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RESUMO

O fator dose de pFSH é de grande relevancia na obtencdo de respostas
superovulatérias homogéneas. Diversos estudos vém demonstrando que doses
de pFSH muito altas ou muito baixas durante o tratamento superovulatorio
podem causar uma diminuicdo na quantidade de embrides transferiveis.
Portanto, este trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito da dose de pFSH na
producdo in vivo de embrides de ovelhas da raca Dorper exploradas no
semiarido do Nordeste do Brasil, foram utilizadas 40 fémeas. Estas foram
distribuidas em dois grupos com 20 animais, de acordo com a categoria de
peso (L- grupo leve e P- grupo pesado) e cada grupo foi dividido ao acaso em
dois subgrupos de 10 animais, de acordo com o tratamento superovulatério
proposto: Grupos L-200 e P-200 receberam 200 mg de pFSH (Folltropin-V®,
Vetrepharm, Canada), enquanto os Grupos L-128 e P-128 totalizaram 128 mg.
ApoOs sincronizagcdo de estro com o CIDR-G durante 14 dias, foi realizada a
deteccdo, a cada quatro horas, utilizando dois carneiros Dorper, de fertilidade
comprovada. As ovelhas foram cobertas no inicio do estro e 24 horas depois.
Sete dias apoés a retirada do dispositivo intravaginal, foi realizada a colheita de
embrides pelo método de laparotomia e avaliacdo da resposta superovulatéria.
O lavado recuperado foi submetido a procura de embrides em
estereomicroscopio e classificados de acordo com sua qualidade. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao. Para comparacdo
dos diversos parametros, foi utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA), seguida
da realizacdo do teste Tukey. Os dados expressos em porcentagem foram
submetidos ao Teste de Qui-quadrado. O numero de ovulacdes foi superior no
grupo P-200, com média de 17,6 £ 5,78 corpos lateos (CL), guando comparado
ao grupo L-128, com média de 9,30 + 4,42 CL (P<0,05). Quando agrupamos 0s
grupos de acordo com o peso, independentemente da dose, ndo houve
diferenca entre os animais pesados e leves quanto a resposta estral e
superovulatéria (P>0,05). Entretanto, ao agrupar os resultados de acordo com
a dose de pFSH, independente do peso dos animais, foi observada diferenca
entre 0s animais tratados com 200 ou 128 mg (P<0,05). O ndmero médio (+
d.p.) de estruturas colhidas e momento do inicio do estro observado foram de
9,84 + 4,60 vs. 7,08 + 3,45; 15,60 + 2,56 vs. 17,40 £ 3,02 para 0s animais que
receberam 200 ou 128 mg, respectivamente. Entretanto, esta diminuicdo no
namero de estruturas colhidas ndo afetou a producédo de embrides transferiveis
e congelaveis, demonstrando que € viavel a reducdo da dose de pFSH para
128 mg.

Palavras - chave: Biotecnologia, MOTE, ovino, reproducdo, superovulacao.



ABSTRACT

The dose of pFSH factor is of great importance in obtaining homogeneous
superovulatory responses. Several studies have demonstrated that high or low
doses of pFSH during the superovulatory treatment may cause a decrease in
the amount of transferable embryos. Therefore, this study aims to evaluate the
effect of dose pFSH on in vivo embryo production of Dorper ewes explored in
semiarid northeastern Brazil, 40 females were used. These were allocated into
two groups with 20 animals, according to body weight category (L - light group
and P - heavy group) and each group was randomly allocated into two
subgroups of 10 animals according to the superovulatory treatment proposed:
L-200 and P-200 Groups received 200 mg of pFSH (Folltropin-V ®, Vetrepharm,
Canada), whereas L-128 and P-128 Groups amounted to 128 mg. After estrus
synchronization with CIDR-G for 14 days, estrus detection was performed every
four hours using two Dorper rams of proven fertility. The ewes were mated at
the beginning of estrus and 24 hours later. Seven days after intravaginal device
removal, it was performed the embryo recovery using the laparotomy as embryo
recovery method and evaluation of superovulatory response. Using a
stereomicroscope, the recovered flushing was submitted to embryo research
and the embryos were classified according to their quality. Results were
expressed as mean + standard deviation. To compare the several parameters,
we used Analysis of Variance (ANOVA), followed by Tukey test. The data
expressed as percentage were subjected to Chi-square test. The number of
ovulations was higher in the P-200, with a mean of 17.6 = 5.78 corpora lutea
(CL), compared to group L-128, with a mean of 9.30 + 4.42 (P <0.05). When we
grouped the groups according to weight, regardless of dose, there was no
difference between heavy and light animals for response and superovulatory
estrous (P>0.05). However, meeting the results according to pFSH dose,
regardless of weight of the animals, it was observed difference between the
animals treated with 200 or 128 mg (P <0.05). The mean number (x SD) of
recovered structures and time of estrus onset were 9.84 + 4.60 vs. 7.08 + 3.45,
15.60 £ 2.56 vs. 17.40 £ 3.02 for the animals that received 200 or 128 mg,
respectively. However, this decreasing at number of recovered structures did
not affect the transferable and freezable embryo production, demonstrating that
it is feasible to reduce the pFSH dose to 128 mg.

Key words: Biotechnology, MOET, reproduction, sheep, superovulation.
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1. Introducéao

Em sistemas de producdo de ovinos em escala, a produtividade dos
rebanhos, a precocidade do animal ao abate, a qualidade do produto final e a
eficiéncia reprodutiva sdo entraves no Brasil para uma maior rentabilidade e,
consequentemente, para um crescimento ainda maior deste segmento do
agronegaocio (BICUDO et al., 2003). Dessa forma, as biotecnologias despontam
como ferramentas a auxiliar esse ganho, destacando-se, para esse fim, a
Sincronizacdo do Estro, a Inseminacédo Artificial e a Mdultipla ovulacdo e
transferéncia de Embrides (MOTE).

A MOTE Consiste em aumentar a producdo embrionaria, através do
aumento do numero de odcitos liberados, ap6s a administracdo de horménios,
em uma fémea geneticamente superior, dentro de um periodo sexual, e
transferir esses embribes para o trato reprodutivo de fémeas de baixo valor
genético, para completarem a gestacdo (OLIVEIRA & GONZALES, 1992).

Existem diversos fatores que podem influenciar o sucesso da MOTE,
afetando quanti e qualitativamente a producdo de embrides (COGNIE et al.,
2003). Esses fatores podem ser divididos em fatores internos ou externos.
Dentre os fatores internos que afetam diretamente a doadora de embrides, o
status ovariano, a raga, 0 peso Vivo e 0 escore de condi¢cdo corporal sdo os
mais importantes (RUBIANES et al., 1997; SPICER, 2001; GONZALEZ-
BULNES et al., 2002; AMMOUN et al., 2006; BARTLEWSKI et al., 2008). Ja
dentre os fatores externos, a nutricdo e o tratamento hormonal superovulatorio
é o de maior destaque (MAGALHAES et al., 2009; O’CALLAGHAN et al., 2000).
No entanto, a variacdo da resposta superovulatéria tem sido muito grande, o
que explica o interesse de diversos pesquisadores em encontrar novos
hormoénios, doses e momentos para realizar a estimulagdo ovariana, com a
finalidade de formular protocolos com capacidade de estabilizar e racionalizar
os programas de superovulacdo (ANDRIOLI et al., 1999; D’ALESSANDRO et
al., 1996; BOSCOS et al., 1997; WEIWEI WU et al., 2011).

As duas preparacdes gonadotroficas mais largamente utilizadas para a
superovulacdo sdo a Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) e o Hormonio
Foliculo-Estimulante (FSH) (COGNIE et al., 2003). Entretanto, o FSH, seja de
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origem suina (pFSH) ou ovina (oFSH), € o hormdnio mais utilizado
comercialmente em programas de MOTE no Brasil (D’ALESSANDRO et al.,
2005; VEIGA-LOPEZ et al., 2005). Dentre as preparagOes comerciais de FSH
disponiveis, existem diversos fatores que podem influenciar a taxa de ovulacao
e a producdo de embrides de ovelhas, como o numero e intervalo entre
aplicagbes, a propor¢gdao de FSH/LH do produto comercial, tratamentos
hormonais prévios e, principalmente, a dose total utilizada (BOSCOS et al.,
1997; D’ALESSANDRO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2007; MAGALHAES et
al., 2009).

O fator dose € de grande relevancia na obtencdo de respostas
superovulatérias homogéneas (D’ALESSANDRO et al., 1996; BOSCOS et al.,
1997; WEIWEI WU et al., 2011). Diversos estudos vém demonstrando que
doses de FSH muito altas ou muito baixas durante o tratamento superovulatorio
podem causar uma diminuicdo na quantidade de embribes transferiveis
(D’ALESSANDRO et al., 1996; BOSCOS et al., 1997).

Assim, supfe-se que, em doadoras mais leves, o0 aumento da dose de
FSH teria efeito negativo e levaria a consequente superestimulacdo dos
ovarios. Quando varios foliculos sdo estimulados, limitagdes fisicas dentro do
ovario, como suprimento sanguineo para foliculos individuais ou quebra dos
mecanismos enddcrinos normais e producdo excessiva de esterdides
ovarianos, poderiam interferir com o apropriado desenvolvimento folicular ou na
ovulacdo (KATANYA et al.,, 2009). Com isso, um maior numero de foliculos
seria estimulado a continuar o desenvolvimento com altas doses de FSH, mas
poucos seriam capazes de ovular e sofrer luteinizacdo ou tornar-se atrésicos
(D’ALESSANDRO et al., 1996). Aliado a isso, estudos preliminares utilizando
diferentes doses de FSH em ovelhas Dorper sé&o escassos, fazendo-se
necessario investigar se ha grande variabilidade superovulatéria atribuida a

relacdo dose e peso do animal.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Araca Dorper

No inicio da década de 30 com a queda dos precos da la a exportacéo
de carne de cordeiros aumentou rapidamente na Africa do Sul. Entretanto,
nesta época, o rebanho local era composto de animais de racas nativas das
savanas, que possuiam grande adaptabilidade as condicbes climaticas e
vegetacdo da regido, contudo, estes animais apresentavam problemas, como
crescimento lento e caracteristicas de carcaca indesejaveis para 0 mercado
consumidor europeu. Portanto, surgiu a necessidade de selecionar uma nova
raca ovina que ndo apresentasse estacionalidade reprodutiva e que fosse
capaz de produzir cordeiros com crescimento rapido nas condicoes da Savana
africana, com carcacgas de boa qualidade (MILNE, 2000).

Em 1942 pesquisas intensas e tentativas de cruzamentos foram
realizadas pelo Departamento de Agricultura, faculdades, centros de pesquisas
e fazendas experimentais, com cooperacédo de criadores. Devido ao excelente
desempenho do Black Head Persian, especialmente sob condigcbes ambientais
adversas, esta raga foi selecionada como a raca mae. Como raga paterna foi
seleionado o Dorset Horn, porque esta raca demonstrou ndo ser estacionaria,
nas Latitudes do sul da Africa, além de apresentar carcaca com caracteristicas
desejaveis pelos europeus (MILNE, 2000). Foi observado que quanto mais
sangue de Dorset Horn o cruzamento possuia, maiores as qualidades de
carcaca, em compensacado, a caracteristica mais importante, adaptabilidade ,
perdia-se. A partir destas observacdes foram selecionados os melhores
animais cruzados Dorset Horn x Black Head Persian para a padronizacdo e
registro das caracteristicas da raca Dorper (ABCDORPER, 2013).

No final dos anos 90, a raca Dorper foi introduzida no Nordeste do Brasil,
pela Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba S.A. - Emepa,
Soledade, PB, que estudou a adaptabilidade da raca as condicfes semi-aridas
daquela regido. O objetivo precipuo foi utilizar este novo gendétipo ovino,
especializado na producéo de carne, em cruzamentos planejados com ovelhas

de outras racas, ou como raga pura, pela sua adaptabilidade, habilidade
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materna, altas taxas de crescimento e musculosidade, gerando carcacas de
qualidade (ROSANOVA et al., 2005).

A principal propaganda dos divulgadores da raga Dorper € a sua
adaptacdo as condicOes tropicais de criacdo, basicamente sob a alegacdo de
que esta raca foi desenvolvida nas savanas africanas em condicbes de
pastagens extensivas e clima rigoroso. Algumas pesquisas ratificam o conceito
de elevada adaptacao do Dorper. Uma dessas adaptacOes esta relacionada ao
pastejo extensivo, sendo uma marcante caracteristica do Dorper o habito
alimentar menos seletivo. Alimentar-se de uma maior diversidade de espécies
vegetais torna-se importante principalmente sob condi¢cdes extensivas e de
pastagens naturais, onde ha grande numero de espécies forrageiras
disponiveis aos animais. Animais Dorper utilizaram 90% das espécies vegetais
disponiveis na pastagem, enquanto que os Merinos utilizaram apenas 60% do
total de espécies, além de consumir menor quantidade de forragem por
unidade de peso metabdlico (PV®") (BRAND, 2000).

Uma das grandes limitacbes das racas lanadas € que estas ciclam
apenas em determinado periodo do ano, o outono. Esta caracteristica, sem
davida alguma, € um entrave para que produtores utilizem matrizes dessas
racas, mesmo com elas apresentando maior precocidade, maior ritmo de
crescimento e melhor qualidade de carcaca. Todavia, ovinos Dorper
apresentam poliestria continua (SOUSA e LEITE, 2000). Segundo Elias et al.
(1985), fémeas Dorper ndo sofrem alteracdes endocrinas e/ou reprodutivas
devido ao fotoperiodismo, permitindo-as ciclar em qualquer época do ano.
Estes autores relataram que fémeas Dorper em Israel apresentaram trés
estacdes de paricdes durante 21 meses. Sousa e Leite (2000) relataram um
namero médio de 16,3 ciclos estrais por ovelha/ano. A nado-estacionalidade
dessa raca apresenta-se como um grande diferencial em relagdo as racas
exoticas lanadas especializadas na producdo de carne (ROSANOVA et al.,
2005).

O bom desempenho reprodutivo dos rebanhos ovinos influenciam
diretamente a eficiéncia econémica do sistema produtivo, funcionando como
indicativo da viabilidade de determinadas exploragcdes zootécnicas, o
desempenho reprodutivo dos ovinos varia de acordo com 0 manejo e com as

condicbes ambientais a que estes estdo expostos. A raca Dorper é
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caracterizada pela precocidade sexual, segundo Schoeman e Wet (1993)
ovelhas Dorper exibiram seu primeiro estro em uma idade média de 8,14
meses e peso vivo de 50,8 kg. Sob um sistema de parto acelerado, Schoeman
e Burger (1992) observaram que ovelhas Dorper pariram pela primeira vez com
uma idade média de 19,6 meses.). Elias et al. (1985) relataram uma duracéo
do ciclo estral de 16,6 dias para as ovelhas Dorper primiparas e de 17,6 dias
para as ovelhas maduras, neste mesmo experimento foi observado uma
duracdo média do estro de 36 h para ovelhas maduras e de 28 h para as
ovelhas primiparas. No Brasil, Sousa e Leite (2000) observaram um ciclo estral
de 17,3 dias com o estro durando em média 33,3 h.

A fertilidade, nimero de fémeas paridas dividido pelo nimero de fémeas
expostas, € um indice reprodutivo de grande importancia, pois representa a
capacidade das fémeas do rebanho levarem a gestacdo a termo. Cloete et al
(2000) em uma revisdo de literatura sobre o tema, observaram uma fertilidade
média, dentre os diversos trabalhos observados, de 0,9 para ovelhas Dorper,
com varicdo entre 0,75 a 0,97 e uma boa prolificidade variando entre 1,45 a
1,6. Segundo Greeff et al.(1990) ovelhas Dorper apresentam uma taxa de
ovulacao de 1,50 e perdas de embrides de 0,66 em média.

A principal caracteristica de uma raga ovina, do ponto de vista
econdmico, é o peso ao desmame, sendo um bom indicativo da velocidade de
crescimento dos cordeiros e da habilidade materna. Cloete et al.(2000)
observaram em diversos experimentos conduzidos na Africa do Sul, com
diferentes sistemas de manejo, um ganho de peso diario pré-desmame de 210
a 290 gramas e peso ao desmame de 18,2 a 41,3 kg de peso vivo, a idade ao
desmame variou de 53 a 138 dias. JA no Brasil Sousa e Leite (2000),
observaram que cordeiros Dorper alcancaram, nessa mesma fase, ganhos de
até 203 g/dia, segundo estes autores, a Dorper pode alcancar peso vivo médio
de 36 kg, num periodo de 100 a 120 dias de idade.

Nos ultimos anos a raca dorper esta sendo utilizada como raga paterna,
nas condicdes brasileiras da caatinga nordestina, com cordeiros % Santa Inés
+ % Dorper apresentando peso ao desmame (70 dias) de 17,7 kg e GMD de
176 g. Em confinamento, estes mesmo animais apresentaram GMD de 144,
184 e 234 g quando suplementados com concentrado a niveis de 1,5; 2,5; ou
3,5% do PV, respectivamente (BARROS et al., 2005). Quando se considerada
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o cruzamento da raca Dorper com outras racas oriundas do Brasil, verificou-se
crescimento bem mais acelerado para as cruzas Dorper x Santa Inés do que
para as cruzas Dorper x Morada Nova ou Dorper x Rabo Largo. Ganho médio
diario de 200, 156 e 143 g foram obtidos para cruzamentos Y2 Dorper + %
Santa Inés, % Dorper + ¥ Morada Nova e % Dorper + ¥ Rabo Largo,
respectivamente (MALHADO et al., 2009).

2.2. Morfofisiologia da reproducao em ovelhas

7

A atividade reprodutiva é a expressao fisioldgica de um conjunto
complexo de mecanismos e fenbmenos que obedecem a um rigido controle
enddgeno de um sistema hierarquizado de 6rgdos que se inter-relacionam,
mediante mecanismos bioquimicos sincronizados (OLIVEIRA & OLIVEIRA,
2008).

Um ciclo estral é definido como o conjunto de altera¢des enddcrinas,
comportamentais e morfologicas ocorridas entre duas ovulacdes sucessivas,
gue se estabelece apds a puberdade. Todas essas mudancas durante o ciclo
estral estdo reguladas por uma interagdo entre os hormonios sintetizados e
secretados no hipotalamo, na hipofise, nas gbnadas (ovarios) e no utero,
constituindo o que se conhece como eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal-
uterino. Esse controle ocorre através de um sistema de regulacdo no qual um
horménio pode inibir a liberacdo de outro horménio (retro-alimentacao
negativa) ou, ao contrario, estimular a sintese e liberacdo de uma maior
guantidade de outro horménio (retroalimentagéo positiva) (MORAES et al.,
2002).

O ciclo estral da ovelha tem duracé&o normal que pode variar de 14 a 19
dias, com média de 17 dias, podendo ser dividido em duas fases distintas:

1) Folicular: caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo (estrutura
no ovario que contém o o00cito) e culmina com a liberagdo do mesmo
(ovulacao). Nesta fase, encontram-se presentes o proestro e estro.

2) Luteinica: caracterizada pelo desenvolvimento do corpo lateo (CL)
que ¢é formado ap0s a ruptura do foliculo e liberagdo do odcito. E produzida a

progesterona, que é o horménio responsavel pela manutencdo da gestacao.
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Nesta fase, encontra-se incluido o metaestro e diestro (HAFEZ e HAFEZ,
2004).

O hipotalamo, parte do diencéfalo, forma o assoalho e parte das paredes
laterais do terceiro ventriculo. Limita-se anteriormente pelo quiasma Optico e
lamina terminalis, atrds pelos corpos mamilares. As células neurais
peptidérgicas hipotalamicas, altamente especializadas, possuem
caracteristicas tanto de neurénios como de células enddcrinas e sintetizam e
secretam peptideos neuro-hormonais. Algumas dessas substancias, como a
vasopressina e a ocitocina, seguem o0s axonios das células em direcdo ao
processo infundibular onde ficam armazenadas. Outras, como os fatores
liberadores, séo levadas, também via axénio, até a eminéncia media; a partir
dai sdo carreadas para a hipéfise anterior através do sistema porta-hipofisario.
Em contato com as células adenohipofisarias esses fatores liberadores
induzem a producéo das respectivas trofinas(PLAISANT, 1973).

Na é&rea pré-6ptica e no nudcleo arqueado do hipotélamo ocorre a
secrecdo do hormoénio liberador das gonadotrofinas (GnRH). Essa éarea
recebe inimeras informacdes externas (visual, tatil e olfatéria) através de
neurdnios que convergem para o hipotalamo. Dai, a informacédo € processada
e modificada para ser enviada a hipéfise como um sinal humoral e/ ou neural,
estimulando a liberacdo dos horménios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH). O FSH e LH sao horménios glicoprotéicos sintetizados pela
adeno-hipéfise e que regulam a funcdo ovariana. Durante a fase pré-pubere,
estes hormoénios sdo secretados em niveis basais e, somente apds a
puberdade, ocorre um aumento da secrecdo e o desenvolvimento de foliculos
pré-ovulatérios. O FSH e LH, por meio da corrente sanguinea, chegam até o
ovario e estimulam o crescimento folicular até o estagio de foliculos pré-
ovulatérios. Com o crescimento folicular, as células da granulosa tornam-se
diferenciadas e secretam quantidades crescentes de estrogeno (HAFEZ et al.,
2004).

A foliculogénese € um processo complexo que envolve a formacéo e
crescimento de foliculos primordiais até o estagio de foliculos pré-ovulatorios.
O desenvolvimento folicular na ovelha comega com o crescimento de alguns

foliculos presentes na reserva primordial de foliculos. Estes sao foliculos
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primordiais inativos formados durante a vida pré-natal (GORDON, 1997). Este
processo pode ser dividido nas fases pré-antral e antral.

Em borregas, apds o nascimento, é estimado que existam cerca de 100
a 200 mil foliculos primordiais e, destes, apenas cerca de 50 vdo chegar a
foliculos antrais, durante a vida adulta de uma ovelha. Na fase pré-antral,
ocorre a ativagdo dos foliculos primordiais e posterior crescimento para 0s
estagios de foliculos primarios e secundérios (EVANS, 2003).

A fase antral tem inicio com o aparecimento do antro nos foliculos
terciarios, em consequéncia do aumento na quantidade de liquido folicular,
terminando com a formacédo do foliculo pré-ovulatorio ou de De Graaf. Nessa
fase, o crescimento folicular esta diretamente ligado a producdo de LH e FSH
(MATZUK et al., 2002).

Os principais componentes do liquido folicular s&o: Estrégenos
(quantidades crescentes com o0 desenvolvimento), Progesterona — Pa
(presente nos foliculos em atresia e proximo a ovulagéo), Fator inibidor da
maturacdo do odcito (OMI) e Inibina. O liquido folicular possui varias funcoées,
tendo como principais: controlar o crescimento do foliculo (E, e Py4), regular a
maturacdo do odcito (OMI), facilitar a capacitacdo do odécito e acelerar o
metabolismo do espermatozoide (ANTONIOLLI, 2002).

O processo continuo de crescimento e regressédo de foliculos antrais
gue leva ao desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério € conhecido como
dindmica folicular e remete ao crescimento destas estruturas em ondas ou
grupos (ESPINOZA-VILLAVIENCIO et al., 2007). Em cada onda, um grupo de
foliculos é recrutado e escolhido para sair da letargia e iniciar um processo de
crescimento. A partir desse grupo, um ou mais foliculos sdo selecionados, e
continuam seu crescimento dando origem a um grande foliculo, chamado
dominante, e varios foliculos subordinados; o dominante sera anovulatorio, se
ocorrer durante a fase em que o corpo liteo encontra-se ativo e secretando
altos niveis de progesterona, mas sera ovulatorio se ocorrer no momento em
gue os niveis de progesterona estiverem baixos, devido a lutedlise (GINTHER
et al., 1996).

Apoés o recrutamento, ocorre a fase de selecdo ou divergéncia. Nesse
momento, um foliculo continua a crescer tornando-se foliculo dominante (FD)

e 0s demais atingem um platé e, depois, reduzem suas taxas de crescimento,
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tornando-se subordinados, momento esse chamado de divergéncia. Outra
caracteristica do FD € a sua alta capacidade de produzir estradiol e inibina.
No dia cinco do ciclo estral, € muito maior a concentragcdo de estradiol no FD
em relacdo aos seus subordinados e acredita-se que isso reflita diretamente
com o término do aumento na concentracdo de FSH e na manutencédo de
niveis basais desse horménio (FORTUNE et al., 2001).

No inicio do estagio de crescimento ou recrutamento, SG0 necessarios
receptores de FSH na célula da granulosa até que os foliculos atinjam 3 mm
de diametro. Durante o desenvolvimento folicular, uma importante etapa é a
aquisicdo de receptores de LH pelas células da granulosa, pois o LH é
progressivamente habil para promover a maturacdo Oocitaria. Em ovinos, 0os
receptores de LH comecam a ser expressos nas células da teca de grandes
foliculos secundéarios (SILVA et al., 2002).

Segundo Gordon (1997), os FD presentes nho momento do primeiro
pico de LH, apds periodo de anestro, podem néo estar suficientemente
maduros a ponto de responder a liberacdo de LH e produzir um CL normal,
levando a uma fase lutea, com producdo de progesterona, de curta duracao.
O pico pré-ovulatorio de LH leva a ovulagdo de um ou mais foliculos e a
luteinizac&o da estrutura folicular remanescente, formando o CL.

O CL da ovelha atinge sua atividade maxima de producdo de
progesterona por volta do sexto dia do ciclo estral e esta secre¢cdo se mantém
até a lutedlise (GORDON, 1997). A progesterona secretada durante o periodo
luteal exerce diversas funcdes durante o ciclo estral. Inibe a liberacdo de
GnRH, o subsequente pico de LH e a secrecdo de Prostaglandina Fyq (PGF2)
durante os primeiros dias da fase lutea (RUBIANES, 2000).

A partir do dia 11 ou 12 do ciclo, inicia a producao da ocitocina luteal e
PGF,, endometrial que termina com a lise do corpo lateo, 0 que acarreta em
uma queda da progesterona plasmatica. Neste mecanismo estdo envolvidos a
propria progesterona e o estrégeno. A diminuicdo da progesterona permite um
aumento nos pulsos de GnRH e LH, que estimulam a secrecdo de estradiol
pelo ovario. O aumento do estradiol propicia 0 comportamento de estro e o
pico pré-ovulatério de GnRH e LH. Em contraste, a concentracdo de FSH

diminui suprimida, pelo estradiol e inibina secretados pelo foliculo pré-
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ovulatorio. O pico de LH induz a ovulagdo e luteinizacdo, diminuicdo da

secrecédo de estradiol e inicia-se um novo ciclo (RUBIANES, 2000).

2.2. Producao in vivo de embrides

A MOTE ¢€é uma biotecnologia que consiste em estimular a
superovulacdo, com o auxilio de gonadotrofinas, em ovelhas de alto valor
genético, transferindo estes embribes para ovelhas de baixo valor genético,
para que estas, por sua vez, finalizem a gestacéo e possam aleitar os cordeiros
gue venham a nascer (HARESIGN, 1992). Desta forma, podemos langar méo
desta técnica para multiplicar de forma rdpida a prole de uma determinada
fémea, possibilitando uma aceleracdo no processo de melhoramento genético
de um rebanho.

A producdo de embrides passa, inicialmente, pela sincronizacéo de
estro, a qual tem por finalidade fazer com que um grupo de fémeas entre em
estro de forma agrupada, favorecendo a execucdo da cobertura natural ou
inseminacao artificial. De acordo com Baril et al. (1995), nas fémeas doadoras,
a sincronizacdo possibilitou a obtencdo de embrides no mesmo estadio de
desenvolvimento; ja para as receptoras, a finalidade seria fazer coincidir o seu
estado fisiolégico com o das doadoras, condicdo esta que favorece aos
embrides uma melhor sobrevivéncia e desenvolvimento pés-transferéncia. Os
métodos mais utilizados para a sincronizacdo do estro e da ovulacdo em
pequenos ruminantes envolvem implantes impregnados com progesterona e/ou
progestagenos, com o objetivo de bloquear o eixo hipotalamico-hipofisario,
impedindo a entrada dos animais na fase folicular do ciclo estral, e ao retirar
este blogueio de forma sincronizada, todos o0s animais entraram na fase
folicular ao mesmo tempo, culminando no estro (MARTINEZ et al., 2007
URIBE-VELASQUEZ et al., 2008).

Os principios da indugéo da superovulacdo em caprinos e ovinos sao
semelhantes aqueles conhecidos para bovinos. Aplica-se uma gonadotrofina
foliculo-estimulante durante a parte final da fase luteal do ciclo estral, ou seja,
entre os dias 11 e 13 ou em torno de 1 a 2 dias antes do fim do tratamento de
sincronizacgao do estro (ISHWAR e MEMON, 1996).
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A superovulacéo, por sua vez, pode ser definida como o processo pelo
qual um numero maior de foliculos ao geneticamente estabelecido durante um
ciclo estral natural, € recrutado e selecionado para chegar a ovulagéo.
Entende-se que os horménios utilizados nos protocolos de superovulacdo, por
aplicacao de gonadotrofinas exdgenas, atuam em trés mecanismos: (1) Alguns
foliculos que estdo em estagio inicial de atresia poderiam ser "resgatados”,
presumidamente, pela estimulagdo hormonal que induziria uma reativagdo dos
mecanismos normais, resultando na esteroidogénese normal e também num
maior indice de mitose; (2) Grupos de pequenos foliculos, as vezes de
diferentes classificagcbes morfoldgicas e funcionais, seriam estimulados em
conjunto, num ritmo de desenvolvimento superior ao normal, atingindo
simultaneamente um mesmo estagio de desenvolvimento num curto periodo;
(3) O processo de atresia folicular poderia ser reduzido, ou seja, um numero
menor de foliculos destinar-se-ia a este processo (FERNANDES, 2003).

As duas preparacdes gonadotroficas mais, largamente, utilizadas para
a superovulacédo sdo a eCG e o0 FSH. A eCG é administrada como uma Unica
injecdo intramuscular (1000 a 2000 Ul), 1 dia antes do fim do tratamento de
sincronizac@o do estro (COGNIE et al., 2003). J& o FSH é administrado em
seis a oito doses decrescentes, a intervalos de 12 horas, durante trés a quatro
dias, iniciadas dois a trés dias antes da remocao do progestdgeno, sendo,
atualmente, o principal horménio utilizado em programas de superovulacao
(D’ALESSANDRO et al., 2005; VEIGA-LOPEZ et al., 2005).

A forma de fertilizacdo das fémeas doadoras de embrides também é
importante, podendo ser feita através da monta natural, inseminacéo artificial
ou utilizando as duas formas. A fertilizacdo bem sucedida de fémeas doadoras
de embrides € também dependente da sincronia entre o momento da
inseminacao e as ovulagdes (D’ALESSANDRO et al., 2005).

Os métodos de colheita de embrides, em geral, tém sido pouco
aperfeicoados, quando comparados aqueles descritos por Hunter et al. (1955).
A colheita de embrides pode ser realizada pelos métodos: cirdrgico
(laparotomia), semicirargico (laparoscopia) e nao ciruargico (transcervical).

A técnica de colheita de embrides mais em uso, em ovinos, ainda, é a
laparotomia (ISHWAR & MEMON, 1996; FOLCH et al., 2001; NAQVI et al.,
2002; SELVARAJU et al., 2003). Por este método, os embrides podem ser
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colhidos com sucesso tanto da tuba uterina quanto do Utero. A exteriorizacao
dos cornos uterinos, tubas uterinas e dos ovéarios deve ser feita com a fémea
em decubito dorsal, em maca apropriada, com uma inclinagdo antero-posterior
de 30° a 45°. Com a exteriorizacdo dos ovarios, € realizada a contagem dos
corpos luteos, a qual permitira a avaliacdo da eficacia do método cirdrgico de
colheita de embrides através da obtencdo da taxa de recuperacao embrionaria.
A lavagem das fémeas, seja uterina ou tubaria, é realizada com PBS a 37 °C.
Os lavados sao colhidos em placas de Petri, plasticas, para avaliagcdo imediata

e contagem em estereomicroscopio, em um aumento de 80 vezes (Figura 1).

FIGURA 1. Coleta cirurgica de Embrides. A- contecdo do animal e local de inciséo; B-

exteriorizacdo do trato reprodutivo e realizacdo da contagem dos corpos luteos;

C- lavagem do utero.

Na avaliagcdo individual dos embrides, sdo varias as caracteristicas a
serem observadas tais como: tamanho, forma, cor, homogeneidade do
citoplasma, forma e integridade da zona pelicida, tamanho e presenca de
vesiculas (ROBERTSON e NELSON, 2010).

Considerando os parametros descritos, os embrides recebem uma
identificagdo, que varia segundo os autores. A Tabela 1 mostra como a
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) classifica os

embrides.
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Tabela 1. Qualidade embrionaria e suas respectivas caracteristicas
(ROBERTSON & NELSON, 2010)

Qualidade Caracteristicas
embrionaria
Cadigo I: Massa embrionaria simétrica e esférica, com

(Excelente ou Bom)

Cadigo I
(Regular)

Cadigo lI:
(Pobre)

Cddigo IV: (Morto

ou degenerado)

blastbmeros (células) individuais uniformes em
tamanho, cor e densidade. Irregularidades devem ser
relativamente menores e, pelo menos, 85% do material
celular deve ser de massa embrionaria viavel intacta. A
zona pelacida deve ser lisa e néo ter superficies

cbncavas ou planas.

Irregularidades moderadas na forma geral da massa
embriondria ou no tamanho, cor e densidade das
células individuais. Pelo menos 50% do material
celular deve compor uma massa embrionaria viavel,

intacta.

Irregularidades maiores na forma da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das
células individuais. Pelo menos 25% do material
celular deve formar uma massa embrionaria viavel,

intacta.

Embrides em degeneracdo, odcitos ou embrides de

uma célula: ndo viaveis.

Os embrides classificados como I, Il e lll sdo passiveis de

transferéncia. No entanto, para a micromanipulacdo e a criopreservacao,
somente os embrides | e Il sdo utilizaveis (ROBERTSON e NELSON, 2010).
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2.3. Fatores que afetam a producdo de embrides

A producdo in vivo de embrides nos pequenos ruminantes tem
apresentado um desenvolvimento consideravel nos ultimos anos. Entretanto,
existem fatores que influenciam a resposta a MOTE, sejam eles ligados aos
manejos geral, nutricional e sanitario; a idade do embrido; ao método de
colheita utilizado; a avaliacdo dos embrides; ao grau de sincronia doadora-
receptora; a idade e a raca da doadora utilizada; e a taxa de ovulacédo. Este
altimo é considerado o principal fator que limita o emprego mais amplo desta
tecnologia, havendo a necessidade de procedimentos que possibilitem um
aumento no numero médio de embrides viaveis por colheita. Baixas taxas de
fertilidade, observadas em doadoras ovinas superovuladas, apds monta natural
ou inseminagédo vaginal e/ou transcervical, podem ser atribuidas a um disturbio
no transporte dos gametas ou a ma qualidade dos odcitos. Ambos os
problemas podem estar correlacionados a influéncia do tratamento
superovulatério (COGNIE et al., 2003).

Portanto, a imprevisibilidade da resposta ovariana a superovulacao, ou
a impossibilidade de assegurar que uma doadora, em potencial, produza um
namero satisfatorio de bons embrides, em determinado periodo de tempo, €
aspecto limitante da contribuicdo que a transferéncia de embribes pode trazer
ao melhoramento genético. Dois tipos de fatores tém sido sugeridos como
determinantes na resposta ovariana: (1) fatores exdgenos, relacionados
principalmente com o tipo e forma de administracdo das gonadotrofinas; e (2)
fatores enddgenos, relacionados, principalmente, com o status ovariano do
animal, isto €, o numero de foliculos susceptiveis de responder as
gonadotrofinas no inicio de sua aplicacédo, além da raca, peso vivo e escore de
condicdo corporal (ALVAREZ, 1994; RUBIANES et al., 1997; SPICER 2001;
GONZALEZ-BULNES et al., 2002; AMMOUN et al., 2006; BARTLEWSKI et al.,
2008).

2.3.1. Fatores Enddgenos

Tratamentos Consecutivos
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No que se refere a diminuicho de respostas a estimulagbes
consecutivas, sabe-se que, em alguns casos, estas ocorrem devido as
concentracbes de anticorpos anti-FSH e as falhas de fecundacdo em fémeas
de alta resposta superovulatoria (COGNIE, 1999). Al-Kamali et al. (1985), por
exemplo, observaram na raca ovina Texel, queda significativa na manifestacéo
de sintomas de estro e no nimero de ovelhas que ovularam, assim como
diminuicdo na taxa de ovulacdo apds o segundo tratamento superovulatorio
com extrato da adenohipofise eqiina, administrado a intervalo de 55 a 76 dias.

A exteriorizacdo do trato reprodutivo por Laparotomia, com o objetivo
de colher embrides, envolve algum grau de trauma cirargico e, frequentemente,
leva a formacdo de aderéncias poOs-operatérias, as quais podem envolver o
Gtero e os ovarios. A colheita cirargica de embrides, realizada de forma
repetida na mesma doadora, afeta, negativamente, a taxa de recuperacao
embrionéria, o que a torna de uso limitado, particularmente, em animais de alto
valor genético. Andrioli et al. (1999) verificaram uma reducdo de 85% para
78,2% na taxa de recuperacdo, apoés trés colheitas sucessivas nos mesmos
animais da espécie caprina. Quan et al. (2011) encontraram uma reducéo de
10,5 para 6,9 embrides colhidos entre a primeira e terceira colheita. Forcada et
al. (2000) observaram uma redugédo de 4,1 para 2,4 embrides ovinos
congelaveis, apos trés tratamentos superovulatoérios.

No entanto, € possivel minimizar os efeitos negativos deste método de
colheita de embries pela aspersédo do Utero e dos ovarios com soro fisiolégico
heparinizado (50 Ul de heparina sédica/mL) ou com solugédo de Dextran 70 g a
6%. A sutura, por sua vez, pode ser realizada com um padrdo simples
interrompido com fio de poliglactina 2-0 (ISHWAR & MEMON, 1996).

Status ovariano

A estimulacdo com o FSH pode ser influenciada por outros fatores,
como a presenca de um foliculo dominante. Verificou-se que quando aplicadas
multiplas doses de FSH, em ovelhas que apresentavam um foliculo = 4 mm (3°
dia de emergéncia da onda folicular), ndo houve superovulacdo em ovelhas
tratadas com aquela gonadotrofina exdgena, entretanto, quando o tratamento

comecou no momento da emergéncia da 12 onda, ocorreu forte estimulo
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superovulatério (RUBIANES et al.,, 1997). Com base nesses dados, foi
idealizado um novo protocolo, chamado de “Protocolo do Dia 0”.

No dia O (Zero), dia da ovulacdo, todas as ovelhas tem um grupo
homogéneo de pequenos foliculos em crescimento, e nenhuma delas possui
um foliculo dominante. Quando o tratamento € iniciado e foliculos ovarianos
responsivos ao tratamento estdo em um momento de maturagdo similar, estes
desencadeiam um processo adequado de ovulag6es multiplas. Por outro lado,
se o grupo de foliculos apresenta uma grande heterogeneidade, a resposta €
caracterizada por um processo assincronico no crescimento e luteinizacao
folicular, o que pode acarretar a uma fungao luteal inadequada ou cistos
foliculares luteinizados (RUBIANES et al., 1997).

O “Protocolo do Dia 0” esta sendo usado, comercialmente, em
programas de superovulacdo e transferéncia de embrides de pequenos
ruminantes. O tratamento com FSH é iniciado apés a deteccdo
ultrassonogréfica da ovulacdo ou a partir do momento esperado para que ela
ocorra (Dia 0), podendo ser 36 h apds o inicio do estro ou 84 h apos a
aplicacdo do protocolo de curta duracdo. A dose total de FSH é dividida em
seis ou oito aplica¢fes iguais ou em forma de doses decrescentes. Além disso,
juntamente com as duas Ultimas doses de FSH, sdo administradas duas doses
de PGF2 que, somadas, correspondem a dose luteolitica, garantindo, assim, a
lutedlise (RUBIANES e MENCHACA, 2006)

Menchaca et al. (2009) utilizaram 44 ovelhas da raca Merino e
compararam a producao e a qualidade de embrides apds superovulacdo com o
“Protocolo do Dia 0” e com o protocolo Tradicional. O “Protocolo do Dia 0” foi
superior ao Tradicional no tocante aos numeros médios de CL, estruturas

colhidas e de embrides transferiveis (Tabela 2).
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Tabela 2. Producédo de corpos luteos e embrides de ovelhas Merino, tratadas
com o Protocolo do Dia 0, comparado ao protocolo Tradicional de
superovulacao (Adaptado de MENCHACA et al., 2009).

Protocolo Tradicional Protocolo do Dia O

Parametros (n=22) (n=22)
N° de CL (média + d.p.) 10,1+1,1°2 135+14°
N° de embrides transferiveis

(média + d.p.) 59+1,1°2 79+14°
N° de estruturas colhidas

(média + d.p.) 8,0+0,9° 10,3+1,2°
Taxa de Fertilizacdo (%) 82,4% 84,1¢

Valores com letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa (* °pP<0,01;*°
P <0,05).

Idade

7z

A idade da doadora também é um fator de grande importancia, que
influencia a producdo de embrides. Animais mais jovens apresentam uma
menor resposta ao tratamento hormonal e, consequentemente, produzem um
menor numero de embribes. Bari et al. (2000) observaram que marras
apresentaram um menor intervalo entre a retirada do CIDR e o estro, menor
ndamero de ovulagBes e menor numero de estruturas colhidas que ovelhas
adultas (> que 3 anos), com valores médios de 26,3 h vs. 25,0 h; 11,9 CL vs.
9,5 CL; 8,4 vs. 6,5 estruturas colhidas, para ovelhas adultas e marras,
respectivamente. Mais recentemente, Quan et al. (2011) também observaram
menor numero de embribes produzidos em ovelhas nuliparas quando
comparadas com ovelhas pluriparas, sendo recuperados 5,7 e 8,2 embribes
colhidos, respectivamente.

Esta reducao é, provavelmente, devido ao menor numero de foliculos
antrais responsivos ao FSH exdgeno nos ovarios das marrds, principalmente
devido a sua maior sensibilidade aos efeitos de feedback negativo de
esteréides e da inbina (BAIRD et al.,, 1991). A partir destes resultados, é
indicado evitar selecionar animais muito jovens, sobretudo, nuliparas, para

programas de producéo de embrides.
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Existem, no mundo, diversas racas ovinas e cada uma delas leva
consigo sua caracteristica produtiva, fenotipica e genética. Algumas delas
passaram por rigorosos processos de selecdo genética, seja realizado pelo
homem seja pelo ambiente. Esta selecdo pode ser benéfica em algumas
caracteristicas, mas, ao mesmo tempo, pode trazer maleficios ou até a perda
de outras (PIMENTEL et al., 2011).

Varios estudos de MOTE comparam racas em uma mesma situacao de
manejo e de tratamento hormonal, sendo esta a forma mais confidvel de fazer
esse tipo de comparacéo. A Tabela 3 apresenta a influéncia de algumas racas
sobre a resposta superovulatdria e a producdo in vivo de embrides.

Tabela 3. Producdo média de corpos lateos (CLs), do total de embrides e de
embrides transferiveis em diversos experimentos.

N°de N°totalde N°de embribes

Raca (n) CLs embrides transferiveis Fonte
Chios (34) 12,4 5,8 - Bosco et al., 1997
Friesian (23) 7,0 3,9 - Bosco et al., 1997
Scottish .

Blackface (87) 10,0 - Bari et al., 2000

Welsh .

Mountain (63) - 7,9 - Bari et al., 2000

Blackface

Mountain (20) 7,7 - 2,6 Crosby, 1993

Cheviot (20) 4,7 - 1,8 Crosby, 1993
Ammoun et al.,

Manchega (8) 9,8 6,7 - 2006

Rubia del Ammoun et al.,

molar (9) 13,7 7.9 - 2006

Negra de Ammoun et al.,

colmenar (7) 10,0 4.3 ) 2006

Boscos et al. (1997) observaram uma superioridade no numero de CLs
das ovelhas Chios em comparacdo a raca Friesian, quando estas foram
tratadas com 16 mg de pFSH. Da mesma forma, Crosby (1993) verificou que
houve uma superioridade da raca Blackface Mountain em relagcdo a Cheviot.
Ammoun et al. (2006), por sua vez, verificaram apenas superioridade da raca

Rubia del molar em relagdo a Manchega.
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Portanto, dentro da espécie ovina, ha uma grande variacao da resposta
superovulatéria e na producdo in vivo de embrides, de acordo com a raca
estudada. Diversos estudos suportam esta afirmagéo, pois nestes ocorre uma
padronizacao de outros fatores que influenciam a superovulagcdo como a idade,
protocolo de superovulacédo, tipo e dose total da gonadotrofina utilizada
(AMMOUN et al., 2006; BARI et al., 2000; BOSCO et al., 1997; CROSBY,
1993).

2.3.2.Fatores Exogenos

Nutricdo

Em meio a estes fatores, possui relevante importancia o fornecimento
de nutrientes, os quais sdo indispensaveis ao desenvolvimento folicular,
maturacdo dos odcitos, fertilidade e desenvolvimento embrionario, além da
prépria manutencdo da gestacdo, pois atuam nas concentracfes séricas de
horménios e outros metabdlitos, influenciados por nutrientes ou oriundos dos
mesmos (ROBINSON et al., 2006), principalmente na fase que antecede a
implantagéo, os embrides sofrem muito a influéncia do ambiente onde estéo se
desenvolvendo, especificamente em relagdo aos nutrientes que sdo oferecidos
a doadora. A dieta fornecida a matriz é de extrema importancia para o embrido
durante o periodo de pré-implantacdo e por todo o seu desenvolvimento
(ASHWORTH, 1995).

As substancias nutritivas presentes no Utero de ovelhas prenhes sao
provenientes da alimentacdo. Desta forma, a mae precisa estd bem nutrida, ja
que, de modo geral, os ruminantes apresentam uma implantacao ndo invasiva.

Segundo McEvoy et al. (2001), alimentos contendo altos niveis
proteicos para ovelhas influenciam, negativamente, o desenvolvimento
embrionario, por resultar em crias excessivamente grandes. Em contraste,
Edwards e McMillen (2002) afirmam que o déficit proteico, no periodo de pré-
implantacdo de embrides, pode promover problemas no desenvolvimento.
Somado a isso, ressalta-se a quantidade especifica dos componentes da
racdo, bem como a quantidade de alimento fornecida as matrizes. Estes

precisam ser respeitados e analisados para néo afetar a producdo de
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embrides, pois, a depender da quantidade de alimento, havera um maior ou
menor fornecimento de componentes.

Outro componente importante da alimentacdo é a energia, pois € a
partir dos constituintes energéticos que as células do organismo poderdo
manter suas funcdes vitais. Assim, a curto prazo, o fornecimento de energia
estd diretamente envolvido no crescimento do foliculo pois animais com
ingestdo alimentar restrita tem alterado o crescimento folicular caracteristico
(RHODES et al.,, 1995). Entretanto, esse componente em excesso também
pode causar danos a qualidade embrionaria, pois alta concentracéo de glicose
em ovelhas superovuladas resulta na reducdo de embrides de boa qualidade
(YAAKUB et al., 1997)

O’Callaghan et al. (2000), ao alimentarem ovelhas durante o tratamento
de superovulacdo com 50, 100 ou 200% das necessidades energéticas de
mantenca, observaram que o grupo que recebeu 50% das necessidades de
mantenca apresentou um numero menor de foliculos quando comparado aos
grupos 100 ou 200%, com médias de 7,56, 12,0 e 12,36 foliculos,
respectivamente. Desta forma, seria economicamente interessante, sempre
atendermos o minimo as exigéncias nutricionais de mantenca, de qualquer

nutriente, em um programa de producao de embrides.

Tipo da gonadotrofina

As duas preparacbes gonadotrificas amplamente, utilizadas para a
superovulacdo sdo a eCG e o FSH. A eCG tem como vantagens: aplicacédo
simplificada, baixo custo e facilidade de obtencdo. As suas principais
desvantagens sao: resultados heterogéneos, variabilidade entre partidas,
possibilidade de reacdes anafilaticas, maior incidéncia de cistos foliculares,
namero significativo de embrides degenerados, formacdo de anticorpos anti-
eCG e uma meia-vida longa (BARIL et al., 1995). Devido a esta Ultima
desvantagem, a acao prolongada da eCG pode resultar em uma alta incidéncia
de foliculos ndo ovulatérios junto com elevados niveis de estradiol produzidos
por estes foliculos (BLANCO et al., 2003).

J4& o FSH é administrado em seis a oito doses decrescentes,

intervaladas por 12 horas, durante trés a quatro dias, iniciadas dois a trés dias
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antes da remocédo do progestageno, sendo, atualmente, o principal horménio
utilizado em programas de superovulacdo (D’ALESSANDRO et al.,, 2005;
VEIGA-LOPEZ et al., 2005). Em revisao sobre o tema, Cognié (2003) cita que o
FSH tem sido superior a eCG em termos de taxas de ovulacéo e fecundacéo e
na producdo de embrides de boa qualidade. As eficacias da eCG e do FSH
foram comparadas quanto a resposta superovulatoria em ovelhas, nas quais foi
verificada uma taxa de ovulacdo média maior naquelas tratadas com FSH do
gue com eCG. Além disso, a incidéncia de grandes foliculos que falharam em
ovular foi sutiimente maior nas fémeas tratadas com eCG do que com FSH,
enquanto que, com relacdo ao numero de embrides transferiveis, os animais
tratados com FSH apresentaram valores bem superiores (BLANCO et al.,
2003). Recentemente, foi observado que tratamento superovulatorio, em
ovelhas Chall, com 1500 Ul de eCG, nao foi eficaz, produzindo, em média, 2,5
* 0,2 ovulagdes, enquanto o tratamento utilizando pFSH + eCG resultou em 7,1
+ 0,1 ovulacdes (SALEHI et al., 2010).

Ainda abordando a comparacdo entre eCG e FSH, observa-se a
ocorréncia de multiplos cistos foliculares nas doadoras de embrides submetidas
ao tratamento superovulatério com eCG, o que ndo se observa naquelas
tratadas com FSH. Isto pode ser devido a uma metabolizacdo
consideravelmente mais rapida do FSH do que da eCG (BLANCO et al., 2003),
implicando numa maior resposta estrogénica a eCG do que ao FSH.

Muitos protocolos de superovulacéo utilizam a eCG no final das
aplicac6es de FSH com o intuito de estimular a ovula¢édo dos diversos foliculos
de forma sincrbnica. Entretanto, recentemente, um experimento com 264
doadoras de embrides foi realizado para verificar o efeito da eCG. Os animais
foram alocados em trés grupos experimentais para receber 300 (grupo 1, n =
83) ou 200 (grupo 2, n = 88) Ul de eCG, ou sem eCG (grupo 3, n = 93), no
momento da retirada do CIDR. Foi observado que a aplicacdo de eCG diminuiu
a quantidade de estruturas colhidas, a qualidade dos embrides e a taxa de
fertilizacdo (MENCHACA et al., 2009) (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da eCG (aplicada na remocdo do CIDR) associada ao
tratamento com FSH sobre a resposta ovariana e producao de embrides em
ovinos (Adaptado de MENCHACA et al., 2009)

300 Ulde eCG 200 Ul de eCG Sem eCG

(n=83) (n=88) (n=93)
N° de estruturas a a b
colhidas/ doadora 42205 472056 62205
N® de embrioes 32£05%  3,6%05° 53%0,5"
transferiveis/ doadora
grtﬁi‘i :(;22;'0,\"?,5 o 285/349 2 335/414 2 523/574 "
(81,7%) (80,9%) (91,1%)

estruturas colhidas (%)
%" Valores com letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).

Dose da gonadotrofina

Por fim, o fator dose é de grande relevancia na obtencéo de respostas
superovulatérias homogéneas. Sabe-se que doses de FSH muito altas ou
muito baixas durante o tratamento superovulatério podem causar uma
diminuicdo na quantidade de embrifes transferiveis (D’ALESSANDRO et al.,
1996; BOSCOS et al., 1997). Quando ha uma reducao muito grande na dose
de FSH, ocorre uma diminuigdo no recrutamento folicular, o que diminui a taxa
de ovulacdo e, consequentemente, o numero de embribes transferiveis
(BOSCOS et al., 1997). Ja quando é aplicada uma dose muito grande daquela
gonadotrofina, ocorre uma reducado na fertilizacdo e na qualidade dos embrides
(D’ALESSANDRO et al., 1996).

Boscos et al. (1997), estudando dois niveis de FSH em tratamentos
superovulatérios, em ovelhas das racas Chios e Friesian, observaram que, nas
duas racas, houve uma reducdo no numero de CL e de estruturas colhidas,
guando a dose total de pFSH foi reduzida de 16 para 12 mg. Contudo, apenas
na raca Chio, foi verificada uma reducéo no numero de embrides colhidos de
4,1 +0,8 para 1,9 + 0,6 (média + desvio padrao).

D’Alessandro et al. (1996) observaram que um aumento na dose de p-
FSH (Pluset®) altera a resposta ovariana, aumentando o nimero de ovulagoes.
Entretanto, ao mesmo tempo, ocorre uma reducdo na taxa de fertilizacdo e na

qualidade dos embrides, diminuindo, desta forma, 0 nimero médio de embrides
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transferiveis. O mesmo autor justifica que, ao elevarmos, demasiadamente, a
dose da gonadotrofina, ocorre uma alteracdo enddcrina, que, por sua vez,
atrapalha as fungdes bioquimicas do o06cito e o transporte dos
espermatozoides.

Em experimento mais recente, foi verificado que a reducdo da dose
total de pFSH de 150 para 120 mg, com reduc&o no nimero de aplica¢des, nao
alterou a resposta superovulatéria e a producdo de embrides de ovelhas da
raca Xinji. Portanto, seria possivel a reducdo de custos de producdo de
embrides e no uso da méao de obra sem afetar o numero médio de embrides
(WU et al., 2011).

Fica claro que o nivel de gonadotrofina utilizada em um programa de
producéo in vivo de embrides deve respeitar a fisiologia de cada raca ovina e
gue o aumento da dose, a partir de um determinado limite, € anti-econdmico e
anti-producente. Na Tabela 5, podemos observar o resumo dos resultados de
alguns trabalhos que avaliaram diferentes doses de pFSH em ovelhas.
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Tabela 5. Resultados médios de experimentos que testaram diferentes niveis

de pFSH na superovulacao de ovelhas.

N° N° total N° de N° de
de de embrides Hormonio  Dose doses Fonte
CL embribes transtf. Total parciais
5,5 2,6 - pFSH 12 mg 6 Boscos et al.,
1997***
12,4 5,8 - pFSH 16 mg 6 Boscos et al.,
1997***
3,6 2,3 - pFSH 12 mg 6 Boscos et al.,
1997**
7,0 3,9 - pFSH 16 mg 6 Boscos et al.,
1997**
8,0 - 4,1 pFSH 250 Ul 4 D’Alessandro
et al., 1996
10,8 - 2,8 pFSH 500 UI 4 D’Alessandro
et al., 1996
13,7 - 1,3 pFSH 750 UI 4 D’Alessandro
et al., 1996
12,6 - 2,0 pFSH 1000 Ul 4 D’Alessandro
et al., 1996
- 9,5 7,8 pFSH +  150/500 6 Wu et al.,
eCG mg 2011
- 10,6 8,4 pFSH +  120/500 3 Wu et al.,
eCG mg 2011
- 6,2 51 pFSH +  90/500 3 Wu et al.,
eCG mg 2011
- 5,8 4,7 pFSH +  150/500 1 Wu et al.,
eCG mg 2011~

*** OQvelhas da raca Chio; ** Ovelhas da ra¢a Friesian; *Foi adicionado polivinilpirrolidona (PVP) ao pFSH.
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3. Justificativa

A utilizacdo da MOTE por produtores de rebanhos ovinos de genética
superior, permitiria uma maior oferta de reprodutores melhoradores aos
pequenos criadores de ovinos do Nordeste brasileiro, entretanto, esta
biotecnologia ainda apresenta alto custo e grande variabilidade de resposta.
Uma possivel reducéo da dose total de p-FSH em doadoras mais leves, levaria
a uma diminuicdo dos custos da MOTE, além de impedir a quebra dos
mecanismos enddcrinos normais e producdo excessiva de esteroides
ovarianos, promovendo o apropriado desenvolvimento folicular e ovulacéo.
Aliado a isso, estudos preliminares utilizando diferentes doses de FSH em
ovelhas Dorper sdo escassos, fazendo-se necessario investigar a influéncia da

relacdo dose e peso do animal na producao in vivo de embribes.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da dose de pFSH sobre a resposta ovariana e

qualidade embrionaria em ovelhas Dorper de duas categorias de peso.

4.2. Objetivos Especificos

Avaliar o percentual de manifestacdo de estro em ovelhas Dorper,
submetidas a superovulagdo com pFSH (128 ou 200 mg), bem como as
possiveis variacbes neste parametro reprodutivo com o peso corporeo.

Observar o numero de ovulacdes em ovelhas Dorper, submetidas a
superovulacdo com pFSH (128 ou 200 mg), bem como as possiveis variacdes
neste parametro reprodutivo com o peso corporeo.

Verificar a taxa de recuperacdo embrionaria em ovelhas Dorper,
submetidas a superovulacdo com pFSH (128 ou 200 mg), bem como as
possiveis variacdes neste parametro reprodutivo com o peso corporeo.

Verificar a taxa de fertilizacdo em ovelhas Dorper, submetidas a
superovulacdo com pFSH (128 ou 200 mg), bem como as possiveis variacdes
neste parametro reprodutivo com o peso corpéreo.

Avaliar a qualidade de embrides em ovelhas Dorper, submetidas a
superovulacdo com pFSH (128 ou 200 mg), bem como as possiveis variacdes

neste parametro reprodutivo com o peso corporeo.
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5. Material e Métodos

5.1. Etica animal

O experimento foi realizado apdés a aprovacdo institucional da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF), sendo todo
protocolo experimental conduzido conforme os principios éticos de
experimentacdo animal adotado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) sob o Protocolo n° 27051112.

5.2. Epoca e local

Este estudo foi realizado em junho e julho de 2012, durante o fim da
estacdo de cobertura. O experimento foi realizado na Estacdo Experimental da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola - EBDA, em Jaguarari, Bahia,
localizada a 9° 51’ 50” S de latitude e 39° 56’ 50” O e a uma altitude de 662 m.
A regido apresenta precipitagdo anual de 400 mm, com chuvas ocorrendo
principalmente entre os meses de Novembro a Abril. A temperatura média
anual é de 23 °C (com maxima e minima de 30°C e 18°C, respectivamente) e a
humidade é de 67,06% (com maxima e minima de 93,22% e 40,91%,

respectivamente).

5.3. Animais experimentais

Foram utilizadas, como doadoras de embrides, 40 fémeas ovinas da
raca Dorper, nunca tratadas anteriormente com horménios, selecionadas apo6s
ultrassonografia, evitando assim, que algum animal prenhe, bem como portador
de alguma patologia genital, participasse do trabalho. As doadoras tinham 47,9
+ 8,5 meses de idade (média + desvio padrao) e escore de condi¢cdo corporal
de 2,8 £ 0,2 (média + desvio padrdo) dentro de uma escala variando de 0
(extremamente magro) a 5 (obeso). Como reprodutores, foram utilizados dois
carneiros Dorper de fertilidade comprovada por exame androlégico prévio.

Todos os animais foram submetidos a um regime semi-intensivo de
producéo, no qual passavam parte do dia em pasto de Caatinga preservada e,
no final da tarde, recebiam, em instalacdes cobertas, feno de capim Tifton
(Cynodon spp.), a vontade, além de racdo concentrada, contendo farelo de

milho e caroc¢o de algoddo, em quantidades de acordo com o peso médio de
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cada categoria, atendendo a necessidade de animais em estacdo reprodutiva
(NRC, 2007). Os animais tiveram agua fresca e sal mineral a vontade. A
sanidade destes animais foi mantida através de vacinacdo anual (contra
Raiva), vermifugacdo, quatro vezes ao ano, casqueamento periddico para

evitar Pododermatite.

5.4. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o Fatorial 2x2, dois pesos e duas doses de
pFSH. As doadoras de embrides foram distribuidas em dois grupos, de acordo
com a categoria peso, sendo Grupo Leve, formado por animais de até 49 kg (n
= 20 animais) com média * d.p. de 44,4 kg + 2,6 e Grupo Pesado, por animais
acima de 49 kg (n = 20 animais) com média = d.p. de 51,5 + 2,1 kg. Cada
grupo (Leve e Pesado) foi dividido ao acaso em dois subgrupos de 10 animais,
distribuidos de acordo com o tratamento superovulatorio proposto: animais
superovulados com 200 mg de pFSH (L-200, composto por 10 animais do
Grupo Leve; e P-200, composto por 10 animais do Grupo Pesado;) e com 128
mg da mesma droga (L-128, composto por 10 animais do Grupo Leve; e P-128,

composto por 10 animais do Grupo Pesado) (Figura 2).

N=40

Doadoras
|

Grupo Leve Grupo Pesado
(< 49 kg) (<49 kg)
N=20 N=20

Grupo L-128 Grupo L-200 Grupo P-128 Grupo P-200
(128 mg pFSH) (200 mg pFSH) (128 mg pFSH) (200 mg pFSH)
N=10 N=10 N=10 N=10

Figura 2. Delineamento experimental, exibindo os animais de até 49 kg de peso
vivo (Grupo Leve — L; n = 20) ou acima de 49 kg de peso vivo (Grupo Pesado —
P; n = 20), bem como o0s animais superovulados com 128 mg de pFSH (Grupos
P-128 e L-128; n = 10, cada) e ovelhas superovuladas com 200 mg de pFSH
(Grupos P-200 e L-200; n = 10, cada).
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5.5. Tratamentos hormonais

As ovelhas foram submetidas a um tratamento de sincronizacdo do
estro de 12 dias de impregnacao progesterbnica, em que, no Dia Zero, foram
inseridos dispositivos intravaginais impregnados com 330 mg de progesterona
(CIDR-G®, Pharmacia, Brasil).

A partir do dia 10 do tratamento progesterdnico, foi aplicado 0,13 mg de
cloprostenol i.m. (Ciosin®), neste dia se iniciaram os diferentes tratamentos
superovulatérios. Nos grupos P-200 e L-200, foi iniciada uma série de seis
doses decrescentes de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V®, Vetrepharm, Canada), nos
dias 10, 11 e 12, administradas, intramuscularmente, a cada 12 horas, (50/50,
25/25 e 25/25 mg), totalizando 200 mg. Enquanto nos grupos P-128 e L-128, foi
feito o mesmo tratamento superovulatorio, com excecdo da dose, a qual foi de
128 mg, sendo fracionada, consequentemente, de forma diferente (32/32,
16/16 e 16/16 mg).

5.6. Deteccao de estro e fertilizacéo

O inicio do estro das ovelhas foi detectado utilizando, para isso, dois
carneiros Dorper, de fertilidade comprovada, a partir de 12 horas apds a
remocao dos dispositivos intravaginais e, entdo, a cada quatro horas, por 72
horas apos a retirada do dispositivo. As ovelhas foram cobertas no inicio do

estro e 24 horas depois.

5.7. Avaliacdo da resposta superovulatoria

Antes de serem submetidas a colheita de embri6es, as doadoras foram
submetidas a um jejum hidrico e alimentar de 12 e 24 horas, respectivamente,
no quinto dia apés a primeira monta. E, seis dias ap0s a primeira monta e
imediatamente antes da colheita de embries, as ovelhas foram submetidas a
uma Laparoscopia para visualizar a resposta ovulatéria, conforme descrito por
Oldham e Lindsay (1980), respeitando a ordem de aparecimento de estro. Para
tanto, no local das puncdes destinadas a laparoscopia, as fémeas receberam
anestesia (SC) a base de Cloridrato de Lidocaina a 2% (Anestésico Bravet®
BRAVET, Brasil). Realizada a observacdo dos ovarios, as ovelhas foram

consideradas responsivas ao tratamento  superovulatério, quando
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apresentaram, contabilizando o somatorio de ambos os ovarios, cinco ou mais
corpos luteos (BARIL et al., 1995).

5.8. Colheita de embrides

Obtida a resposta ovulatéria, foi iniciado o procedimento de colheita de
embrides, o qual foi realizado pelo método de laparotomia, com o uso do
catéter de Foley. Momentos antes da colheita, as doadoras de embrides foram
tricotomizadas na regido abdominal e anterior ao ubere, onde foi borrifada uma
solucéo iodada (2%) e alcool a 70%. Em seguida, foi aplicado um protocolo
anestésico constituido de Sulfato de Atropina a 1% (Sultropin®, Sorologic
Laboratory, Portugal), como pré-anestésico, na dose de 0,044 mg/kg, aplicado
por via intramuscular, seguida pela aplicacdo de Cloridrato de Xilazina a 2%
(Dopaser®, Laboratérios Calier S/A, Espanha), na dose de 0,22 a 0,30 mg/kg e,
apos 10 minutos, foi realizada a aplicacdo de Cloridrato de Lidocaina a 2%
(Anestésico Bravet®, BRAVET, Brasil), por via epidural alta, na dose de 4,4 a
10 mg/kg (Baril et al. 1995). Em seguida, foi aplicado 6-8 mL de Cloridrato de
Lidocaina a 2% (Anestésico Bravet® BRAVET, Brasil) na linha de inciséo, que
foi feita na linha Alba e mediu de 7 a 15 cm.

O trato reprodutivo foi, entdo, exteriorizado e, utilizando uma sonda de
Foley n° 10 (Solidor®, LAMEDID, Brasil), foi feita uma via de recuperacdo de
liquido, proximo a juncédo intercornual, na base de cada corno uterino, bem
como outra, agora de injecdo de liquido, com um cateter gelco 18G (Catéter
intravenoso®, MEDCARE PVT, india), na juncdo Utero-tubarica, também de
cada corno uterino. Com isso, foi realizada a injecdo de 40 mL de PBS
(DMPBS®, VITROCELL, Brasil), em cada corno uterino, e o liquido foi
recuperado pela sonda de Foley, em um tubo graduado de 50 mL (Tubo de
centrifugacdo®, TPP, Suica), possivelmente, contendo os embrifes. Ao término
da lavagem, foi aspergido soro fisiolégico heparinizado (50 Ul de heparina
sbédica/mL) sobre o trato reprodutivo, com o intuito de evitar a formacéo de
aderéncias pés-operatérias. A sutura das diversas camadas foi efetuada,

seguindo um protocolo padréo simples em trés planos.

5.9. Avaliagéo dos embrides recuperados
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O lavado recuperado foi vertido em placas plasticas de Petri (placa de
Petri 100®, Nutricell, Brasil) e submetido & procura e identificacdo das
estruturas em estereomicroscopio (SMZ 645°®, Nikon, Jap&o), utilizando um
aumento de 40 a 70x, bem como a avaliacdo dos embrides, quanto ao seu
estadio de desenvolvimento e qualidade, seguindo os critérios morfolégicos da
IETS (ROBERTSON e NELSON, 2010): embrides de graus | (excelente ou
bom), Il (regular), Il (pobre) e IV (morto ou degenerado). Foi ainda verificada
homogeneidade da massa, presenca de retracdo de massa embrionaria e

presenca de ruptura de zona.

5.10. Parametros avaliados

Os parametros avaliados foram: proporcdo de fémeas em estro;
ocorréncia e momento do estro, definido como o intervalo de tempo entre a
retirada do CIDR e o inicio do estro; propor¢cdo de fémeas superovulando,
definida como o percentual de ovelhas possuindo cinco ou mais CL, somando-
0S em ambos 0s ovarios; numero médio de ovulacdes, definido como o niumero
total de CL somados nos dois ovarios; numero de CL de baixa qualidade,
definido como a soma dos CL com aspecto palido em ambos 0s ovarios;
namero de grandes foliculos, definido como a soma dos foliculos com mais de
5 mm de diametro em ambos ovarios; numeros de odécitos (OOC), de zonas
pellcidas vazias (ZP) e de embrides recuperados (EMB); taxa de recuperacao
= [(OOC + ZP + EMB)/N° de CL] x 100; numeros de embrides transferiveis
(EMBT: Graus I, Il e lll) e congelaveis (EMBC: Graus | e ll); taxas de
fertilizacdo (TF) e congelabilidade (TC) foram calculadas usando as seguintes
equacgbes: TF = [EMB/(EMB + OOC)] X 100 e TC = [EMBC/EMB] X 100.

5.11. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (d.p.) ou
em percentagem. Para comparacgdo dos diversos parametros, entre 0s grupos
estudados, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) one-way, seguida da
realizacdo do teste de Tukey. Os dados expressos em porcentagem foram
submetidos ao Teste do Qui-quadrado. Os valores foram considerados

estatisticamente significativos quando apresentaram nivel de significancia
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menor que 5%. Todos os dados foram analisados utilizando o software
estatistico ASSISTAT (2011).
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6. Resultados

A Tabela 6 apresenta a resposta estral e ovariana dos grupos,
podemos observar que todos os animais manifestaram estro e que, no tocante
ao intervalo entre a retirada do CIDR e inicio do estro, este foi, em geral curto,
com as ovelhas apresentando estro, em média (+ d.p.), 16,6 £ 2,95 h apos o
final do tratamento progesterdnico, ndo havendo diferenca entre os grupos.

Quanto a resposta superovulatéria, houve uma variacdo entre 80 e
100% de resposta ao tratamento (P>0,05). O grupo L-128 foi inferior em
relacdo ao numero médios de CLs, quando comparado ao P-200 (P<0,05). Ndo
houve diferenca entre os quatro grupos quanto ao numero médio de corpos

liteos de baixa qualidade e de foliculos grandes persistentes (P>0,05).

Tabela 6. Resposta estral e ovariana de ovelhas Dorper, divididas em duas
categorias de peso (Leve — L e Pesado — P) e tratadas com 200 (L-200 e P-
200) ou 128 mg (L-128 e P-128) de pFSH.

Interacéo Peso x Dose

L-128 L-200 P-128 P-200

N°. de ovelhas 10 10 10 10

N°. de ovelhas em

estro (%)

Inicio do estro (h) 176+34 16,027 17,6 +2,8 152+2,5

N°. de ovelhas

10(100%)  10(100%)  10(100%)  10(100%)

8(80%) 9(90%) 10(100%) 10(100%)
superovulando (%)
Numero de CL 93+44° 151+59% 134+59% 176+58?2
N°. de CL em
~ 03+1,0 07+272 1,9+4,0 0,1+0,3
regressao

N°. de grandes
0,1+0,3 0,7+11 0,9+0,9 0,5+0,7
foliculos

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).



48

Quanto a producéo de embrides, néo foi verificada interacdo peso vivo
x dose de pFSH ou qualquer diferenga significativa entre 0s grupos
experimentais, para os diversos parametros avaliados (P>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. NUumero de estruturas recuperadas, numero total de embrides, de
embrides transferiveis e congelaveis (média + d.p.), bem como taxas de
recuperacao, de fertilizacdo, de embrides transferiveis e de congelabilidade (%)
de ovelhas Dorper, divididas em duas categorias de peso (Leve — L e Pesado —
P) e tratadas com 200 (L-200 e P-200) ou 128 mg (L-128 e P-128) de pFSH.

Interacéo Peso x Dose

L-128 L-200 P-128 P-200
N°. de ovelhas 8 9 10 10
superovulando
N°. de embriGes 4,3+0,9 3,708 58+1,2 5012
transferiveis
N°. de embriGes 4,0+0,9 3,6+0,7 55+1,1 4,4+1,0

congelaveis

Taxa de embriGes 77,3 (34/44) 63,4 (33/52) 92,1 (58/63) 78,1 (50/64)
transferiveis **

Taxa de N 72,7 (32/44) 61,5 (32/52) 87,3 (55/63) 68,7 (44/64)
congelabilidade***

* Numero de embrides / nimero de estruturas colhidas; ** Namero de embrides de graus |, Il e
Il / nomero de embrides colhidos; *** NUmero de embribes de graus | e Il / nimero de

embrides colhidos. (P>0,05)

Como foi verificada interacdo peso vivo x dose de pFSH, apenas em
relacdo ao numero de corpos lateos, os demais parametros serdo avaliados em
funcdo do peso vivo e da dose de pFSH separadamente, possibilitando desta

forma determinar, o efeito da dose de pFSH sobre a resposta das ovelhas



49

tratadas, como também a influéncia do peso vivo da doadora de embrides
sobre a producéao in vivo de embrides de forma independente.

Quando comparamos o0s grupos de acordo com O peso,
independentemente da dose, ndo houve diferenca entre os animais pesados e
leves, quanto as respostas estral e superovulatéria (P>0,05). Entretanto, ao
compararmos 0s grupos, exclusivamente, de acordo com a dose de pFSH,
podemos observar diferenca entre os animais tratados com 200 e 128 mg em
alguns dos parametros avaliados. Os animais tratados com 200 mg de pFSH
apresentaram estro mais precoce quando comparados aqueles que receberam
128 mg (P<0,05).

Tabela 8. Resposta estral e ovariana de ovelhas Dorper, agrupadas segundo

as variaveis peso corporal (Pesado e Leve) e dose de pFSH (128 e 200 mg).

Peso Dose
Leve Pesado 128 mg 200 mg

N°. de ovelhas 20 20 20 20
N°. de ovelhas em

17(85%) 20(100%) 18(90%) 20(100%)
estro (%)
Inicio do estro (h) 16,8+ 3,1 16,4+2,8 17,4 +3,0° 156 +2,6°
N°. de ovelhas

17(85%) 20(100%) 18(90%) 19(95%)
superovulando (%)
N°. de CL em

05+1,7 1,0+29 1,1+3,0 04+1,6
regressao
N°. de grandes

0,4+0,8 0,7+0,8 0,5+0,8 0,6+0,9

foliculos

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).

Pode-se observar na Tabela 9, quando avaliamos quanto a dose de

pFSH, que houve uma redugdo no numero de estruturas colhidas quando a
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dose de pFSH foi reduzida de 200 para 128 mg (P<0,05). Nao foi verificada
qualquer diferenca entre os grupos quanto a producdo de embrides (P>0,05),
guando comparamos os grupos de acordo somente com o peso, bem como,

guando o fizemos de acordo com a dose de pFSH.

Tabela 9. Numero (média + d.p.) de estruturas recuperadas, numero total de
embrides, de embrides transferiveis e congelaveis, bem como taxas (%) de
recuperacao, de fertilizacdo, de embribes transferiveis e de congelabilidade de
ovelhas Dorper, agrupadas segundo as variaveis peso corporal (Pesado e
Leve) e dose de pFSH (128 e 200 mg).

Peso Dose
Leve Pesado 128 mg 200 mg
N°. de ovelhas
17 20 18 19

superovulando
N°. de estruturas 87+44  82+4720 71+35° 98+4,6°%
N° de embrides 56+3,3 6,4 +3,7 59+35 6,1+3,4
N° de embrides

o 39+23 54+3,6 51+3.2 44+31
transferiveis
N°. de embrides

o 38+3,2 50+272 48+30 40+27
congelaveis
Taxa de 64,0 77,4 83,6 62,4
fertilizacéo * (96/150) (127/164) (107/128) (116/186)
Taxa de embrides 69,8 85,0 86,0 71,6
transferiveis** (67/96) (108/127) (92/107) (83/116)
Taxa de 95,5 91,7 94.6 91,6
congelabilidade*** (64/67) (99/108) (87/92) (76/83)

*Numero de embrides / nimero de estruturas colhidas; *NUmero de embries de graus I, Il e lll

/ numero de embrides colhidos; **Numero de embrides de graus | e Il / nUmero de embrides
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colhidos. Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem significativamente
(P<0,05).

7. Discussao

O numero médio de CL, foi o Unico parametro registrado que
apresentou interacdo peso vivo x dose de pFSH, verificamos que a média de
ovulacGes dos animais do grupo P-200 foi superior a média das ovelhas do
grupo L-128 (Tabela 6), portanto doadoras de embriées Dorper com menos de
49kg ao receberem tratamento superovulatérios com 128 mg de pFSH
apresentam numero menor de ovulagbes. Entretanto, ndo observamos
nenhuma diferenca entre os grupos para os demais parametros, desta forma
essa diferenca de ovulacfes nao influenciou no resultado final da producéo de
embrides in vivo em ovelhas Dorper.

Resposta semelhante foi encontrada por Boscos et al. (1997), quando
diminuiram a dose de pFSH de 160 para 120 mg, em 6 aplicacfes. Entretanto,
em trabalho mais recente, ndo foi observada uma reducdo no niumero de CL
guando a dose de pFSH foi reduzida de 150 mg (6 aplicacfes) para 120 mg, (3
aplicagbes) (WU et al.,, 2011). Este fato pode ser justificado pela alta
dependéncia dos pequenos foliculos antrais, no momento do recrutamento, ao
FSH (GONZALEZ-BULNES et al., 2002; MAGALHAES et al., 2009). Portanto,
guando as primeiras doses de FSH séo altas, mesmo quando a dosagem total
do tratamento € reduzida, ocorre o recrutamento e crescimento de Varios
foliculos e, como consequéncia, a taxa de ovulacdo é mantida (WU et al.,
2011). Desta forma, a reducdo da taxa de ovulacdo do presente trabalho se
deu principalmente pela reducdo do pFSH nas primeiras aplicacdes aliado a
possivel metabolizacdo mais acelerada do pFSH nos animais mais leves.

Os principais resultados deste experimento foram encontrados quando
avaliamos o peso vivo e a dose de pFSH separadamente. Todas as ovelhas,
apresentaram estro em um intervalo bastante curto, todavia, houve uma
antecipacao do inicio do estro para os animais tratados com 200 mg quando
comparados aos que receberam 128 mg de pFSH (Tabela 8). Este fato era
esperado, pois quando aplicamos nas doadoras uma maior dose de pFSH,

estimulamos a secregao folicular de 17B-estradiol, o qual € o horménio
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responsavel por desencadear os sinais do estro (BARTLEWSKI et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2009). O estro observado nas doadoras de embribes
ovinos Dorper, no presente estudo, iniciou de forma mais precoce quando
comparado ao verificado por Forcada et al. (2011), em ovelhas Ojalada
Soriana, e por Folch et al. (2001), trabalhando com a raca ovina Aragonesa.
Isto pode ser explicado pelo fato que, nestes outros experimentos, foram
utilizadas esponjas intravaginais impregnadas com progestdgenos, que, por
sua vez, possuem uma metabolizacdo mais lenta que a progesterona contida
no CIDR utilizado em nosso trabalho, ocorrendo, desta forma, um desbloqueio
do eixo hipotalamico-hipofisario de forma mais tardia para os progestagenos
(FLYNN et al., 2000; URIBE-VELASQUEZ et al., 2008).

Este parametro é de extrema importancia em um programa de MOTE,
principalmente quando associado a Inseminacao Atrtificial (1A), pois o pico de
LH e a, consequente, ovulacdo, estdo associados ao inicio do estro
(CAMPBELL et al., 1999) e, desta forma, pode ser considerado como indicativo
para a realizacdo da IA. Segundo Baril et al. (1993), a manifestacdo do estro
mais precoce tornam os od6citos mais propicios a fertilizacdo, pois quanto mais
tardio o estro, menor a qualidade oocitaria.

Em nosso trabalho, houve uma boa resposta ao tratamento
superovulatério utilizando o pFSH, resultados semelhantes aos encontrados
por D’Alessandro et al. (2005) e superiores aos encontrados por Folch et al.
(2001). Este fato demonstra que a variacdo do peso da doadora de embribes
ou a reducao da dose de pFSH nao influenciou na porcentagem de ovelhas
responsivas ao tratamento superovulatorio.

Outro fator importante para a MOTE é a qualidade das ovulacdes e,
consequentemente, dos CL, os quais, tornam-se funcionais e capazes de
produzir quantidades de progesterona acima de 1,0 ng/mL, mantendo a
sanidade e o desenvolvimento embrionario (SAHARREA et al.,, 1998). A
qualidade do CL pode ser observada principalmente pela coloragédo deste, a
qual, quanto mais pélida, menor é a qualidade da estrutura luteal. E comum em
protocolos de superovulacdo, principalmente quando a eCG é utilizada,
observarmos uma regressao prematura de CL, a qual é causada pela liberacéo
precoce de PGF2aq, originaria, por sua vez, de foliculos estimulados, mas que

ndo ovularam ou, ainda, das glandulas endometriais, em resposta ao
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prolongado estimulo de elevados niveis circulantes de estrogenos (BATTYE et
al., 1988). Em nosso experimento, foi observado um reduzido nimero meédio de
CL com baixa qualidade e de foliculos grandes persistentes, com média geral
de 0,75 + 2,33 e 0,55 = 0,8, respectivamente. Menchaca et al.(2009)
constataram em seu experimento que ao se utilizar a eCG ao final do
tratamento com pFSH, ocorre uma reducéo no numero de embrides e na taxa
de fertilizacdo destes, devido a reducdo da qualidade das ovulac¢des, quando
comparado ao tratamento utilizando somente pFSH. Portanto, fica claro que a
utilizacado da eCG ao final do tratamento € desnecessaria e causa prejuizos a
producgéo de embrides.

A tabela 9 mostra a superioridade dos animais que receberam 200 mg
comparados com aqueles que receberam 128 mg em relacdo ao numero de
estruturas colhidas(P<0,05). Desta forma, houve uma reducdo média de,
aproximadamente, 3 estruturas colhidas para os animais que receberam 128
mg (Tabela 9). Reducdo semelhante foi observada por Boscos et al. (1997), ao
reduzirem a dose de pFSH em ovelhas Chio.

O numero total médio de embrides e a taxa de fertilizacdo foram
semelhantes entre os grupos (Tabela 9), ndo sofrendo influéncia da dose de
pFSH e do peso vivo das doadoras. Nossos resultados foram inferiores aos
encontrados por Wu et al. (2011), que tiveram média de, aproximadamente, 10
embrides, utilizando 150 ou 120 mg de pFSH. Entretanto, Bartlewski et al.
(2008) obtiveram resposta inferior ao nosso experimento, com média de 4,1
embrides, utilizando 250 mg de pFSH, o que demonstra que ndao ha uma
resposta proporcional a dose total de pFSH e que a producdo embrionéaria pode
ser influenciada negativamente pelo hiperestrogenismo provocado por altas
doses de pFSH (KATANYA et al., 2009).

Como, dentre outros fatores (status folicular, producédo de FSH
endodgeno, época do tratamento, raca utilizada) (AMMOUN et al., 2006;
BARTLEWSKI et al., 2008; BETTENCOURT et al., 2008; BARTLEWSKI et al.,
2009; MENCHACA et al., 2010), a producdo de embribes esta relacionada
também a dose de gonadotrofina exdgena utilizada, a utilizacdo de doses
exageradas de FSH néo traz grandes beneficios, tanto com relagéo ao aspecto
econdbmico, elevando os custos da producédo in vivo de embrides, quanto no

tocante a resposta hipotalamico-hiofisaria-ovariana individual, a qual deve ser
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considerada. Portanto, € necessaria uma reducdo ainda maior na utilizacdo do
pFSH, o que pode ser alcancado ao se aliar o controle da dinamica ovariana
aos protocolos hormonais, evitando a presenca de foliculos dominantes que
inibam o recrutamento de novos foliculos (MENCHACA et al., 2010).

O principal resultado de um programa de MOTE é o numero médio de
embrides transferiveis, quando os embrides sdo destinados a transferéncia a
fresco, ou de embrides congelaveis, quando os embrides sdo destinados a
criopreservacdo. Nosso experimento demonstrou que nao houve efeito da
reducdo de pFSH sobre o numero médio de embrides transferiveis e
congelaveis. Desta forma, podemos propor a utilizacdo de 128 mg pFSH em
ovelhas Dorper, promovendo, consequente melhora da relacéo custo/beneficio
desta biotecnologia, tendo em vista que pFSH tem grande impacto nos custos

de producgéo de embrides in vivo.
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8. Conclusodes

Podemos concluir que houve uma redugédo na taxa de ovulacdo das
ovelhas leves que receberam 128 mg de pFSH quando comparadas as ovelhas
pesadas que receberam 200 mg. O estro dos animais que receberam 200 mg
de pFSH foi mais precoce em relagcdo aos animais tratados com 128 mg. O
total de estruturas coletadas foi menor quando houve uma reducéo de pFSH de
200 mg para 128 mg. A producdo de embrides transferiveis e congelaveis néo
foi influenciado pela reducdo da dose de pFSH de 200 para 128 mg. E viavel a
reducdo da dose de pFSH. Além disso, o fator peso vivo da doadora de
embrides nado interfere na producdo de embrides. E necessario desenvolver
mais estudos observando o efeito da reducdo de pFSH em outras racas ovinas
e em diferentes épocas do ano, pois a producdo de FSH enddgeno pode

interferir no resultado final.
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