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DINNAMICA DE CORPOS LUTEOS EM PROTOCOLOS COM
REDUCAO DA DOSE DE FSH NA SUPEROVULACAO EM OVELHAS

RESUMO - Um dos grandes entraves da MOTE é a ocorréncia de falhas no
tratamento superovulatério, sendo que uma das causas pode ser a alta dose de FSH,
podendo promover regressao prematura dos corpos liteos e consequentemente uma
resposta ineficaz ao tratamento superovulatério. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da dose de FSH exdgeno no tratamento superestimulatério sobre a dinamica de
desenvolvimento e funcionalidade de corpos Iuteos em fémeas ovinas doadoras de
embrido. Foram utilizadas 29 ovelhas Santa Inés, as quais foram submetidas a
sincronizacdo do estro com um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®),
inserido no Dia 0, permanecendo até o Dia 8. Concomitantemente ao inicio do
protocolo e retirada do dispositivo intravaginal foi administrado um analogo da PGF2a.
O tratamento gonadotroéfico teve inicio 48 horas antes da retirada da progesterona
(D6), quando as fémeas foram aleatoriamente divididas em trés grupos experimentais
de acordo com a dose total de FSH suino exégeno: G200 (controle, n=8) - 200 mg de
FSH; G133 (n=8) - 133 mg de FSH; e G100 (n=8) - 100 mg de FSH. No D6 (12
aplicacdo de FSH), as fémeas receberam também 300 Ul de eCG. As avaliacdes
ultrassonograficas Modo-B e Doppler foram realizadas durante o periodo de
luteogénese (D11) até o dia correspondente a videolaparoscopia (D15), com o
proposito de acompanhar o desenvolvimento das estruturas Iateas (dimensdes),
avaliar os indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana (VPS,VDF,IR e IP) e, de
avaliar macroscopicamente as caracteristicas dos corpos luteos formados e classifica-
los em normais ou subnormais (regredidos prematuramente), através da
videolaparoscopia. A analise estatistica foi realizada por meio do software R®, o nivel
de significancia considerado foi de p<0,05. As ovelhas superovuladas com 100 e 133
mg de FSH apresentaram um aumento gradativo do diametro dos corpos luteos com
passar dos dias pos-ovulagédo (p<0,001), diferentemente, os animais que receberam
o tratamento de 200 mg de FSH apresentaram aumento do diametro entre os dias 11
e 13 e diminuicdo nos dias 14 e 15 (p<0,001). As ovelhas expostas ao tratamento
superestimulatorio com 200 mg de FSH apresentaram maior percentual de RPCL
(49,03) em relacéo as dos grupos tratados com 100 e 133 mg de FSH (p<0,001). A
VDF foi maior nas ovelhas superovuladas com 133 mg de FSH um dia apés as
ovulacdes (D11) do que nas superovuladas com 100 mg de FSH (p=0,029). O IR foi
maior nas ovelhas superovuladas com 200 mg do que quando superovuladas com
100 mg de FSH (p=0,02). E o IP foi maior nos dias 14 e 15 do que nos demais dias
avaliados (p<0,01). Conclui-se que a ultrassonografia € uma ferramenta eficaz para
acompanhar a dinamica luteal em ovelhas superestimuladas e, as menores doses de
FSH exdgeno foram suficientes para uma eficiente resposta superovulatoria em
ovelhas, proporcionando menor custo no tratamento gonadotréfico de fémeas
doadoras de embrides.

Palavras-chave: dosagem FSH exogeno, superestimulacdo, lutedlise prematura,
ultrassom, ovino.
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DYNAMICS OF CORPORA LUTEA IN PROTOCOLS WITH
REDUCTION OF FSH DOSE IN SUPEROVULATION IN EWES

ABSTRACT - One of the major obstacles of MOTE is occurrence of failures in
superovulation, and one reason may be the high dose of FSH, which can promote
premature regression of the corpus luteum and therefore ineffective response to
superovulation. The aim of the present study was to evaluate the effect of exogenous
FSH dose in superstimulatory treatment on development dynamic and function of
corpora lutea in embryo donor ewes. Twenty-nine Santa Inés ewes were submitted to
estrus synchronization with an intravaginal progesterone device (CIDR®), which was
inserted on Day 0 and was remain until the Day 8. At the same time the beginning of
the protocol and intravaginal device withdrawal was administered an analog of PGF2a.
The gonadotropin treatment was commenced 48 hours before the CIDR withdrawal
(D6), when females are randomly divided into three groups according to the total dose
of exogenous porcine FSH: G200 (control, n = 9) - 200 mg of FSH ; G133 (n = 10) -
133 mg FSH; and G100 (n = 10) - 100 mg of FSH. The total doses were administered
in 8 to applications at 12 hour intervals (20, 20, 15, 15, 10, 10, 5 and 5% FSHp). In D6
(1st application FSH), females also received 300 IU of eCG. Evaluations ultrasound
mode-B and Doppler were performed during the luteogénese period (D11) until the
corresponding day of videolaparoscopy (D15), in order to follow the development of
luteal structures (dimensions), evaluate the contents of the artery blood flow ovarian
(VPS, EDV, RI and PI), and macroscopically evaluate the characteristics of the formed
corpora lutea and classify them as normal or subnormal (premature regression) by
laparoscopy. Statistical analysis was performed using the software R®, the level of
significance was set at p <0.05. The superovulated sheep with 100 and 133 mg of FSH
showed a gradual increase in the diameter of corpora lutea with passage of post-
ovulation days (p <0.001), by contrast, the animals receiving treatment 200 mg of FSH
showed increased diameter between 11 and 13 and decreased in 14 and 15 (p
<0.001). The sheep exposed to superstimulatory treatment with 200 mg of FSH
presented higher RPCL (49,03) in relation to the groups treated with 100 and 133 mg
of FSH (p <0.001). The VDF was higher in superovulated sheep with 133 mg of FSH
one day after the ovulation (D11) than in the superovulation 100 mg of FSH (p = 0.029).
The IR was higher in superovulated sheep with 200 mg of superovulated that when
100 mg of FSH (p = 0.02). And the IP was higher in 14 and 15 than in the remaining
days (p <0.01). The conclusion is that ultrasound is a powerful tool for tracking the
luteal dynamics superstimulated sheep and minor exogenous FSH doses were
sufficient for efficient superovulatory response in sheep, providing lower cost for the
gonadotrophin treatment of female donors embryos.

Keywords: exogenous FSH dosage, superestimulation, premature luteolysis,
ultrasound, ovine.
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CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

A producdo in vivo de embrides € uma potente tecnologia para acelerar o
melhoramento genético em pequenos ruminantes (AMIRIDIS & CSEH, 2012). Apesar
de nao existir levantamento oficial do emprego desta biotécnica em ovinos e caprinos
pode-se observar o0 sucesso desta préatica (OLIVEIRA, 2011) pelo cenario de amplo
crescimento e acelerada multiplicacdo dos rebanhos em todo mundo (OLIVEIRA et
al., 2013a).

E inegavel a importancia dessa técnica na reproducdo de animais, todavia a
multipla ovulagdo e transferéncia de embrides (MOTE) em ovinos necessita de
estudos e maior compreensédo de seus fendbmenos para o incremento em eficiéncia,
especialmente relacionada as respostas aos tratamentos superovulatorios e producao
de embrides viaveis. Um dos entraves da MOTE € a regressao prematura de corpo
lteo (RPCL), a qual tem sido considerada como um grande obstaculo na producéo in
vivo de embrides, pois tem ocorrido em até 75% das ovelhas superestimuladas
(LOPES JUNIOR et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013d).

Considera-se luteolise prematura, a regressdo do corpo luteo que acontece
antes do momento em que o endomeétrio inicia fisiologicamente a secrecao pulsatil de
PGF2a em um ciclo estral (SA FILHO & VASCONCELOS, 2008), ou seja antes da
fase final do diestro. A evidéncia da regressao luteal precoce € confirmada pela
concentracdo de progesterona plasmatica abaixo de 1 ng/mL (CERVANTES et al.,
2007). Esta falha pode indiretamente funcionar como um fator toxico para o embriao
(CERVANTES et al., 2007), gerando como principal consequéncia baixa taxa de
recuperacdo de embrides viaveis (SALLES et al., 1998; GOMES et al., 2014), visto
gue a colheita de embriGes ocorre entre os dias 6 e 8 apds o inicio do estro (OLIVEIRA
et al., 2013a).

As causas da RPCL néo estdo completamente elucidadas, contudo € justificavel
a exacerbada ocorréncia deste evento em fémeas submetidas a protocolos
superovulatérios. Independentemente da gonadotrofina empregada ha registros de
elevado namero de corpos lateos acometidos. Acredita-se que tal alteracdo na
dindmica ovariana e enddcrina seja em virtude do uso de doses consideradas altas

(KAFI & McGOWAN, 1997), as quais podem induzir um estimulo prolongado sobre os
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foliculos que, por sua vez, ndo ovulam (foliculos anovulatérios ou persistentes) e
permanecem produzindo estrogeno durante a fase latea inicial, ocasionando dessa
maneira a liberacdo precoce de PGF2a e regressao luteal (OKADA et al., 2000;
FONSECA & SIMPLICIO, 2008).

Em ovinos, emprega-se comumente protocolos superovulatérios com doses
altas (OLIVEIRA et al., 2013b) de FSH por ovelha estimulada(OLIVEIRA et al., 2014)
enquanto em bovinos as doses usuais sdo bem menores. Os registros na literatura
de estudos neste sentido ainda séo escassos (WU et al., 2011; LOIOLA FILHO, 2013),
tampouco ha resultados referentes aos efeitos sobre a dindmica de desenvolvimento
dos foliculos, quica sobre o contexto da regressao prematura dos corpos luteos.

O diagnéstico desta alteracdo de funcionalidade dos corpos lateos requer o
emprego de técnicas que possibilitem a avaliacdo macroscopica de suas
caracteristicas, como pela laparotomia ou laparoscopia, as quais sdo consideradas
invasivas. Apesar de nao se ter estudos comprovando, acredita-se que outra
ferramenta diagndstica seria a avaliacéo histoldgica, entretanto, ainda mais invasiva
(BAITHALU et al., 2013), sugerindo a dificuldade de diagnosticar RPCL.

Pelos métodos de deteccao da RPCL apontados, denota-se o grande pleito por
estabelecer ferramentas alternativas para o diagnostico rapido, pratico, eficiente e ndo
invasivo. Acredita-se que a ultrassonografia seja 0 método mais viavel para este fim,
no entanto, ndo ha estudos que comprovam com procedimento diagndéstico eficaz
para a RPCL. Sabe-se que a ultrassonografia dos ovarios € muito Gtil para detectar as
estruturas ovarianas e acompanhar eventos como o desenvolvimento folicular e do
corpo lateo (OLIVEIRA, et al., 2013a). Diferencas em ecogenicidade e ecotextura
destas estruturas ja foram indicadas ao longo da fase luteal do ciclo estral em ovelhas
(GONZALEZ-BULNES et al., 2000). A avaliacao da funcao luteal por meio de andlise
de atributos da imagens ultrassonograficas também foi estudada em cabras, por
ARASHIRO et al. (2010), os quais indicaram pequena correlacdo entre ecotextura do
CL e sua funcéo esteroidogénica, demonstrando o potencial limitado de diagndstico
ultrassonografico da funcédo luteal em caprinos. Vale destacar que o0s autores
realizaram apenas a ultrassonografia convencional.

Sabe-se que recentemente a ultrassonografia Doppler tem sido empregada
com o objetivo de aprimorar os conhecimento fisiolégicos da reproducdo, como por
exemplo pelo estudo da vascularizagcéo de corpos Iuteos (BARBOSA & SILVA, 2012;
LUTTGENAU & BOLLWEIN, 2014). Uma vez que, este sistema vascular representa



12

50% das células que os constituem (SALLES & ARAUJO, 2010), a investigag&o neste
ambito apresenta extrema relevancia. Assim projeta-se que na RPCL seja possivel
detectar diferencas em relacdo as estruturas funcionais.

Neste contexto, denota-se a grande importancia deste estudo, o qual busca
aperfeicoar a utilizacao de protocolos de FSH com doses reduzidas em ovinos, assim
como, potencialmente definir ferramenta diagnostica efetiva da qualidade e

funcionalidade dos corpos Iuteos pelo emprego da ultrassonografia.
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4. Conclusao

A reducdo das doses de FSH exdgeno de 200 mg para 133 e 100 mg empregadas
no tratamento superovulatorio em ovelhas asseguram a formacgédo mais adequada de
corpos luteos e de melhor qualidade. Fato que permite a escolha da dose de 100 mg
para o desenvolvimento de protocolos superovulatérios mais eficientes e de custo

inferior em ovinos.
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