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RESUMO

RESPOSTA SUPEROVULATORIA E PRODUCAO EMBRIONARIA DE OVELHAS
DA RACA BERGAMACIA BRASILEIRA

Ana Paula de Melo Lisboa Kolling!, Alexandre Floriani Ramos'-2.
"Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

O objetivo deste trabalho foi quantificar a resposta superovulatoria e producao embriondria de
ovelhas Bergamacia Brasileira e relaciona-las com a condi¢do folicular antes do tratamento
superovulatério, como referéncia para selegdo de doadoras com potencial para superovulagao.
Vinte e trés ovelhas foram avaliadas quanto a populacao folicular por ultrassonografia na fase
de metaestro do ciclo estral e divididas em grupos com baixa, média e alta populagado folicular.
Posteriormente foram sincronizadas, superovuladas com 133mg de pFSH, acasaladas e
submetidas a coleta de embrides. A resposta superovulatoria (9,0+3,3 vs 10,7+6,2 vs 13,8+7,1)
e producao embriondria (4,0+£3,8 vs 2,6£2,0 vs 1,844,0) foram semelhantes entre os grupos
(P>0,05). Houve correlagdo positiva entre o numero de foliculos no metaestro e o niimero de
corpos luteos com regressao prematura (RPCL) (0,52) e correlacao negativa entre a taxa de
recuperagao ¢ RPCL (-0,44) (P <0,05). As ovelhas que apresentaram RPCL tiveram mais
foliculos no metaestro (16,9+7,8 vs 12,743,2) ¢ menor taxa de recuperacdo embrionaria
(38,8+29,3 vs 72,2+29,9) do que as que apresentaram CLs funcionais (P<0,05). A quantificagdo
folicular nas fases de metaestro ndo foi capaz de identificar doadoras com alto potencial de
producdo embrionaria. Animais com RPCL tiveram maior populagao folicular no metaestro e
menor recuperacao de embrides.

Palavras chaves: Bergamacia Brasileira, conservagao, embrido, ovino, superovulacao.

ABSTRACT



SUPEROVULATORY RESPONSE AND EMBRYONIC PRODUCTION OF
BRAZILIAN BERGAMASCA SHEEP

Ana Paula de Melo Lisboa Kolling!, Alexandre Floriani Ramos'-2.
"Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

The objective was to quantify the superovulatory response and embryonic production of
Brazilian Bergamacia sheep and to relate them to the follicular condition before superovulatory
treatment, as a reference for selection of donors with potential for superovulation. Twenty-three
sheep were evaluated for the follicular population by ultrasound in the metestrus phase of the
estrous cycle and divided into groups with low, medium and high follicular population.
Subsequently, they were synchronized, superovulated with 133mg of pFSH, mated and
subjected to embryo collection. The superovulatory response (9.0+3.3 vs 10.7+6.2 vs 13.8+7.1)
and embryonic production (4.0+£3.8 vs 2.6£2.0 vs 1,844.0) were similar between groups
(P>0.05). There was a positive correlation between the number of follicles in the metestrus and
the number of corpus luteum with premature regression (PLR) (0.52) and a negative correlation
between the recovery rate and PLR (-0.44) (P<0.05). The sheep that presented PLR had more
follicles in the metestrus (16.9+7.8 vs 12.7+3.2) and a lower embryo recovery rate (38.8+£29.3
vs 72.2429.9) than those with functional CLs (P<0.05). Follicular quantification in the
metestrus phases was not able to identify donors with high potential for embryonic production.
Animals with PLR had a larger follicular population in the metestrus and less embryo recovery.

Keywords: Brazilian Bergamasca, conservation, embryo, sheep, superovulation.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

Os ovinos s3o animais que tem otima capacidade de adaptacao em diferentes
ambientes, climas e vegetagdes, por isso estdo difundidos em todo territério mundial (VIANA,
2008). Contudo observa-se uma maior concentragdo deles em paises desenvolvidos e
principalmente em desenvolvimento (MARTINS et al.,, 2016), onde tem-se climas
desfavoraveis ou territorio em sua maioria subférteis (IBGE, 2011).

Estdo muitas vezes ligados a agricultura familiar que quando comparados a
producao de bovinos, a ovinocultura exige menos investimento para implantacao e manutencao,
além de retorno rapido, pois, seu ciclo de producao ¢ curto (SANTOS, 2019).

No Brasil, o rebanho ovino estd em constante aumento, desde o censo
agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2006, aumentando
de 14 milhdes para 18 milhdes de cabecas (EMBRAPA, 2018), principalmente na Regido
Nordeste, concentrando em 64,2% de cabecas, continuando como o local mais populoso do
rebanho seguido pelas regides Sul, Centro-Oeste, Sudeste e Norte (IBGE, 2017).

No rebanho nacional, encontram-se registrados pela Associacao de Criadores de
Ovinos (ARCO), que ¢ credenciada pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA)
27 ragas de ovinos, lanados ou ndo, localmente adaptados (MCMANUS et al., 2014a) com
rusticidade e fertilidade apuradas, que se tornaram importantes na formacao do rebanho ovino
brasileiro (MORAES, 2012).

Dentre elas, segundo Albuquerque e Lanella (2017), sete racas foram inseridas
aos Nucleos de Conservagdao de Ovinos e sdo comumente utilizadas em experimentos para a
multiplicagcdo e conservacao dos recursos genéticos para enriquecimento do Banco Brasileiro
de Germoplasma Animal (BBGA), como por exemplo a raca lanada Bergamacia Brasileira que

¢ uma raga lanada que tem uma importancia sociocultural na ovinocultura brasileira, pois



tem contribui¢do para com o cruzamento de outras ragas, onde cada uma representa um
patrimonio genético essencial para a manutencao da espécie (SANTOS, 2019).

E uma raga que evoluiu ao logo do tempo e se adaptou por meio da selegdo
natural, se tornando uma raca localmente adaptada reconhecida pelo MAPA em 1978
(MACHADO, 2001). Em 1982 foi criado um nucleo de conservacao da raca em Brasilia na
Universidade de Brasilia (UnB) (MCMANUS et al., 2003) e incluida no Programa de
Conservacao de Recursos Genéticos Pecuarios pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) em 2008 (MARIANTE et al., 2009). Em 2015, as altimas doze
matrizes e trés reprodutores da raga que formavam o Nucleo de Conservagao da UnB foram
transferidos para a Fazenda Sucupira pertencente EMBRAPA para formar o que atualmente ¢
o nucleo de conservagdo da raga no Distrito Federal (DF).

A aplicagdo de biotécnicas da reprodu¢ao, como a superovulagdo (SOV), para a
conservagdao e multiplicagdo dos recursos genéticos dos animais localmente adaptados ¢é
importante, porém, de acordo com Amiridis e Cseh (2012) a resposta ovariana por meio dos
protocolos em ovelhas superovuladas ainda demonstra grande variagdo na resposta, podendo
ser uma limitacao no uso da biotécnica para recuperacao de embrides viaveis e congelaveis, por
mais que os estudos da dinamica folicular e da utilizagdo dos hormdnios tenha sido motivo de
investigacao por pesquisadores.

Contudo, a SOV ovina tem um grande potencial para alcangar resultados
satisfatorios num curto espaco de tempo além de sua utilizacdo ser crescente no ambito da
pesquisa e da producao, pois, segundo Lopes Junior et al., 2014, necessita unicamente de um
protocolo de sincronizacdo de estro e uma estimulagdo hormonal ovariana para o
desenvolvimento e a maturacao de varios foliculos concomitantemente, € de um manipulador
experiente.

Diante disso, a utilizacao de metodologias que nos permitam a selegao prévia de
doadoras com alto potencial para a producdo de embrides viaveis e congelaveis adjunto de um

protocolo de SOV ovina estdo sendo estudadas.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta superovulatéria e embrionaria de ovelhas Bergamacia
Brasileira e sua relagao com a populacao folicular para utilizacdo como ferramenta na selegao

de doadoras.

2.2 Objetivos Especificos

Quantificar a resposta superovulatoria e embrionaria de ovelhas da raca
Bergamacia Brasileira;

Correlacionar a populagdo folicular na fase de metaestro do ciclo estral e no
inicio a superovulagdo com a resposta superovulatoria e producao embrionaria de ovelhas

Bergamacia Brasileira;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conservacao de Recursos Genéticos Animais

A conservacao de recursos genéticos animais € uma possibilidade que visa a
diminui¢do constante da perda das espécies animais por causa da degradacdo e exploragdo
continua do meio ambiente desencadeando a diminuicao da biodiversidade, onde a extingao se
torna maior que a especiacao podendo ser algo irreversivel (PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

A garantia da sobrevivéncia de uma espécie se da pela quantidade minima viavel
de uma populacdo (BRITO e FONSECA, 2006). Quando essa garantia ndo ¢ alcangada por
meios naturais e para se obter uma minima variabilidade genética, populacional e ecoldgica ¢
necessaria uma manipulacdo para a manutencdo e permanéncia dessas espécies (CULLEN
JUNIOR et al., 2003).

Com a colonizagdo do Brasil, foram trazidas ragas de animais domésticos que ao
longo dos anos sofreram uma selecdo natural em ambientes diferentes do qual estavam
acostumados, desenvolvendo caracteristicas especificas de adaptagdo, apesar disso, no século
XX, houve uma maci¢a importagdo de racas exdticas mais produtivas, embora elas nao
apresentassem caracteristicas adaptativas das racas nativas (EGITO et al., 2002) e de acordo
com Egito et al. (2002), esta importagdo propiciou uma substituigdo gradativa das ragas
localmente adaptadas possibilitando sua extingao.

Para que ndo houvesse a perda desse material genético importante e

insubstituivel, em 1983 a EMBRAPA incluiu em seu Programa de
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Conservacao de Recursos Genéticos Pecuarios, para abastecer o BBGA, as ragas localmente
adaptadas consideradas em extingdo, pois sO havia conservagdo de espécies vegetais
(MARIANTE et al., 2011).

Segundo Mariante et al. (2011), algumas metodologias sdo utilizadas para a
conservagao dos recursos genéticos animais e conforme Boef ef al. (2007) podem ser utilizadas
separadas ou paralelamente, sendo elas:

a) Conservacao in situ, onde os nucleos de conservacao mantém os animais nos locais da
sele¢do natural, sendo importantissimo no sistema de conservagao de recursos
genéticos do Brasil. Por isso, promove a manutenc¢do e recuperagao das populacdes de
espécies animais nos locais onde adquiriram caracteristicas diferenciadas (BOEF et
al., 2007), além de permitir a continuacao dos processos evolucionarios naturais,
sendo a melhor estratégia para preservar a diversidade bioldgica (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001);

b) Conservagao ex situ que se divide em dois tipos: conservagao ex sifu in vivo, na qual os
animais localmente adaptados sdo mantidos fora do seu habitat primordial, ou seja, do
local onde sofreram selecdo natural. Implementando técnicas que visam reduzir a perda
da diversidade genética e retroceder a extingdo. A desvantagem ¢ a necessidade de se
utilizar espacos e estruturas adequadas (CNCFLORA, 2016). E conservacao ex situ in
vitro, que se fundamenta na utilizagdo de técnicas modernas de criopreservacao e
armazenamento dos materiais genéticos (s€émen, embrides € ovocitos) em bancos de
germoplasma animal (MARIANTE et al., 2011).

Nos ultimos cinco séculos, as racas localmente adaptadas desenvolveram
caracteristicas adaptativas (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000) importantes para a sua
utilizacao em trabalhos de melhoramento animal com a caracterizagao genética sobre cada raga
conservada, sendo importante também para os programas de selecdo de doadoras contribuindo
com o BBGA (MARIANTE ef al., 2011). Além disso, obtiveram caracteristicas singulares de
prolificidade, rusticidade, resisténcia a endo e ectoparasitas e doencas das mais diferentes
regioes brasileiras (EGITO et al.,, 2002) e um potencial para a producdo no modelo de
agricultura sustentavel, pois, com a selecao natural desenvolveram adaptacao local tornando-se

fonte de variabilidade genética (HENSON, 2004) com uso potencial desses recursos no futuro.

3.2 Ovelhas da Raca Bergamacia Brasileira



A Bielesa ou Gigante de Bergamo ¢ uma raga oriunda da regido da Lombardia
na [tdlia (OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, 2012) que foi introduzida no Brasil no inicio
do século XX, mais precisamente na década de 30 junto com a imigragdo italiana (PAIVA et
al., 2005) se adaptando muito bem nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste do Brasil
(VIEIRA, 1967), o que ¢ observado atualmente. Sdo ovelhas lanadas, brancas, de grande porte
e mochas, onde as orelhas sdo pendentes e ndo se ¢ admitido manchas na cabega, corpo e
membros, apresentam rusticidade e ndo sdo exigentes quanto a alimentacao (VAZ, 2007).

Passadas geragdes de selecdao natural e com a diferenca geografica do seu pais
de origem, desenvolveram particularidades genéticas que as diferenciaram de seus ancestrais,
sendo entdo nominadas de Bergamacia Brasileira (Egito et al., 2002).

Apesar de ja estarem difundidas no pais, foram progressivamente sendo
substituidas, pelos criadores, por outras ragas, principalmente as deslanadas, sendo considerada
em perigo de extingdo (MACEDO et al., 1996). Por ser uma raca com multipla aptiddo (carne,
leite e 13) no Brasil, diferentemente do seu pais de origem que € somente para produgdo de carne
e la (OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, 2012), destacou-se para ser estudada por
institui¢des de pesquisa brasileira (MIRANDA e MCMANUS, 2000).

Por causa do processo de extingdo foi criado um nucleo de conservagdo de
ovinos para a Bergamécia Brasileira, no DF, na Fazenda Agua Limpa (FAL) da UnB em 1982
(MCMANUS et al., 2003) e para aprimorar as pesquisas foi incluida no Programa de
Conservacao de Recursos Genéticos Pecuarios, pela EMBRAPA em 2008 (MARIANTE et al.,
2009). Em 2015, foram transferidas para o Campo Experimental Fazenda Sucupira, onde hoje
¢ o nucleo de conservacao do DF, totalizando, no ultimo senso realizado em 2016, 22 animais
da raca Bergamacia Brasileira (EMBRAPA, 2017).

Sao ovinos localmente adaptados que tem uma importancia sociocultural na
ovinocultura do Brasil, participando na formacdao de outras racas que contribuem com o
patrimonio genético essencial para a manutencao da espécie (SANTOS, 2019), por exemplo,
na formacgao da raca Santa Inés, que tem alta prolificidade, habilidade materna, qualidade de
carne ¢ baixo teor de gordura (SILVA et al., 2012).

A prolificidade ¢ alta com alguns partos duplos (12,63%), porém em estudos
realizados em Brasilia, ndo se conseguiu atingir os parametros raciais da Italia e dos rebanhos
brasileiros, mas se equiparou aos ovinos deslanados tropicais criados no Brasil (MIRANDA e
MCMANUS, 2000). Além disso, estudos mostraram que a Bergamacia Brasileira possui baixo

nivel de endogamia favorecendo a variabilidade genética contribuindo para a conservagao da
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raca (BRITO et al., 2018). Em Brasilia, estudos mostraram que as ovelhas da raga Bergamacia
Brasileira demonstram atividade reprodutiva em todo o ano, apesar de terem manifestado um
ciclo estral irregular em épocas com o fotoperiodo positivo, ou seja, na primavera € no verao
(COSTA, 2018).

O registro oficial de pedigree daraca ¢ feito pela ARCO que contém 54 rebanhos
registrados até 2014 que sdo distribuidos em 45 municipios brasileiros (MCMANUS et al.,
2014b), e quando se compara com outras ragas os registros ainda sdo reduzidos obtendo-se
poucos dados evidenciando a necessidade de mais estudos para valorizar os grandes potenciais

reprodutivos da raca.

3.3 Superovulac¢ido ovina e producio in vivo de embriao

Promover um melhoramento genético animal, potencializando as taxas das
ovulagdes e a quantidade de embrides ¢ um desafio a ser alcangado utilizando técnicas para a
colheita de embrides viaveis e congelaveis, sendo uma ferramenta interessante para multiplicar
ragas que se encontram ameacadas de extingio (LOPES JUNIOR ef al,, 2014) e também de
uma prole com alto valor genético (ALVAREZ e FEITOZA, 1991), como por exemplo a SOV.

A superovulacdo ¢ uma biotécnica da reprodugdo crescente no ambito da
pesquisa e da producdo animal (FONSECA et al., 2014) que consiste na aplicagdo de doses
elevadas do hormonio foliculo estimulante (FSH) promovendo a estimulagdo hormonal
ovariana para o desenvolvimento e a maturagdo de varios foliculos concomitantemente (LOPES
JUNIOR et al., 2014) sendo muito utilizada em ovinos.

Contudo, mesmo com todo conhecimento obtido a respeito da dindmica folicular
das ovelhas, a uniformidade na resposta da SOV com a recuperacdo de embrides viaveis,
transferiveis e congelaveis ainda ¢ variavel e limitante (AMIRIDIS e CSEH, 2012) sendo uma
dificuldade notavel em 20 a 30% das fémeas tratadas (GONZALEZ-BULNES et al., 2000)
além da necessidade de etapas cirurgicas (LEDDA e GONZALEZ-BULNES, 2018) carecendo
de pesquisas para aprimoramento.

Para o aproveitamento dessa biotécnica deve-se considerar a sanidade, nutri¢ao,
estado fisiologico, escore de condig¢ao corporal (ECC), ter um exame ginecologico favoravel e
instalagdes adequadas para alocar as doadoras. (FONSECA et al., 2007). Ademais, um ponto

muito importante ¢ a selecdo das doadoras, pois a escolha de fémeas com alto valor genético
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garantird uma acelerada multiplicagdo desse potencial genético, afetando positivamente o
melhoramento animal (FONSECA, 2006).

Além disso ¢é necessario avaliar outros fatores intrinsecos e extrinsecos, como
por exemplo, a genética, a estagdo do ano, a idade, o manejo, o estresse causado, o protocolo
adotado e a gonadotrofina escolhida (GONZALEZ-BULNES et al., 2004). Acredita-se que os
fatores intrinsecos sdo os principais responsaveis pela variabilidade na resposta ovariana, pois
os extrinsecos tendem-se a ter um maior controle (BRASIL, 2016).

A condicdo ovariana no inicio do tratamento estimulatorio pode interferir no
resultado da superovulacao, ainda mais quando se tem foliculos com didmetro >6 mm causando
a reducdo das ovulacdes (GONZALEZ-BULNES et al., 2004). Com a auséncia de foliculos
grandes e um maior numero de foliculos antrais pequenos (2-3 mm), a resposta ovulatoria e a
producao de embrides tem melhores resultados (COGNIE et al., 2003). Em cabras, a contagem
de foliculos antrais foi altamente correlacionado com a quantidade de corpos luteos (CL) e
embrides transferiveis apos a SOV (MONNIAUX et al., 2011; BALARO et al., 2016).

Segundo Bartlewski et al. (2008) a resposta ovariana esta associada as
caracteristicas do ovario no inicio da superovulacao administrando gonadotrofinas exdgenas.
Além disso estudos registram que a quantidade de foliculos estd fortemente relacionada com o
indice de ovulacdes e a quantidade de embrides viaveis recuperados (MOSSA et al., 2007). No
entanto, em ovelhas, a avaliagdo de foliculos antrais correlacionados com a produ¢ao de CL
ap6s a SOV nao esta bem estabelecida (BARTLEWSKI et al., 2008).

Estudos realizados com ovelhas Santa Inés propuseram correlacionar a
populagdo folicular das ovelhas em diferentes fases do ciclo estral (pro-estro, estro, metaestro
e diestro) com a resposta superovulatoria e obteve resultados bastantes satisfatorios na fase de
metaestro (primeira fase luteinica), demonstrando ser uma abordagem possivel para a selegao
de doadoras de embrides (BRASIL, 2016).

A avaliagdo plasmatica do hormoénio anti-miilleriano (HAM) e a contagem de
foliculos antrais (CFA) como metodologias para selecionar doadoras com melhor resposta na
SOV e com alto potencial de producao de embrides, tem Otimas respostas em bovinos e
caprinos. Estudos em ovelhas Santa Inés, confirmaram que existe uma correlagdo forte e
positiva, com sensibilidade e especificidade de 86% e 67%, respectivamente, na avaliacdo do
HAM e sensibilidade e especificidade de 89% e 75%, respectivamente, na avaliagdo do CFA
em ovelhas com estro sincronizado para a SOV na primeira aplicacdo do FSH (PINTO et al.,

2018).
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Além de todo o controle dos fatores intrinsecos, ¢ importante avaliar também os
fatores extrinsecos, como por exemplo, utilizar um protocolo hormonal que tenha resultados
satisfatorios.

A utilizagao da progesterona (P4) exdgena a fim de induzir e sincronizar o ciclo
estral ¢ primordial. No inicio era utilizado o protocolo longo com o uso do implante de P4 por
12 ou 14 dias (THIBIER E GUERIN, 2000) porém, estudos mostram resultados significativos
na sua utilizacdo em protocolos curtos com seu emprego intravaginal por 6 dias (FONSECA et
al., 2005).

Ainda assim as concentragdes séricas de P4 tendem a diminuir a quantidades
subluteais até a retirada do implante (GREYLING et al., 1994) e para contornar essa situagao
¢ importante a volta do implante de P4 no dia 7 (GONZALEZ-BULNES et al., 2002) ou no dia
9 em protocolos curtos de superovulagio (THOMPSON et al., 1990) resultando em melhores
respostas ovulatorias e de rendimento embriondrio (BRASIL, 2013).

De acordo com Mayorga et al., (2011) a ndo utilizagdo de P4 exdgena, nao
implica em resultados ruins, pelo contrario, eleva-se a resposta superovulatéria e a qualidade
embrionaria, contanto que inicie a superestimulagdo com FSH quatro dias apds o estro
aproveitando as concentragoes fisiologicas da progesterona. Contudo ¢ inviavel essa utilizagdao
em rebanhos grandes, por ter que acompanhar o estro diariamente ou ter que sincronizar as
doadoras previamente (BRASIL, 2013).

E importante acrescentar ao protocolo a prostaglandina, pois, em bovinos no
tratamento com P4 exdgena e com um CL presente tem um aumento das taxas de P4 e pulsos de
hormonio luteinizante (LH) menores que ocasionam uma diminui¢do do crescimento folicular
e das ovulagdes (CARVALHO et al., 2008). E em ovinos, acredita-se que o CL cause um efeito
inibitério no crescimento de foliculos antrais com tamanhos de at¢ 3 mm de didmetro
(BARTLEWSKI et al., 2011).

As gonadotrofinas mais utilizadas para multiplicacdo folicular sao FSH, de
origem suina (pFSH) ou ovina (0FSH), gonadotrofina coridnica equina (eCG) e gonadotrofina
menopausica humana (hMG) (gonadotrofina extraida da urina da mulher na menopausa); as
aplicagodes, as doses e os hormdnios utilizados variam nos protocolos e tem demonstrado
resultados positivos, onde, as aplicagdoes de FSH (de 6 — 8 administragdes) sdo as mais comuns
(COGNIE, 1999; DRIANCOURT, 2001).

De acordo com Cognie (1999) o eCG foi a primeira gonadotrofina a ser utilizada,
em dose unica de 1000 a 2000 unidades internacionais (UI), um ou dois dias antes da remogao

do progestageno. Porém, esse hormonio em doses elevadas e devido a sua meia-vida longa
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aumenta o desenvolvimento de foliculos anovulatorios que produzem estradiol em grande
quantidade (SILVA et al., 2003) e em decorréncia disso, afetam o ambiente uterino dificultando
na captacdo dos ovocitos pelas fimbrias ou seu transporte no utero (MURRAY et al., 1994) e
também altere o transporte de espermatozoides ao longo de trato genital feminino, diminuindo
a taxa de recuperacdo (TR) embriondria (EVANS e ARMSTRONG, 1984).

A utilizagdo de anticorpo monoclonal neutraliza o eCG e reduz os efeitos
adversos ap6s estimulacao folicular (MARTEMUCCI et al., 1995) e administrar o horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) no inicio da manifestacdo do estro seria uma alternativa
para ndo usar o anti-eCG (JABBOUR e EVANS, 1991).

Quando foi descoberto a eficiéncia superior do FSH em relagdo ao eCG ele foi
substituido, primeiro para maiores producdes de pFSH (MENCHACA et al., 2009) e em menor
escala do oFSH (VEIGA-LOPEZ et al., 2008). Devido a sua meia-vida curta (KANITZ et al.,
2002), sdo necessarias aplicacdoes com intervalos de 12 horas, seis a oito doses, dois a trés dias
antes da retirada do implante de P4 (BRASIL, 2013).

A administracdo das doses decrescentes foi utilizada pela primeira vez por
Torres et al., (1987), obtendo o maior nimero de ovelhas superovuladas. Assim, utiliza-se uma
menor quantidade de FSH administrado ao final do tratamento, diminuindo existéncia de
foliculos pré-ovulatorios e ocasionando uma menor atresia de foliculos grandes (GONZALEZ-
BULNES et al., 2004).

Uma dificuldade no uso do FSH ¢ a variacao da quantidade de LH, de lote para
lote, pois advém de extratos de pituitaria, podendo afetar a resposta ovariana, taxa de
fertilizagdo e qualidade embrionaria (WU et al, 2011). Além das multiplas aplicagdes da
gonadotrofina, estando sujeitos a erro de dosagem e no horério da aplicacdo, e também sdo
elementos de estresse para o animal, dificultando desempenho reprodutivo (SIMONETTI et al.,
2008). A simplificagdo no protocolo necessitaria de mais estudos para se tornar eficiente.

A variabilidade individual do inicio da manifestacdao do estro e do momento da
ovulagdo também ¢ observada no tratamento da superovulagdo que gera uma diminui¢do nas
taxas de fertilizacdo, principalmente na inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF),
produzindo menos embrides transferiveis (THIBIER e GUERIN, 2000; VEIGA-LOPEZ et al.,
2008). A falta de sincronia no inicio do protocolo € o principal fator para o aumento de intervalo
de tempo entre as ovulagdes, mas ndo € o Unico, ovulagdes prematuras ou alguns animais que
levam muito tempo entre as ovulacdes (WALKER et al., 1986).

Uma alternativa que diminui a dispersao das ovulagdes apos a superestimulacao

com FSH (WALKER et al., 1986), reduzindo os foliculos anovulatérios e cistos foliculares
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(NAQVI e GULYANI 1999), aumentando a taxa de ovulagao (AZAWI e AL-MOLA, 2011) e
embrides viaveis (MENCHACA et al., 2009) ¢ a utilizagdo do GnRH. Contudo na estacao nao
reprodutiva nao foi observado uma melhora na taxa de ovulagao e produgao de embrido viavel
(JABBOUR et al., 1996).

Estudos com doses diferentes de GnRH utilizados 24 horas apos a remogao da
P4, reduziu o intervalo e o inicio das ovulagdes ¢ levou a ovulagao de 44-46% das ovelhas,
utilizando a dose de 100ug e a ovulagao de todos os animais em 34 horas, utilizando a dose de
50ug (WALKER et al., 1986; QUIRKE et al., 1979). Isso demonstra que a utilizagdo do
promotor de ovulagdo ¢ eficiente (BRASIL, 2013).

A raga influencia na resposta superovulatéria e producdo dos embrides de cada
doadora ovina (TORRES ef al., 1987). As ragas mais prolificas tendem a responder melhor ao
estimulo de FSH exo6geno (SMITH, 1976). Ammoun et al. (2006) explicam essa diferenca na
resposta por uma variagdo no crescimento folicular intra-racial com o uso de FSH, e Dufour e?
al. (2000) dizem que tais diferencas podem estar ligadas com a expressao mais elevada ou com
uma maior sensibilidade dos receptores de FSH no ovario.

A regressdao prematura de corpo luteo (RPCL) ¢ associada a superovulagao,
podendo acontecer em cerca de 40% das ovelhas (SCHIEWE et al., 1991), o que foi observado
por Lopes Junior et al., (2006), na superovulacdo de ovelhas da raga Morada Nova, com a
regressao em 33% das doadoras.

Nao se sabe bem a causa da ocorréncia desse fendmeno, acredita-se que pode
estar associado as altas concentracdes de estrogeno circulantes ao longo da fase luteal inicial
(FONSECA et al., 2007). Essa condicao ¢ acompanhada por uma baixa ou recuperagdo de
embrides de ma qualidade (COGNIE et al., 2003) e até mesmo nenhuma recuperagao
(SCHIEWE et al., 1990)

A RPCL pode ser total ou parcial, pois, existem casos em que se encontram CLs
com a coloragdo e morfologia normal e CLs em regressao e ¢ provavel que isso aconteca pela
fase em que se olha em relacio ao inicio da lutedlise (LOPES JUNIOR et al., 2006). Por isso,
se o momento da realizagdo da laparoscopia for quando o processo luteolitico se inicia, pode-
se encontrar Cls morfologicamente normais e alguns com morfologia alterada, embora todos ja
tenham comecado a regressao (SAHARREA et al., 1998).

Segundo Saharrea ef al., (1998) a persisténcia de foliculos repletos de estradiol,
por volta de trés a quatro dias apds a superovulacdo induzem a liberagdo prematura de agentes
luteoliticos, por isso a inducdo da ovulagdo de foliculos anovulatérios com gonadotrofina

corionica humana (hCG), trés dias ap0s o estro diminuem a RPCL em cabras superovuladas. A
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redug¢do da RPCL pode ser feita pela administragao de agente anti-luteoliticos, por exemplo
flunixine meglumina, entre o dia da ovulagdo e a recuperagdo dos embrides (BATTYE et al.,
1988), por agentes luteotréficos, como a prolactina (FONSECA et al., 2007) ou pela P4 exdgena
Sales et al., (2002), além da suplementacao alimentar, confirmado por Jabbour ef al., (1996),
suplementando as doadoras com graos de tremogo.

A coleta de embrido em ovelhas, apds a SOV, ¢ feita por uma técnica cirargica
e muito invasiva, semelhante a desenvolvida por Tervit e Havik (1976), onde tem-se a
exteriorizagdo completa e manipulacdo do tutero e ovarios, causando aderéncias pos-
operatorias. Se realizada como primeira coleta no animal, entre o quinto e sexto dia apds a
concepgdo do embrido, recupera-se em torno de 70% de estruturas (TORRES E SEVELLEC,
1987).

Contudo, estudos mostram que conforme os animais vao sendo utilizados duas,
trés ou cinco vezes durante a mesma estacao reprodutiva, ha uma queda progressiva no nimero
de ovelhas utilizadas e na taxa de ovulagdo no segundo tratamento. (AL-KAMALI et al., 1985;
TORRES E SEVELLEC, 1987). Pode-se minimizar essas quedas aumentando o intervalo entre
coletas, esperando a total recuperacao do animal e permitindo uma gestacdo por meios naturais
(BRASIL, 2013).

Metodologias menos invasivas foram estudadas, diminuindo a formagao de
aderéncias permitindo utilizar a doadora em vdrias coletas, como na técnica totalmente
laparoscopica (NELLENSCHULTE E NIEMANN, 1992) ou semi-laparoscopica (BARI et al.,
1999), porém os resultados na taxa de recuperacdo de estruturas sdo menores quando
comparados com a técnica cirirgica. Ainda assim, um aperfeicoamento na técnica semi-
laparoscopica aumentou a recuperacdo de 12% dos embrides se assemelhando a técnica
cirirgica e apresentando superioridade em relacdo a técnica totalmente laparoscopica (BARI et
al., 2000).

Além disso, a técnica transcervical, outra metodologia menos invasiva, vem
apresentando resultados satisfatorios onde a jungdo de uma série de fatores como, uma boa
contencdo (sedacdo e analgesia), protocolo de dilatagdo cervical, fixagdo e transposi¢ao
cervical, posicionamento do circuito no utero e lavagem uterina efetiva, pode melhorar a taxa
de recuperacao de embrides pois, o procedimento quando realizado por um profissional treinado
dura em torno de 30 minutos por animal chegando a uma reaquisi¢cao em torno de 50 a 90% das

estruturas (LIMA-VERDE et al., 2003; FONSECA et al., 2013).
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CAPITULO 2

RESPOSTA SUPEROVULATORIA E PRODUCAO EMBRIONARIA DE OVELHAS DA
RACA BERGAMACIA BRASILEIRA
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1. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a resposta superovulatoria e producao embriondria de
ovelhas Bergamacia Brasileira e relaciona-las com a condi¢do folicular antes do tratamento
superovulatério, como referéncia para selegdo de doadoras com potencial para superovulagao.
Vinte e trés ovelhas foram avaliadas quanto a populacao folicular por ultrassonografia na fase
de metaestro do ciclo estral e divididas em grupos com baixa, média e alta populagado folicular.
Posteriormente foram sincronizadas, superovuladas com 133mg de pFSH, acasaladas e
submetidas a coleta de embrides. A resposta superovulatoria (9,0£3,3 vs 10,7+6,2 vs 13,8+7,1)
e producao embrionaria (4,0+£3,8 vs 2,6£2,0 vs 1,8+4,0) foram semelhantes entre os grupos
(P>0,05). Houve correlagdo positiva entre o numero de foliculos no metaestro e o niimero de
corpos luteos com regressao prematura (RPCL) (0,52) e correlacao negativa entre a taxa de
recuperagao ¢ RPCL (-0,44) (P <0,05). As ovelhas que apresentaram RPCL tiveram mais
foliculos no metaestro (16,9+7,8 vs 12,743,2) ¢ menor taxa de recuperacdo embriondria
(38,8+29,3 vs 72,2+29,9) do que as que apresentaram CLs funcionais (P<0,05). A quantificagdo
folicular nas fases de metaestro ndo foi capaz de identificar doadoras com alto potencial de
producdo embrionaria. Animais com RPCL tiveram maior populagao folicular no metaestro e
menor recuperacao de embrides.

Palavras chaves: Bergamécia Brasileira, embrides, populagdo folicular, selecdo de doadoras,
superovulagao.

2. ABSTRACT

The objective was to quantify the superovulatory response and embryonic production of
Brazilian Bergamacia sheep and to relate them to the follicular condition before superovulatory
treatment, as a reference for selection of donors with potential for superovulation. Twenty-three
sheep were evaluated for the follicular population by ultrasound in the metestrus phase of the
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estrous cycle and divided into groups with low, medium and high follicular population.
Subsequently, they were synchronized, superovulated with 133mg of pFSH, mated and
subjected to embryo collection. The superovulatory response (9.0+3.3 vs 10.7+6.2 vs 13.8+7.1)
and embryonic production (4.0+£3.8 vs 2.6£2.0 vs 1,844.0) were similar between groups
(P>0.05). There was a positive correlation between the number of follicles in the metestrus and
the number of corpus luteum with premature regression (PLR) (0.52) and a negative correlation
between the recovery rate and PLR (-0.44) (P<0.05). The sheep that presented PLR had more
follicles in the metestrus (16.9+7.8 vs 12.7+3.2) and a lower embryo recovery rate (38.8+£29.3
vs 72.2429.9) than those with functional CLs (P<0.05). Follicular quantification in the
metestrus phases was not able to identify donors with high potential for embryonic production.
Animals with PLR had a larger follicular population in the metestrus and less embryo recovery.

Keywords: Brazilian Bergamasca, embryos, follicular population, donor selection,
superovulation.

3. INTRODUCAO

A superovulagdo ovina consiste na estimulagdo ovariana por meio de protocolo
hormonal para a sincronizagdo do estro e da ovulagcdo com a finalidade do desenvolvimento e
da maturacdao de uma quantidade elevada de foliculos simultaneamente, por isso, se tornou uma
biotecnologia da reproducao importante para multiplicacdo de ragas ovinas que se encontram
ameacadas de extingio (LOPES JUNIOR et al., 2014), principalmente em ragas localmente
adaptadas, como por exemplo a Bergamacia Brasileira.

Sao ovelhas criadas em nucleos de conservagdo de recursos genéticos animais

que utilizam a conservagdo ex situ in vitro com técnicas modernas de criopreservacao de
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material genético como sémen, ovocitos e embrides para serem armazenados em bancos de
germoplasma animal (MARIANTE et al., 2011). Dentre o material genético a ser armazenado,
embrides sdo estratégicos por permitirem a reintrodugdo de uma raga eventualmente extinta em
uma Unica geragao.

A eficiéncia nos tratamentos hormonais em programas de SOV ovina consiste
em uma compreensao das funcdes e inter-relagdes da foliculogénese, crescimento do foliculo,
maturacdo do ovdcito, ovulagao e fertilizagdo (GIBBONS et al., 2011). Porém, empecilhos
ainda sdo detectados na uniformidade da resposta superovulatoria para a recuperacdo de
embrides vidveis (BARTLEWSKI et al., 2016), pois, a resposta ovariana em ovelhas
superovuladas depende de algumas condi¢oes (AMIRIDIS e CSEH, 2012), onde os fatores
intrinsecos ainda sdo os principais responsaveis por essa variabilidade na resposta
superovulatoria (BRASIL, 2016). E segundo Bruno-Galarraga et al. (2014) existe ainda uma
repetibilidade intrinseca individual apds superovulagdes consecutivas.

Estudos mostraram que a resposta ovariana esta associada as caracteristicas do
ovario no inicio da superovulaciao onde a presenca de um foliculo grande afeta negativamente

a taxa de ovulagao e a quantidade de embrides viaveis (GONZALEZ-BULNES et al., 2000;
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GONZALEZ-BULNES et al., 2002; VEIGA-LOPEZ et al., 2005; MOSSA et
al.,, 2007). Além disso, a maioria desses estudos registram que a quantidade de foliculos
pequenos esta fortemente relacionada com o indice de ovulacdes e a quantidade de embrides
viaveis recuperados (GONZALEZ-BULNES et al., 2000; GONZALEZ-BULNES et al., 2002,
MOSSA et al., 2007).

No entanto, em ovelhas, a avaliacao de foliculos antrais correlacionados com a
producao de CL apds a SOV nao esta bem estabelecida (BARTLEWSKI et al., 2008). Estudos
realizados com ovelhas Santa Inés propuseram correlacionar a populacao folicular das ovelhas
em diferentes fases do ciclo estral (pro-estro, estro, metaestro e diestro) com a resposta
superovulatoria e obteve resultados bastantes satisfatorios na fase de metaestro, demonstrando
ser uma abordagem possivel para a selecao de doadoras de embrides (BRASIL, 2016).

A evolugdo de metodologias para a pré-selecdo de ovelhas doadoras de
embrides, principalmente as localmente adaptadas ameacadas de extingdo, com capacidade
elevada para responder a protocolos de superovulagdo ¢ de suma importancia para diminuir os
custos com protocolos hormonais e evitaria cirurgias desnecessarias em ovelhas ndo
responsivas a superovulagdo. Portanto, objetivou-se avaliar se a populagdo folicular, em
ovelhas da ragca Bergamacia Brasileira, em duas etapas (na fase de metaestro e no inicio da

SOV) estao correlacionadas com a resposta superovulatéria e o rendimento embrionario.
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4. MATERIAL E METODOS

Este Experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia sob protocolo CEUA/Cenargen 007/2019.

4.1 Local do experimento e animais

O estudo foi realizado no més de julho de 2020 no Setor de Campo Experimental
Fazenda Sucupira pertencente a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado a
sudoeste da cidade de Brasilia-DF, com altitudes que variam de 1050 a 1250 metros. O clima
predominante ¢ o tropical chuvoso, indicando inverno seco e verdo chuvoso. Essa regido
apresenta um clima tropical chuvoso, com invernos secos e verdes chuvosos, tipo AW pela
classificacdo de Koppen (ALVARES et al., 2013).

Foram utilizadas 23 fémeas ovinas adultas da raga Bergamadcia Brasileira,
sexualmente maduras e clinicamente saudaveis, com idade entre 2 ¢ 3 anos ¢ ECC entre 2,5 ¢
3 (intervalo 1-5; THOMPSON e MEYER, 1994). As ovelhas foram mantidas em 5 por baia de
confinamento e alimentadas com feno de Tifton e racao balanceada (300g/ovelha/dia), com

acesso ilimitado a dgua e sal mineral.

4.2 Delineamento experimental e avaliacio ultrassonografica
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Todas as ovelhas tiveram o estro sincronizado pela administragdo intramuscular
(IM) de duas doses de 250 pg de D-cloprostenol sédico (Clocio®, Bimeda-Mogivet
Farmacéutica S.A.) com intervalo de 10 dias entre as aplicagdes e quatro dias € meio apds a
ultima aplicagdo de D-cloprostenol, momento correspondente a fase do ciclo estral do
metaestro, foram realizados exames ultrassonograficos para quantificagdo dos foliculos >2 mm
(BRASIL, 2016), e de acordo com o ntimero de foliculos visualizados em cada ovario, foi feito
a média =+ desvio padrao e foram separadas em grupos de alta (>18 foliculos; GIMETA), média
(>10<18 foliculos; G2ZMETA) e de baixa populacao folicular (<10 foliculos; G3META)

Apds essa avaliacdo, os animais foram submetidos ao protocolo de
superovulagao e no D4, tempo correspondente ao inicio da SOV, também foram realizados
exames ultrassonograficos para quantificacao dos foliculos >2 mm e de acordo com o niimero
de foliculos visualizados em cada ovario, foi feito a média + desvio padrao e foram separadas
em grupos de alta (>15 foliculos; G1SOV), média (>8<15 foliculos; G2SOV) e baixa populagao
folicular (<8 foliculos; G3SOV).

A avaliacao 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 contidas na posicao de estacdo em
um tronco de contencao enquanto eram submetidas a exame de ultrassonografia. Esta técnica
foi validada para o monitoramento da dindmica folicular ovariana e detec¢cdo de CL em ovinos

(VINOLES et al., 2004).

4.3 Protocolo de superovulacio e coleta de embrides

As ovelhas foram sincronizadas com protocolo curto € com a insercao (dia 0) de
um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) por 7 dias, uma aplicacao IM de 250 pg de
D-cloprostenol sodico (Clocio®, Bimeda-Mogivet Farmacéutica S.A.). No dia 4, a
superestimulacdo foi induzida com aplicagdo IM de 133mg de pFSH (Folltropin®-V,
Tecnopec, AHC Inc., Bioniche, Canadd) em oito doses decrescentes (20% x 2; 15% x 2; 10%
x 2; 5% x 2) com intervalo de 12 horas. O dispositivo de progesterona foi retirado juntamente

com a aplicagdo da sétima dose de FSH. Uma dose de 250 ug de D-cloprostenol sédico
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(Clocio®, Bimeda-Mogivet Farmacéutica S.A.) e de GnRH (25 pg de acetato de gonadorelina;
Gestran Plus, Tecnopec, ARSA SRL, Argentina) foi administrada IM junto com a quinta e
oitava inje¢ao de pFSH, respectivamente.

As ovelhas foram distribuidas em 5 baias para a monta natural (MN) 36 horas
apos a retirada do CIDR e mantidas por 24 horas. Ao final da MN o CIDR foi recolocado. Os
carneiros tiveram os exames androldgicos avaliados anteriormente. No quinto dia apds a MN,
o numero de ovulacdes foi verificado por procedimento laparoscopico. As ovelhas com <3 CL
foram consideradas como fémeas ndo responsivas a superovulagao e nao foram coletadas.

As doadoras superovuladas foram anestesiadas com xilazina (0,10mg/kg IM;
Rompun®, Bayer, Brasil) e cloridrato de cetamina (3,5mg/kg por via intravenosa; Ketamina,
Agener, Brasil). Além disso, foi administrada anestesia local na regido da incisdo cirtrgica
(10mL de lidocaina; Lidovet®, Bravet, Brasil). Os ovocitos/embrides foram coletados
cirurgicamente apoOs laparotomia ventral, através de uma incisdo paramediana (5cm de
comprimento) cranial ao ubere, para acessar o trato reprodutivo.

Cada corno uterino foi lavado com 60mL de meio de recuperagdao de embrides
(DPBS, Cultilab, Brasil), pré-aquecido a 37°C, e suplementado com 1% de soro fetal bovino
(Cultilab, Brasil). Os embrides foram recuperados em uma placa de Petri, mantidos em meio
holding (Holding plus, 0,4% de BSA, Embriocare, Cultilab, Brasil), e examinados sob um
estereomicroscopio (Olympus SZ; Olympus Optical Co., Ltd., Téquio, Japao), seguindo os
critérios da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (STRINGFELLOW, 1998).

Os embrides que desenvolveram as fases de blastocisto ou moérula foram
classificados da seguinte forma: grau 1 (excelente ou bom), 2 (bom/regular), 3 (pobre), ¢ 4
(mortos ou degenerados). Os embrides classificados com grau de 1 a 3 foram considerados

viaveis e com grau 1 a 2 congelaveis.

4.4 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Sistema para
Analises Estatisticas (SAEG; Versao 9.1: Fundacao Arthur Bernardes — UFV — Vigosa, 2007),
com a finalidade de aplicagdo de testes paramétricos e ndo paramétricos para a analise dos
resultados, com diferencas consideradas significativas quando o P <0,05. Para avaliagdao quanto

a normalidade foi utilizando o teste de Lilliefors. O ANOVA foi utilizado para os resultados da
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avaliacdo folicular no metaestro o niumero de corpos luteos, estruturas totais e taxa de
recuperagdo e suas médias comparadas pelo teste de Tukey. Os pardmetros embriondrios —
embrides viaveis, congelaveis, degenerados e 0 RPCL ndo apresentaram distribui¢do normal e
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis. Além disso, correlagdes de Spearman foram
realizadas entre os parametros de avaliagdo ovariana, resposta superovulatoria e da produgao

de embrides das doadoras.
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5. RESULTADOS

No tratamento superovulatdrio, a coleta de embrido s6 foi realizada em ovelhas
que apresentaram >3 CLs ou RPCLs, por isso, 4 ovelhas ndo foram coletadas (17,39%), pois
ndo foram consideradas responsivas ao tratamento. Obtivemos como média geral 82,61%
(19/23 ovelhas) de resposta superovulatoria positiva, com 217 estruturas contadas nos ovarios,
entre CLs e RPCLs. Pela producdo embrionaria tivemos 52,10% (113/217 estruturas) das
estruturas totais recuperadas com 46,20% de embrides viaveis (2,26 + 2,95).

As avaliacdes foliculares na fase de metaestro (FOLM) e no inicio na
superovulagao (FOLS), mostraram que a maioria das ovelhas, 53% (12/23) e 65% (15/23), se
enquadravam no intervalo médio de foliculos (>10<18 de foliculos) e (>8<15 de foliculos),
respectivamente, porém o nimero de foliculos no metaestro foi maior no GIMETA do que nos
grupos G2META e G3META (P <0,05). As variaveis que quantificaram a resposta
superovulatéria e a producao embriondria foram semelhantes (P >0,05; 19 ovelhas responsivas
ao protocolo) entre os grupos com alta, média e baixa populacao folicular no metaestro, apesar
do G3META ter mostrado resultados em relagdo ao RPCL (2,8+6,3 x 4,9+6,2 x 12,8+8,8) e
taxa de recuperagdo (77,4£16,4 x 50,9+£35,3 x 38,4435,7) melhores do que no G2META e
GIMETA respectivamente. No FOLS nao houve diferenca significativa (P >0,05). (Tabela 1)
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Tabela 1. Resposta ovariana e produg¢do embrionaria (média = desvio padrdao) de ovelhas
Bergamacia Brasileira com baixa (G3META), média (G2ZMETA) e alta (GIMETA) populagao
folicular na fase de metaestro submetidas ao protocolo de superovulacao.

G3META G2META GIMETA
(n=5) (n=9) (n=5)
FOLM 9,6+0,5¢ 14,8+1,58 20,4423
FOLS 11,6+5,8 12,743,5 11,0+7,1
Corpos luteos 9,0+£3,3 10,7+6,2 13,8+7,1
RPCL 2,8+6,3 4,9+6,2 12,8+8,8
Estruturas totais 6,6£1,3 5,4+4,9 6,2+6,7
Embrides viaveis 4,0+£3,8 2,6£2,0 1,8+4,0
Embrides congelaveis 3,0+£2,8 2,0£1,8 1,6£3,6
Taxa de recuperacao (%) 77,4£16,4 50,9+£35,3 38,4+35,7
A-B,C Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (Anova, Tukey; P

<0,05).
Avaliagao de foliculos no metaestro (FOLM) e no primeiro dia da SOV (FOLS).
Regressao prematura de corpo luteo (RPCL).

Houveram correlagdes positivas (P <0,05) entre o numero de foliculos no
metaestro € o numero de corpos luteos com regressao prematura; entre o numero de corpos
luteos e estruturas totais recuperadas; entre o nimero de corpos luteos ¢ RPCL; entre a taxa de
recuperagao € o numero de estruturas totais e embrides viaveis; entre embrides degenerados e
numero de corpos lateos e estruturas totais recuperadas. Houve correlagdao negativa (P <0,05)

entre a taxa de recuperagao e regressao prematura do corpo luteo (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacao de Pearson (valor r) entre a populagao folicular e a producao embrionaria
de ovelhas Bergamacia Brasileira submetidas a protocolo de superovulagao.

FOLM FOLS CL ESTT TXREC EMBV EMBC DEG RPCL

FOLM 1 0,13 0,26 -0,14 -0,29 -0,19 -0,18 0,34 0,52*
FOLS 1 0,11 -0,01 -0,04 -0,03 0,03 0,31 0,00
CL 1 0,53*  -0,13 0,26 0,25 0,41* 0,66%*
ESTT 1 0,66**  0,49* 0,46* 0,42* 0,03
TXREC 1 0,43* 0,42%* 0,09 -0,44*
EMBV 1 0,98 -0,08 0,15
EMBC 1 -0,08 0,16
DEG 1 0,37
RPCL 1

Asteriscos indicam correlagdes significativas (Correlacao de Pearson; *P <0,05; **P <0,01).
Avaliagao de foliculos no metaestro (FOLM) e no primeiro dia da SOV (FOLS).

Corpos lateos (CL). Estruturas totais (ESTT). Taxa de recuperagao (TXREC).

Embrides vidaveis (EMBV), congelaveis (EMBC) e degenerados (DEG).

Regressao prematura de corpo luteo (RPCL).
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Quando os animais foram divididos em dois grupos que sofreram ou nao
regressao prematura de corpo liteo, aqueles animais que apresentaram RPCL tiveram maior
numero de foliculos no metaestro ¢ menor taxa de recuperacao (P <0,05). O nimero de
foliculos no inicio da SOV, corpos luteos, estruturas totais, embrides viaveis e embrides

congeléaveis foram semelhantes nas ovelhas com ou sem RPCL (P >0,05).

Tabela 3 - Resposta ovariana e producdo embrionaria (média = desvio padrdo) de ovelhas
Bergamadcia Brasileira com e sem regressdao precoce do corpo luteo (RPCL) submetidas a
protocolo de superovulacao.

Sem RPCL (n=9) Com RPCL (n=10)

Foliculos no metaestro 12,7+£3,2B 16,9+7,84
Foliculos na SOV 11,6+4,1 12,3+£3,5
Corpos lateos 8,7+6,0 13,245,0
Estruturas totais 6,2+4,6 5,7+4.9
Embrides viaveis 2,6+£3,1 2,9+3.2
Embrides congelaveis 2,0£2.4 2,3+2,7
Taxa de recuperacdo (%) 72,2429 94 38,8+29,3%

A-B etras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (Teste t; P <0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente experimento foi avaliada resposta superovulatoria e a producao
embrionaria de ovelhas da raga Bergamacia Brasileira e procurou-se associar essa resposta a
metodologias para a selecao de doadoras de alto potencial de embrides ovinos.

A resposta superovulatoria foi bastante satisfatoria, onde 82,61% das ovelhas
responderam ao tratamento superovulatorio, o que se assemelha ao encontrado por Menchaca
et al., (2007) (88% em cabras Alpinas); Menchaca et al. (2009) (100% em ovelhas Merinos),
Neves et al. (2010) (94% em ovelhas Santa Inés) e Brasil (2013) (84,6% em ovelhas Santa
Inés). Existem trabalhos onde de 20 a 40% das ovelhas ndo responderam ao tratamento
superestimulatorio (D’ ALESSANDRO et al., 1996; CORDEIRO et al., 2003). Esses resultados
mostram a potencialidade das ovelhas Bergamacia Brasileira na utilizacdo de ferramentas de
reproducdo assistida como a superovulagado e a coleta de embrido para dar suporte a programas
de conservac¢ao ¢ melhoramento animal.

A taxa de recuperagao (TR) total (52,10%) foi considerada adequada quando se
utiliza o método cirurgico para a colheita de embrido. Taxas um pouco superiores foram
alcancadas por Lima et al., (2012) (63,8% em ovelhas Santa Inés) e Brasil (2016) (66% em
ovelhas Santa Inés) podendo ser um padrio para melhorar os resultados de produgdo
embrionaria alcangados com a raga Bergamacia em futuros trabalhos.

De acordo com Torres e Sevellec, (1987), a TR pode ser influenciada por coletas
realizadas anteriormente e que podem causar aderéncias no trato reprodutivo da fémea,
dificultando a captura dos ovocitos pelas fimbrias ou o deslocamento dos embrides e
espermatozoides no utero. Técnicas menos invasivas, como a colheita de embrido transcervical,
vem mostrando resultados positivos, chegando a uma recuperacao de até 90% das estruturas
(LIMA-VERDE et al., 2003; FONSECA et al., 2013), tendo potencial para aumentar mais a

TR em novos trabalhos.
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Segundo Bartlewski et al. (2016) a variabilidade na resposta superovulatoria
ainda ¢ considerada critica e estd associada a fatores intrinsecos (raca, populagdo folicular) e
extrinsecos (hormonio, dose e protocolo, método de inseminagdo e intervalo entre tratamentos)
(AMIRIDIS e CSEH, 2012). Apesar de ultimamente ter-se um maior controle dos fatores
extrinsecos, a resposta ovariana ainda continua variavel, sugerindo que os fatores intrinsecos
sd0 os principais responsaveis por essa variabilidade (BRASIL, 2016).

Dentre os principais fatores intrinsecos que influenciam a resposta
superovulatéria e producao de embrides esta o desenvolvimento folicular das doadoras. Alguns
estudos tém sugerido que a resposta superovulatoria e a producdo embrionaria esta
positivamente correlacionada com populacao folicular ovariana (nimero de foliculos >2 mm)
durante a fase de metaestro (BRASIL, 2016) e no inicio do tratamento superestimulatdrio
(primeira aplicacdo de FSH) (GONZALEZ-BULNES et al., 2002; MOSSA et al., 2007).
Entretanto, existem estudos que ndo verificaram essa correlacio (BRUNO-GALARRAGA et
al., 2014).

Os resultados deste estudo mostraram que uma simples analise ultrassonografica
nao foi eficiente, quantificando a populacdo folicular >2 mm em duas fases distintas, em
predizer a capacidade de resposta a superovulacao para selecionar ovelhas doadoras com alta
producao de embrides in vivo. No FOLM a correlagao s6 foi verificada com a RPCL e no FOLS
nao houve correlagdo com nenhuma das variaveis. Quando os animais foram divididos em
grupos com alta, média e baixa populacao folicular os resultados da resposta superovulatoria e
rendimento embriondrio confirmaram as correlagdes observadas em cada etapa de contagem de
foliculos.

Contudo, metodologias estdo sendo estudadas para selecionar ovelhas com
maior potencial para producdo de embrides in vivo, sendo uma alternativa vidvel para estudos
futuros com a Bergamacia Brasileira, a fim de se encontrar resultados mais satisfatorios. Pinto
et al. (2018), comprovaram, em ovelhas Santa Inés, que a contagem de CFA e a dosagem
plasmatica do HAM sdo eficientes em definir doadoras com elevadas taxas de recuperagdo de
embrides apos um protocolo de sincronizacao de estro.

A RPCL ¢ considerada um problema inerente a producao in vivo de embrides da
espécie ovina, tendo ocorréncia entre 20 a 40% podendo chegar até¢ a 75% das ovelhas em
protocolos de SOV como demostrado por Lopes Junior ef al. (2006) e Oliveira et al. (2013),
resultando na recuperacdo de embrides de baixa qualidade ou mesmo nenhuma recuperagao

(SCHIEWE et al., 1991; COGNIE, 1999).
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Em nosso estudo 57,9% das ovelhas apresentaram a RPCL e apenas 31,5%
produziram embrides vidveis (2,9£3,2; P>0,05). Houve uma correlagdao negativa da RPCL com
a taxa de recuperacao embrionaria, o que interferiu na média de embrides recuperados. Além
disso, o numero de RPCL teve correlagdo positiva com o numero de foliculos no metaestro
fazendo com que a média de embrides vidveis tenha sido numericamente inferior nas ovelhas
com maior populagdo folicular do que naquelas com menor nimero de foliculos no metaestro
(1,8+4,0 vs 4,0£3,8, respectivamente, P>0,05). Esta resposta inesperada deve ter contribuido
de forma importante para que os animais com maior populacao folicular ndo tenham tido uma
melhor producdo embrionaria e também correlagdes positivas entre RPCL e CL foram
encontradas.

Na tentativa de contornar esse efeito, todas as ovelhas doadoras de embrides
tiveram um CIDR de segundo uso introduzido apdés a MN, conforme o proposto por Fonseca
(2005). Brasil (2016), mesmo recolocando um CIDR de segundo uso apos a IA, também
registrou aparecimento de RPCL em ovelhas Santa Inés ap6s a SOV, porém em uma quantidade
menor (32% das ovelhas). Estudos com ovelhas Santa Inés mostraram que utilizando o
protocolo “Dia 0” colocando um segundo implante vaginal com progesterona inserido 12h antes
do inicio da SOV e removido no final da SOV pode-se observar que nenhum animal apresentou
RPCL (MENEZES, 2014).

Além disso, foi-se utilizado o GnRH 12h apos a retirada do CIDR, onde segundo
Menchaca et al. (2010) tem o proposito de inibir a lutedlise precoce, ou seja, a RPCL, agindo
na indugdo da ovulagdo acarretando a diminui¢dao dos niveis séricos de estrogeno e inibindo a
acdo das prostaglandinas, com o proposito da redugdo do RPCL, entretanto, nenhuma dessas
abordagens impediram o aparecimento da RPCL nas doadoras que mesmo assim foram
recuperados embrides vidveis apesar da TR ter sido menor, indicando que a raca Bergamacia
Brasileira necessita de mais estudos para definir protocolos de SOV que melhore mais a

resposta embrionaria.



38

7. CONCLUSAO

A Bergamacia Brasileira tem um grande potencial para ser utilizada em
programas de reproducgdo assistida como a superovulagdo e a coleta de embrido, tendo uma
resposta superovulatoria satisfatéria e uma taxa de recuperagdo adequada, porém, a
quantificagdo folicular nas fases de metaestro e no inicio da superovulagdao nao foram capazes
de selecionar doadoras com alto potencial de produgdo de embrides ovinos, necessitando de
mais estudos para expressar toda a sua capacidade. A RPCL, independentemente da utilizagao
de estratégias para evitar sua ocorréncia, teve expressivo aparecimento, tendo uma menor taxa

de recuperagao de embrides, porém com embrides vidveis.
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CONSIDERACOES FINAIS

A Bergamadcia Brasileira ¢ uma raga localmente adaptada com capacidade de
alcancar resultados elevados em programas de superovulagdo em prol da multiplicacdo de
individuos selecionados com redugdo no intervalo entre geracdes agregando valor para a
conservagao da espécie e para o melhoramento animal.

Contudo, ainda existe uma variagdo na resposta superovulatoria em ovelhas
doadoras de embrides, onde os fatores intrinsecos possuem um controle mais complexo, sendo
necessario uma adequagdo especifica para cada raga nos programas de superovulacao, para que
o animal possa expressar todo o seu potencial.

A quantificacdo folicular nas fases de metaestro e no inicio da SOV nao foram
capazes de selecionar as doadoras de embrides mais responsivas ao FSH, sendo necessario em
estudos futuros utilizar outras metodologias. Além disso, a RPCL se mostrou persistente na
maioria das ovelhas, apesar da utilizagdo de estratégias para a sua nao ocorréncia, ocasionando

uma menor taxa de recuperacao, porém com embrides viaveis.



