 83,3%) foram significativamente
inferiores nas fémeas tratadas com E-17 do que o grupo controle, respectivamente (P < 0,01;

Figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas foliculares avaliadas por ultrassonografia no dia 3, em ovelhas do
grupo E-17p (barras cinza claras) e controle (barras cinza escuras). A: nimero de foliculos
pequenos (1 mm < FP < 4 mm; média £ SD); B: didmetro médio do maior foliculo (média +
SD); C: ovelhas com foliculos médios/grandes (FM/FG > 4 mm; percentual). Dentro dos pares
de dados, barras com letras minusculas distintas sdo estatisticamente diferentes (P < 0,01).



6 DISCUSSAO

Os resultados do presente experimento confirmam os achados da nossa equipe,
em que o tratamento de progesterona combinado com E-17p em ovelhas ciclicas suprime o
crescimento folicular e resulta na emergéncia de uma nova onda em um momento previsivel.
Todas as doses utilizadas de E-17p causaram a atresia do maior foliculo presente no inicio do
tratamento e recrutamento de uma nova onda folicular (Figura 2). A administragdo de E2
associado a progesterona suprime as concentracdes plasmaticas de gonadotrofinas em bovinos
(Martinez et al., 2005) e ovinos (Barrett et al., 2008), sendo esse o principal efeito responsavel
pela regressdo do foliculo dominante.

A regressdo do foliculo dominante foi relacionada a um aumento das
concentragdes circulantes de E-17f por pelo menos 12 h em ovelhas em anestro (Barrett et al.,
2008) e em novilhas (Bo et al., 2000). Os ultimos autores verificaram que a administracdo de
0,1 mg de E-17p manteve altas concentra¢des de E2 por 10h, mas nao foram suficientes para
causar a regressao do foliculo dominante. Como as concentracdes circulantes de estradiol sdo
dose-dependente (Bo et al., 2000; O'rourke et al., 2000) é provavel que todas as doses de E-17f3
do presente estudo tenham sido capazes de manter concentracdes circulantes altas de E2 por
um tempo igual ou superior a 12 h.

Os resultados do presente estudo mostraram que o intervalo entre o tratamento
para a emergéncia da onda ndo diferiu entre as doses utilizadas de E-17p, tendo uma média
global de 3,1 dias (Tabela 1). A administracdo de 5,0 mg de E-17f associado a progesterona
em estagios aleatdrios do crescimento folicular de novilhas, recruta uma nova onda de forma
sincronizada entre 2,0 (Garcia & Salaheddine, 2001) e 3,4 dias (Martinez et al., 2000). Em
ovelhas em anestro, uma dose menor do que as utilizadas neste estudo (0,35 mg de E-178 ¢

MAP) casou 0 recrutamento de uma nova onda mais tardiamente, aproximadamente 5 dias
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(Barrett et al., 2008) e na estagdo reprodutiva ndo sincronizou a emergéncia da onda folicular
(Bartlewski et al., 2015). E sabido que, ap6s o fim do bloqueio das concentracdes de
gonadotrofinas provocado pelo E2 associado a progesterona, as concentracdes de FSH voltam
a subir, fazendo com que 0 mesmo atinja o pico que precede o recrutamento da onda folicular
(Bo et al., 1994; Bo et al., 1995). E provavel que a supressdo da liberacdo de FSH provocada
pelo E2 seja menor durante a estagdo reprodutiva em ovinos, necessitando de uma dose maior,
como as que foram utilizadas neste estudo.

Nos diferentes grupos foi demonstrado um padrdo semelhante do
desenvolvimento folicular ovariano ap6s a administracdo de E-17p (Tabela 1), exceto para o
dia da emergéncia e regressdo da nova onda que foi mais sincronizado com a dose de 0,5 mg.
De um total de 7 ovelhas tratadas com 0,5 mg de estradiol e progesterona (Experimento 1), o
recrutamento da nova onda ocorreu nos dias 2,5 (4 ovelhas), 3,0 (2 ovelhas) e 3,5 (1 ovelha).
Enquanto que nas doses de 1,0 e 2,0 mg de E-17f a variagdo foi 2 a 4,5 dias e 2 a 6 dias,
respectivamente. O motivo pelo qual o Grupo que recebeu a dose de 0,5 foi mais sincronizado
ndo esta claro, entretanto, concentraces altas de estradiol por um tempo prolongado leva a uma
falta de sincronia e atraso na emergéncia da onda folicular, como pode ser observado na
utilizacdo de estradidis com meia-vida longa (Garcia & Salaheddine, 2001). Esse é um achado
importante devido a uma preocupacdo crescente na reducdo hormonal dos protocolos
empregados na reproducdo animal.

A quantidade de foliculos na emergéncia da onda folicular esta positivamente
correlacionada com a resposta superestimulatéria ap6s a administracdo de FSH (Mossa et al.,
2007). O resultado do nosso estudo mostrou que no dia esperado para emergéncia folicular, dia
3 apbs a administracdo de 0,5 mg de E-17p, o numero de foliculos pequenos foi semelhante em
relacdo as ovelhas controle, que estavam em fase aleatdria do crescimento folicular.
Provavelmente o nimero de foliculos pequenos presente no ovario seja mais dependentes de
fatores intrinsecos de cada fémea (Mossa et al., 2007), do que da fase do crescimento folicular.

Sabe-se que em bovinos, ocorre um aumento no namero de pequenos foliculos
na emergéncia da onda folicular, enquanto que o estabelecimento da dominancia reduz a
populacédo folicular presente nos ovarios (Bungartz & Niemann, 1994; Ginther et al., 1996;
Ferreira et al., 2004). Contrariamente em ovelhas ciclicas, o nimero de pequenos foliculos (1-
3 mm de didametro) ndo se altera ao longo do ciclo estral, ndo havendo evidéncia do efeito da
dominéncia folicular sobre a quantidade desses foliculos (Duggavathi et al., 2003).

Aparentemente um grupo de foliculos de 1 a 3 mm permanece constate durante o ciclo estral
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da ovelha, e tais foliculos sdo capazes de iniciar uma onda apds a administracdo exdgena de
doses suprafisiologicas de FSH.

Vérios trabalhos apoiam a ideia de que o tratamento superestimulatério iniciado
na auséncia de foliculo dominante, em ovinos, resulta em aumento do rendimento embrionério
final (Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Veiga-Lopez et al., 2005; Veiga-
Lopez, Encinas, et al., 2008; Menchaca et al., 2010). Contrariamente ao esperado, no presente
trabalho, o tamanho folicular (E-178 3,3 + 0,8 vs Controle 4,6 = 1,0; P < 0,01; Figura 3) no
inicio da superestimulacdo com FSH, ndo afetou a taxa de ovulagdo e o rendimento
embrionario. Nas avaliagfes ultrassonogréficas verificou-se um provavel efeito supressor do
maior foliculo sobre os outros foliculos da mesma onda, concordando com estudos prévios
(Veiga-Lopez et al., 2005; Veiga-Lopez, Dominguez, et al., 2008). Contudo, acreditamos que
esse efeito seja pequeno, pois ndo é raro que mais de um foliculo atinja tamanhos pré-
ovulatorios e que ocorra mais de uma ovulacdo de foliculos da mesma onda. Além disso,
fisiologicamente também pode ocorrer ovulagdo de foliculos de maltiplas ondas (Seekallu et
al., 2010; Toosi et al., 2010). Em ovelhas submetidas a ovariectomia unilateral ocorre um
aumento de ovulacgdes dos foliculos da penultima onda, tendo um efeito compensatério na taxa
de ovulagdes (Duggavathi et al., 2008). Tudo isso vai ao encontro da possibilidade de que a
presenca de um foliculo grande no inicio do tratamento superestimulatério tem pouco ou
nenhum efeito sobre o rendimento embrionario final.

A RPCL € um problema inerente a superovulacao de ovinos, que normalmente
resulta em recuperacdo de embriGes de baixa qualidade ou mesmo nenhuma recuperacéo
(Schiewe et al., 1991; Cognie, 1999). Na tentativa de contornar esse efeito, todas as ovelhas
doadoras deste experimento tiveram um CIDR de segundo uso introduzido apds a IA.
Entretanto, essa abordagem nao impediu o aparecimento de RPCL nos dois grupos (16% Grupo
E-17B vs 32% grupo controle). Apesar de um efeito negativo da RPCL, foi possivel a
recuperacdo de embribes viaveis em 40% dos animais e a obtencdo de 55% na taxa de
fertilizacdo nessas doadoras. N&o houve intengdo em avaliar o efeito da adi¢cdo do CIDR de
segundo uso apos a inseminacdo sobre a melhora no rendimento embrionario em ovelhas com
RPCL, entretanto, os achados do presente estudo levam a crer que isso possa acontecer.

Nenhum dos parametros de producdo embrionaria foi afetado pelos tratamentos,
exceto a taxa de fertilizacdo das doadoras sem RPCL, sendo esta, maior no grupo controle
(Tabela 2). Isso é dificil de ser explicado, pois esperava-se que ocorresse uma melhora no
rendimento embrionario com a superestimulacéo iniciada na emergéncia da onda folicular. No

entanto, Veiga-Lopes et al. (2005) relataram que uma maior quantidade de foliculos de tamanho
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pequeno, isto € 2 mm, no inicio da superestimulacdo, foi positivamente correlacionada com a
taxa de embrides degenerados. Esses autores sugeriram que, neste caso, a capacidade de
desenvolvimento folicular pudesse estar comprometida. No presente experimento, é possivel
que a alteracdo na fertilizacdo também esteja relacionada a superestimulagéo de foliculos muito
pequenos.

Em resumo, todas as doses de E-17p usadas neste estudo causaram a regressao
do maior foliculo e emergéncia de uma nova onda em um momento previsivel. Contudo, a
administracao de 0,5 mg E-17p foi mais eficiente na sincronia da emergéncia da onda folicular.
Esses resultados levam a convicgédo de que a superestimulacdo com pFSH iniciada no tempo
previsto para emergéncia da onda folicular ndo melhora a resposta superovulatéria e a producéo
de embriBes. Conclui-se que a associacdo de E-17p e progesterona para induzir a regressdo do
foliculo dominante e sincronizar a emergéncia da onda sdo desnecessarios em programas de

superovulacéo ovina.
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CAPITULO 3

AVALIACAO OVARIANA COMO FERRAMENTA PARA SELECAO DE OVELHAS
DOADORAS EM PROGRAMAS DE SUPEROVULACAO



1 RESUMO

Atualmente, existe uma grande variabilidade na resposta superovulatoria de ovelhas doadoras
de embrides, essa variacdo € muito influenciada por fatores intrinsecos, podendo estar
fortemente relacionado as caracteristicas do ovério. Portanto, avaliou-se, em diferentes fases do
ciclo estral, se o didmetro ovariano e a quantidade de foliculos > 2 mm poderiam servir como
parametros de referéncia para selecdo das doadoras mais responsivas a superestimulacdo
ovariana. A avaliacdo do numero de foliculos no metaestro foi o0 melhor parametro para a
selecdo das ovelhas doadoras de embrifes. Essa abordagem é de fécil execucdo e pode ser
incorporado aos programas de mdaltipla ovulacéo e transferéncia de embrides para reduzir a

inconsisténcia dos resultados.

Palavras chave: embriGes, Santa Inés, tamanho ovariano, foliculo, ultrassonografia



2 ABSTRACT

Nowadays, there is a great variability in the superovulatory response of donors’ embryos sheep,
this variation is very influenced by intrinsic factors, being able to be strongly related the
characteristics of the ovary. Therefore, at different stages of the estrous cycle, it was evaluated
whether ovarian diameter and follicle size > 2 mm could serve as reference parameters for
selecting the most responsive donors for ovarian superestimulation. The evaluation of the
follicles number in the metestrus was the best parameter for the selection of embryo donor ewes.
This approach is easy to implement and can be incorporated into multiple ovulation and embryo

transfer programs to reduce of results inconsistency.

Keywords: Embryos, Santa Inés, ovarian size, follicle, ultrasound



3 INTRODUCAO

As tecnologias de mdltipla ovulagéo e transferéncia de embribes (MOTE) sdo
aplicadas em ovinos para aumentar a progénie de ovelhas selecionadas e para a conservacéo de
embrides em bancos de germoplasma. Tradicionalmente, a tecnologia de MOTE consiste na
sincronizacao do estro com progesterona/progestageno por 12 ou 14 dias e a administracdo de
doses suprafisioldgicas de gonadotrofinas para induzir o crescimento e ovulacdo de muitos
foliculos ovarianos (Cognie, 1999; Cognie & Baril, 2002; Brasil et al., 2014). Apds o tratamento
hormonal, os embrides sdo recuperados do trato reprodutivo de forma cirurgica, seguido pela
transferéncia desses para fémeas receptoras ou criopreservacao.

O sucesso de um programa MOTE é determinado por fatores intrinsecos e
extrinsecos, incluindo a estacdo, a genética, a idade, a nutricdo, 0 manejo, o estresse, o tipo de
gonadotrofinas e os protocolos de tratamento adotados (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Apesar
de ultimamente ter-se um maior controle dos fatores extrinsecos, a resposta ovariana ainda
continua variavel, sugerindo que os fatores intrinsecos sdo 0s principais responsaveis por essa
variabilidade.

Muitos estudos mostraram que a resposta ovariana estd relacionada com as
caracteristicas do ovario, no inicio da superestimulacdo com gonadotrofinas exdgenas
(Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Veiga-
Lopez et al., 2005; Mossa et al., 2007; Bartlewski et al., 2008). A maioria desses estudos aponta
que o namero de pequenos foliculos esta positivamente correlacionado com a taxa de ovulagéo
e com o numero de embrides vidveis (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al.,
2002; Mossa et al., 2007).

Em bovinos, o peso e o volume do ovério sdo correlacionados com a populagédo
folicular (Murasawa et al., 2005), e em cada onda folicular pode existir uma variacao de até

sete vezes no numero de foliculos pequenos entre individuos (Burns et al., 2005). Em ovinos,
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verificou-se uma elevada repetibilidade intraindividual apds sucessivos tratamentos de
superovulacao (Cordeiro et al., 2003; Bruno-Galarraga et al., 2014). Isso possivelmente esta
relacionado a populacdo folicular intrinseca a cada fémea (isto é, a reserva folicular), e
consequentemente, com o desenvolvimento folicular.

As dimensdes da area de tecido ovariano, avaliadas por ultrassonografia, sao
indicadores, ndo invasivos, das reservas foliculares ovariana (Bowen et al., 2007) e do potencial
sucesso das tecnologias de reproducéo assistida aplicada a mulheres (Lass et al., 1997; Syrop
et al., 1999), entretanto tais estudos ndo foram realizados em ovinos.

A criacdo de uma metodologia para pré-selecao de ovelhas, com alta capacidade
de responder a superestimulacdo ovariana com gonadotrofinas exdgenas, permitiria a reducao
de custos com protocolos hormonais e evitaria procedimentos cirlrgicos desnecessarios em
doadoras ndo responsivas. Portanto, objetivou-se avaliar se as medidas ovarianas
bidimensionais e a populagéo folicular em diferentes fases do ciclo estral estdo correlacionadas

com a resposta superovulatoéria e rendimento embrionério em ovinos.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estacdo experimental e animais

O estudo foi realizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
localizada em Brasilia (regido Centro-Oeste do Brasil) a 15052 de latitude S ¢ altitude variando
1050-1250 m acima do nivel do mar. Essa regido apresenta um clima tropical chuvoso, com
invernos secos e verdes chuvosos, tipo AW pela classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2013).
Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local de praticas de
bem-estar animal.

Cinquenta e sete ovelhas da raca Santa Inés, sexualmente maduras, clinicamente
saudaveis, com idade entre 2 a 5 anos e escore de condi¢do corporal > 2,5 (intervalo 1-5;
(Thompson & Meyer, 1994), foram utilizadas neste estudo. Todas as ovelhas foram mantidas
em baias de confinamento e alimentados com feno de Tifton e racdo balanceada (150

g/ovelha/dia), com acesso ilimitado a agua e sal mineral.

4.2 Procedimento experimental

Todas as ovelhas tiveram o estro sincronizado pela administracdo de duas doses
de 75 pg de d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina) com 10 dias de
intervalo entre as aplicacdes (Godfrey et al., 1997). Apés a ultima injecdo de d-cloprostenol
(dia 0), nos dias 2,5, 4,5 e 9,5, tempo correspondente ao pro-estro/estro, metaestro e diestro,
respectivamente, foram realizados exames ultrassonograficos para avaliagdo das medidas

ovarianas e quantificagdo dos foliculos > 2 milimetros.
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O tamanho do ovério foi calculado usando a férmula bidimensional validada para
mulheres por Frattarelli et al. (2002), através dos maiores didmetros do plano sagital de cada
ovario [(D1 + D2)/ 2] e feito a média para cada ovelha (Figura 1). Os animais deste experimento
foram submetidos ao procedimento de superovulacdo 10 dias apds a ultima avaliacdo
ultrassonografica dos ovéarios. O numero de foliculos e o tamanho bidimensional do ovario nas
fases de pro-estro/estro, metaestro e diestro, foram avaliados quanto a sua correlagdo com as

variaveis de superovulacéo e rendimento embrionario.

‘Dist1 = i 14.3nn

Dist2 . i 8.0dnn

Figura 1. Imagem ultrassonogréfica dos dois maiores didmetros do plano sagital do
ovario em diferentes fases do ciclo estral. Pro-estro/estro (A) com a presenca de um
foliculo grande (estrela); metaestro (B); diestro (C) com a presenca de um corpo liteo

(seta); ovario pequeno (D); e ovario grande (E).

4.3 Avaliacédo ultrassonografica

A avaliacdo dos ovarios foi realizada por um operador experiente utilizando
ultrassonografia transretal com alta resolu¢do, com equipamento de ultrassom modo B em
tempo real (DP-2200Vet; Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd., Nanshan,
Shenzhen, PR China), equipado com um transdutor linear multifrequencial na frequéncia 7,5
MHz e adaptado com um cano enrijecido. As ovelhas foram submetidas a exame de ultrassom,
enquanto contidas na posicao de estacdo em um tronco de contencéo. Esta técnica foi validada
para o monitoramento da dinamica folicular ovariana e deteccdo de CL em ovinos (Vinoles et
al., 2004).
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4.4 Protocolo de superovulagéo e coleta de embrides

As ovelhas foram sincronizadas (4 ou 6 ovelhas/dia) com a insercao (dia 0) de
um CIDR por 7 dias. No dia 4, a superestimulagéo foi induzida com aplicacdo de 133 mg de
PFSH 1.M. (Folltropin®-V, Tecnopec, AHC Inc., Bioniche, Canada) em oito doses decrescentes
(20% x 2; 15% x 2; 10% x 2; 5% x 2) administradas duas vezes ao dia, iniciada na manha do
dia 4 e finalizada 12 horas apds a retirada do CIDR. Uma dose de PGF2a (250 ug de
cloprostenol; Sincrocio®, Ouro Fino Salde animal LTDA, Brasil) e de GnRH (25 pg de acetato
de gonadorelina; Gestran Plus, Tecnopec, ARSA SRL, Argentina) foi administrada 1.M. junto
com ab e 8 ainjecdo de pFSH, respectivamente.

Todas as fémeas foram inseminadas as 36 e 48 h ap0ds a remoc¢éo do CIDR,
utilizando 0,5 mL de sémen fresco, previamente coletado de trés carneiros, agrupado e mantido
em banho-maria a 33°C. No quinto dia apds a segunda IA, o nimero de ovulagdes foi verificado
por procedimento laparoscopico. As ovelhas com < 3 CL foram consideradas como fémeas ndo
responsivas e ndo foram coletadas.

As doadoras superovuladas foram anestesiadas com xilazina (0,10 mg/kg 1.M.;
Rompun®, Bayer, Brasil) e cloridrato de cetamina (3,5 mg/kg por via intravenosa; Ketamina,
Agener, Brasil). Além disso, foi administrada anestesia local na regido da incisdo cirargica (10
mL de lidocaina; Lidovet®, Bravet, Brasil). Os ovdcitos/fembrides foram coletados
cirurgicamente apos laparotomia ventral, através de uma incisdo paramediana (5 cm de
comprimento) cranial ao Ubere, para acessar o trato reprodutivo. Cada corno uterino foi lavado
com 60 mL de meio de recuperacao de embrides (DPBS, Cultilab, Brasil), pré-aquecido a 38°C,
e suplementado com 1% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil). Os embri6es foram recuperados
em uma placa de Petri, mantidos em meio holding (Holding plus, 0,4% de BSA, Embriocare,
Cultilab, Brasil), e examinados sob um estereomicroscépio (Olympus SZ; Olympus Optical
Co., Ltd., Toquio, Japdo) com 20 a 40 x de ampliacdo, seguindo os critérios da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides. Os embrides que desenvolveram a fases de
blastocisto ou moérula foram classificados da seguinte forma: grau 1 (excelente ou bom), 2
(bom/regular), 3 (pobre), e 4 (mortos ou degenerados). Os embrides classificados com grau de

1 a 3 foram considerados viaveis.
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4.5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizados utilizando o programa SAS University
Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), com diferencas consideradas significativas
quando o P < 0,05. O tipo de distribuicdo das variaveis foi avaliado utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov Goodness-of-Fit. A quantidade de foliculos e o didmetro do ovario foram
avaliados no tempo correspondente ao pro-estro/estro, metaestro e diestro. A partir dessa
analise, as ovelhas, nas diferentes fases, foram classificadas como de alta populagdo folicular
(=7 foliculos) e de baixa populag&o folicular (< 7 foliculos), de acordo com a média do nimero
de foliculos. Posteriormente, foi analisada a resposta superovulatéria das doadoras. Todos 0s
dados foram analisados utilizando o modelo linear generalizado misto (procedimento
GLIMMIX), com distribui¢do exponencial das varidveis, e as médias dos minimos quadrados
ajustadas para comparagfes mdaltiplas, pelo teste Royen-Tukey-Kramer. Além disso,
correlacbes de Spearman foram realizadas entre os parametros de avaliacdo ovariana e a

resposta superovulatéria e de producdo de embrides das doadoras.



5 RESULTADOS

Os dias 2,5, 4,5 e 9,5 apds a administracao da segunda aplicacdo de PGF foram
bem representativos das fases de pro-estro/estro, metaestro e diestro, respectivamente. No dia
correspondente ao pro-estro/estro 84% (48/57) das ovelhas tinham pelo menos um foliculo >
4,5 mm. No dia correspondente ao metaestro, 10% (6/57) dos animais apresentaram CL
identificavel, enquanto que no tempo correspondente ao diestro, 89% (51/57) das ovelhas
apresentaram CL bem desenvolvido.

A média da populacao de foliculos (> 2 mm) e as dimensdes dos ovarios foram
semelhantes entre todas as fases avaliadas, tendo média geral de 6,7 + 3,2 (intervalo: 0-15
foliculos; P > 0,05) e 12,3 £ 1,7 mm de diametro (intervalo: 8,72-18,8 mm; P > 0,05),
respectivamente. Houve correlacdo positiva, com diferentes niveis de significancia, entre os
parametros ovarianos utilizados nas diferentes fases do ciclo estral, exceto entre a quantidade
de foliculos no metaestro e o nimero de foliculos no diestro e entre a quantidade de foliculos

no pro-estro/estro e o diametro ovariano no metaestro (Tabela 1).

Tabela 1. Correlagéo (valor r) entre os parametros ovarianos, avaliados em diferentes fases do

ciclo estral, utilizados para pré-selecdo de ovelhas doadoras de embrides

FP/E FM FD DP/E DM
FM 037"
FD 0,47 0,23
DP/E 0,29" 0,37 0,43™
DM 0,20 0,39 0,42 0,76™
DD 0,30° 0,35" 0,50 0,72™ 0,76™

Asteriscos indicam correlagdes significativas: “P 0,01 a 0,05; ™ P 0,001 a 0,01; ™ P < 0,001.
Quantidade de foliculos no pré-estro/estro (FP/E), metaestro (FM) e diestro (FD).
Dimensdo ovariana no pré-estro/estro (DP/E), metaestro (DM) e diestro (DD).
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A quantidade de foliculos no diestro e as dimensbes ovarianas ndao foram
correlacionadas com as variaveis relacionadas ao protocolo de superovula¢do. Contudo, a
resposta superovulatéria e rendimento de ovdcitos e embribes foram positivamente
correlacionadas com a quantidades de foliculos no metaestro. Na quantidade de foliculos no
pré-estro/estro, somente o total de ovulagBes ndo apresentou correlacdo significativa (Tabela
2).

Tabela 2. Correlacao (valor r) entre a quantidade de foliculos e as dimensdes ovarianas em
diferentes fases do ciclo estral com a resposta superovulatéria e rendimento de embrides das

ovelhas doadoras

Resposta das ovelhas Quantidade de foliculos! Dimensdo ovariana®
doadoras FP/E FM FD DP/E DM DD
Total de ovulagdes 0,22 0,28" 0,08 0,25 0,05 0,07
Total de estruturas 0,34" 0,39™ 0,15 0,24 0,08 0,11
Total de embrides 0,40 0,46™" 0,10 0,21 0,11 0,10
Embribes vidveis 0,36 0,40™ 0,11 0,18 0,06 0,05

Asteriscos indicam correlagdes significativas: *P 0,01 a 0,05; ™ P 0,001 a 0,01; ™ P < 0,001.
! Quantidade de foliculos no pro-estro/estro (FP/E), metaestro (FM) e diestro (FD).
2 Dimens&o ovariana no pro-estro/estro (DP/E), metaestro (DM) e diestro (DD).

Quando os dados de superovulacdo foram comparados com os da quantidade de
foliculos nas diferentes fases do ciclo estral, houve um aumento no namero de ovulacdes,
estruturas (ovocitos e embrides), embrides totais e embrides vidveis (P < 0,05; Tabela 3) em
animais com alta populagdo folicular (> 7 foliculos) no metaestro. Enquanto que houve um
aumento apenas no total de embrides em ovelhas com alta quantidade de foliculos no pro-
estro/estro, e nenhuma diferenca entre o grupo de alta e baixa populacdo folicular no diestro
(Tabela 3).
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Tabela 3. Resposta ovariana e producao embrionéria (média + desvio padrdo) em ovelhas com

alta (> 7) ou baixa (< 7) quantidade de foliculos, em diferentes fases do ciclo estral, submetidas

ao protocolo de superovulacédo

Quantidade de foliculos Ovulagdes  Estruturas Embrides  Embridesviaveis
Pro-estro/estro n

Alto! 30 95+7,0 6,9+4,9 6,2 + 4,8 49+4,4
Baixo ? 27 7652 49+51 3,6+4,1° 3041
Metaestro n

Alto 33 10,9+ 7,2° 8,2+ 48° 7,0+ 4,6° 54+ 43°
Baixo 24 6,1 + 4,4¢ 3,4+43¢ 2,6 +3,8¢ 2,1+38¢
Diestro n

Alto 25 98+79 75+55 6,3+55 48 +48
Baixo 32 8,2+£53 6,3+45 43+£4,0 34140

b Em cada fase do ciclo estral, letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas (P <0,05).
¢4 Em cada fase do ciclo estral, letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas (P <0,01).



6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo suportam a ideia de que uma simples analise
ultrassonografica pode ser usada para predizer a capacidade de resposta aos tratamentos
superovulatério de ovelhas doadoras de embrides. Embora o didmetro ovariano nao tenha sido
um indicador, a quantificacdo da populagdo folicular > 2 mm pode ser utilizada antes da
superestimulacdo com FSH para selecionar as fémeas potencialmente mais responsivas ao
protocolo.

No presente estudo, houve uma elevada variabilidade interindividual no numero
de foliculos (intervalo: 0-15), assim como o reportado por outros autores (Mossa et al., 2007;
Bruno-Galarraga et al., 2014). A razdo para essa variabilidade ainda é desconhecida, contudo
fatores genéticos podem ser 0s principais responsaveis pela variacdo entre os individuos
(Bindon et al., 1986; Monget et al., 2002). Em bovinos (Rico et al., 2009; Guerreiro et al.,
2014), caprinos (Monniaux et al., 2011), ovinos (Lahoz et al., 2014) e humanos (Visser et al.,
2006) a variacdo no numero de pequenos foliculos responsivos a gonadotrofina pode ser
explicada pelos niveis de producdo do horménio anti-Mileriano. Além desse hormdnio, 0s
niveis plasmaticos de inibina A, apresenta uma alta correlacdo positiva com o nimero de
foliculos (Veiga-Lopez et al., 2008) e com o numero de corpos liteos e embrides recuperados
(Gonzalez-Bulnes et al., 2002) em ovelhas superovuladas.

Uma elevada repetibilidade intraindividual no nimero de foliculos ocorre entre
as ondas foliculares em bovinos (Singh et al., 2004; Burns et al., 2005). Por outro lado, em
ovinos o nimero de pequenos foliculos (1-3 mm de diametro) é praticamente constante durante
todo o ciclo estral (Duggavathi et al., 2003). No presente estudo, apesar de ter sido observado
correlagbes positivas no numero de foliculos entre algumas das fases estudadas, essas
correlagdes ndo foram altas (Tabela 1). Segundo Scaramuzzi et al. (2011) a populagdo de

foliculos responsivos a gonadotrofinas apresenta pequena mudanc¢a numérica ao longo do ciclo,
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ao contrario dos foliculos dependentes de gonadotrofinas que crescem em padrdo de ondas.
Com base nesses achados, para a obtencdo de uma maior repetibilidade entre as fases estudadas,
a quantificacdo de todos os foliculos >1 mm seria necessaria, contudo, devido a complexidade
para analisar tais foliculos, este método torna-se pouco pratico para ser executado em condicbes
de campo.

O ndmero de pequenos foliculos, avaliados na primeira administracdo de FSH,
é positivamente correlacionado com a taxa de ovulagdo e com o nimero de embribes viaveis
em muitos estudos (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Mossa et al.,
2007). No entanto, outros autores ndo verificaram essa correlacdo (Bruno-Galarraga et al.,
2014). Neste estudo, a resposta superovulatéria e producdo de embries foi positivamente
correlacionada com o numero de foliculos > 2 mm no metaestro. Enquanto que no pro-
estro/estro houve correlacdo positiva apenas com os parametros de rendimento de ovocitos e
embrides e no diestro ndo houve correlagdo com nenhuma das variaveis analisadas. Esses
resultados indicam que a avaliagdo da populacdo de foliculos > 2 mm s6 tem valor como uma
ferramenta para a pré-selecdo de doadoras em apenas algumas fases do ciclo estral. Quando os
animais foram divididos em alta e baixa populacdo folicular os resultados da resposta
superovulatéria e rendimento embrionario confirmaram as correlagfes observadas em cada fase
estudada (Tabela 3), indicando que a quantificacdo dos foliculos no metaestro, isto é, 4,5 dias
apos a segunda aplicacdo de PGF, é a melhor fase para a selecdo de doadoras.

As fases de pro-estro/estro e metaestro corresponderam aos dias 2,5 e 4,5 apos a
segunda aplicacdo de PGF, respectivamente. Esses dias sdo proximos ao dia em que ocorre a
ovulagdo em protocolos com prostaglandinas (Fierro et al., 2013), sendo que, no dia da ovulagéo
também ocorre a emergéncia da primeira onda folicular (Bartlewski et al., 1999; Toosi et al.,
2010). Portanto, parece que a avaliagdo do nimero de foliculos > 2 mm tem maior correlacdo
com os parametros superovulatorio e de rendimento de embrides, quando a mesma é realizada
mais proximo da emergéncia da onda folicular. Uma possivel alternativa para quantificar os
foliculos >2 mm em um momento mais previsivel da emergéncia da onda folicular, seria a
utilizagdo do protocolo de progesterona associado a aplicagédo de 0,5mg de benzoato de estradiol
(BE), que permite o recrutamento da onda de forma sincronizada em 4 dias ap6s a administracdo
do BE (Brasil et al., 2016).

O didmetro ovariano teve uma elevada variabilidade interindividual. Em nosso
conhecimento, este € o primeiro relato em ovinos que tenta demonstrar a relacdo entre o
didmetro do ovério, avaliado por ultrassonografia, e a capacidade de resposta ovariana as

gonadotrofinas. A hipotese que assim como em mulheres (Lass et al., 1997; Syrop et al., 1999)
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as avaliagbes das dimensdes ovarianas por ultrassonografia seria um bom indicador para
predizer a capacidade de resposta das fémeas aos tratamentos de superestimulacdo, ndo foi
confirmado neste estudo (Tabela 2).

A repetibilidade intraindividual do diametro ovariano, nas fases do ciclo estral
estudadas, foi elevada (r = 0,72 e 0,76; Tabela 1). Esse achado permite inferir que a
ultrassonografia transretal € um método confiavel para avaliar as dimensbes do ovario nas
diferentes fases do ciclo estral. Contudo, é importante ressaltar, que no diestro o tamanho do
corpo luteo pode interferir na mensuracdo do ovario, principalmente quando este € muito
protuso. Portanto, para a formacdo de uma imagem mais representativa do ovario, deve-se
delimitar o parénquima ovariano com a menor interferéncia possivel do corpo luteo.

As ovelhas com os menores diametro do ovario (8,7 a 10,5 mm) tiveram entre 0
a 13 ovulagdes, enquanto que as de maiores diametros (14 a 18 mm) tiveram entre 2 a 25
ovulagdes. E coerente pensar que ovelhas que possuem uma alta taxa de ovulagdo necessitem
de uma maior dimensdo ovariana para o desenvolvimento de muitos corpos liteos, porém em
ovelhas que apresentam um menor didmetro de ovario, é possivel que exista um mecanismo
compensatério responsavel pela reducdo do tamanho do CL, comportando boas taxas de
ovulagdes (10 a 13 CL).

No presente estudo, houve correlacdo positiva entre a quantidade de foliculo com
o tamanho do ovério. Contudo, o tamanho do ovério néo foi correlacionado com o nimero de
ovulacgdes. Seguindo um pensamento lI6gico, um maior nimero de foliculos necessita de um
tamanho de ovario maior, enquanto que, um maior tamanho de ovario ndo necessariamente
apresentara sempre um maior numero de foliculos. Neste caso, 0 ovario pode apresentar muitas
areas de tecido cortical desprovida de foliculos, sendo essas regiGes negativamente
correlacionadas com o namero de foliculos pré-antrais e antrais, bem como estao relacionadas
a uma baixa resposta superovulatéria (Cushman et al., 1999).

Em resumo, a avaliacdo ultrassonografica do numero dos foliculos > 2mm,
realizada 4,5 dias apds pré-tratamento de sincronizagcdo com prostaglandina, € um teste simples
que pode ser utilizado para a selecdo das ovelhas doadoras de embrides. Essa abordagem pode
ser associada a outras metodologias de triagem, incluindo dosagens de horménios (Gonzalez-
Bulnes et al., 2002; Fuerst et al., 2009; Lahoz et al., 2014) e informacdes de tratamentos prévios
de superovulacdo (Bruno-Galarraga et al., 2014; Balaro et al.,, 2016). A avaliacédo
ultrassonografica das dimensbes ovarianas, embora apresente alta repetibilidade entre as
avaliagdes, ndo demonstra eficacia como um método de selecdo de ovelhas doadoras de

embrides.
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CAPITULO 4

AUMENTO DA DOSE DE FSH EM OVELHAS COM HISTORICO DE BAIXA
RESPOSTA SUPEROVULATORIA



1 RESUMO

Ovelhas da raca Santa Inés foram submetidas a um prévio tratamento de superovulagédo, usando
uma dose total de 133 mg de pFSH e, em seguida, agrupadas de acordo com o numero de
ovulacdes em baixa (< 6 CL) ou alta (> 10 CL) resposta ovulatoria. Os animais de cada grupo
foram submetidos a um segundo protocolo de superovulagdo com 133 mg ou 240 mg de pFSH.
Houve uma correlacdo positiva entre o numero de corpos liteos do primeiro e segundo
protocolo de superovulacdo, indicando que o histérico de ovulacdo pode ser usado para a
selecdo das ovelhas doadoras de embrides. Por outro lado, o aumento da dose de pFSH nao
modificou o padrdo de resposta verificado na primeira superovulacdo, tornando invidvel a sua

aplicacdo em ovelhas com histérico de baixa resposta ovulatoria.

Palavras chave: embrides, Santa Inés, corpo lGteo, selecdo, superestimulacéo.



2 ABSTRACT

Santa Inés sheep breed were submitted to a previous superovulation treatment, using a total
dose of 133 mg of pFSH, and then grouped according to the number of ovulations in low (<6
CL) and high (> 10 CL) ovulatory response. The animals from each group were submitted to a
second superovulation protocol with 133 mg or 240 mg of pFSH. There was a positive
correlation between the number of corpora lutea of the first and second superovulation protocol,
indicating that ovulation historic can be used for selection of embryo donor ewes. On the other
hand, increasing the dose of pFSH did not modify the response pattern verified in the first
superovulation, making it impracticable to apply it in sheep with a history of low ovulatory

response.

Keywords: embryos, Santa Inés, corpus luteum, selection, superstimulation.



3 INTRODUCAO

A tecnologia de multipla ovulacéo e transferéncia de embrides (MOTE) é uma
ferramenta importante para o melhoramento genético e para a conservacao de embrides de
animais de ragcas ameacadas ou que apresentem caracteristicas de interesse. O sucesso de um
programa MOTE depende de fatores intrinsecos e extrinsecos (Gonzalez-Bulnes et al., 2004).
Nos ultimos anos foram conseguidas significativas melhorias no controle desses fatores,
gerando respostas superovulatorias e rendimento embrionario menos variaveis (Menchaca et
al., 2010; Bartlewski et al., 2016).

O gendtipo é um dos principais fatores intrinsecos que influenciam na resposta
superovulatéria (Bindon et al., 1986). A reducdo da variabilidade interindividual tem sido
conseguida através da selecdo das doadoras por dosagens hormonais (Fuerst et al., 2009; Lahoz
et al., 2014) ou pelo histérico de ovulagdo em um simples tratamento de superovulagdo com a
eCG (Bruno-Galarraga et al., 2014). Contudo, essas abordagens podem descartar de programas
de superovulacao, ovelhas de alto mérito genético. Uma alternativa que poderia contornar esse
problema seria através do aumento da dose de FSH nas doadoras menos responsivas a
superestimulagéo.

A raca também é um dos fatores que pode alterar a resposta ao FSH ex6geno
(Ammoun et al., 2006), no entanto, em ovinos da raga Santa Inés ndo existe um consenso sobre
a melhor dose de FSH para a utilizagcdo em programas de superovulagéo e o efeito de diferentes
doses de FSH ndo foi avaliado em ovelhas com historico de alta e baixa resposta
superovulatoria. Portanto, objetivou-se avaliar, em ovelhas da raga Santa Inés, a relagéo entre
0 histdrico de ovulacdo e a resposta superovulatria obtida em um segundo protocolo de
superestimulagdo e avaliar se 0 aumento da dose de FSH exdgeno poderia modificar o padréo

de resposta em protocolos futuros.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estacdo experimental e animais

O estudo foi realizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
localizada em Brasilia (regido Centro-Oeste do Brasil) a 15052 de latitude S ¢ altitude variando
1050-1250 m acima do nivel do mar. Essa regido apresenta um clima tropical chuvoso, com
invernos secos e verdes chuvosos, tipo AW pela classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2013).
Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local de praticas de
bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Protocolo CEUA —
Cenargen 548/2016).

Quarenta e quatro ovelhas Santa Inés, sexualmente maduras, clinicamente
saudaveis, com idade entre 2,5 a 5 anos e escore de condicdo corporal > 2,5 (intervalo 1-5;
(Thompson & Meyer, 1994), foram utilizadas neste estudo. Todos os animais foram mantidos
em pastagem de Panicum maximum e durante o periodo de superestimulacdo foram alocados
em baias de confinamento e alimentados com feno de Tifton e racdo balanceada (300

g/ovelha/dia), com acesso ilimitado a agua e sal mineral em todos os periodos.

4.2 Pré-tratamento superovulatorio
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Todas as ovelhas tiveram o estro sincronizado (4 ou 6 ovelhas/dia) com a
insercdo (dia 0) de um CIDR por 7 dias. No dia 4, a superestimulacdo foi induzida com
aplicacdo de 133 mg de pFSH I.M. (Folltropin®-V, Tecnopec, AHC Inc., Bioniche, Canada)
em oito doses decrescentes (20% x 2; 15% x 2; 10% X 2; 5% x 2) administradas duas vezes ao
dia, iniciada na manha do dia 4 e finalizada 12 horas ap0s a retirada do CIDR. Uma dose de
PGF20 (250 pg de cloprostenol; Sincrocio®, Ouro Fino Salde animal LTDA, Brasil) e de
GnRH (25 ug de acetato de gonadorelina; Gestran Plus, Tecnopec, ARSA SRL, Argentina) foi
administrada 1.M. na 5 e 8 a injecdo de pFSH, respectivamente. Sete dias ap0s a remoc¢éao do

CIDR, as doadoras com > 3 CL foram submetidas a coleta de embrides (Figura 1).

|

| OFSH (133 mg) |
20% 15% 10% 5%
20%  15%  10% 5% Coleta de
embrides
N B S E— E— S B e e — —t
am am pm am pm am pm am pm pm am am am/pm
Dia 0 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D14

Figura. 1. Esquema do tratamento das ovelhas Santa Inés que receberam um CIDR no dia 0
(inicio do experimento) e mantido por 7 dias. Todas as ovelhas receberam, injecdes de pFSH
I.M., duas vezes ao dia, por um periodo de 4 dias, com inicio no dia 4. Uma dose de PGF2a
(250 pg de cloprostenol) e agonista de GnRH (25 pg de acetato de gonadorelina) foi
administrada I.M. na 5 e 8 a injecdo de pFSH, respectivamente. Todas as ovelhas foram
inseminadas as 36 e 48 h apo6s a remocao do dispositivo, e um CIDR anteriormente utilizado
foi inserido um dia ap6s a segunda inseminacéo (dia 10). Os ovocitos/embrides foram coletados

7 dias ap6s a remogéo do CIDR (dia 14) por laparotomia.

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram agrupados, de acordo com o numero de CL obtidos no

primeiro tratamento superovulatorio, em doadoras com resposta ovulatoria baixa (< 6 CL),
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intermediaria (7 a 9 CL) e alta (= 10 CL; Tabela 1). Para assegurar uma maior diferenca entre
0s grupos, as doadoras com resposta intermediaria ndo foram utilizadas na segunda
superovulacdo. Os grupos de baixa (n = 15) e alta (n = 18) resposta ovulatéria foram
superestimuladas com 133 mg ou 240 mg de pFSH, utilizando o mesmo procedimento descrito
no primeiro protocolo de superovulagéo. Foram formados quatro grupos: baixa ovulagdo com
133 mg (BO133; n = 7), baixa ovulagdo com 240 mg (BO240; n = 8), alta ovulagdo com 133
mg (AO133; n =9) e alta ovulacdo com 240 mg (A0240; n = 9). A segunda coleta de embrides
ocorreu com intervalo entre 60 a 70 dias ap0s a primeira. Nesse procedimento, foram coletadas

todas as doadoras que apresentaram > 1 CL.

Tabela 1. Nimero de animais agrupados de acordo com o nimero de CL, em baixa (< 6),

intermediaria (7 a 9) e alta (> 10) ovulagdo, apds o primeiro tratamento superovulatério

Grupo Numero de CL Animais
0 2
1 1
2 3
: 3 2
Baixa 4 3
5 2
6 2
3,1+2,0 15 (34%) °
7 3
" 8 3
Intermediaria 9 5
8,2 + 2,0 11 (25%) °
10 5
11 1
12 2
13 2
14 1
Alta 15 3
17 1
18 1
19 1
30 1
14,1 + 4,92 18 (41%)°

! Doadoras com resposta ovulatoria intermediaria ndo foram utilizadas no segundo procedimento de
superovulagéo.

2 Média + desvio padrdo do nimero de CL em cada grupo (baixa, intermediaria e alta ovulag&o).

3 Total de animais em cada grupo
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4.4 Coleta de sémen e inseminacéo artificial (1A)

O sémen foi coletado de trés carneiros de fertilidade comprovada utilizando um
vaginal artificial, e usado em todas as IA. Os carneiros foram previamente selecionados pelas
seguintes caracteristicas seminais: (1) concentragio > 3 x 10° mL?; (2) motilidade massal > 3;
(3) motilidade espermatica > 80%; (4) vigor > 3; e (5) total de patologias espermatica < 20%
(CBRA, 2013). Todas as fémeas foram inseminadas, com sémen fresco, por via cervical. A 1A
foi realizada as 36 e 48 h apos a retirada do CIDR, usando palhetas de 0,5 mL. Imediatamente
antes da 1A, o sémen dos carneiros foi coletado, reunido em pool e mantido em banho-maria a
33°C. As ovelhas foram contidas com os membros posteriores levantados, e o cérvix foi
localizado usando um espéculo vaginal equipado com uma fonte de luz. O sémen foi
depositado, na medida do possivel, 0 mais profundo dentro do canal cervical, mas sem uso de
forca. Um dia ap0s a segunda IA, o CIDR previamente utilizado foi inserido em cada fémea e

mantido até o momento da coleta de embrides.

4.5 Resposta ovulatéria e producéo de embrides

No dia 7 apds a remocédo do CIDR, o nimero de ovulacdes foi verificado por
laparoscopia. Imediatamente depois, 0os embrides foram cirurgicamente recuperados sob
anestesia geral. As ovelhas, previamente privadas de comida e agua por 24 h, receberam
xilazina (0,10 mg/kg 1.M.; Rompun®, Bayer, Brasil) e cloridrato de cetamina (3,5 mg/kg por
via intravenosa; Ketamina, Agener, Brasil). Além disso, foi administrada anestesia local na
regifo da incisdo cirtrgica (10 mL de lidocaina; Lidovet®, Bravet, Brasil). Cada corno uterino
foi lavado com 60 mL de meio de recuperacdo de embrides (DPBS, Cultilab, Brasil), pré-
aquecido a 38°C, e suplementado com 1% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).
Resumidamente, o meio de lavagem foi injetado através de uma seringa estéril, com um cateter
20G inserido perto da juncéo Utero-tubaria e recolhidas através de uma sonda Foley n.8 ou n.10,
que foi inserida na bifurcacdo externa de cada corno uterino. Os ovdcitos/embrides foram
recuperados em uma placa de Petri, mantidos em meio holding (Holding plus, 0,4% de BSA,
Embriocare, Cultilab, Brasil), e examinadas sob um estereomicroscépio (Olympus SZ;

Olympus Optical Co., Ltd., Toquio, Japdo) com 20 a 40 x de ampliagéo, seguindo os critérios
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da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides. Os embrides que desenvolveram a
fases de blastocisto ou moérula foram classificados da seguinte forma: grau 1 (excelente ou
bom), 2 (bom/regular), 3 (pobre), e 4 (mortos ou degenerados). Os embrides classificados com
grau de 1 a 3 foram considerados transferiveis e aqueles de grau 1 e 2 foram consideradas como
embrides congelaveis. Apos a cirurgia, todos os animais receberam uma injecao I.M. de PGF2a
(250 pg de cloprostenol) e o CIDR foi removido.

4.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizados utilizando o programa SAS University
Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), com diferencas consideradas significativas
quando o P <0,05. O efeito da dose, o historico de resposta e a interagdo dose Vs reposta foram
analisados utilizando anélise de variancia (ANOVA), através do o modelo linear generalizado
misto (procedimento GLIMMIX). Além disso, o coeficiente de correlacdo de Pearson foi

realizado entre 0 nimero de CL no primeiro e segundo tratamento superestimulatorio.



5 RESULTADOS

No presente estudo, a repetibilidade da resposta ovulatoria foi obtida através da
comparacdo do numero de CL entre o primeiro e o segundo protocolo superovulatério. Quinze
ovelhas apresentaram resposta ovulatdria baixa no primeiro tratamento, destas, 60% (9/15)
permaneceram com o mesmo padrdo de resposta (< 6 CL) no segundo tratamento, enquanto
que, 40% dos animais restantes apresentaram resposta de intermediaria (3/15) a alta (3/15). Das
dezoito fémeas que apresentaram resposta ovulatoria alta no primeiro tratamento, 61% (11/18)
permaneceram com a mesma resposta (> 10 CL) no segundo, ao passo que, 39% das fémeas
apresentaram resposta de intermediaria (3/18) a baixa (4/18). Ao todo, 61% (20/33) das
doadoras apresentaram resposta ovulatoria coincidentes de baixa ou alta no segundo protocolo
de superovulacdo. Houve uma correlacdo positiva significativa (r = 0,51; P = 0,002) entre o

namero de CL no primeiro e segundo protocolo de superovulagéo.

Tabela 2. Resposta ovariana e producao de embriGes (Média + D.P.) em doadoras da raca Santa
Inés com historico de baixa ou alta resposta ovulatoria, submetidas a um segundo tratamento

de superestimulacdo com pFSH

Baixa (<6 CL) Alta(=10 CL)

Resposta das Doadoras

Doadoras com > 1 CL (%) 14/15 (93) 18/18 (100)
Doadoras com RPCL (%) 2/14 (14) 6/18 (33)
Producéo de embrides (total de doadoras)
Nimero de CL 6,0 + 3,8 10,3+5,3°
Total de estruturas recuperadas 4,2+32 6,6 £5,2
Total de embrides 36+31 49+48
Embrides viaveis 28+31 41+42
Embrides congelaveis 2,4+29 3,739
Embribes degenerados 08+14 08+14

ab | etras diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (P <0,05).
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N&o houve efeito da dose e interagdes entre a dose de FSH e o histérico de
resposta das doadoras (P > 0,05) em nenhuma das variaveis de rendimento superovulatério e
producdo de embrides analisadas. Entretanto, foi verificado um efeito do historico de resposta
ovulatéria sobre o nimero de CL (P < 0,05), portanto, os dados foram agrupados de acordo com
o0 histérico de baixa ou alta resposta ovulatdria (Tabela 2). N&do houve diferenga entre 0s
tratamentos na taxa de recuperacdo e fertilizacdo, sendo a taxa global de 66% e 78%,

respectivamente.



6 DISCUSSAO

A variabilidade na resposta ovulatéria e rendimento embrionario € um dos
principais limitantes para a difusdo da tecnologia de mdaltipla ovulacdo e transferéncia de
embrides em ovinos. Os resultados deste estudo confirmam que o histérico de ovulacéo, de um
prévio programa de superovulacdo, pode ser usado para identificar as doadoras mais
responsivas as futuras superestimulacdo com pFSH exdgeno. Contudo, o0 aumento da dose de
pFSH ndo altera o nimero de ovulagdes e o rendimento embrionario em ovelhas deslanadas
com histdrico de baixa ou alta resposta ovulatoria.

A administracdo de 800 Ul de eCG no fim de um tratamento com progestageno
é recomendada como um método simples e eficiente para diferenciar ovelhas (Bruno-Galarraga
et al., 2014) e cabras (Balaro et al., 2016) com alta e baixa resposta ovulatéria. No presente
estudo, houve uma correlacdo positiva entre o nimero de ovulagBes entre 0 primeiro e 0
segundo protocolo de superovulagdo (r = 0,51). A identificacdo das doadoras mais responsivas
permite realizar programas MOTE com menor variabilidade dos resultados, torna o protocolo
de superovulagdo mais econdmico e evita procedimento cirdrgico em fémeas pouco
responsivas, atendendo melhor os principios de bem-estar animal.

Ovelhas com historico de alta resposta apresentaram um maior nimero de corpos
luteos, contudo, o rendimento embrionario ndo foi afetado de forma semelhante (Tabela 1).
Contrariamente, no estudo com a prévia sele¢cdo com eCG, em ovelhas da raga Merino (Bruno-
Galarraga et al., 2014), tanto a resposta superovulatoria quanto os parametros de rendimento
embrionario foram superiores em ovelhas consideradas de alta resposta. Acreditamos que o
historico de ovulagdo é uma ferramenta que deve ser utilizado para a pré-selecdo de doadoras
de embrides, uma vez que, o numero de ovulagdes € altamente correlacionado com o nimero

de embrides recuperados (Fuerst et al., 2009).
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Contrariamente ao esperado a dose de pFSH ndo aumentou a resposta
superovulatéria em nenhum dos grupos em ovelhas Santa Inés. Ja em ovinos Dorper, a dose de
200 mg apresentou um maior efeito superovulatério em relacdo a de 128 mg (Loiola et al.,
2015). Sabe-se que o genoétipo é um dos principais fatores intrinsecos que influenciam na
variabilidade da resposta superovulatéria (Bindon et al., 1986), o que pode ser explicado
principalmente por diferencas raciais na dindmica folicular em resposta ao FSH exdgeno
(Ammoun et al., 2006). Em um estudo com ovinos das ragas Morada Nova e Somalis Brasileira,
0 protocolo com a mesma dose de pFSH (133 mg), resultou em diferentes nimeros de ovulacdes
e rendimento embriondrio entre as racas (Brasil et al., 2016). No presente estudo, a dose de 133
mg de pFSH foi suficiente para desencadear a méaxima resposta superovulatéria em ovinos
Santa Inés, independente do histérico de ovulacao. Portanto, doses iguais ou diferentes de FSH
exogeno podem ter efeitos distintos entre racas. Possivelmente o aumento da dose, em cada
raca, somente surtiria efeito caso essa ainda ndo tivesse atingido o seu potencial de
superovulacao. Diante disso, hipotetiza-se que exista uma dose minima de FSH para a obtencao
da méaxima resposta superovulatéria, e a identificacdo dessa dose nas diferentes ragas trariam
beneficios econdémicos para os programas MOTE.

Em resumo, o historico de resposta superovulatéria pode ser utilizado como uma
ferramenta para a selecéo de doadoras com potencial de resposta ao FSH exdgeno, podendo ser
empregado nos programas de MOTE. Por outro lado, o aumento da dose de FSH n&o melhora
a resposta superovulatoria em ovelhas com historico de baixa ovulagdo, sendo essa, uma

abordagem desnecessaria.
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CONSIDERACOES FINAIS

A reducdo da variabilidade e o aumento da resposta superovulatoria e
rendimento embrionario sdo importantes para a difusdo dos programas de multipla ovulacéo e
transferéncia de embriGes. Isso pode ser conseguido pela avaliacdo ultrassonografica do nimero
dos foliculos > 2mm, realizada 4,5 dias apds pré-tratamento de sincronizacdo com
prostaglandina e o historico de um prévio protocolo superovulatério, que permite selecionar
doadoras de embriGes mais responsivas ao FSH.

Contrariamente ao esperado, a superestimulagéo iniciada na emergéncia da onda
folicular ndo melhora a resposta superovulatéria e a producdo de embrides. Além disso, a
avaliacdo ultrassonografica das dimensdes ovarianas ndo serve como um método de selecédo de
ovelhas doadoras de embrides e 0 aumento da dose de FSH, uma vez que a dose utilizada seja
suficiente para atingir a maxima resposta ovulatoria, ndo melhora a resposta superovulatdria.

Portanto, essas abordagens aumentariam o custo e 0 manejo desnecessariamente.



