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Resumo

O uso de progestagenos e a estimulagdo da ovulagdo com gonadotrofinas
permite a superovulagdo de ovelhas durante o anestro sazonal e a sincroniiagéo de
seus ciclos.

A resposta aos tratamentos superovulatorios foi determinada com o uso de
horménio foliculo estimulante (FSH) e gonadotrofina do soro de égua prenhe
(PMSG) no anestro sazonal em ovelhas Suffolk. As ovelhas (n=15) previamente
sincronizadas com implantes subcutaneos (Norgestomet) foram divididas em dois
grupos experimentais, que receberam 250 Ul de FSH e 1000 Ul de PMSG,
respectivamente. Todas as ovelhas foram submetidas & monta natural. A coleta de
embrides foi realizada no dia 7 apés a retirada do implante. A média do nimero de
corpos luteos (taxa de ovulagdo), o numero total de embrides e o nimero de
embrides viaveis colhidos foram maiores (P<0,05) para o tratamento com FSH do
que para o tratamento com PMSG. Amostras de sangue foram colhidas durante o
tratamento e no dia da coleta de embrides para estudar a taxa de progesterona. Os
niveis de progesterona nao diferiram entre os tratamentos.

O uso de FSH aumentou a resposta superovulatéria e mostrou ser melhor do

que o PMSG no anestro sazonal.



Abstract

The use of progestagens and the stimulating of ovulation with gonadotrophins
has permitted the superovulation of ewes during the seasonal anestrous and
synchronization of their cycles.

The response of superovulatory treatment with follicle stimulating hormone
(FSH) and pregnant mare serum gonadotrophin (PMSG) in seasonally anestrous
Suffolk sheep was determined. The ewes (n=15) previously synchronized with
subcutaneous implants (Norgestomet) were divided into 2 experimental groups, that
received injections of 250 Ul of FSH and 1000 Ul of PMSG, respectively. All ewes
were naturally mated. The embryo collection was realized on day 7 after the removal
of the implants. The mean number of corpora lutea (ovulation rate), the total number
of embryos and the number of normal embryos recovered were higher (P<0,05) in
FSH than PMSG treatment. Blood samples were collected during the treatment and
at embryo collection day to study progesterone rate. The progesterone levels did not
differ between treatments.

The use of FSH improved the superovulatory response and showed to be

better than PMSG in seazonal anestrus.



1. Introdugao:

As pesquisas na area de transferéncia de embriées (TE) vém sendo realizadas
de forma rotineira desde 1955 (WILMUT,1994). Durante esse tempo, os métodos tém
sido melhorados consideravelmente. Foram desenvolvidas uma série de técnicas para
a manipulagdo e conservagdo dos embrides, além da pesquisa de adequados
protocolos de sincronizagdo de estro e de superovulagdo (RODRIGUES, 1996).

A aplicac@o comercial da transferéncia de embrides em ovinos esta limitada por
diversos fatores, como por exemplo: custo elevado da utilizagdo da técnica; baixos
indices de resposta & superovulagdo e de produgdo de cordeiros em relagdo ao
numero de embrides colhidos; proibicdes governamentais quanto & importacdo e
exportacdo de embrides; resisténcia da industria ovina e o baixo valor individual do
ovino (NEVES, 1989). Contrastando a tudo isso, estas biotecnologias vém sendo
utilizada de forma crescente e com sucesso nos centros criatoérios de maior expressao,
como os existentes na Nova Zelandia e Australia.

A grande variabilidade da resposta superovulatéria ainda € um dos maiores
entraves ao sucesso dos programas de transferéncia de embrides, onde menos de
40% das Acausas tém sido explicadas (HAHN, 1992). Ragas ovinas, dose de hormonio e
estacdo do ano sdo algumas varidveis reconhecidas como causadoras dos diferentes
resultados da superovulagao.

Os dois tratamentos superovulatérios mais comumente utilizados aplicam a
gonadotrofina sérica de égua prenhe (PMSG) e o hormonio foliculo estimulante (FSH —

extrato pituitario cri ou soluvel de equinos, suinos e ovinos) no final da fase litea em



combinagdo com progestagenos ou prostaglandinas. A PMSG tem maior
disponibilidade no mercado, facilidade de administragdo e preco mais acessivel, no
entanto, tém-se observado falhas na ovulagdo ou baixas respostas ovulatérias. O FSH
tem apresentado respostas mais eficientes devido a sua acdo mais especifica, embora
necessite ser administrado varias vezes.

Escassas informagbes s&o encontradas a respeito da resposta superovulatéria
em ovinos Suffolk no Brasil. Essa raca de origem inglesa, se destaca pela sua elevada
capacidade produtora de carne de boa qualidade, adaptou-se bem no pais,
apresentando excelente fertilidade e cordeiros com boa velocidade de crescimento. A
raca apresenta maturidade precoce (primeiro estro aos 8 meses de idade), alta
incidéncia de gémeos e periodo de anestro na primavera.

Em func&o de todos esses aspectos, este estudo tem o objetivo de comparar os
tratamentos superovulatérios com PMSG e FSH, avaliando-se parametros qualitativos
e quantitativos da resposta ovariana e produgdo de embrides fora da estagdo

reprodutiva em ovelhas Suffolk.



2. Literatura:

2.1. Ciclo Estral

O ciclo estral nos ovinos € regulado por fatores como meio ambiente,
genéticos, fisiolégicos, hormonais, comportamentais e psicolégicos.

A duracgéo do ciclo estral na ovelha é de 16 a 17 dias e a ovulag&o ocorre 24 a
30 horas apds o inicio do cio. A duragado do estro e 0 momento da ovulagdo variam
em relag@o aos fatores intemos e externos. O intervalo entre o inicio do estro e a
onda ovulatéria de hormonio Iutéinizante (LH) se prolonga & medida que aumenta o
numero de ovulagdes (DE THIMONIER e PELLETIER, 1971).

A maioria das ragas ovulam de um a dois 6vulos. As ovelhas Finnish Landrace
e Romanov ovulam, normalmente, de dois a cinco évulos. Experimentalmente tem-
se demonstrado que a taxa de ovulagdo varia com a época do ano, raga, idade e
estado nutricional da ovelha (ROBERTSON, 1984).

Durante o ciclo estral, ocorre importantes mudancgas morfoldgicas e fisiologicas
na cértex ovariana, as quais incluem crescimento e atresia folicular, ovulagao,
rhanutenc;éo do corpo luteo e lutedlise. Essas mudancas dependem de padrdes
apropriados de secrecdo, concentragbes suficientes e propor¢cbes adequadas de
hormdnio foliculo estimulante (FSH) e hormodnio Iuteinizante (LH) no sangue
(BARROS et al. 1998). Estes hormonios incluem esterdides, prostaglandinas e
glicoproteinas, e sao todos secretados pelas células B da hipdfise anterior (BINDON
et al. 1979).

O FSH desempenha importante papel no inicio da formagdo do antro

estimulando a mitose das células granulosas e formagéo do fluido folicular, ou seja,



o crescimento e maturacdo do foliculo ovariano. O estradiol aumenta o efeito
mitético do FSH e auxilia na indugdo da sensibilidade celular da granulosa,
aumentando o0 numero de réceptores de LH, com isto, prepara a luteinizacdo destas
células em resposta a onda ovulatéria de LH. Por outro lado, as células da teca sdo
estimuladas apenas pelo LH, e os receptores de LH est&o presentes desde o inicio
da formacao das células tecais. A onda pré-ovulatéria de LH é responsavel pela
ruptura da parede folicular e ovulagdo. A secrecdo de estrogenos diminui
rapidamente no momento em que ocorre o pico de LH. Consequentemente, a
atividade esteroidogénica do foliculo também depende da atuagédo do FSH e do LH
sobre as células granulosas e tecais respectivamente. O ester6ide fundamental
secretado € o estradiol-178, sendo também produzidos pelas progestinas e
andrégenos (DRAINCOURT e CAHILL,1984; ROBERTSON, 1984; BARROS et al.
1998).

Qualquer que seja a duragdo da primeira fase de crescimento folicular, os
foliculos atingem o estagio de pré-antro diariamente. A partir da populagdo de
foliculos recrutados, a selegdo daqueles destinados a ovular € assumido pela onda
pds-ovulatéria de FSH (%) que ocorre antes do inicio da regressao do corpo liteo na
ovelha. Alguns desses foliculo’s entram em atresia quando o FSH volta a niveis
basais. Injegcdes de gonadotrofina exégena (PMSG/FSH) nesse estagio salvam

estes foliculos e permitem a superovulagdo (Grafico 1) (HAFEZ et al. 1980).

Foliculos
(pré-antrais - ———e {oliculos antrais

FIGURA 1 - Ondas de FSH e LH no crescimento final dos foliculos destinados a ovular (HAFEZ et al. 1980)



LEYVA et al. (1998b) monitorando diariamente os foliculos ovarianos de ovinos
por ultrassonografia transretal durante um ciclo estral, revelaram o desenvolvimento
de ondas foliculares. A maioria das ovelhas exibiram trés ondas foliculares; as duas
primeiras ocorreram durante o0 inicio € metade da fase luteal, respectivamente, e a
ultima onda resultou em ovulagio, sendo que, as ondés emergiram em intervalo
regular de 5 a 5,5 dias desde a ovulagdo. A onda ovulatéria emergiu em tomo do
11" dia do ciclo, préxima ao inicio da lutedlise.

Nas fémeas ovinas os foliculos de 2 mm de tamanho s&o requisitados, e uma
vez determinada a selegcdo, o recrutamento € bloqueado. Cameiros Booroolas
diferem dos Merinos em fungdo do tempo maior de recruiamento, da baixa
incidéncia de selegdo, e da habilidade de foliculos totaimente desenvolvidos
capazes de obter o pico de LH. Em contraste, cameiros Romanov diferem das
ovelhas lle-de-France devido ao maior numero de foliculos recrutados entre os dias
13 e 15. E provavel que sistemas diferentes de controle operem para gerar um alto
nivel de ovulagdo em ragas prolificas (DRAINCOURT e CAHILL,1984).

Durante o cio, devido a influéncia do estradiol 17, a hipdfise secreta grandes
quantidades de prolactina (PRL), referenciando a iniciagdo da atividade funcional do
corpo Iiteo (ANDERSON, 1984).

Depois da ovulagdo aumenta o fluxo sanguineo nas células da camada
granulosa. Estas células crescem e se dividem formando uma massa sélida, o corpo
lteo (CL), que alcanga seu tamanho maximo e atividade funcional aos 7 dias.
Neste momento o corpo IGteo é uma glandula muito vascularizada por onde passa
97% do fluxo sanguineo total do ovario. Esta transformagdo ou luteinizagdo das
células da granulosa vem acompanhada da sintese e secre¢ado de progesterona. Na

ovelha parece que a secre¢ado de progesterona (P4) atinge o maximo no dia 10 do



ciclo, comeg¢ando a diminuir significativamente no dié 12. A atividade secretora-
declina gradualmente até o dia 14 (DRAINCOURT e CAHILL,1984 DRAINCOURT e
CAHILL,1984).

A atividade funcional do CL finaliza bruscamente no dia 15. O
desaparecimento de sua atividade funcional € demasiado rapida por ser devido a
falta da funcéo luteotrofica hipofisaria e por ndo existirem provas de que assim seja.
Ja que nesse momento ha concentragbes sanguineas moderadas de LH e PRL,
deve-se pensar em algum outro mecanismo para explicar a destruicdo ou lise do
corpo luteo. Experimentos anteriores apontam que existe uma interagao local ttero-
ovarica que promove a autorregulacéo da atividade funcional do CL. A progesterona
liberada estimula a sintese e 0 acumulo de substancia luteolitica no endométrio
uterino. Na ovelha esta substancia parece ser a prostaglandina Fa, (PGF2,). A
PGF., € 0 agente luteolitico natural que encerra a fase luteinica do ciclo na auséncia
de fertilizagdo. Tem-se encontrado niveis acima do normal de PGF,, no sangue
venoso do Utero, nos dia 15 a 16 do ciclo estral. Na ovelha, corﬁo na vaéa, néo é
possivel a lise do corpo liteo com PGF2, durante os primeiros 4-5 dias de sua
existéncia. Em animais prenhes, algum sinal desconhecido é emitido pelo embrido
para o utero, prevenindo a liberagdo de PGF,,, € permitindo assim que o corpo luteo
ciclico transforme-se no corpo luteo gravidico (FOSTER e RYAN, 1981).

Uma proteina B especifica da gestacao foi isolada de tecido placentério
bovino, e tem uma longa vida média circulante de 7 dias. Ela pode ser detectada no
sangue de vacas prenhes téo precocemente quanto 22 dias ap6s a concep¢ao, mas
n&o pode ser detectada no leite ou na urina. O radioimunoensaio para proteina B
detecta a substancia em animais com placenta cotiledonaria, como em bovinos e

ovinos, porém n&o em suinos ou equinos. A acgéo fisiolégica da proteina B pode



estar envolvida na indicacdo de uma mensagem da placenta para o animal,
prevenindo a destruigéo do corpo luteo (BUTLER et al. 1982; HAIGH et al. 1993).

A P4 é secretada pelas células luteinicas do corpo ldteo, pela placenta e pela
glandula adrenal. A secrecao de progesterona € principalmente estimulada pelo LH.
Ela prepara o endométrio para a implantagdo e manutencao da gestacéo através do
aumento das glandulas secretoras no endométrio e também pela inibicdo da
motilidade do miométrio. A progesterona age sinergicamente com -0s estrogenos
para induzir o comportamento estral. Altos niveis de P4 inibem o cio e a onda
ovulatdria de LH. Deste modo, a progesterona € importante na regulacdo hormonal
do ciclo estral (ROBERTSQON, 1984).

O controle da vida do corpo luteo ou manipulagdo da concentragdo de
progesterona circulante permite a regulacdo do estro e ovulacdo (HANSEL e
CONVEY, 1983). Progesterona exégena ou seus analogos, quando administrados
por 12 a 14 dias, promove regressao do corpo liteo, mas o estro e a ovulagéo sé
ocorrem quando a progesterona exégena ¢é retirada. LEYVA ef al. (1998b) em seu
estudo evidenciaram que o prolongamento do ciclo estral em ovelhas com
progestagenos aumentou o numero de ondas foliculares e também reduziu ou
aumentou o tamanho de grandes foliculos. Este efeito foi causado por variagées nas
concentracbes de progesterona endogenas e exdgenas, as quais alteraram o

comportamento pulsatil do LH.



2.2. Anestro sazonal

O anestro em ovinos é caracterizado por auséncia do estro e da ovulagdo
devido ao decréscimo da frequéncia do pulso de LH em resposta ao aumento da
sensibilidade hipotalamica para o “feedback® negativo do efeito estrogénico
(GOODMAN et al. 1982; LEGAN e KARSH, 1980). A ocorréncia de algum
crescimento folicular durante o anestro, mais frequente pequenos e médios foliculos
do que grandes, sugere que um suporte parcial de gonadotrofinas esta presente
neste momento (MATTON et al. 1977).

Os ovinos sé&o poliéstricos estacionais e se reproduzem quando ha diminuicédo
da luminosidade, isto €, no fim do verdo, outono e inicio do inverno com ciclo estral
em periodos regulares de 16-17 dias. Sdo também chamados de animais de dias
curtos (SHORT, 1982).

A duracdo da estacdo sexual varia principaimente com o comprimento do dia,
raca e nutricdo. Nas latitudes das zonas temperadas, a maioria das ragas ovinas
tornam-se anovulatérias e anéstricas durante a primavera. Nas zonas tropicais,
onde ha menor variagdo na luz diaria, os ovinos tendem a se reproduzir durante o
ano todo. Por esse motivo, quando as ragas de zonas temperadas séo levadas para
os tropicos, elas perdem gradativamente a estacionalidade, seguindo os padrées
reprodutivos caracteristicos do novo ambiente (JAINUDEEN e HAFEZ, 1995).
Segundo BROWN e JACKSON (1995) a resposta reprodutiva de animais que s&o
transportados de latitudes altas para proximas de zero grau e vice-versa, € pouco
conhecida.

O comportamento reprodutivo das ovelhas é fortemente influenciado pelos

efeitos hormonais. Com o declinio da luminosidade diaria ocorre um aumento da



secrecdo de melatonina que é sintetizada pela glandula pineal, e é tida como
mediadora dos efeitos do fotoperiodismo. Consequentemente o nivel de melatonina
influencia a produgcdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no
hipotalamo, o qual controla a liberagdo de LH e FSH hipofisario. Esses ultimos
hormdnios s&o importantes para o funcionamento normal dos ovarios produzindo os
esterdides necessarios para iniciar o comportamento estral e promover a ovulagéo
(LYNCH et al. 1992).

Conforme REEVES (1986), os quatro principais componentes a serem
considerados no modelo de controle hipotaiamico da estagéo anéstrica da ovelha
sdo: 0 ambiente externo (comprimento do dia), hipotalamo, hipéfise e ovario.
Durante a estagao anéstrica ou dias longos, a ovelha ndo demonstra atividade
ciclica reprodutiQa. A duracdo de horas de luz por algum mecanismo, talvez pelo
nervo o6tico, sensibiliza o centro tonico de LH no hipotdlamo as concentracoes
circulantes de estrégenos. Entdo, o estrégeno retroage negativamente sobre o
centro tonico de controle do LH, diminuindo a liberacéo de LH-RH. Menos LH tonico
€ liberado para a circulagédo, resultando em menor producdo de estrogenos do
foliculo ovariano. As concentracdes de estrégenos circulantes nao podem atingir um
limiar para estimular o centro pré-ovulatério do LH no hipotadlamo, resultando na
falha da ovulacdo durante a estacéo anéstrica.

Durante o periodo reprodutivo da ovelha, o comprimento do dia diminui € 0
centro tonico de controle de LH do hipotalamo torna-se refratario ao estrégeno
circulante. O aumento dos niveis de estrégenos ndo afeta negativamente o centro
ténico de controle de LH nesta ocasio, resultando no aumento da liberagéo de LH-
RH, o que induz a uma liberagéo tonica aumentada de LH da hipdfise. A liberac&o

tonica aumentada de LH induz suficientes niveis de estrogenos na circulagcdo para
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estimular o centro pré-ovulatério de LH do hipotalamo, resultando em liberagdo
aumentada de LH-RH. A onda pré-ovulatéria resultante de LH induz a ovutagio
(REEVES, 1986).

MOORE (1982), WALKER et al. (1987), encontraram pouca influéncia
estacional na resposta ovulatéria de ovelhas Merino e SAMARTZI et al. (1995) em
ovelhas Chios submetidas a esquemas com progestagenos combinados com PMSG
ou FSH. Mas encontraram significante diferenca quanto ao intervalo entre a retirada
do progestageno e o momento do estro que foi mais curto no outono do que na
primavera.

SAMARTZI et al. (1995) e SEBASTIAN et al. (1990) ndo encontraram diferenca
significativa em relagdo ao numero de ovulacgbes, taxa de recuperag&o e numero de
embrides coletados durante a primavera e o outono.

TORRES et al. (1987), ao comparar a coleta de embrides em ovelhas Lacaune
durante a estagdo reprodutiva e o anestro encontroram diferenca significativa
quanto ao numero de corpos luteos e embrides recuperados (11,2 e 9,3 contra 8,4 e

7,1).
2.3. Sincronizagao do cio

A estacionalidade na reproducgao limita a taxa reprodutiva da ovelha a um parto
por ano. A manipulagdo da reprodugdo por métodos genéticos, fisioldgicos e
ambientais pode aumentar a frequéncia de montas por ano assim como 0 numero
de descendentes (CHEMINEAU et al. 1989).

Para a aplicacdo da }técnica de transferéncia de embrides (TE) € necessario

um controle efetivo do estro, para que o tratamento superovulatério ocorra no
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O controle do momento da ovulagdo permite a pré-determinagdo da data da
transferéncia para receptoras, assim como o periodo mais adequado para iniciar a
superovulagao e a cobertura das doadoras (NEVES, 1989).

A manipulacdo do estro e o controle da ovulagcdo em ovelhas pode ser
conseguido reduzindo a fase lGtea com PGF,a ou aumentando esta fase com a
utilizacdo de progestagenos exdégenos. Os métodos que utilizam PGF.o dependem
da presenca do corpo luteo, e s6 podem ser usados em fémeas que estao ciclando
naturaimente. No entanto, existem diferentes analogos de progesterona sendo
empregados no controle do estro e ovulagéo em ovelhas. Cada um deles com seu
modo de administragco, o que requer bons e eficazes experimentos para determinar
a dose eficiente e as condigoes de uso. Além disso, existem diferengas significativas
entre ragas conforme o progestageno e a forma de administracdo (CHEMINEAU et
al. 1989; BASIOUNI et al. 1996).

Em ovelhas, foliculos nos ovarios que contém corpos Iuteos crescem mais
rapidamente do que os foliculos nos ovarios sem corpos luteos. Tal efeito pode ser
mediado por diferengas nas concentragdes locais de progesterona nos dois ovarios.
A progesterona pode atuar sistematicamente e localmente para alterar as
modificacdes dependentes do tempo quanto ao tamanho do foliculo, tomando
possivel alguns foliculos crescerem enquanto outros sofrem atresia (DRAINCOURT
e CAHILL, 1984). Em geral, a progesterona tém sido associada com supressio do
crescimento folicular e ovulagéo, agindo via eixo hipotalamo-hipéfise-ovarios e com
possivel acao direta no ovario (KARSCH et al. 1977).

Durante o anestro, a ovulagdo pode ser induzida com LH ou GnRH exégenos,

mas estes tratamentos sempre resultam em alta propor¢gdo de ovelhas com
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prematura regressao luteal (CRIGHTON et al. 1975; McLEOD e HARESIGN, 1984,
LEGAN et al. 1985; McNEILLY et al. 1986; HUNTER ef al. 1986).

Outro regime de hormdnio exdgeno utilizado para induzir a fertiidade em
ovelhas anéstricas, e que pode evitar o problema descrito acima (McLEOD e
HARESIGN, 1984; HUNTER et al. 1986), consiste no tratamento com
progestagenos em concentragdes e pelo periodo que promovam uma fase latea.

Esponjas intravaginais s&o comumente utilizadas para administrar
progestagenos porque sdo de facil aplicagdo. Andlogos potentes de progesterona,
como o acetato de fluorogestona (FGA) e 0 acetato de medroxiprogesterona (MAP),
sdo incorporados dentro das esponjas. Os resultados de diversos estudos tem
mostrado que os analogos sdo efetivos em quantidades muito menores que a
propria progesterona na supresséo do estro (ROBINSON, 1976). NOEL ef al. (1994)
verificaram que a utilizacdo de FGA acelerou os mecanismos de crescimento
folicular, aumentou a taxa de atresia e reduziu a média do niumero de grandes
foliculos.

Outra alternativa de administracdo de progestagenos sintéticos sdo os
implantes subcutaneos feitos de uma sdélida borracha de silicone impregnado com
um potente composto sintético, o Norgestomet. O nivel de progesterona em
ovelhas tratadas com estes implantes' aumenta és concentragbes rapidamente, e
depois diminui gradualmente, preparando a descarga de horménios hipofisarios e
aumentando a sensibilidade dos 6rgéos sexuais aos estimulos das gonadotrofinas.
No momento da retirada do implante, o blogueio cessara bruscamente, fazendo com
que as fémeas, de forma sincronizada entrem numa fase que dara lugar ao estro e

ovulacdo (RUTTLE et al. 1988; VALLET et al. 1990). Os resultados dos estudos em
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ovulacdo (RUTTLE et al. 1988; VALLET et al. 1990). Oé resultados dos estudos em
que se comparam implantes de progestagenos com esponjas (MAP) indicam que os
implantes sdo tdo bons se ndo melhores do que as esponjas (HAMRA et al. 1986).

Também existe o dispositivo interno de liberagdo controlada de droga
(“controlled internal drug-release device” - CIDR), um pessario intravaginal
constituido de uma estrutura plastica com uma extremidade de silicone fiexivel
impregnado com 9% ou 12% de progesterona. HAMRA et al. (1986), obtiveram
niveis de progesterona maiores com o CIDR do que com implante de progestageno.
Elevados niveis de progesterona no momento da retirada do progestageno exdégeno
retardam o tempo de surgimento da onda pré-ovulatéria de gonadotrofina.

Diversds tratamentos para efetiva sincronizagéo de cio tém sido empregados,
além do uso de PMSG (PEARCE et al. 1986), GnRH. (WALKER ef al. 1989;
HARESIGN et al. 1996) e progesterona (HAMRA et al. 1986), inclui-se o uso de
melatonina (HARESIGN et al. 1990; SEBASTIAN e INSKEEP, 1991), manipulagdo
da luminosidade efou efeito macho (MARTIN et al. 1986; NUGENT il ef al. 1988),
com varios graus de sucesso durante o periodo de anestro (NOWAK et al. 1990;

AKINLOSOTU e WILDER, 1993).
24. SuperoVulagéo

A taxa de ovulacdo marca o limite superior do niumero de crias, sendo estas
um determinante fundamental da eficiencia bioldgica na produgdo de carne,
especialmente nos ruminantes. Existe uma grande variagdo inter e intraracial em
ovelhas em relagdo a taxa de ovulagdo. Esta variacdo pode ser explorada para

obter maior prolificidade em uma determinada populagdo (MARAI e OWEN, 1994).
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Muitos pesquisadores tém estudado maneiras de melhorar a eficiéncia da
multipla ovulagdo e da transferéncia de embrides (ARMSTRONG e EVANS, 1983,
TORRES et al. 1987; MURRAY et al. 1994; SAMARTZI et al. 1995); e a éfea mais
dificil e conflitante é o tratamento de superovulagdo. As drogas que se utilizam sdo
varias e sua composi¢ao biolégica ndo é sempre a mesma, nem tado pouco sua
origem. Também sao diferentes os esquemas de administracdo conforme a meia
vida de cada droga (CAMPARA, 1991).

Os tratamentos superovulatérios comumente utilizam inje¢des subcutaneas ou
intramusculares de gonadotrofina sérica de égua prenhe ou hormonio foliculo
estimulante que sao aplicadas para estimular um crescimento folicular adicional,
assim como a maturagao folicular. A producdo de embrides normais aumenta em
aproximadamente cinco vezes na vaéa, cabra e ovelha. Em todas as espécies
existem extremas variacbes individuais nas respostas. Muitas doadoras nao
produzem embrido normal, enquanto poucas produzem grande numero.
Aproximadamente metade dos embrides recuperados de grande grupo de doadoras
superovuladas so tipicamente produzidos por um quarto das doadoras. Nao é
possivel predizer como ird responder uma determinada doadora (ARMSTRONG e
EVANS, 1983).

A PMSG é uma glicoproteina com subunidades a e 8 similares ao LH e FSH,
porém com conteido maior de carboidratos, especialmente &acido sidlico. O
contetddo maior de a'cidd sidlico parece contribuir para a longa meia-vida de varios
dias. Uma unica injecdo de PMSG possui efeitos biolégicos sobre a glandula-alvo
por mais de uma semana. Essa gonadotrofina, comumente usada em programas de
reproducdo assistida em ovinos, possui agdes bioldgicas de FSH e de LH, sendo

dominante as agbes de FSH, estimulando o crescimento de foliculos ovarianos
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(MURRAY et al. 1994). Elevadas doses de PMSG estdo associadas a efeitos
colaterais ( muitos foliculos anovulatz_')n'os e baixas taxas de colheita) em significante
namero de animais (SAMARTZI ef al. 1995).

O hormonio foliculo estimulante € uma glicoproteina envolvida no processo de
selec¢do folicular e seu controle (GREENWALD e TERRANOVA, 1989). Preparagdes
comerciais, normalmente extraidas de pituitaria de suinos, tém sido usadas com
frequéncia para superovular bovinos (CHUPIN et al. 1985; LINDSELL et al. 1986;
ARMSTRONG, 1993), caprinos (ARMSTRONG e EVANS, 1983) e ovinos
(BONDURANT, 1986; TORRES ef al. 1987; SEBASTIAN et al. 1990). Possui meia-
vida curta sendo indispensavel diversas injecoes em doses constantes ou
decrescentes (WALLACE, 1992; ARMSTRONG, 1993). Segundo NEVES (1989),
extratos pituitarios parecem ser as gonadotrofinas de escolha, mas sdo mais
dispendiosos e dificeis de se obter do que o PMSG.

O maior problema a ser enfrentado num programa de transferéncia de embriGes
em ovinos consiste nas diferentes respostas ovulatérias das doadoras frente a
doses padrdoes de gonadotrofinas (TORRES et al. 1987; MAURER, 1988;
SEBASTIAN et al. 1990). Este problema, entretanto, ndo é exclusivo desta espécie
| (MOORE, 1982).

- Sabe-se que em bovinos a correta dosagem de gonadotrofinas é crucial para o
sucesso do tratamento superovulatério. As pesquisas que utilizam FSH indicam que
altas doses de gonadotrofinas resultam em reduzida qualidade dos embrides sem o
aumento na resposta ovulatéria (LINDSELL et al. 1986). BUNCH et al. (2000)
concluiu que a resposta superovulatéria e subsequente coleta de embrides em
_ ovinos s&o dependentes das dosagens de FSH e dos métodos de administragédo

das gonadotrofinas. SEBASTIAN et al. (1990), confima que a forma de
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administragdo afeta os resultados, pois, 0 nimero de ovulagbes, de embrides
colhidos e de embrides viaveis foi maior quando forneceu-se 16 mg de FSH em
doses decrescentes por trés dias seguidos do que por dois dias de tratamento.
TORRES ef al. (1987), obtiveram melhores respostas superovulatérias quando o
FSH foi administrado em doses decrescentes do que em doses iguais. Estes
mesmos autores administraram doses diferentes de FSH, 12 mg e 16 mg, para
ovinos da mesma raca e obtiveram, respectivamente, 6 e 9 ovulagdes. A resposta
também variou quando eles forneceram doses iguais a ovelhas de racgas diferentes.
A raca Pré-alpina produziu a média de 9 corpos luteos, a Lacaune produziu 12 e a
Romanov x Pré-alpina 19. A mesma dose de FSH em ragcas mais proliferas induziu
maiores taxas de ovulagido (TORRES et al. 1987).

MOORE (1982), utilizando 1000 a 1200 Ul de PMSG ou um total de 50 a 60 mgi |
de FSH obteve 10 a 12 ovulagdes em ovelhas Merino (40 kg), enquanto que 1400 a
1500 Ul de PMSG ou 70 a 80 mg de FSH induziu 12 a 15 ovulagdes em ovelhas da
raca Border-Leicester.

MAURER (1988) verificou o efeito de dois regimes de aplicagdo de FSH na
resposta ovariana, comparativamente nas ragas Suffolk e Dorset. As aplicagcées de
FSH em doses decrescentes proporcionaram melhores respostas em relacéo a
doses constantes. As ovelhas Suffolk ndo diferiram significativamente da Dorset em
numero de corpos Iitteos, mas produziram maior nimero de embrides vidveis (4,4
contra 1,4).

Esta variagcdo na taxa de ovulacdo, além de depender da dose, raga, condi¢cdo
nutricional, idade e periodo do ano (TORRES et al. 1987; NEVES, 1989), pode estar
associada & variagdo da bioatividade e da meia-vida do FSH em diferentes partidas

do mesmo produto comercial. Estes produtos contém hormonio extraido de pituitaria
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de animais domeésticos com “status’ reprodutivo desconhecido o que acarreta
concentracbes varidveis de hormdnios e alteracbes na composicdo quimica
(LINDSELL et al. 1986; ULLOA-AGUIRRE e MIDGLEY, 1995). Também ha
interferéncia associada a contaminagdo de LH nas preparagcdes de FSH, as quais
‘igualmente, mostraram variagdes entre partidas do mesmo produto (LINDSELL et
al. 1986). No entanto, suspeita-se que alguma atividade de LH é requisitada & boa
superovulacdo, mas os niveis adequados ndo sdo conhecidos (BRAILEANU et al.

1998).

2.5. Fertilizagao

Em ovelhas superovuladas, a falha na fertilizagdo € relativamente comum
depois da monta natural ou inseminagdo cervical, particularmente em ovelhas
tratadas com altas doses de gonadotrofina. A estrutura sinuosa da cérvice da ovelha
dificulta a precisa deposicdo do sémen, diminuindo as chances de fertilizagdo
(MOORE, 1982; BARI et al. 2000). A sincronizacdo do estro e a superovulagéo
também interferem no transporte espermatico na cérvice, comprometendo, assim, a
taxa de fertilizagdo e a produgdo de embrides de qualidade (ALLISON e
ROBINSON, 1970). A inseminacdo intra-uterina com Iaparoscépio, evitando a
passagem pela cérvice, pode ser um método eficiente para aumentar a fertilidade
(RODRIGUEZ et al. 1988). No ehtanto, tem-se obtido baixas taxas de colheita de
embrides, devido, provavelmente, a manipulacdo do trato reprodutivo durante a
inseminagdo e ao tempo correto entre a retirada do progestageno e a inseminagao

(EVANS e ARMSTRONG, 1984; MAXWELL et al. 1986).
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BOLAND e GORDON (1978) compararam cobertura natural com inseminagao
uterina por laparoscopia em ovelhas da raga Galway superovuladas apos
tratamento com pessarios vaginais impregnados com progesterona e extrato
pituitério cru de equino (HAP). A percentagem de fecundagéo foi significativamente
maior nas inseminadas (91,5% contra 69%). No entanto, a recuperagdo de
embrides foi menor (44,5% contra 60,8%). Quando a recuperagdo de embrides
ocorreu mais tardiamente (96 horas), evidenciou-se que a aplicagao intra-uterina de
sémen promove expulsdo ou rapido transporte de embrides devido a uma
antecipac¢ao da ovulagao.

Segundo EVANS et al. (1986), os indices de fecundagdo de ovelhas
superovuladas sao elevados utilizando-se sémen fresco em relagio ao congelado,
mesmo que a aplicagao seja intra-uterina por laparoscopia.

Conforme MAXWELL et al. (1986), o inicio do estro em ovelhas superovuladas
ocorre 24 a 36 horas apos a retirada do progestageno. De acordo com TORRES et
al. (1987), a superovulacéo e o numero de embrides de boa qualidade, possiveis de
serem transferidos, variam de acordo com o intervalo entre a remogdo do
progestageno e o estro. Com intervalo de 24 horas 0 numero médio de corpos
liteos e a percentagem de moérulas foram mais altos em relagdo aos obtidos com

36 horas de intervalo. O intervalo de 48 horas apresentou-se desfavoravel.

2.6. Colheita de Embrices

A maioria das colheitas de embriGes ovinos sdo realizadas cirurgicamente, por
meio de laparotomia médio-ventral e anestesia geral. O método usado depende do

estagio do ciclo no qual os embrides serdo colthidos. Os embriées podem ser
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retirados do oviduto, a partir do terceiro ou quarto dia do ciclo; ou do corno uterino, a
partir do quinto dia, através de retrolavagem com solugédo propria para cultura de
zigotos (WALLACE, 1992). A solucgao é injetada por uma canula ou agulha romba
no oviduto ou no limem do corno uterino e entdo recolhido na base do corno
uterino, sendo obstruida a passagem do liquido para a bifurcagdo pelo uso de
cateter de Foley. Ambos os métodos resultam em aceitaveis taxas de colheita (>
80%). No entanto, & preferivel colher os embrides diretamente do como uterino
devido ao menor risco de aderéncias pés-operatérias, pois a manipulagéo do trato
reprodutivo € menor. (BONDURANT, 1986; WALLACE, 1992).

SMITH e MURPHY (1987) utilizaram basicamente a técnica anteriormente
descrita, com volume de meio de lavagem de 60 a 120 ml, somente no utero,
obtendo 65% de recuperagao de embrides. Segundo esses mesmos autores, as
ovelhas submetidas & colheita por este método nao épresentaram aderéncias nos
ovidutos e ovarios, indicando que este método € pouco traumatico. A integridade
dos 6rgaos genitais foi confirmada pelo fato de que todas as doadoras conceberam
posteriormente.

As limitacGes dos atuais tratamentos superovulatérios exigem que fémeas nos
programas de melhoramento genético sejam lavadas repetidamente. A formégéo de
aderéncias ap0s as colheitas cirurgicas limita o nimero de vezes que o animal pode
ser “lavado” e frequentemente compromete sua habilidade de procriar naturalmente
(WALLACE, 1992). Por esta razdao Mc KELVEY e ROBINSON (1984) utilizaram a
técnica de laparoscopia para colheitas de embriées. O procedimento é semelhante
a lavagem uterina cirirgica exceto que toda a manipulagdo do trato reprodutivo é
substituido pelo uso de trés trocaters, um para colocagdo da o6tica, outro para a

sonda coletora de embrides e o uUltimo para o forceps que fixa o Gtero permitindo a
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puncdo do mesmo com uma agulha romba, na extremidade do como. O meio de
lavagem € injetado no sentido da extremidade do como para a sonda e recolhido
em um recipiente. Mc KELVEY et al. (1986) verificaram a eficiéncia do método ao
colherem embrides de ovelhas superovuladas em trés ocasites dentro do periodo
de dois meses (35%, 76% e 66% de embrides colhidos na primeira, segunda e
terceira colheita respectivamente), e concluiram qﬁe apesar da taxa de recuperagao
de embrides ser menor do que na colheita cirdrgica, €& mais compensador pela
possibilidade de repeticbes sem apresentar aderéncias pés-operatorias.

Métodos de colheita nao cirargica via cérvice tém sido documentado em ovinos
e caprinos. Utilizando este procedimento, COONROD et al. (1986) reportaram que
um sistema de cateter inserido através da cérvice tracionada permitiu que embrides
fossem colhidos em 11 de 26 fémeas estudadas. O método nao foi apropriado para
todas as ovelhas, provavelmente devido a natureza tortuosa do canal cervical.

Aos quatro dias pés ovulagdo, o embrido penetra no Utero através do istmo
Utero-tubarico. Portanto, conforme PEMBERTON (1987), a colheitanosdias 5a7 é

mais vantajosa porque a maioria dos embrides ja se encontra no Utero.

Diversos meios de cultivo tém sido usados com sucesso. Todos sao
basicamente constituidos de solugdo salina tamp&o enriquecida com proteinas. O
meio mais utilizado para colheitas de embrides é o “Dulbecco’s Phosphate-Buffered
séline” (PBS), suplementado ou ndo com soro fetal bovino ou ovino, antibiéticos e
aquecido a 37°C (NEVES, 1989).

Os embrides podem ser recuperados dos comos uterinos apds deixarem as
trompas, geralmente cinco dias apds o cio ou mais tarde. Depois da colheita da
doadora, os embrides s&o examinados com microscopio estereoscopico e uma

pipeta fina &€ usada para mové-los dentro do meio de cultura fresco a fim de
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examinar a morfologia. Apenas embriGes morfologicamente normais devem ser
transferidos; todavia, alguns que paregam morfologicamente anormais podem
desenvolver-se e gerar produtos normais (ELSDEN et al. 1978). A decisdo de
transferir ou ndo embrides de inferior qualidade ou de desenvolvimento atrasado
depende dos objetivos da transferéncia. Em programas comerciais, o objetivo é
obter significativa quantidade de descendentes de determinada doadora. Como
animais receptores existem em boa quantidade, embrides em estagio retardado de
desenvolvimento poderiam ser transferidos, possibilitando que uma propor¢ao deles

se adapte e desenvolva-se no utero receptor (WALLACE, 1992).

2.7. Qualidade dos Embrides

Estagios de desenvolvimento embrionario normalmente encontrados em vérias
épocas apds a ovulacdo sao descritos no Manual da Sociedade Intemacional de
Transferéncia de Embrides (STRINGFELLOW e SEIDEL, 1998). E atribuido. cédigo
numeérico para estagios de desenvolvimento, variando de “1”, odcito ndo fecundado
ou embri&o de uma célula, a “9”, blastocisto expandido eclodido (Figura 1). O cédigo
para qualidade do embri&o € também numérico e é baseado na integridade
morfologica dos embrides. Os codigos variam de “1” a “4”, como segue:

Cédigo 1: Excelente ou bom. Possui massa embriondria simétrica e esférica com
blastdmeros (células) individuais, que sdo uniformes em tamanho, cor e densidade.
Este embrido € consistente com o estagio esperado de desenvolvimento.
Iregularidades devem ser relativamente menores, e ao menos 85% do material
celular deve ser de massa embriondria viavel intacta. Este julgamento deve ser

baseado na percentagem de células embrionarias representadas pelo material
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extravasado no espago perivitelino. A zona pelucida deve ser lisa e nao ter
superficies concavas ou planas, que possam causar aderéncia do embrido a placa
de Petri ou a uma palheta.

Cédigo 2: Regular. Possui irregularidades moderadas na forma geral da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos 50%
do material celular deve compor uma massa embrionaria viavel, intacta.

Caédigo 3: Pobre. Possui irregularidades maiores na forma da massa embrionaria
ou no tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos 25% do material
celular deve formar uma massa embrionaria viavel, intacta.

Cédigo 4: Morto ou degenerado. Embriées em degeneracgdo, odcitos ou embrides
de uma célula: ndo viaveis.

Segundo STRINGFELLOW e SEIDEL (1998), deve-se reconhecer que a
avaliacéo visual de embrides é avaliagdo subjetiva de um sistema bioldgico e ndo é
ciéncia exata. Ainda mais, ha outros fatores tais como condicbes de ambiente,
qualidade das receptoras e capacitagdo técnica que sdo importantes para a
obtencdo de gestagdes apds a transferéncia de embrides.

Estes mesmos autores reconhecem que muitos sistemas diferentes sao
utiizados para elevar a qualidade dos embrides e alguns sistemas sdo mais
sofisticados que outros. O critério de atribuir “codigo de qualidade” em formularios
especificos € para tentar padronizar a classificagdo a nivel internacional. Deve-se
selecionar o codigo mais apropriado para satisfazer a condicdo do embrido
observado. Geralmente, apenas embrides codigo “1” devem ser utilizados no
comeércio internacional.

Os embrides em estagio inicial ou muito tardio podem desenvolver-se num

ambiente adequado, porém os indices de sucesso podem ser baixos. Em maior
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percentual os embrides entre os estagios de mérula e blastocisto resultam em
indices de gestacao mais elevados. Embrides defeituosos mostrando qualquer uma
das seguintes anomalias devem ser descartados: blastdomeros de tamanhos
variaveis, ndo uniformes; restos celulares na mérula; blastocisto degenerado dentro
da zona pelacida; figura de desintegracdo mitética; blastdbmeros espumosos
indistintos; fragmentagdo do material citoplasmatico e nuclear; forma anormal da
morula ou blastocisto devem ser descartados.

Recentes pesquisas sugerem que a qualidade do embrido esta relacionada
com a pré-exposi¢cao a progesterona no momento da administragdo do hormoénio
superovulatério. Conforme SCUDAMORE et al. (1992), ovelhas foram preparadas e
sincronizadas para ovular com pessarios intravaginais contendo 30 e 40 mg de
progestageno sintético. Para superovulagéo foi usado PMSG e GnRH e as ovelhas
foram inseminadas 48 horas depois da retirada do pessario. A taxa de ovulagdo néo
foi influenciada pelo nivel de progestageno. O desenvolvimento embrionario atingido
no dia 3 foi similar para ambos os niveis de progestageno com 96% dos embrides
sendo > a 16 células. No entanto, no dia 6 somente, 44% dos embrides recuperados
do grupo com 30 mg de progestageno estavam no estagio de desenvolvimento
esperado (moérula e blastocisto) comparado com 88% dos embrides recuperados do
grupo com 40 mg. A sobrevivéncia dos embrides que foram transferidos para
receptoras sincronizadas foi reduzida a 13 e 19% respectivamente para embrides
originarios de doadoras que receberam 30 mg e 40 mg de progestagenos.
Similarmente, a taxa de ovulagcdo e o numero de embrides viaveis aumentou
quando ovelhas foram estimuladas por 12 dias com dois dispositivos intra-uterinos
do que quando utilizou-se apenas um dispositivo interno de liberacdo controlada de

droga (CIDR) (THOMPSON et al. 1990). Estes estudos sugerem que os niveis de
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exposicao a progesterona antes da superovulagéo podem influenciar o crescimento
folicular, o desenvolvimento embriondrio efou o meio ambiente uterino por

mecanismos ainda desconhecidos (WALLACE, 1992).

1. 1-célula
(dia 1) (dia 2) (dia 3)

2. 8-células
(dia 4)

3. Moérula inicial
(dia 5) : (dia5-6)

Ngs T

8. Blastocisto eclodido
’ (dia 9)

(dia 8-9) em expansao
(di2 9-10)

FIGURA 2. Estigios de desenvolvimento do embrido. O c6digo para estdgio de desenvolvimento é mmmeérico.
O nmimero 1 identifica um odcito ndo fecundado ou embriio de uma célula. O mimero 2 identifica embrides com
2 a 16 célnlas. O.mimero 3 identifica nma.morla inicial ¢ os mimeros 4 a 9 identificam embwides nos estigios
pds compactagio, conforme ilustrado acima. Na transferéncia comercial de embrides, os mesmos s3o colhidos
nos dias 5 a 7 do ciclo estral de ovinos (mérula a blastocisto) (STRINGFELLOW e SEIDEL , 1998)
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2.8. Importancia da Transferéncia de embrides

Segundo EVANS ef al. (1984), BONDURANT (1986) e MAPLETOFT (1987), a
transferéncia de embrides (TE) em ovinos é justificavel, principalmente, pelas
seguintes razdes: aumentar o nimero de animais de alta qualidade; exportar e
importar embrides introduzindo novas ragas e linhagens sanguineas, evidenciando
as vantagens econdmicas e sanitérias em relagdo ao comércio de animais, ou
quando o transporte intemacional é restrito; incrementar beneficios da cobertura
fora da estagao reprodutiva, como também, permitir a manipulacdo de embrides e a
aplicacao da engenharia genética.

Pela analise dos beneficios econdmicos potenciais da TE em boviﬁos, chegou-
se a conclusdo de que os produtores ndo poderiam justificar a aplicacdo deste
procedimento simplesmente para aumentar a producdo de carne ou leite em seu
rebanhof Pelo contrario, pode ser justificado para produzir maior quantidade de
animais jovens para venda (WILMUT e HUME, 1978). Uma situagdo comparavel
ocorre com 0s ovinos, ao se utilizar essa técnica para incrementar o nimero de
animais de alto potencial genético destinando-os a venda, e também empregando-

0s nos programas de selecdo para a melhoria da cabanha nacional (MARAI e

OWEN, 1994).
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3. Material e Método:

3.1. Local, periodo e animais utilizados

O experimento foi conduzido no setor de ovinocultura, na Fazenda
Experimental do Canguiri = UFPr, Pinhais- Pr, latitude 25°S e longitude 49°0, durante
os meses de outubro e novembro de 1998, correspondente ao periodo de baixa
sazonalidade reprodutiva dos ovinos.

Foram utilizadas 15 ovelhas adultas Suffolk, histérico reprodutivo dentro dos
padrdes fisiologicos; 2,5 anos de idade, peso em torno de 55,3 kg e escore corporal
variando entre 3 e 4, as quais permaneceram sob condi¢des similares de manejo e
com alimentacdo a base de pasto, silagem de milho e ragdo nas mesméé

proporcoes para todos 0s animais.

3.2. Sincronizacao do cio

Em cada ovelha foi colocado um implante auricular com progestageno durante
12 dias contendo 1,5 mg de Norgestomet (CRESTAR?® - Intervet).
Apés 12 dias procedeu-se a retirada do progestageno permanecendo as

fémeas com dois reprodutores Suffolk por 72 horas para cobertura natural.
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3.3. Tratamento superovulatério

As femeas foram divididas aleatoriamente em dois grupos de oito e sete
animais, respectivamente, com protocolos de superovulagdo diferentes. O primeiro
grupo - tratamento | - recebeu 250 Ul de Hormbnio Foliculo Estimulante - FSH
(PLUSET® - Serono) divididas em doses de 75, 75, 50, 50 Ul, administradas por via
intramuscular em intervalos de 12 horas a partir do décimo dia apds a implantagido
do progestageno. O segundo grupo — tratamento Il - recebeu 1000 Ul de
Gonadotrofina Sérica de Egua Prenhe - PMSG (FOLLIGON® — Intervet) em dose
unica por via intramuscular no décimo primeiro dia apdés o implante do

progestageno.

3.4. Coleta de embrides

A coleta de embrides realizou-se no sétimo dia apds a retirada do implante do
progestageno. Fai utilizado uma adaptagéo do método cirargico descrito por SMITH
e MURPHY (1987). Sob sedacgdo (cloridrato de dihidrotiazina a 2% - Rompun) e
anestesia local (cloridrato de lidocaina 2% - Bravet) foi feita uma incisdo na linha
alba permitindo a exteriorizagéo do Utero e dos ovarios.

A contagem dos corpos luteos visiveis foi feita pela observagdo dos ovarios e
em seguida os cornos uterinos foram lavados com 40 ml de meio de lavagem
(Dulbecco’s phosphate-buffered saline — PBS) introduzidos através de agulha,
proximo ao apice do como uterino, e recolhido na outra extremidade por cateter

flexivel (cateter de Foley n° 10). Cada corno uterino foi lavado independentemente,



28

sendo o cateter flexivel mudado de posi¢do através da mesma inciséo, e o liquido
injetado no apice do outro como.

O meio era recolhido em filtro e colocado em placas de Petri para observagéo
em microscopio estereoscdpico’ Os embrides encontrados foram classificados pelo
grau de desenvolvimento e integridade estrutural. Aqueles que se apresentavam em
estagio de moérula e blastocisto com pouca ou nenhuma extrusdo citoplasmatica
foram considerados embriGes de elevada viabilidade, aptos a transferéncia; os
embrides atrasados ou degenerados foram descartados (considerados de baixa

viabilidade).
3.5. Determinagao dos niveis de progesterona

As amostras de sangue foram colhidas antes de iniciar o tratamento de
sincronizagao do cio (dia 0), durante o periodo de permanéncia do implante com
progestageno (dia 10) e no dia da coleta dos embrides (dia 19).

As concentragdes de progesterona no plasma sanguineo foram avaliadas
através de um “kit” comercial de radioimunoensaio — I'® fase sdlida (Coat-A-Count
Progesterone).

O plasma (0,1 ml) foi colocado com 1 ml de solugdo de progesterona marcada
com 1'® em cada tubo de ensaio de polipropileno contendo anticorpo. Depois de
quatro horas de incubagdo (15 — 28°C), o liquido era aspirado e os tubos deixados
para secar. Dados especificos listados no manual indica uma alta especificidade
para progesterona e uma baixa reatividade cruzada com 19 esterdides de ocorréncia
natural ou drogas terapéuticas que podem estar presentes nas amostras de plasma.

As amostras foram determinadas de uma vez s6, ap6s a calibraggo, em um contador
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gama. A sensibilidade deste teste é de aproximadamente 0,02 ng/ml e os

coeficientes intraensaio e interensaio sao, respectivamente, 8,8% e 9,7%.

3.6. Analise estatistica:

A significancia estatistica da diferenga entre as médias encontradas foi

determinada pelo teste “t” de “Student”, tanto para comparar dados entre os
tratamentos como entre cada indice avaliado. O teste de significancia do y? foi
utilizado para comparar os. valores em' percentagem (nivel de significancia). Para

obter a relagéo entre duas variaveis utilizou-se o coeficiente de correlagao.
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4. Resultados:

Conforme observagdo do nimero de corpos luteos por laparotomia, 93,3%
das ovelhas responderam aos tratamentos superovulatérios. Apenas uma das
quinze fémeas nao apresentou corpo liteo, ndo se fazendo a lavagem uterina e

ficando excluida dos calculos estatisticos (Tabela 1).

TABELA 1 — PERCENTAGEM DE OVELHAS EM RELAGAO A PRODUGCAO DE CL E MEDIAS DE CL POR OVELHAS
. .SUPEROVULADAS COMFSH E PMSG FORA DA ESTAGAO REPRODUTIVA - PINHAIS (Pr) —NOV.
1988

7 0 (0) 100 (7).
7 43 (3) 57 ()
5 Médias da mesma coluna seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P<0,05)

Pela anadlise dos resultados (Tabela 1), verifica-se que a utilizagdo do
horménio FSH (tratamento ) para superovulagdo proporcionou médias
significativamente superiores (P<0,05) quanto ao numero de ovulagbes
comparativamente ao tratamento 1l utilizando-se PMSG. Observa-se, ainda,'que
todas as ovelhas tratadas com FSH produziram 5 ou mais corpos Iuteos (Figura 3).

Houve diferenca significativa (P<0,05) em favor do tratamento com FSH
quanto a taxa de recuperagdo dos embrides e quanto ao numero de ovelhas que

produziram embrides viaveis, ao se comparar com o grupo PMSG (Tabela 2).

TABELA 2~ PERCENTAGENS DE RECUPERAGAO, DE FERTILIZAGAO DE OVULOS E DE OVELHAS QUE PRODUZI-
ZIRAM.EMBRIOES VIAVEIS QUANDO TRATADAS COM FSH OU PMSG FORA DA ESTAGCAO REPRODU-
TIVA (n=7) ~PINHAIS (Pr) — NOVEMBRO 1998

TAAG e

Recuperacao
ESH 58,1°
PMSG. 355°

1- numero de embriGes colhidos pelo-nimero de ovulagtes;

2-. nGmero de 6vulos fertifizados pelo total de embriSes colhidos;

3- numero de ovelhas que produziram embrides vidveis pelo total de ovethas de cada tratamento;

* Médias da mesma coluna seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P<0,05)
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Ao se analisar a Tabela 3, observa-se que houve diferenga significativa
(P<0,05) no numero de embrides colhidos e embrides viaveis, em prol do
tratamento com FSH, porém nao houve diferenca na proporcao de embrides viaveis

em relag&o aos embrides cothidos entre os dois tratamentos.

TABELA 3 - NL:JMERO DE EMBRI@_ES COLHIDOS, VIAVEIS E PERCENTAGEM DE EMBRIOES VIAVEIS PELO
NUMERO DE EMBRIOES COLHIDOS EM OVELHAS SUFFOLK TRATADAS COM FSH E PMSG
FORA DA ESTACAO REPRODUTIVA — PINHAIS (Pr) - NOVEMBRO 1998

* Médias da mesma coluna seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P<0,05)

A quantidade de embrides colhidos e embrides viaveis por ovelha
superovulada estao representados nas Figuras 4 e 5; e os resultados relativos ao
desenvolvimento embrionario e a qualidade dos embrides estdo representados na

Tabela 4.

TABELA 4 — MEDIAS E PERCENTAGEM DOS EMBRIGES COLHIDOS QUANTO AO GRAU DE DESENVOLVIMENTO
EM OVELHAS SUFFOLK TRATADAS COM FSH E PMSG FORA DA ESTAGAO REPRODUTIVA - PINHAIS
(Pr) — NOVEMBRO 1998

286 + 389 (465) 129 * 263 (209) 1,14 + 069 (18,6 086 * 227 (140)

071 £ 189 (4549 029 £076 (182 029 + 049 (182 029 + 049 (182

Apesar dos numeros tenderem a ser maiores em favor do tratamento com
FSH nao houve diferenga significativa entre os dois tratamentos (P>0,05), assim
como quando comparou-se 0 humero de mérulas com o numero de blastocistos

dentro do mesmo tratamento.
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Os niveis de progesterona no plasma determinados estdo demonstrados na
Tabela 5, sendo os resultados entre os dois tratamentos similares estatisticamente

(P>0,01).

TABELA 5- NIVEIS DE P, PLASMATIQA (ng/ml) EM DOADORAS OVINAS DA RAGA SUFFOLK MENSURADOS ANTES
(dia 0), DURANTE O PERIODO DE PERMANENCIA DO IMPLANTE DE PROGESTERONA (dia 10) E NO DIA
DA COLETA DE EMBRIQES (dia 19) — PINHAIS (PR) — NOVEMBRO 1998

X +5
Tratam. n Dia 0 Dia 10 Dia 19
FSH 7 03+02° 0101 19,0 + 8,8"
PMSG 7 02 +02° 02 +0,1° 15,0 + 5,8°

*® Médias seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P<0,01)

Houve correlagdo positiva do nivel de progesterona plasmatica no dia da
coleta com o numero de ovulagdes, tanto nas ovelhas tratadas com FSH (r=0,83)
como nas tratadas com PMSG (r=0,74) (Fig. 6e 7).

no. de CL

ovelha

| ——FSH —=—PMSG |

FIGURA 3 - Numero de corpos liteos (CL) observados em cada
ovelha nos tratamentos com FSH e PMSG.

no. emb. colhidos
—
ONBEODODON

ovelha

| ——FSH —8—PMSG |

FIGURA 4 - Nimero de embrides colhidos de cada ovelha
nos tratamentos com FSH e PMSG.
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no. embr. viaveis

ovelha

|—e—FSH —=—PMSG |

FIGURA 5 - Numero de embrioes viaveis colhidos de cada
ovelha nos tratamentos com FSH e PMSG.

n.de CL
Pyngimi

ovelhas

[mmmmcL ——Pang/mi |

FIGURA 6 - Comparacéo do nivel de progesterona plasmatica (P4) no dia da

coleta com o numero de ovulagdes (CL) de ovelhas superovuladas
com FSH (r=0,83)

n.de CL
P4 ngiml

ovelhas

[mmmmmCL —4—Pdéng/mi |

FIGURA 7 - Comparagéo do nivel de progesterona plasmatica (P4) no dia da

coleta com o nimero de ovulagdes (CL) de ovelhas superovuladas
com PMSG (r=0,74)
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5. Discussao

Os resultados deste experimento demonstraram que ovelhas Suffolk podem ser
superovuladas com FSH e PMSG na primavera (periodo de anestro sazonal no
hemisfério sul), utilizando-se implante com progestageno para sincronizagao do

estro. Da mesma forma, HAMRA et al. (1986) e TORRES ef al. (1987), afirmaram
| que o uso de progestagenos e a estimulagdo da ovulagdo com gonadotrofinas tém
permitido a superovulacido de doadoras e a sincronizacdo do ciclo durante o
anestro.

LEYVA et al. (1998a), mostraram que a pré-exposi¢do a progesterona aumentou
a taxa de ovulacdo por aumentar o numero de foliculos que responderam ao
tratamento com PMSG; ou seja, a necessidade de um periodo mais longo para
recrﬁtamento de foliculos ovulatérios em ovelhas tratadas somente com PMSG,
resultou em reduzida taxa de ovulagdo comparada com aquelas que receberam
progestagenos mais PMSG.

SCARAMUZZI et al. (1993), sugerem que a taxa de ovulacdo € controlada pelo
recrutamento de limitado namero de foliculos gonadotrofina dependentes com
aumento na exigéncia de FSH. Quando a ovulagdo é induzida no anestro em
ovelhas, somente o crescimento de foliculos antrais que estado presentés no
momento da administragdo de gonadotrofinas exdgenas podem responder com
ovulacdo (McNEILLY et al. 1991). vEstes resultados mostram a importancia da
progesterona ou seus andlogos no recrutamento folicular e na subsequente
resposta a gonadotrofina exégena. Isso foi confirmado por THOMPSON et al. (1990)

e THOMPSON et al. (1992), quando utilizaram dois CIDR’s em ovethas tratadas
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com FSHp e obtiveram aumento na taxa de ovulagdo comparado com aquelas
fémeas que receberam apenas um CIDR.

No presente trabalho observou-se que 100% das fémeas que receberam o FSH
apresentaram 5 ou mais corpos luteos contra 57% das que receberam PMSG. Este
resultado em prol do FSH é corroborado pelos trabalhos de ROBINSON et al.
(1989) e SCUDAMORE et al. (1991).

A superovulagdo utilizando-se o FSH proporcionou médias superiores quanto ao
numero de ovulagdes, embrides colhidos e embrides viaveis do que o tratamento
com PMSG (Tabela 3).

O numero total de ovulagbes obtido por SCUDAMORE et al. (1991) e
SAMARTZI et al. (1995), em fémeas superovuladas com PMSG foi de 5,2 e 5,9,
respectivamente, pouco acima da média obtida nesse experimento (4,4). Em
fémeas tratadas com FSH, COGNIE et al. (1985), SEBASTIAN et al. (1990) e
SCUDAMORE et al. (1991) encontraram para o nimero de ovulagoes médias de
10,1 , 8,7 e 7,6 respectivamente, proximas da encontrada no presente trabalho
(10,8). Por sua vez ROBINSON et al. (1989) encontraram médias superiores tanto
para o tratamento com FSH (14,2) como para o PMSG (8,9).

ARMSTRONG e EVANS (1983) utilizaram para superovulagdo a PMSG (1500 -
2000 Ul) em ovelhas Suffolk obtendo médias superiores (7,7 e 3,5) as observadas
no presente experimento (4,4 e 1,6) no tocante ao nimero de ovulagdes e embriGes
coletados, respectivamente, provavelmente em fungio da utilizagdo de dose menor
(1000 Ul). Porém, na superovulagdo com FSH nossos dados mostraram-se
levemente superiores (10,6 e 5,4) aos dos autores supracitados (8,4 e 5,3) levando-
se em consideracdo as mesmas variaveis. Fato interessante foi que utilizamos dose

de FSH relativamente menor (250 Ul — equivalente a 16 mg) a desses autores (20 —
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24 mg) com melhores resultados. Talvez, menores doses de FSH poderiam sinalizar
resultados iguais ou melhores que doses mais elevadas, dentro do limite de 16 — 24
mg.

A utilizacdo de PMSG proporcionou nuamero inferior de embriées colhidos em
relacdo ao FSH, e apenas 288% das fémeas superovuladas com PMSG
produziram embrides viaveis contra 71,4% daquelas superovuladas com FSH. Este
resultado € confirmado por ARMSTRONG e EVANS (1983), os quais observaram
que a variagdo na taxa de ovulagdo tendeu a ser maior na resposta ao PMSG do
que ao FSH, e uma menor percentagem de doadoras tratadas com PMSG
produziram embriées aptos a transferéncia do que aquelas tratadas com FSH (55%
e 100%, respectivamente).

Diferentes efeitos do PMSG nos foliculos pré-ovulatérios contribuem para a
variacdo da taxa de ovulagdo. Pode-se afirmar que o PMSG afeta profundamente o
eixo hipotalamo-hipdfise e os mecanismos de regulacio intraovariana devido a sua
longa meia-vida e sua atividade como LH e FSH (BEVERS et al. 1989).

Com a utilizacdo da PMSG, ndo raramente, tém-se observado falhas na
ovulagdo ou baixas respostas ovulatdrias. O FSH tem apresentado respostas mais
eficientes e constantes, sem os inconvenientes da PMSG (longa meia-vida) devido,
provavelmente a sua agcdo mais especifica, embora necessite ser administrada
vérias vezes. Além disso, a PMSG esté associado & prematura regresséo do corpo
Iateo, resultando num encurtamento do ciclo seguinte efou mortalidade embrionaria
(SHELTON e MOORE, 1967; MOORE ef al. 1985, BONDURANT, 1986).

A taxa de fertilizacdo embrionaria obtida nesse experimento (86,0% com FSH e
81,8% com PMSG - Tabela 2) foi maior do que nos experimentos de SAMARTZI et

al. (1995), (68,2%) - de BOLAND e GORDON (1978), (69%), os quais também
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utilizaram a monta natural. Mas, foi menor quando comparada com aquela obtida
por inseminagdo intrauterina — 91,5% (BOLAND e GORDON, 1978). No entanto,
para estes ultimos autores, a recuperacao de embrides foi menor quando se utilizou
a inseminacgao intra-uterina (44,5% para monta natural contra 60,8% para
inseminacgao).

As taxas de recuperacao de embrides em ambos os tratamentos foram similares
as de outros estudos (ARMSTRONG e EVANS, 1983; TORRES ef al. 1987) e
inferiores as encontradas por SMITH e MURPHY (1987) (65%) e por SAMARTZI et
al. (1995) em fémeas superovuladas com PMSG (52%). MOORE (1982) conseguiu
taxa de recuperacdo de 80% quando realizou a lavagem retrograda dos cornos
uterinos e ovidutos, mas este método causava alta incidéncia de aderéncias (SMITH
e MURPHY, 1987)

A percentagem de embrides recuperados de animais superovulados varia de 40
a B0% da quantidade de corpos luteos (HAFEZ et al. 1980).

O baixo indice de recuperagdo observado em varios experimentos com ovinos
pode ter diversas causas como: 0s odcitos podem né&o ser captados pelas fimbrias
em razdo do ovario estar superovulado e bastante aumentado; pode ocorrer
transporte acelerado através do trato reprodutivo (WILMUT et al. 1985); ou ‘a
formagédo de corpo Iuteo sem ovulagéo resultante de niveis alterados de esterdides;
alteragdes na composi¢cao do oviduto e/ou na secrecdo uterina podem modificar os
padrdes hormonais resultando em ambiente uterino hostil ao embrido vulneravel,
pode haver rapida desintegragdo de Ovulos infertilizados e/ou embrides
degenerados no periodo entre a ovulac@o e a coleta de embribes; e ainda, falhas na

técnica de coleta utilizada para recuperar todos os zigotos presentes
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(ARMSTRONG e EVANS, 1983; MOOR ef al. 1985, WILMUT et al. 1985,
SAMARTZ! et al. 1995).

Recentes pesquisas sugerem melhoras na taxa de coleta com a utilizagéo da
semi-laparoscopia (BARI ef al. 2000).

As médias do numero de embrides colhidos e numero de embrides viaveis
obtidos neste experimento para fémeas que receberam PMSG (1,6 e 1,0) foram
semelhantes aquelas encontradas por SAMARTZI et al. (1995) (1,8 e 1,5) quando
trabalharam com ovinos da raga Chios. Nas fémeas superovuladas com FSH, as
quantidades de embrides colhidos e viaveis (5,4 e 4,1, respectivamente) foram
superiores as observadas por SEBASTIAN et al. (1990) (4,6 e 2,4).

Com referéncia a percentagem de embrides viaveis em relacédo ao numero de
embrides colhidos em ovelhas superovuladas com FSH obteve-se 67,4%, pouco
inferior que as médias relatadas por ARMSTRONG e EVANS (1983) (76,8%) e por
TORRES et al. (1987) em ovelhas Pré-alpinas (73%) e ovelhas Lacaune (74,5%);
porém maior que a média relatada por WALKER ef al. (1989) que foi de 57,1%.

A percentagem de embrides vidaveis em relacdo ao numero de embrides
colhidos dos dois tratamentos né&o diferiu estatisticamente, indicando que o PMSG
néo interferiu na qualidade dos embrides.

Relativamente a média do namero de embrides viaveis (moérulas e blastocistos)
coletados nessa pesquisa foi semelhante aos resultados encontrados por
ARMSTRONG e EVANS (1983) e MAURER (1988) em ovelhas Suffolk. Mas foi
menor quando comparado com outras ragcas conforme experimentos de TORRES et
al. (1987) e BUCKRELL et al. (1989).

A produgdo de embrides viaveis apds a superovulacdo € altamente variével, e

quando se recuperam embrides retardados ou anormais, € dificil determinar se o
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defeito primério ocorreu antes ou apés o momento da ovulagdo (MILLER e
ARMSTRONG, 1982).

Os niveis de progesterona (Ps) em ovelhas tratadas com implantes de
progestagenos aumentam rapidamente (pico de 1,5 — 2,0 ng/ml) no 4" e 5 dia para
decrescer gradualmente em seguida (CUNNINGHAM et al. 1975). Altos niveis de
progesterona no momento da retirada do progestageno acarretam atraso da onda
pré-oVuIatéria de gonadotrofina (HAMRA et al. 1986). Esta variagdo n&o foi

" observada em nosso experimento, porque o “kit” comercial utilizado €, segundo o
fabricante, especifico para progesterona e ndo tem reacdo cruzada com o
progestageno sintético aqui utilizado (Norgestomet). Essa observagdo vem
confirmar relatos de LEYVA et al. (1998a) os quais utilizaram o mesmo teste para
P4, detectando aumento nos niveis de progesterona somente apds a ovulagio (>1
ng/ml); durante a permanéncia do progestageno os niveis de P, se mantiveram
préximos a zero. Em ovelhas Sulffolk que ciclaram normalmente, LEYVA et al.
(1998b) detectaram a P4 endbgena e verificaram que ela aumentou no dia seguinte
a ovulacéo (0,8 ng/ml); e nos dias 6 e 7 a concentragdo de P4 encontrava-se em
tomo de 7,6 ng/ml mantendo-se assim até o dia 10. Em seguida declinou
pronunciadamente até o dia 14 do ciclo estral, quando 0 nivel de P4 era o mesmo
do dia da ovutagao (dia 0).

Em fémeas ciclando, 0 aumento do intervalo entre a lutedlise e 0 momento da
onda pré-ovulatéria de gonadotrofina esta associado a maiores taxas de ovulagéo,
possiveimente por proporcionar maior tempo para os foliculos atingirem o
desenvolvimento pré-ovulatorio (BINDON et al. 1979).

Neste estudo, no décimo dia apdés a colocagdo do implante, os niveis de

progesterona se encontravam proximos aos valores basais detectados no dia 0 do



tratamento (<1 ng/ml), provavelmente decorrente do periodo de estacionalidade
estral.

Estes niveis baixos de P4 sdo mantidos durante a permanéncia do
progestageno, porque, segundo LEYVA et al. (1998a), ha prorrogacao do tempo de
ovulacgdo, atrasando o surgimento do pico de LH e com isso, ha mais tempo para
atuacao das gonadotrofinas no recrutamento e desenvolvimento folicular.

No momento da coleta (dia 19 do tratamento) foi encontrado valores de P4 a
partir de 7,3 até 32,7 ng/ml. O aumento no nivel de progesterona foi correlacionado
com o aumento no nimero de ovulagdes e embribes colhidos. Segundo EVANS e
ROBINSON (1980), a quantidade de progesterona depende do nimero de corpos
lateos formados. E LEYVA et al. (1998b) encontraram correlagdo positiva entre o
diametro do corpo liteo e concentragdo de progesterona plasmatica. Conforme os
resultados apresentados na Figura 6, e em concordancia com EVANS e
ROBINSON (1980), pode-se sugerir que com altos niveis de progesterona no dia da

coleta, ha grande probabilidade de se ter maior nimero de corpos luteos.



41

6. Conclusao

O presente experimento nas condigdes em que foi conduzido permite concluir
que:
- a utilizagdo de FSH para superovulacido demostrou ser significativamente
superior ao PMSG quanto a:
- taxa de ovulacdo,
- taxa de recuperag¢ao de embrides €;
- numero de embrides viaveis.
- 0 FSH demonstrou ser a gonadotrofina de escolha entre os dois tratamentos

superovulatérios em ovelhas Suffolk durante o anestro sazonal.
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