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EFEITO DA ADMINISTRACAO DO LH NO FINAL DO TRATAMENTO
SUPEROVULATORIO NA TAXA DE OVULACAO E PRODUGAO DE EMBRIOES

EM OVELHAS DA RACA SANTA INES

RESUMO - Foram realizados 20 programas de superovulacao e colheita de embrides
em ovelhas Santa Inés, com objetivo de testar a hipotese que a adi¢cao de LH ao final
do protocolo de superovulagdo causa incremento nas taxas de ovulagdo e de
producao de embrides. Para tanto, o experimento foi delineado em cross-over, sendo
o estro sincronizado com CIDR™ por 14 dias. No D7, substituiu-se o implante por um
novo, e administrou-se 37,5 pug de d-cloprostenol, IM. Para superestimulacdo, 256
mg de FSHp foram administradas em 8 doses decrescentes, iniciando no D12. No
D14, as fémeas receberam 200 Ul de eCG e 37,5 ug de d-cloprostenol. No grupo
controle (G-C) a taxa FSH/LH foi constante, enquanto no G-LH o protocolo
preconizava o acrescido de 7,5 mg de LH, administrado 24 h apds a retirada do
implante (D15). As fémeas foram inseminadas com sémen congelado, por
laparoscopia, as 42 e 48 h apo6s a retirada do implante, concomitantemente, as
estruturas ovarianas foram avaliadas. No D21, os embrides foram cirurgicamente
colhidos e avaliados. Os resultados demonstraram que o LH administrado ao final do
tratamento superovulatério ndo incrementou de maneira significativa a taxa de
ovulagdo e 0 numero de embrides viaveis (78,7% + 22,72 e 3,77 + 4,29,
respectivamente, G-C; 84,75 £ 10,13 e 4,22 + 5,19, G-LH). Quanto ao periodo das
ovulacOes, observou-se grande distribuicdo nos grupos, sendo possivelmente
correlacionado ao grande numero de estruturas nao fecundadas e embrides
degenerados encontrados. A auséncia de diferencga estatistica no numero de corpos
luteos, de embrides recuperados e viaveis pode ser associada a grande variabilidade
individual.

Palavras-chave: Superovulagéo; indugéo de ovulagéo; LH; embriées; ovinos.
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FFECTS OF LH ADMINISTRATION AT END OF THE FSH SUPEROVULATORY
REGIMEN ON OVULATION RATE AND EMBRYO PRODUCTION IN SANTA INES

SHEEP

SUMMARY - Twenty superovulation programs and embryos recovery were
accomplished in Santa Inés sheep, with objective to test the hypothesis that addition
of LH at the end of the superovulatory regimen causes an increase in the ovulation
rate and of embryos production. For so much, the experiment was delineated in
cross-over, being the estrus synchronized with CIDR, for 14 days. On D7, the implant
was substituted by a new one, and 37.5 pg of d-cloprostenol were administered.
Then, 256 mg of FSHp were administered in 8 decreasing doses, starting on D12. On
D14, all females received 200 IU of eCG and 37.5 ug of d-cloprostenol. In control
group (G-C), the FSH/LH ratio was constant, while in G-LH 7.5 mg of LH,
administered 24 h after implant withdrawal (D15). The laparoscopic inseminations
occurred 42 and 48 h after implant withdrawal, concomitantly, the evaluated ovarian
structures. On D21, the embryos were surgically collected and evaluated. Overall, the
results showed that LH administration at the end of the FSH treatment did not
significant increase the ovulation rate and number of viable embryos (78.7% + 22.72
and 3.77 £ 4.29, respectively, G-C; 84.76 £ 10.14 and 4.22 + 5.22, G-LH). For the
period of the ovulations, a great distribution was observed inside of the groups, being
correlated possibly to the great number of unfertilized oocytes and degenerated
embryos. The no statistical difference in the number of corpus luteum, embryos
recovery and viability can be associated the great individual variability.

Keywords: Superovulation; ovulation induction; LH; embryos; ovine



1. INTRODUCAO

A eficiéncia dos tratamentos para mdltipla ovulagdo e transferéncia de
embrides (MOTE) em ovelhas € ainda afetada por alta variabilidade na resposta
ovulatoria a estimulacdo com horménio foliculo estimulante (FSH) exdgeno, entre
grupos de tratamentos e animais de um mesmo grupo (GONZALEZ-BULNES et al.,
2004). O rendimento desta técnica € baixo pela presenga de fémeas que nao ovulam
ou apresentam baixa resposta ovulatéria, o que correspondem de 20 - 30%
(COGNIE, 1999; GONZALEZ-BULNES et al., 2000). Possiveis causas foram
inicialmente atribuidas a desordens induzidas pelos tratamentos superovulatérios, no
eixo endécrino e foliculos ovarianos (MORR et al., 1985). Assim, podendo ser
relacionadas a deficiéncia ou inexisténcia do pico pré-ovulatério do horménio
luteinizante (LH) (GONZALEZ-BULNES et al., 2003) ou a presenga de foliculos nao
responsivos, devido a baixa expressao dos receptores de LH da granulosa e da teca
(LOPEZ-DIAZ & BOSU, 1992; BOLAND et al.,, 1991). Essas alteracdoes usualmente
levam as anormalidades ovulatérias, tais como foliculos anovulatérios e foliculos nao
ovulados luteinizados (KAFI et al., 1997).

COGNIE et al. (1986) sugeriram que a administracdo de LH ao término da
estimulagdo com FSH exdgeno pudesse aumentar a taxa de ovulagdo e o nimero de
embrides recuperados. Neste sentido, PICAZO et al. (1996) verificaram apenas
tendéncia de incremento nas taxas de ovulagdes e recuperagao embrionaria, embora
observando frequiéncia aumentada de ovelhas Manchega, Churra e Merina que
responderam com multiplas ovulacbes e decréscimo na taxa de foliculos
anovulatérios. Estes aumentos, como em bovinos, podem diferir entre genoétipos
(CHUPIN et al., 1985). Desta forma, ainda nao é possivel predizer as alteragdes nas
taxas de ovulacdo e producao de embrides, relacionadas a administracdo de LH ao
final do protocolo de superestimulacdo em ovelhas da raca Santa Inés que

demonstram papel importante na consolidagao dessa biotecnologia no Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

A transferéncia de embrides baseia-se na inducdo ou sincronizagao do estro e
superovulagcdo das doadoras, seguida da inseminagéo artificial e da colheita dos
embrides através da lavagem uterina, preferencialmente, entre o quinto e sexto dia
apods o inicio do estro e posterior transferéncia a fémeas receptoras com a finalidade
de complementarem o periodo de gestagao (REICHENBACH et al., 2002).

As possibilidades que oferece a transferéncia de embribes como método de
progressao rapida do numero de descendentes de uma determinada fémeas tem
grande interesse tanto do ponto vista basico, na investigacdo sobre o
desenvolvimento embrionario como do aspecto pratico de produgéo animal (LOPEZ
SEBASTIAN, 2006). O incremento do nimero de descendentes por fémea faz dessa
técnica um instrumento de progresso genético, por aumentar a pressao de selecao e
ainda, reduzir o intervalo entre geragcdes pela obtencdo de embrides de fémeas
jovens. Entre outras aplicagdes, fornece base técnica para implantacdo de outras
biotecnologias afins; possibilita a preservacdo de animais em risco de extingdo e
facilita trdmites comerciais de importacdo e exportacdo de material genético por
garantia sanitéria (BARIL et al., 1995).

A primeira transferéncia de embrides ovinos foi documentada por WARWICK
et al. (1934) nos Estados Unidos. Ja no Brasil o primeiro relato foi feito por SELAIVE
& MIES FILHO (1979) com o nascimento de trés borregos oriundos de transferéncia
de embrides a fresco no estado do Rio Grande do Sul. Atualmente, a transferéncia
de embrides em ovelhas € uma realidade. Levantamento mundial do biénio 2004-
2005 revela a transferéncia de aproximadamente 84.943 e 34.458 embrides ovinos,
respectivamente. Todavia, os dados demonstram um decréscimo no numero de
embrides ovinos (- 47 %) coletados em detrimento da elevacdo no numero de
embrides caprinos (+ 293 %) (FONSECA et al., 2007). A auséncia de controles
oficiais e de comunicag¢des de profissionais e associacdes pode fazer com que estes
dados estejam sendo subestimados. De qualquer forma, o volume de embrides
congelados cresceu substancialmente para as duas espécies (FONSECA et al.,



2007). Parcialmente, isto pode ser resultado do crescimento mundial dos rebanhos
caprino e ovino (HAENLEIN, 2004), espécies que tém movimentado consideravel

volume de intercambio genético (i.e. embrides e sémen).

O sucesso da transferéncia de embrides depende do manejo sanitario e
nutricional das fémeas, sincronismo de estro entre doadoras e receptoras, resposta
superovulatéria das doadoras, inseminacao artificial, coleta, avaliagéo e transferéncia
dos embrides e fatores que afetam a sobrevivéncia dos embrides transferidos
(ISHWAR & MEMON, 1996).

A sincronizagao do estro é efetivamente alcangada pela reducéo da fase lutea
através da inducao da lutedlise pela prostaglandina F 2a (MENCHACA et al., 2004),
ou por seu prolongamento pelo uso de progesterona ou progestadgenos (HASHEMI et
al., 2006). A eficiéncia da sincronizacao do estro com progestagenos conduz a baixa
taxa de concepcdo quando comparada ao estro natural, devido a alteragdes no
padrao de liberagdo de LH (GORDON, 1975; SCARAMUZZI et al., 1988), na
qualidade das ovulagbes (KILLIAN et al, 1985) e no transporte e sobrevivéncia
espermatica (HAWK & CONLEY, 1971). Desconsiderando tais inconveniéncias, 0s
protocolos com progestagenos sdo os principalmente utilizados na pratica para
sincronizacao de estro e sua utilizagao foi estendida a outras técnicas da reproducéao
assistida, como a superovulacao e transferéncia de embrides.

O efeito de diferentes tempos de exposicdo a implantes de progesterona ou
progestagenos na subseqliente taxa de ovulacdo e qualidade dos embribes em
ovelhas superovuladas tem sido estudado. Baixa taxa de embrides viaveis tem sido
reportada em ovelhas sincronizadas com apenas um “Controlled Internal Drug
Release” (CIDR) e superovulada com FSH exdgeno (THOMPSON et al., 1990).
Entretanto, quando um segundo CIDR é inserido no Dia 7 (GUSMAO, 2006) ou Dia 9
(Dia 0 inicio do protocolo) (THOMPSON et al., 1990) ou o pessario de acetado de
fluorogestona (FGA) é suplementado com progesterona (SCUDAMORE et al., 1993)
mais embrides transferiveis sdo obtidos. Suportando o conceito que concentracoes
altas de esterdides sao desejaveis (SCUDAMORE et al., 1993). Dessa forma,

RUBIANES et al. (1999) sugeriram que se a progesterona € efetivamente importante



na subseqlente resposta superovulatéria, esse efeito € provavelmente mais
relacionado a uma agao prévia do hormdnio na dindmica folicular que em sua
concentragdo durante o periodo de estimulagcado gonadotréfica.

O objetivo de um tratamento destinado a aumentar a taxa de ovulagéo e o
numero de embrides obtidos implica, no aumento do numero de foliculos pré-
ovulatorios mediante aporte de altas doses de gonadotrofinas exdgenas. No comego
se utilizou, como agente estimulatério, a gonadotrofina coribénica equina (eCG) em
uma sé dose, normalmente de 1500 Ul, mediante injecdo por via intramuscular, 48
horas antes da retirada do progestageno (RAINIO, 1991). Atualmente, o eCG nao é
utilizado isoladamente em protocolos de superovulagdo por promover alta taxa de
foliculos anovulatérios, que se luteinizam (YING & MEYER, 1969), efeito dependente
da dose, momento de aplicacdo e vida média do preparado comercial (LOPEZ
SEBASTIAN, 2006). Grande melhoria na eficiéncia em programas de superovulacdo
para produgdo in vivo de embrides tem sido observada nas ultimas trés décadas pela
substituicaio do eCG por preparados de FSH geralmente de origem porcina
(ARMSTRONG & EVANS, 1983; JABBOUR & EVANS, 1991). Com este horménio se
obtém taxas de ovulagdes superiores e menor incidéncia de foliculos anovulatérios,
obtendo resposta individual mais uniforme (ARMSTRONG & EVANS, 1983). No
entanto, para estimular adequadamente os ovarios é necessario administra-lo com
intervalo de 12 horas (CHUPIN & PROCUREUR, 1985), devido suas concentracdes
na circulacdo periférica decrescerem a concentragcdes basais em 10 horas
(DEMOUSTIER et al., 1988). Os melhores resultados s@o obtidos iniciando o
tratamento 48 horas antes da retirada do progestageno, com injegdes diarias em
doses decrescentes (HOFFMAN et al, 1988), durante 2 - 4 dias (LOPEZ
SEBASTIAN et al, 1991; COGNIE, 1999). Resultados apresentados por
D ALESSANDRO et al. (2005) sugerem que tratamentos hormonais mais longos com
FSH-p e combinados com uma relagdo FSH/LH varidvel durante o periodo pré-
ovulatério promovem desenvolvimento de um maior nimero de foliculos ovulatérios.
Em geral, o FSH exdgeno comecga a atuar sobre a populacdo de foliculos presente

nos ovarios das ovelhas entre 12 e 24 horas apos o inicio do tratamento. A partir



desse momento, decorridas 48 horas, se observa crescimento de foliculos de 2 mm a
5 mm. Os foliculos em crescimento alcangam o tamanho pré-ovulatério entre 36 e 60
horas, concentrando-se entre 48 e 60 horas. (GONZALEZ-BULNES et al., 1997).

Na producdo in vivo de embrides, independentemente dos hormonios
utilizados no tratamento superovulatério, do protocolo de administragdo, do método
de sincronizacdo das ovulagdes, as maiores limitagcbes responsaveis pela
variabilidade das respostas estdo relacionadas com a dinamica folicular, com o
equilibrio estimulo-inibicdo que determinam a taxa de ovulagdo em cada espécie, e
com os mecanismos intra-ovarianos que controlam o crescimento folicular (LOPEZ
SEBASTIAN, 2006). Dessa forma, estudos assinalam que a condigdo folicular
presente no inicio do protocolo superovulatério favorece a resposta ao tratamento, na
existéncia de um alto numero de foliculos de tamanho médio capazes de crescer até
o tamanho ovulatério na auséncia de um foliculo dominante (BUNGARTZ &
NIEMMAN, 1994; KOHRAM et al, 1995). Assim, RUBIANES et al. (1997)
observaram inicialmente maior resposta estimulatéria quando o tratamento
gonadotréfico inicia no dia da ovulagdo (Dia 0). Entretanto, apdés 72 horas do
tratamento, os mesmos autores verificaram que o numero de foliculos grandes é
similar entre fémeas com inicio da estimulagdo no dia 0 e 3, demonstrando que o
FSH exdgeno tem efeito de anular a supressdo do foliculo dominante sobre os
subordinados. Porém é ainda, associada a uma baixa habilidade de ovulacéo, a
formagdo de corpo luteo anormal e a baixa competéncia de desenvolvimento do
odcito, supostamente por promover o desenvolvimento de foliculos que ja iniciaram o
processo de atresia ou ovulagao de foliculos envelhecidos que possuem oécitos que
retomaram prematuramente a meiose.

A formacdao de corpos luteos anormais e com periodo de vida curto parece ser
prevalente em ovelhas superestimuladas (RUBIANES et al., 1995). Tal evento
possivelmente € decorrente do desenvolvimento de foliculos com capacidade
inadequada de formacao luteal (KEISLER et al., 1989; WHITE et al., 1987) ou pela
ativacdo prematura do mecanismo de lutedlise (BAIRD, 1992; HUNTER, 1991). Essa

alta incidéncia de corpos luteos anormais em ovelhas superestimuladas pode estar



correlacionada a presenga de foliculos maiores que 4 mm no inicio do tratamento ou
mesmo a quantidade ou caracteristica do hormoénio utilizado no tratamento
superestimulatério. Para RUBIANES et al. (1995) em uma mesma ovelha todos os
corpos luteos sdo normais ou subnormais, indicando mecanismo geral ou sistémico.
Inibidores da prostaglandina-sintetase como a Flunixin meglumine administrado de
uma a duas vezes ao dia, entre 0 2% e 4° dia apds a deteccdo do estro (periodo
critico), auxiliam no bloqueio do processo de regressao prematura dos corpos luteos.
Neste sentido, trabalhos préaticos tém observado incremento na recuperagdo de
embrides viaveis, possibilitando o desenvolvimento de programas de transferéncia de
embrides (TRALDI, 2002).

Outros aspectos importantes na producao in vivo de embrides se referem a
diminuicao da resposta a superestimulagdes repetidas, devido as concentragdes de
anticorpos anti-FSH e as falhas de fecundacdo em fémeas de alta resposta
superovulatéria, (COGNIE, 1999; LOPEZ SEBASTIAN, 2006). Segundo EVANS &
ARMSTRONG (1984), tratamentos superovulatérios promovem prejuizo no
transporte espermatico ao utero e oviduto pela cérvix. Assim, a inseminacgao intra-
uterina pode incrementar a taxa de fecundacgao, principalmente em ovelhas com um
alto numero de ovulacdes, levando a uma influencia positiva na producdo de
embrides. Por outro lado, a taxa de fecundacéo pode ser relacionada ao protocolo de
administracdo da gonadotrofina (FSH), possivelmente por afetar a qualidade dos
odcitos pela alteracdo do ambiente do oviduto e uterino, assim levando a
subseqliente degeneracao de alguns embrides (D" ALESSANDRO et al., 2005).

O tratamento superovulatério com FSH promove ainda, grande variabilidade
que € atribuida ao efeito negativo do LH presente nos preparados comerciais
utilizados, que pode apresentar diferencas na relagdo entre FSH e LH entre lotes
(CHUPIN et al., 1985), desde 20 a 80% (LINDSELL et al., 1986). Uma alta atividade
de LH diminui a resposta ovariana (MURPHY et al.,, 1984), por isso, atualmente se
utilizam preparados de FSH altamente purificados (LOPEZ SEBASTIAN, 2006). Em

bovinos, a diminuicdo dessa relacdo FSH/LH, aumenta o nimero de ovulagcées em



algumas racgas, enquanto em outras mostram diminuicdo (CHUPIN et al., 1985). Este
fato enfatiza a importancia de diferencas raciais na resposta as gonadotrofinas.

Pouco se sabe do efeito de modificar a relagdo FSH/LH em tempos
especificos durante tratamento superovulatérios. Nas fases finais de crescimento
folicular, ha uma sensibilidade aumentada ao FSH e LH (MC NATTY et al., 1990).
Baseado na concepgao que a relagdo FSH/LH em condigdes fisioldgicas decresce do
momento da regressao luteal ao pico pré-ovulatério (CAHILL et al., 1981), alguns
protocolos com modificagao na relagao de FSH/LH em tempos especificos, tem sido
utilizado com sucesso em ovelhas (D'ALESSANDRO et al., 1997). Nesta fase final, o
LH poderia agir ndo s6 como um substituto de FSH, mas pelo aumento das
concentragdes de estradiol e elevacdo da expressao dos receptores de LH,
influenciar o ndmero de ovulagdes. As observacdes de COGNIE et al. (1986)
sugeriram que a administracdao de LH ao término da excitacdo com FSH pudesse
aumentar a taxa de ovulagao e o numero de embrides recuperados. Estes aumentos,
como em bovinos, podem diferir entre gendtipos (CHUPIN et al., 1985). Neste
sentido, PICAZO et al. (1996) demonstraram tendéncia de incremento nas taxas de
ovulagdes e recuperagdo embrionaria em ovelhas Manchega, Churra e Merino,
tratadas com protocolos acrescidos de LH ao final da estimulagédo, observando uma
freqiéncia aumentada de ovelhas que responderam com multiplas ovulacbes e
decréscimo na taxa de foliculos anovulatérios.

A eficiéncia dos protocolos de superovulacdo é ainda, afetada pela ocorréncia
de anormalidades reprodutivas, tdo como a presenca de foliculos anovulatérios
(VEIGA-LOPEZ, 2006), que apresenta uma incidéncia em torno de 20 a 30%
(COGNIE, 1999). Possivelmente causadas por deficiéncia ou inexisténcia da onda
pré-ovulatoria de LH (GONZALEZ-BULNES et al, 2003), ou pela presenca de
foliculos ndo responsivos, devido a baixa regulagcdo dos receptores de LH da
granulosa e da teca (LOPEZ-DIAZ & BOSU, 1992).



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

» Avaliar o efeito da administracdo do hormoénio luteinizante (LH) ao final do
protocolo de superovulagdo em ovelhas da raga Santa Inés nas taxas de
ovulagéo e de produgéo de embrides.

3.2. Especificos

» Avaliar a condicdo folicular presente ao inicio do protocolo de
superestimulacao, quanto a interferéncia da presenca de foliculos dominantes
na resposta estimulatéria, superovulatéria e na competéncia de

desenvolvimento dos embrides;

» Verificar o percentual de estro manifestado e o momento do inicio da
receptividade sexual das doadoras apdés o término dos protocolos de

superovulacao, correlacionando com o periodo da ovulagao;

» Pesquisar o efeito do acréscimo de LH no final do protocolo na resposta

superovulatéria das doadoras e sua interferéncia no periodo ovulatorio;

» Determinar as taxas de ovulagao, de foliculos anovulatérios, de recuperacao e
viabilidade de embrides, de estruturas nao-fecundadas e degeneradas nos

diferentes tratamentos superovulatérios;



4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendagdes do Cédigo
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) (1988), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, sob o protocolo 21131.

4.1. Local do experimento

O experimento foi desenvolvido entre os meses de maio a novembro de 2007,
na Fazenda Betel, localizada no Municipio de Ibitinga (21°45'28" latitude sul e
48°49'44" |ongitude oeste), estado de Sao Paulo, Brasil. O clima é do tipo Aw,
classificagéo de Koeppen (inverno seco e verao umido), com médias térmicas anuais
entre 19,3 °C e 25,4 °C, e precipitagcdes pluviométricas anuais médias variando de
20,6 mm e 219,4 mm.

4.2. Animais

Foram selecionadas 10 fémeas ovinas da raga Santa Inés adultas, pluriparas,
nao prenhes e nao lactantes, pesando em média 60,3 = 10,74 Kg, com condi¢des de
escore corporal médio de 3,95 + 0,32 (média = desvio padrdo; 1 = magra a 5 =
obesa) e consideradas higidas apds realizacdo de exame clinico. Procedeu-se ainda,
avaliacao ginecoldgica dos 6rgaos internos da reproducao por ultra-sonografia trans-
retal e os externos por inspecdo. N&o constavam no histérico, problemas
reprodutivos. As fémeas foram, vacinadas contra Leptospirose’ e Clostridioses?, e
entdo, vermifugadas® ao inicio de cada réplica. Todos os animais foram mantidos em
pastejo de coast-cross, onde tiveram acesso ad libitum a agua e sal mineral, além de

serem suplementados, uma vez ao dia, com silagem de cana e ra¢ao balanceada.

' Leptospiro-Vac B™, Irfa, Porto Alegre - RS, Brasil
% Covexin10™, Schering-Plough, Cotia- SP, Brasil
% Cydectin™, Dosagem: 1mL/50 kg de peso vivo.
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4.3. Tratamentos

O experimento foi delineado em “cross-over”, sendo cada fémea submetida
por duas vezes ao programa de colheita de embrides, a um intervalo de
aproximadamente 60 dias, de modo que todos o0s animais passaram pelos dois
grupos experimentais. Assim, perfazendo um total de 20 programas. Em cada réplica
as ovelhas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos e submetidas
concomitantemente a tratamentos de superovulagao distintos (Tabela 1). O protocolo
base utilizado neste experimento segue o padrao tradicional utilizado comercialmente
no Brasil, segundo GUSMAO (2006). O dia inicial dos tratamentos (DO0) foi escolhido

indiferentemente ao dia do ciclo estral das fémeas.

Tabela 1 - Grupos e tratamentos experimentais preconizados para ovelhas submetidas a
tratamento de superovulatério e colheita de embrides (FCAV, campus de
Jaboticabal, UNESP / 2008).

G-C Protocolo Controle Réplica 1 (n=5)
Réplica 2 (n=5)
G-LH Protocolo LH Réplica 1 (n=5)
Réplica 2 (n=5)

n: nimero de animais por grupo; G-C: Grupo Controle; G-LH: Grupo LH (indutor de ovulagao).

Todos os animais (Grupo C - Controle; n=10, Grupo LH, n=10), tiveram o estro
sincronizado com a insercdo de um implante intravaginal contendo 0,3 g de
progesterona* no Dia 0, substituindo por um novo no Dia 7, o qual foi mantido até o
Dia 14. No momento da troca dos implantes (D7) foi administrado 37,5 ug de d-

cloprostenol®, por via intramuscular. A superestimulacéo folicular foi realizada pela

* Eazi- Breed CIDR™ - Controlled Internal Drug Release, Pfizer, Nova Zelandia
® Prolise™, Tecnopec, ARCA S. R. L., Argentina
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administragdo intramuscular de 256 mg de FSHp® em oito doses decrescentes a
intervalos de 12 horas (48, 48, 36, 36, 24, 24, 20 e 20 mg de FSHp), tendo inicio 48
horas antes da retirada do implante (D12). Ao final do tratamento com progesterona
(D14) as fémeas receberam 200 Ul de eCG’ e 37,5 pg de d-cloprostenol?, IM. No
Grupo Controle (G-C) a taxa FSH/LH foi constante ao longo do tratamento, enquanto
no Grupo LH (G-LH) o protocolo preconizou acréscimo de 7,5 mg de LHZ,
administrado intramuscularmente 24 horas apds a retirada do implante (D15),
concomitante a oitava dose de FSHp. Em todas as fémeas do experimento, foram
administradas trés doses de 75 mg de Flunixin meglumine® a intervalo de 24 horas,
iniciando-se um dia apds as inseminacgoes, para evitar regressao prematura de corpo

luteo. O esquema dos protocolos estd demonstrado na Figura 1.
4.4. Avaliacao ultra-sonografica

Avaliagbes ultra-sonograficas foram realizadas no 122 dia do protocolo, em um
“‘pool” de oito animais, escolhido aleatoriamente, a fim de pesquisar a condigdo
folicular presente no inicio do tratamento superestimulatério. Para tal, as
observagdes foram conduzidas com a fémea em posicdo quadrupedal, tendo a
parede abdominal comprimida, para facilitar a visualizacdo do Utero e ovarios.
Utilizou-se equipamento de ultra-som'® contendo transdutor linear multifrequéncial (5,
7 € 9 MHz). Um tubo de plastico ligeiramente curvado (comprimento 30 cm) foi fixado
ao cabo do transdutor para permitir sua manipulacado externamente. Apds deposicao
do gel'’ sobre o transdutor, este foi introduzido no reto com a superficie de contato

posicionada paralelamente a parede abdominal. Quando a bexiga urinaria foi

® Folltropin™, Tecnopec, Bioniche A. H. C. Inc.,Canada

” Novormon 5000™, Shering-Plough S. A., Syntex S.A., Argentina
¥ Lutropin™, Tecnopec, Bioniche A. H. C. Inc. , Canad&

° Banamine™, Shering-Plough S. A., Brasil

1% Ultra-som, Convex Scaner, HS-2000, Honda, Japao

" Gel & base de carboxi-metil-celulose, Gerbras, Latino Quimica Antex, Argentina
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ultrapassada e os cornos uterinos localizados, o transdutor foi lentamente
rotacionado para esquerda e direita a fim de observar os ovarios e suas estruturas.
Todos os foliculos =2 2 mm detectados pela ultra-sonografia foram quantificados e
seus diametros mensurados, sendo denominado de F1 e F2 os dois foliculos com

maiores diametros.

Grupo Controle {G-C):
eCG (200U1) + PGF2a

FSHp (256 mg)

20% 18% 10% 5%

PGF2a 20% 158% 10% 5%
l l l l l l l l IA (42h) . Colheita
¥ 1A (48h) Banamine embrides
CIDR™ - Progesterona CIDR™ - Progesterona l l l l l
| | I I I | | | | | | >
I [ I I I I I l T T I
Do D7 D12 D13 D14 D15 D16 M7 D18 D19 D21

Grupo LH (G-LH):
eCG (200U + PGF2a

FSHp (256 mg)

20% 158% 10% 5%

PGF2a 20% 15% 10% 5% —»| +LH{7,5mg]

L AT ) o S
IA {48h) Banamine embrides
CIDR™ - Progesterana CIDR™ - Progesterana i l l l
| | | | | | | | | | | N
| | | | | | 1 1 ] 1 | >
Do D7 D12 D13 D14 D15 D16 D17¥ D18 D19 D21

Figura 1 - Esquema dos protocolos hormonais destinados a superovulagéao (G-C e G-LH) de ovelhas

Santa Inés doadoras de embrides (FCAV, campus de Jaboticabal - UNESP / 2008).
Legenda:

DO - Dia zero (inicio do tratamento com progesterona)

CIDR - Implante intravaginal contendo 0,3 g de progesterona

D7 - Sétimo dia do tratamento com progesterona, dia da troca dos implantes

PGF2a - aplicagao de 37,5 ug de d-cloprostenol, analogo da prostaglandina, via intramuscular

D12 - Décimo segundo dia do tratamento com progesterona, inicio do tratamento superestimulatério

FSHp - Horménio foliculo estimulante de origem porcina, administrado de forma fracionada em oito aplicagbes com
doses decrescentes, a cada doze horas, totalizando 256 mg do horménio

D13 - Décimo terceiro dia do tratamento com progesterona, segundo dia do tratamento superestimulatério

D14 - Décimo quarto dia (retirada do implante de progesterona e aplicagdo de 200Ul de eCG e 37,5 pg de d-
cloprostenol, andlogo da PGF2a) e terceiro dia do tratamento superestimulatério

D15 - Décimo quinto dia do protocolo, aplicagdo das ultimas duas doses de FSHp e administragéo de 7,5 mg do
horménio luteinizante (LH) nas fémeas do grupo LH

D16 - Décimo sexto dia (dia das inseminagdes artificiais)

D17, D18 e D19 - Dias 17, 18 e 19 do protocolo (aplicagdes de 75mg de Flunixin meglumine)

D21 - Vigésimo primeiro dia (Dia da colheita de embrides)
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4.5. Observacao de estro

Ao final do tratamento com progesterona, a detecgdo de estro foi realizada
com auxilio de rufides (machos adultos epididimectomizados) na proporgcédo de 1:4
doadoras, 0s quais tiveram a regidao peitoral manchada com graxa colorida. As
identificacées das fémeas marcadas foram realizadas trés vezes por dia, durante os
dois dias seguintes a retirada do implante de progesterona (D15 e D16), detectando
assim o momento inicial do estro e a sincronia entre as fémeas. As fémeas ficaram

constantemente acompanhadas dos rufides.
4.6. Inseminacao artificial

Depois de 24 horas de restricdo alimentar e hidrica, foram realizadas duas
inseminagdes intra-uterinas por laparoscopia em tempos pré-fixados, 42 e 48 horas
apds a retirada do implante de progesterona. Cada fémea foi colocada em maca
cirdrgica apropriada em posicao de Trendelenburg e recebeu como medicagcao preé-
anestésica, 0,15 mg/Kg, de cloridrato de xilazina a 2%'? e 0,07 mg/Kg de
acepromazina'®, por via intramuscular. No campo cirdrgico, regido do abdominal
cranial ao Ubere, foi feita tricotomia e anti-sepsia com tintura de iodo 2%, e em
seguida, anestesia local infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaina'
por botdo anestésico, onde foram introduzidos os trocartes. Uma vez obtida a visao
interna da cavidade, procedeu-se a deposi¢cdo do sémen na porcdo médio-distal de
cada corno uterino, utilizando sémen congelado com qualidade avaliada pelos
parametros androldgicos fisicos e morfolégicos preconizados pelo Colégio Brasileiro
de Reproducédo Animal (CBRA, 1998), na quantidade de uma palheta de 0,25 mL de
sémen por corno uterino em cada inseminacdo, correspondente a 100 x 10°
espermatozéides/palheta. Os acasalamentos foram escolhidos aleatoriamente, nao

preconizando a utilizagdo de sémen de mesmo reprodutor ou partida.

'> Rompun™, Bayer, Brasil
'3 Acepran™, Univet, Brasil
'* Lidovet™, Bravet, Brasil
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4.7. Avaliacao laparoscopica

Durante as laparoscopias para as inseminagdes artificiais avaliaram-se as
estruturas ovarianas, com intuito de pesquisar a resposta estimulatéria e estimar o
periodo ovulatério, sendo verificado o numero de foliculos grandes (4 - 6 mm), de
pré-ovulatorios (= 6 mm), de recém-ovulados e de corpos luteos presentes. A partir
desses dados, foram estabelecidos trés periodos ovulatorios, no qual as fémeas que
no momento da primeira inseminagao apresentaram pelo menos um foliculo ovulado
foram agrupadas no periodo 1 (P1 - ovulacdo antes de 42 horas da retirada do
implante). As fémeas que apresentaram foliculos ovulados na segunda inseminagao
foram incluidas ao periodo 2 (P2 - ovulagdo entre 42 e 48 horas) e nas que nao
foram visualizados foliculos ovulados em nenhuma das inseminacées ao periodo 3
(P3 - ovulacao apés 48 horas).

No dia da colheita de embrides, repetiu-se a avaliagdo das estruturas
ovarianas, por via laparoscopica. Os corpos luteos visualizados foram contados e
classificados quanto a qualidade, quando se avaliou tamanho aproximado, coloragéao
e sua protusdo na superficie do ovario. Aqueles com didmetro inferior a
aproximadamente 5 mm, de coloracdo palida, com pouca ou nenhuma protusdo na
superficie do ovario foram definidos como anormais, conforme descrito por
RUBIANES et al. (1996; 1997). Os foliculos com didmetro superior a 5 mm também
foram computados sendo nomeados de foliculos anovulatorios.

Os dados obtidos foram utilizados para calcular os indices da resposta
superovulatéria em cada ovelha: taxa de ovulagéo, calculada pela divisao do numero
de corpos luteos observados na colheita de embrides pelo nimero de foliculos pré-
ovulatérios no momento da inseminacao artificial; niumero de foliculos anovulatérios,
calculado pela subtragdo do numero de foliculos pré-ovulatérios no momento da
inseminagao artificial, do numero de corpos luteos observados na colheita de
embrides. A taxa de falhas anovulatérias foi obtida pela divisdo, em cada ovelha, do
numero total de foliculos anovulatérios pelo nimero de corpos Iuteos mais os

foliculos anovulatoérios.



15

A resposta superovulatéria das ovelhas foi ainda classificada em trés escores:

» Escore 0: Fémeas que ndo responderam ao tratamento superovulatério,
demonstrando 4 ou menos ovulagdes;

» Escore 1: Fémeas que responderam ao tratamento superovulatério, com
nuamero de corpos luteos entre 5 e 10;

» Escore 2: Resposta superovulatéria alta, apresentando nimero de corpos

luteos, igual ou superior a 11.

4.8. Colheita de embrioes

Os embrides foram colhidos cinco dias ap6s as inseminagdes artificiais pela
lavagem uterina por via cirargica. As fémeas foram previamente mantidas em jejum
alimentar e hidrico de 24 horas, recebendo entdo, como medicacao pré-anestésica
0,15 mg/Kg de cloridrato de xilazina a 2% e 0,07 mg/Kg de acepromazina, IM. Em
seguida, foi realizada anestesia epidural com 0,02 mg de lidocaina, sendo a fémea
posteriormente colocada em maca cirdrgica apropriada em posicao de
Trendelenburg. No campo cirdrgico destinado aos procedimentos da laparoscopia e
laparotomia, regido abdominal caudal, foi feito a tricotomia e anti-sepsia com tintura
de iodo, seguida pela colocacao de panos de campo e realizagao de anestesia local
infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaina em cada ponto onde foram
introduzidos os trocartes. Ato seguinte a avaliacao laparoscoépica dos ovarios e suas
estruturas, a maca foi posicionada horizontalmente quando se procedeu a anestesia
infiltrativa na dose de 0,2 mg de cloridrato de lidocaina na linha média, e realizagéo
de uma incisdo de aproximadamente 8 cm. Ap6s identificagdo, tracionamento
cuidadoso e exposicdo dos cornos uterinos realizou-se a lavagem. Para o
procedimento de lavagem de cada corno uterino, introduziu-se sonda “foley” n® 8 na
porgcao proximal, tendo o baldo inflado para evitar refluxo de liquido. Na porgéo distal,

proxima a jungdo Utero-tubdrica foi colocado um cateter n® 20G por onde o meio
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PBS'® previamente aquecida a 37 °C foi introduzido, permitindo a formagdo de um
fluxo de liquido pelo corno até sua saida pela sonda “foley”. Utilizou-se um volume
total de 60 mL de meio PBS por corno lavado. O liquido recuperado foi armazenado
em placas de Petri para posterior avaliacdo das estruturas recuperadas. O corno
contra lateral foi posteriormente lavado seguindo o mesmo procedimento. Apés as
lavagens dos cornos foi colocado no interior da cavidade abdominal, solu¢cao Ringer
heparinizada, possibilitando minimizar a formag¢ao de possiveis aderéncias. Seguiu-

se entdo, com a sutura das camadas muscular, subcutanea e dérmica.
4.9. Avaliacao embrionaria

Apoés as lavagens dos cornos uterinos, o liquido recuperado foi colocado em
placas de Petri e avaliado sob aumento de 20 a 50X em estéreo-microscépio. As
estruturas encontradas foram transferidas para gotas de meio de manutencao'® para
posterior avaliacdo. A clivagem foi usada para evidenciar a fecundacao dos odcitos.
Assim, identificou-se o numero de estruturas nédo fecundadas e os embrides
encontrados foram entao classificados quanto ao estaddio de desenvolvimento. Os
embrides em estadio de moérula compacta, blastocisto inicial e blastocisto foram
ainda classificados quanto a qualidade, sendo considerados viaveis os classificados
de graus | a lll (Tabela 2). Os embrides em estadio atrasado de desenvolvimento e
os classificados em grau |V foram agrupados como estruturas degeneradas.

Posteriormente, foram calculados os indices para cada ovelha: taxa de
recuperacgao, calculada pela divisdo do numero total de estruturas recuperadas pelo
numero de corpos luteos; taxa de viabilidade, calculada pela divisdo do niumero de
embrides viaveis pelo numero total de estruturas recuperadas; taxa de nao-
fecundados, calculada pela divisdo do numero de odcitos dividido pelo numero total
de estruturas recuperadas; taxa de degenerados, calculada pela divisdo do numero

de estruturas degeneradas dividido pelo numero total de estruturas recuperadas.

"> Dulbecco Modificado™ (DPBS), Embriocare, Cultilab, Brasil
'® Holding plus™, 0,4% BSA, Embriocare, Cultilab, Brasil
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Tabela 2 - Classificacdo dos embrides quanto a qualidade (FCAV, campus de Jaboticabal,

UNESP / 2008).
Grau Classificacao Aspecto
| Excelente Embrido ideal; simétrico e esférico, com zona pellcida integra,
simétrico e com células de tamanho, coloragao e textura uniformes.
] Bom Apresenta pequenas imperfeicdes como poucos blastémeros
extrusos, formato irregular, alteragédo de cor ou presenga de poucas
vesiculas.
]| Regular Ha maior nUmero de imperfei¢cdes, como alguns blastémeros

extrusos, vesiculagdes e algumas células degeneradas.

v Degenerado  Existem severas alteragdes como numerosos blastdmeros extrusos,
degenerados e de tamanho variados; grande nimero de vesiculas e
alguma massa embrionéria viavel.

IETS (1998), adaptados por OLIVEIRA (2008).

4.10. Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical Analysis
System for Windows SAS™ 7. As variaveis, momento do inicio do estro; foliculos
grandes, pré-ovulatorios, recém-ovulados e corpos luteos durante as inseminagdes;
total de foliculos ovulatérios; foliculos anovulatérios; corpos luteos totais e anormais;
estruturas recuperadas; embrides viaveis, ndo fecundados e degenerados; taxas de
ovulagao, de foliculos anovulatérios, de recuperagéo, de viabilidade, de estruturas
nao-fecundadas e degeneradas foram expressas em média e desvio padrdo da
média. Assim, foram analisadas por ANOVA usando o procedimento GLM, sendo
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) e confirmadas pelo teste de
Tukey, comparando o efeito dos tratamentos e réplicas. Da mesma forma, a
frequéncia de ovelhas quanto ao periodo ovulatério e o escore da resposta ovulatoria
e a média de corpos luteos nos diferentes escores foram analisadas.

Os dados do “pool” de animais avaliados quanto a condicao folicular no inicio
do tratamento superestimulatério foram separados de acordo com a fase folicular e
entdo comparados as médias e desvio padrao do diametro de F1 e F2, nimero de

" SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2002
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foliculos com aproximadamente 2 mm, de foliculos ovulatérios, de corpos luteos e de
foliculos anovulatorios pelo teste de Kruskal-Wallis. O efeito da condig&o folicular no
numero de foliculos ovulatérios, corpos luteos e foliculos anovulatérios foi
assegurada pela correlacdo de Spearman. O mesmo procedimento estatistico foi
empregado para determinar a correlacdo entre nimero de foliculos das diferentes
categorias de acordo com 0s grupos experimentais; e entre periodo de ovulacéo e
inicio do estro.

A transformacao utilizada nas variaveis foi a raiz quadrada da observacao + 1
com o intuito de diminuir o coeficiente de variacdo, indicativo de alta variabilidade

individual.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao da condicao folicular no inicio do tratamento superestimulatério

Em todos os animais propostos foi possivel, pela ultra-sonografia trans-retal,
visualizar os ovarios e realizar a identificacdo dos foliculos e suas mensuragdes,
conforme procedimentos descritos na literatura (SCHRICK et al., 1993; EVANS et al.,
2000; VINOLES et al., 2004). Nao foi observada presenca de corpos liteos em
nenhum dos animais avaliados no dia do inicio do tratamento com FSH, sendo este
fato, possivelmente atribuido a administracdo de d-cloprostenol, analogo da
prostaglandina F2a, no D7 do protocolo.

Notou-se em 62,5% destes animais, presenca de foliculos com diametro
24mm (4,58 + 0,11mm, média = desvio padrdo) ao inicio do tratamento
gonadotroéfico, e no restante (37,5%), apenas presencga de foliculos com didametro de
aproximadamente 2mm (2,36 + 0,15mm; P<0,05). Logo, pode-se considerar que as
fémeas estavam respectivamente, em fase de dominancia e recrutamento, segundo
EVANS et al. (2000). Esses resultados demonstraram que o protocolo de
sincronizacao utilizado como base, no presente experimento, ndo promoveu a

sincronizacao da emergéncia da onda, podendo-se observar, ao inicio do protocolo
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superestimulatério, diferentes momentos de onda entre as ovelhas. Estes achados,
portanto, divergem do enfoque dado em diversos estudos publicados nos ultimos
anos, que enfatizam a importancia de iniciar o tratamento gonadotréfico no dia da
emergéncia da onda folicular, “Protocolo Dia 0" (RUBIANES et al, 1997;
MENCHACA et al., 2002; GONZALEZ-BULNES et al., 2002; GONZALEZ-BULNES et
al., 2003). Esses autores associam a presenca ou auséncia de foliculo dominante no
inicio desses tratamentos a alta variabilidade na resposta superovulatéria.

O numero médio de foliculos de aproximadamente 2mm, presentes nos
ovarios destas fémeas, no inicio do tratamento superestimulatério com FSH e o
numero de foliculos ovulatérios presente no momento das inseminagcdes foram de
15,87+2,10 e 14,75%3,24, respectivamente, observando-se alta correlagdo entre
esses valores (R= 0,95; Coeficiente de correlacdo de Spearman, P=0,0003). Nota-se
que estes valores corroboram VEIGA-LOPEZ et al. (2006), os quais demonstraram
tendéncia positiva na relacdo entre essas médias. Da mesma forma, grande
correlagao foi verificada, no presente experimento, entre o numero de foliculos = 2
mm no inicio do tratamento superestimulatério e o niumero total de corpos luteos
mais foliculos anovulatérios; a qual, também estd em acordo com os dados
apresentados por VEIGA-LOPEZ et al. (2006). Assim, esses resultados podem
contribuir para comprovar a eficiéncia do exame ultra-sonografico e laparoscopico
realizado neste experimento.

Os dados desses animais foram ainda agrupados em categorias, de acordo
com o0 momento na onda folicular, e estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Médias e desvio-padrao do diametro dos foliculos maiores (F1 e F2), do nimero de foliculos
com didmetro de aproximadamente 2 mm presentes no inicio do tratamento
superestimulatério, do numero médio de foliculos ovulatérios no momento da inseminagao
artificial e do numero de corpos liteos e de foliculos anovulatérios de acordo com as
categorias da fase folicular (FCAV, campus de Jaboticabal, UNESP / 2008).

Diametro dos foliculos

N¢ Foliculo Ne Foliculo N¢ Corpo N¢ Foliculo

Categorias N F1 F2 ~2mm Ovulatério Luteo Anovulatério
Fase recrutamento

(22 mm) 3 243+0,7* 2,23+0,15* 15+3,60° 13,33+5,13* 9,66 +6,42* 3,66 +2,88°
Fase dominancia

(=4 mm) 5 446zt 0,19b 3,48 0,37b 16,4 +0,54"° 156+1,67° 12,4+4,03° 3,2+248°

N: nimero de animais por categoria
2% | etras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

De acordo com as médias e desvio-padrdo apresentadas nesta Tabela,
observa-se diferenca estatistica nos didmetros dos foliculos F1 e F2 entre as
categorias, nao havendo, entretanto, diferenca significativa no niumero de foliculos de
aproximadamente 2 mm. Esses resultados demonstram que nesses animais, nao
houve inibicdo do recrutamento folicular pela presenca de foliculos grandes,
aparentemente dominantes, embora o efeito supressivo desses foliculos seja ha
varios anos relatado em bovinos (HUHTINEN et al., 1992; HUNTER, 1991; PIERSON
& GINTHER, 1988) e mais recentemente em ovinos e caprinos (MENCHACA et al.,
2002; RUBIANES et al., 1997).

Os numeros de foliculos ovulatérios e de corpos Iuteos desses animais
também ndo apresentaram diferenca estatistica entre as categorias (P>0,05). Esse
resultado propde que a diferenca da condicdo folicular no inicio do tratamento
gonadotréfico ndo influenciou a resposta superestimulatéria e superovulatéria.
Segundo RUBIANES et al. (1997), a resposta estimulatéria inicial € maior em fémeas
que iniciam o tratamento com FSH no dia da ovulagdo (DO0), entretanto decorridas 72
horas o numero de foliculos grandes € similar entre as fémeas com inicio da

estimulacdo nos dias 0 e 3, demonstrando que o FSH exdgeno tem efeito de anular a
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supressao do foliculo dominante sobre os demais. Porém, baixa habilidade de
ovulacao foi comprovada por RUBIANES et al. (1997; 1995). Para VEIGA-LOPEZ et
al. (2006), pode ser observada maturacao inadequada dos foliculos menores por
interferéncia da presencga dos maiores.

Para o numero de foliculos anovulatérios, da mesma forma, ndo se observou
diferenca estatistica entre as categorias, contrastando com os achados de VEIGA-
LOPEZ et al. (2006), quando mostraram a possibilidade da divergéncia entre
dominantes e recrutados no inicio do tratamento com FSH estar relacionada a alta

frequéncia de foliculos anovulatérios.

5.2. Avaliacao da manifestacao de estro

Os protocolos utilizados neste experimento preconizaram a inseminagcao em
tempo pré-fixado, portanto, sem a necessidade de observagdo de estro. Contudo,
essa avaliagao foi realizada com intuito de permitir melhor acompanhamento das
respostas aos tratamentos.

Todas as ovelhas do experimento manifestaram sinais de estro nos dois dias
apos a remocdo dos implantes de progesterona. Nao foi observada variagdo
estatistica entre os grupos no intervalo entre a retirada dos implantes e inicio do
estro, quando as médias + desvio-padrdao encontradas foram de 25,2 + 6,19h para o
grupo controle (G-C) e de 28,8 + 12,59h para o grupo LH (G-LH). Dessa forma,
observa-se inicio de estro anterior aos relatados por SIMONETTI et al. (2008) e
CORDEIRO et al. (2003), quando da utilizacdo de protocolos com administragdo de
multiplas doses de FSH. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada ao
emprego da associacao de eCG e FSH. Essa hipotese € sustentada por SIMONETTI
et al. (2008), quando verificaram atraso no pico pré-ovulatério de LH e na
manifestacdo de estro quando o eCG nao foi incluido ao tratamento. Por outro lado,
o intervalo entre a retirada dos implantes e inicio do estro pode ter sido menor, em
virtude das fémeas terem sido mantidas continuamente com os machos rufides no
periodo de observacdo de estro. Segundo ROMANO et al. (2001) e ROMANO
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(1998), os fatores relacionados a este fato ainda sdo desconhecidos, mas € evidente,
que a presenga continua do macho resulta numa redugéo significativa no inicio do
estro. Os autores ainda referem que quando continuamente presente, o macho tem a
oportunidade de expressar o seu completo comportamento sexual: corte e monta.
Observou-se grande variacao individual na distribuicdo do momento inicial do
estro (Figura 2). As ovelhas do G-C apresentaram estros concentrados entre 18 e 36
horas apdés remocdo do implante, enquanto as fémeas do G-LH mostraram
ocorréncia de estro mais distribuida ao longo do periodo de observacbes (12-48
horas). Verificou-se ainda, maior incidéncia de inicio de estro, as 24 e 36 horas para
o G-C e G-LH, respectivamente, o que correspondeu a 60% das fémeas por grupo.
Essa diferenca entre os grupos possivelmente nao foi atribuida a administracao de
LH ao final do protocolo e, a grande variacédo individual reafirma a auséncia de

sincronismo promovido, entre os animais tratados, pelos protocolos experimentais.

N WA OO N

Numero de ovelhas

—_

o m

12 18 24 36 42 48

Momento do inicio do estro (Horas apés remocao implante)

‘D Grupo Controle (G-C) m Grupo LH (G-LH) ‘

Figura 2. Histograma da distribuicdo das ovelhas em estro conforme o
intervalo entre a retirada do implante de progesterona e inicio do
estro (horas). (FCAV, campus de Jaboticabal - UNESP / 2008).
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5.3. Resposta superestimulatéria e periodo ovulatério

No momento das inseminagbes artificiais todas as estruturas presentes na
superficie dos ovarios, foram visualizadas e catalogadas, de acordo com as
categorias, € entdo quantificadas, tendo seus valores apresentados na Tabela 4.
Observou-se um total de 135 (13,5 + 3,43) e 158 (15,8 = 5,18) foliculos de tamanho
ovulatério, para os grupos controle e LH, respectivamente, ndo evidenciando
diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05). O resultado dessa andlise foi
esperado visto que, a diferenca entre os protocolos se restringiu ao acréscimo do
indutor de ovulagao.

Durante a primeira avaliacdo laparoscépica (concomitante a 12 inseminagao
artificial, 42h) verificou-se que 62,96% dos foliculos quantificados no grupo controle
foram catalogados como foliculos grandes (didametro de 4-6mm), enquanto no grupo
LH, 40,50% e 31,64% eram foliculos pré-ovulatérios (didametro = 6 mm) e recém-
ovulados, respectivamente (Figura 3). Os resultados mostram no G-LH, presenca de
foliculos em estagio de desenvolvimento mais avancado que no G-C, no momento da
primeira inseminagao. Verificou-se ainda, diferenca estatistica no nimero médio de
foliculos grandes e pré-ovulatérios entre os grupos (P<0,05). Baseado nesses dados
pode-se sugerir que a administracdo de LH ao final do tratamento antecipou o
crescimento e maturacéo final dos foliculos.

Na segunda avaliagao laparoscopica verificou-se que, no G-C, a maioria dos
foliculos (54,07%) ainda era classificada como grandes, sendo diferente do G-LH,
que apresentava apenas 25,94% de foliculos nesta categoria (P<0,05). Notou-se
ainda, pela freqiéncia de distribuicao nas categorias foliculares, no momento da
segunda inseminagdo artificial, uma grande despropor¢cdo que, possivelmente
provocou uma variagdo no momento ovulatério dos foliculos de cada fémea, visto
que ao final, 77,77% e 85,44% dos foliculos ovularam para o grupo controle e LH,
respectivamente. Uma possivel explicagdo para essa variagdo no periodo ovulatério
dos foliculos de uma mesma fémea pode ser atribuida a variacdo dos diametros

foliculares ao final dos protocolos.
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Tabela 4 - Distribuigdo da freqiéncia, média * desvio-padrdo de foliculos grandes (FG), pré-
ovulatérios (FPO), ovulados e corpos luteos avaliados no momento da primeira e
segunda inseminacgéo artificial (1A) e foliculos anovulatérios e corpos luteos avaliados
durante colheita de embrides (C.E.) nos diferentes grupos (FCAV, campus de
Jaboticabal - UNESP / 2008).

G-C G-LH Total
Aval. Variaveis % Média £ DP R % Média £ DP % Média £ DP
Total Foliculos 135 13,5 + 3,43 0,45 158 15,8 +5,18% 293 14,65 +4,43
62,96% 25,94% 43,00%

FG (4-6mm) (85/135) 4,25+3,02° 0,17  (41/158) 2,05+2,83°  (126/293) 3,15+3,10

17,77% 40,50% 30,03%

FPO (=6 mm) (24/135) 1,2+2,28° 0,06 (64/158) 3,2+ 2,82b (88/293) 2,20 +2,72

12 1A

Recém - 17,77% 31,64% 25,25%

Ovulado (24/135) 1,242,332 0,39 (50/158) 2,5+ 3,23% (74/293) 1,85+2,86
1,48% 1,89% 1,70%

Corpo Luteo (2/135) 0,1 +0,44% 0,68 (3/158) 0,15 +0,36% (5/293) 0,12 +0,40
54,07% 25,94% 38,90%

FG (4-6mm) (73/135) 3,65+ 2,68% 0,35 (41/158) 2,05 2,83b (114/293) 2,85 +2,84
12,59% 30,37% 22,18%

0t |A FPO (=6 mm) (17/135) 0,85+ 1,03% 0,51 (48/158) 2,4 +247% (65/293) 1,62 +2,03
Recém - 14,07% 24,68% 19,79%

Ovulado (19/135) 0,95 +1,57° 0,55 (39/158) 1,95+2,21° (58/293) 1,45+1,96
19,25% 18,98% 19,11%

Corpo Lateo  (26/135) 1,3 +2,36 0,07 (30/158) 1,5 +3,05° (56/293) 1,40 £2,69
Fol. Anovulat. 22,22% 14,55% 18,08%

CE (=26 mm) (30/135) 3,00 +3,19° 0,74 (23/158) 2,3 +1,63° (53/293) 2,65+2,49

77,77% 85,44% 81,91%
Corpo Lateo  (105/135) 10,5 + 3,80° 0,54 (135/158) 13,5 +4,83° (240/293) 12,00 +4,50

2P | etras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 3 - Imagens obtidas por laparoscopia. A - Ovario contendo foliculos pré-ovulatérios; B - Ovario

contendo foliculos grandes (a) e ovulados (b); C - Ovario contendo corpos luteos (FCAV,
campus de Jaboticabal - UNESP / 2008).

Quanto ao periodo das ovulagdes houve grande variacao dentro dos grupos,
observando que o maior nimero de ovelhas do grupo controle (4/10, 40%) ovularam
apds a segunda inseminacao (P3: apds 48h da retirada do implante), enquanto nas
ovelhas do grupo LH, a maioria das ovulagbes ocorreu, antes de 42h da retirada do
implante, no periodo 1 (6/10, 60%; tabela 5). Entretanto, ndo se evidenciou diferenca
estatistica entre os grupos com relagdo ao periodo de ovulacdo (P>0,05).
Possivelmente, essa auséncia de diferenga estatistica deva-se também a grande
variacao observada no momento ovulatério entre as fémeas de um mesmo grupo.
Mesmo assim, pode-se observar tendéncia de antecipacéo do periodo ovulatério nas
fémeas do grupo LH onde, levanta-se a hip6tese que quando a inducdo da ovulacao
for associada a protocolos que efetivamente sincronizam a onda folicular, essa
diferenga se fara significativa.

Observou-se ainda no presente experimento, baixa correlacdo entre o periodo
ovulatério e o momento inicial do estro (R=0,25; Coeficiente de correlacdo de
Spearman, P>0,001). Esse fato demonstra que a observacdo de estro apresenta
baixa eficacia, principalmente, em protocolos de indugdo da ovulagcdo, onde se
emprega a inseminacao artificial em tempo fixo. Assim, enfatiza-se a importancia
fundamental da realizagdo do acompanhamento da dinamica folicular para
determinagdo do momento ou periodo ovulatério, conforme realizada neste

experimento pelas avaliagbes laparoscépicas dos ovarios.



26

Os resultados obtidos a partir dessas avaliagbes nao puderam ser
comparados aos da literatura devido a escassez de informagdes publicadas a

respeito da observagdo do momento das ovulagdes em ovelhas superestimuladas.

Tabela 5 - Percentual de ovelhas que ovularam nos diferentes periodos (FCAV, campus de
Jaboticabal - UNESP / 2008).

Periodos de ovulacao

G P1 (< 42 h) P2 (42 - 48 h) P3 (> 48 h)
rupos
G-C 30% 2 (3/10) 30% 2 (3/10) 40% 2 (4/10)
G-LH 60% 2 (6/10) 10% 2 (1/10) 30% 2 (3/10)
Total 45% (9/20) 20 % (4/20) 35% (7/20)

P1: Periodo 1; P2: Periodo 2 e P3: Periodo 3.

? Andlise realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

5.4. Resposta superovulatéria e producao de embrides

A resposta superovulatéria das ovelhas, criteriosamente avaliada pela
contagem dos corpos luteos no dia da colheita de embrides e classificada em trés
escores, foi de 100% nos dois grupos experimentais, apresentando numero de
corpos luteos superior ou igual a 5. Dessa forma, verifica-se que os protocolos
utilizados neste experimento sdo capazes de promover resposta satisfatéria,
conforme demonstrado comercialmente h& varios anos no Brasil (GUSMAO, 20086).

A administracao do horménio luteinizante ao final do tratamento gonadotréfico
resultou em incremento nao significativo na freqiiéncia de ovelhas com resposta alta
(Tabela 6). Entretanto, aumento da freqiéncia de multiplas ovulagbes em ovelhas
Manchega, Churra e Merina foi relatada por PICAZO et al. (1996). Dessa forma,
confirma o relato de que estes aumentos, assim como em bovinos (CHUPIN et al.,
1985), podem diferir entre genétipos.
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Tabela 6 - Distribuicdo da freqliiéncia de ovelhas de acordo com a resposta ovulatéria e a média *
desvio-padrao do numero de corpos liteos (CL) em cada categoria (FCAV, campus de
Jaboticabal - UNESP / 2008).

Resposta superovulatéria

Escore 0 Escore 1 Escore 2

Grupos % Meédia CL % Média CL  Minimo Maximo % Média CL  Minimo Maximo

G-C 0,0 - 50,0 7,66 * 2,06 5 10 50,0° 14,25 +0,95° 13 15
G-LH 0,0 - 30,0° 7,33 £0,70° 7 8 70,0 16,14 £2,79° 12 20
Total 0,0 - 40,0 7,11 +2,02 5 10 60,0 15,45+242 12 20

Escore 0: < 4 corpos luteos; Escore 1: 5 - 10 corpos liteos; Escore 2: = 11 corpos luteos.

& Andlise entre linhas realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Das oito fémeas que apresentaram resposta classificada em Escore 1, apenas
duas participavam pela primeira vez ao programa de colheita de embrides, sugerindo
uma diminuicdo no numero de corpos Iuteos quando as fémeas foram submetidas
pela segunda vez ao tratamento (Figura 4). Neste contexto, foi realizada comparagao
estatistica para avaliar o efeito entre as réplicas nos dois grupos, ndo observando
diferenca no G-C, enquanto para o G-LH, houve decréscimo significativo no niumero
de corpos luteos quando esse tratamento foi utilizado na segunda réplica (P<0,05).
Esses relatos demonstram que o emprego do protocolo acrescido de LH promoveu
resposta maior quando realizado na primeira réplica, sendo ineficaz em aumentar
essa resposta quando utilizado em fémeas que haviam participado recentemente do

programa de multipla ovulagéo.
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Figura 4 - Histograma do numero de corpos liteos presentes no dia da colheita
de embrides em fungdo dos animais experimentais nas duas réplicas
(* P<0,05; FCAV, campus de Jaboticabal - UNESP / 2008).

A resposta ovariana ao tratamento superovulatério indicou um valor médio de
10,5 + 3,80 versus 13,5 + 4,84 corpos luteos para os grupos controle e LH,
respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica (P>0,05). O acréscimo
de LH ao final do protocolo de superovulagdo promoveu em 60% das ovelhas,
nuamero maior de corpos luteos quando receberam o tratamento controle. Todas as
ovelhas que o protocolo adicionado de LH nao foi capaz de aumentar o numero de
corpos luteos em relacédo ao tratamento controle (30%) receberam esse tratamento

na segunda réplica (Figura 5), como anteriormente exposto.
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Figura 5 - Histograma do numero de corpos luteos em fungdo dos

animais experimentais nos diferentes grupos (FCAV, campus
de Jaboticabal - UNESP / 2008).

Sabe-se que ovelhas normalmente exibem uma inadequada formagéao luteal,
causada pela regressao prematura de corpos Iuteos (FORCADA et al., 2006). Para
tal, estudos anteriores demonstram a necessidade da adicdo de inibidores da
prostaglandina-sintetase aos protocolos superovulatérios (SCHIEWE et al., 1991;
TRALDI, 2002), o qual foi preconizado nos protocolos propostos neste experimento.
Entretanto, a formacao de corpos luteos considerados anormais foi observada em
20% das ovelhas que responderam ao tratamento controle, enquanto que no grupo
acrescido com LH, 40% demonstraram falhas na formacgédo lutea. Entre esses
animais o numero médio de corpos luteos anormais foi de 3,00 £ 1,41 e 1,25 + 0,5,
para o G-C e G-LH, respectivamente. Dessa forma, observou-se que o
comprometimento na formacédo Iutea foi pontual, ja que um mesmo individuo
apresentou corpos luteos normais e anormais. Esse achado, contudo, diverge de
RUBIANES et al. (1995), quando afirmam ser um mecanismo geral ou sistémico.

Nota-se ainda, que essas alteragdes foram detectadas apenas em resposta a

segunda réplica, demonstrando a possibilidade da exposicdo repetida a esses
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tratamentos interferir no desenvolvimento dos corpos luteos, ou ainda sugere-se que
a agao preventiva do Flunixin Meglumine possa ter sido sobreposta pelo efeito da
réplica. No entanto, diferenga estatistica entre as réplicas para corpos luteos
anormais, foi apenas verificada no grupo de fémeas tratado na segunda réplica com
o protocolo acrescido de LH (P<0,05), sugerindo que esse hormdnio possa ter
promovido a ovulacdo de foliculos sem capacidade adequada de formacgao luteal.
Neste sentido, SCHRAMM et al. (1983) reportam que a administracao de GnRH no
momento em que os foliculos se encontram com maturacao incompleta, induz a
formacdo de corpos luteos com células luteais insuficientes e com funcéo
inadequada, relatando que o fendbmeno de formagao de corpos luteos anormais seja
devido a hipoplasia luteal de corpos Iuteos incompletos e com periodo de vida curto.
Diferentemente, OKADA et al. (2000) afirmam que a regressao luteal prematura de
corpos luteos considerados normais € devido a PGF2a ou outros fatores. O presente
experimento foi baseado nesta segunda afirmag&o, preconizando, portanto, o
incremento do protocolo com aplicagdes de Flunixin Meglumine.

Um total de 53 foliculos anovulatérios foi detectado, o qual representa 18,08%
das estruturas que desenvolveram-se até o tamanho ovulatério em resposta ao
tratamento com FSH, corroborando a incidéncia de foliculos anovulatorios
apresentada por COGNIE (1999). Levando como base, a descricido de GONZALES-
BULNES et al. (2003), de que a ocorréncia de foliculos anovulatérios possa ser
causada pela deficiéncia ou inexisténcia da onda pré-ovulatéria de LH, o presente
experimento preconizou o acréscimo de LH ao protocolo de superovulagao,
idealizando a hipétese de que essa alteragdo pudesse diminuir 0 nimero e a taxa de
foliculos anovulatérios. Contudo, a média do numero de foliculos anovulatérios do
presente experimento, ndo diferiu estatisticamente entre os grupos controle e LH (3,0
+ 3,19 versus 2,3 *+ 1,63, respectivamente; Tabela 7). Assim, pode-se atribuir esse
fato a hipdtese de que estas falhas ovulatérias tenham sido causadas pela presenca
de foliculos nédo responsivos (LOPEZ-DIAZ & BOSU, 1992). Uma segunda
justificativa pode ser atribuida a administracdo de altas doses de FSH ex6geno nos

protocolos superovulatorios, onde estas alteram o eixo endécrino, promovendo baixa
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secrecdo de LH enddgeno (KENDALL et al., 2004) ou pico pré-ovulatério em
momento impréprio (D’OCCHIO et al., 1999; NOEL et al., 1994). Sabe-se ainda que,
mesmo que o pico pré-ovulatério de LH ocorra em momento adequado, este &
ineficiente devido a prévia desensibilizagdo dos receptores de LH nos foliculos
(GARCIA-GARCIA, 2003).

Numero de Fols. Anovulatorios
O = N W Hh O1r1 OO N 0 ©

1‘2‘3‘4‘5 6‘7‘8‘9‘10
G-C — G-LH G-LH— G-C

Animais experimentais
mG-CoG-LH

Figura 6 - Histograma do numero de foliculos anovulatérios em fungéo dos

animais experimentais nos diferentes grupos (FCAV, campus de
Jaboticabal - UNESP / 2008).

Vale ressaltar ainda, de acordo com os dados apresentados na Figura 6, a
ocorréncia de grande variacao da resposta individual quando, observou-se que uma
das fémeas que nao apresentou foliculos anovulatérios em resposta a qualquer um
dos protocolos, e fémeas que exibiram nimero de foliculos anovulatérios maior tanto
no tratamento controle (830%) quanto no acrescido de LH (40%).

Os indices da resposta superovulatéria e da producao de embrides estao
sumarizados na Tabela 7. A administracdo de LH ao final do tratamento com FSH

nao resultou em incremento na taxa de ovulacido, embora tenha sido observado um
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ligeiro aumento percentual (78,69 + 22,72 versus 84,75 + 10,13 para G-C e G-LH,
respectivamente; P>0,05). Resultados semelhantes foram observados por PICAZO
et al. (1996). A auséncia de diferenca estatistica observada no presente experimento
pode ser atribuida a ampla variabilidade nas respostas frente ao desafio
gonadotréfico que €, certamente, o principal fator limitante da transferéncia de
embrides em ovinos (COGNIE, 1999; DRIANCOURT, 2001). A taxa de ovulacdo
também nao sofreu efeito de réplica, corroborando os achados de CORDEIRO et al.
(2003).

Para a producédo de embrides, € importante relatar a ocorréncia de uma fémea
que apresentava uma ligacdo entre os ovarios, o que levou a nao recuperagao de
estruturas em nenhuma das réplicas, possivelmente por falha na captura dos oécitos
(Figura 7). Para evitar a diminuicdo indevida dos numeros e taxas relacionadas a
producdo de embrides do presente trabalho, esta fémea foi desconsiderada para o

calculo das médias e desvio-padréo.

Figura 7. Fotografia ilustrando a ligagé@o entre os ovarios,
esquerdo (OE) e direito (OD) de uma ovelha e
os corpos luteos (CL) no dia da colheita de
embriées (FCAV, campus de Jaboticabal -
UNESP / 2008).
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Tabela 7 - indices da resposta superovulatéria e da produgdo de embrides em ovelhas Santa Inés

tratadas com protocolos de superovulagdo suplementado ou ndo com LH (FCAV -

campus Jaboticabal - UNESP, 2008).

Grupo Controle (G-C)

Grupo LH (G-LH)

Média Valores Média

Variaveis Minimo  Méximo Minimo  Méximo Total
NUmero de programas 10 10 20
Ovelhas superovuladas 100%° 100%" 100%
Ne corpos luteos 10,5+ 3,8% 5 15 13,5 + 4,84% 12,00 + 4,50
Taxa de ovulagéo (%) 78,69 +22,72° 41,66 100 84,75 +10,13% 81,72 £17,40
Foliculos Anovulatérios 3,00 £3,192 0 8 2,30 + 1,63° 2,65 +2,49
Taxa de Fol. Anovulatérios 3,40 + 3,68° 0 8,80 2,49 +1,74° 2,94 + 2,84
Ne Estruturas recuperadas 6,11 +4,59° 1 14 8,44 + 522° 7,27 +4,92
Taxa de recuperagao (%) 51,67 +30,24*> 7,14 93,33 59,23 +21,81% 28,57 88,23 55,45+ 25,87
N¢ Embrides viaveis 3,77 £ 4,29° 0 13 4,22 +519% 4,00 £ 4,62
Taxa de viabilidade (%) 64,23 +43,45% 0 100 38,99 +32,86% 51,61 £ 39,56
N° Estrut. Ndo fecundadas 1,66 + 3,39% 0 9 2,00 +2,912 1,83 + 3,07
Taxa Nao Fecundagédo (%) 18,33 +36,57° 0 90 31,90 + 41,46° 25,12 + 38,57
N¢ Embrides degenerados 0,66 +0,70° 0 2 2,22 +1,78° 1,44 + 1,54
Taxa de degeneracéo (%) 17,42 + 32,32° 0 100 29,09 + 28,382 83,33 23,26 + 30,11

2 Analise realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

O numero médio e a taxa de estruturas recuperadas nao diferiram

estatisticamente entre os grupos (P>0,05), observando valores de 6,11 + 459 e
51,67 + 30,24 para o grupo controle e 8,44 + 5,22 e 59,23 + 21,81 para o grupo LH,
respectivamente. A auséncia de diferenca estatistica foi esperada, visto que realizou-
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se 0 mesmo procedimento cirdrgico de colheita de embrides em todos os animais

deste experimento.

Avaliando o efeito de réplica para numero de estruturas recuperadas,
diferenca foi observada nos grupos LH (13,5 £ 2,38 versus 4,4 £ 2,07, 12 e 22 réplica;
P<0,05) e controle (8,2 + 3,96 versus 3,5 * 4,35, 12 e 22 réplica; P<0,05). Para taxa
de recuperacao a queda foi apenas numérica (65,8 + 19,2 e 34,1 + 34,1, para 12 e 22
réplica; G-C e 81,1 £ 0,5 e 41,8 £ 0,81, para 12 e 22 réplica, G-LH). A diferenca de
valores entre as réplicas pode ser atribuida a efeitos ambientais como a
luminosidade, visto que a segunda réplica foi realizada nos meses de setembro,
outubro e novembro, periodo considerado como estacao de anestro para ovelhas,
devido o0 aumento da duragao dos dias. Os fatores que interferem na eficiéncia do
processo como um todo, podem ser inerentes a variaveis, como raga, estacoes do
ano, manejo. O manejo do rebanho, incluindo a nutricdo, aliado as condigbes
geogréaficas faz com que uma mesma raca responda diferentemente em locais
diferentes do mundo, ou mesmo em estagdes diferentes (GORDON, 1997). No
presente experimento, pode-se constatar que o manejo nutricional ndo apresentou
alteracdes significantes durante sua execug¢do, entretanto, houve alteracdes
climaticas, principalmente referentes a aumento da luminosidade ao periodo final do
experimento. E pertinente considerar que estes fatores, separados ou agregados,
agindo de forma direta ou indireta, podem ter colaborado para estes resultados.

Quanto ao numero de embrides viaveis e taxa de viabilidade, ndo se observou
diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P>0,05). Quando se analisou
efeito de réplica, diferenca foi observada apenas para no grupo controle (6,2 * 4,43
versus 0,75 = 0,95 para 12 e 22 réplica, respectivamente; P<0,05), enquanto no grupo
LH a diferenca foi apenas numérica (8,25 + 5,56 versus 1,00 + 1,22 para 12 e 22
réplica, respectivamente). Os valores menores observados na segunda réplica
podem ser justificados, da mesma forma que para o numero de estruturas

recuperadas, efeito do periodo em que foram realizadas.
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O declinio numérico para o G-LH na taxa de viabilidade mencionada
anteriormente foi acompanhado pelo aumento no numero de estruturas néo
fecundadas (1,50 + 3,24 versus 1,80 + 2,82, para G-C e G-LH, respectivamente;
P>0,05) e embrides degenerados (0,60 = 0,69 versus 2,00 + 1,82, para G-C e G-LH,
respectivamente). Nao houve diferenca estatistica para essas variaveis para o efeito
de réplica (P>0,05). Dessa forma, a taxa de estruturas ndo fecundadas foi de 16,50
34,96 para o grupo controle e 28,71 + 40,37 para o grupo LH e a taxa de
degeneracao foi de 15,68 + 30,96 versus 26,18 + 28,30, para o G-C e G-LH,
respectivamente. Essas observacbes podem estar associadas a momentos
inadequados das inseminagdes artificiais, quando considera-se que no grupo LH,
60% das fémeas ja apresentavam foliculos recém-ovulados a primeira inseminagao.
Entretanto, vale ressaltar que a determinacdo dos horarios das inseminagdes
artificiais realizadas neste experimento, levou como base as recomendacgbes de
GUSMAO (2006), quando sugere que a primeira ou a Unica inseminacdo deva ser
feita 36 horas ap6s a retirada do dispositivo. Como essas recomendagdes sao
preconizadas para sémen fresco e em nosso protocolo experimental utilizou-se
sémen congelado, determinamos o atraso dos momentos das inseminag¢des para 42
e 48 horas. E sabido que a meia-vida dos espermatozéides submetidos ao processo
de congelagdo € menor, devido ja terem iniciado sua capacitagdo (MIES FILHO,
1978).
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6. CONCLUSOES

A analise conjunta dos achados desta investigacao permitiu concluir que:

1.

A administracdo do hormdnio luteinizante ao final do tratamento (G-LH)
resultou em incremento na freqiéncia de ovelhas com resposta
superovulatéria superior a 11 corpos luteos, associado a um aumento
numérico na taxa de ovulagao.

Quanto ao periodo ovulatério, averiguou-se no grupo LH (G-LH) maior
percentual de ovelhas que ovularam antes de 42 horas e no grupo
controle (G-C), apéds as 48 horas, no entanto, sem diferenca estatistica.
O percentual de estro manifestado e o momento do inicio da
receptividade sexual ndo sofreram influéncia da administracdo de LH
ao final do protocolo, ndo sendo correlacionado ao periodo das
ovulacdes.

Nao houve relacao entre a taxa de foliculos anovulatérios e a adicéao de
LH ao protocolo de superovulagao.

As taxas de recuperacao e viabilidade de embriées sofreram diminuicao
com a repeticdo do programa de colheita neste experimento. A variavel
“grupo” nao causou influéncia sobre estas taxas, bem como sobre os
valores de nao fecundados e de degenerados.

A menor taxa de viabilidade no grupo LH foi acompanhada pelo
aumento das taxas de degeneracdo e estruturas ndo fecundadas,
possivelmente influenciadas pelos momentos inadequados das
inseminagdes artificiais.

A condigao folicular presente ao inicio do protocolo gonadotréfico nos
animais avaliados, ndo apresentou correlagdo com a resposta

superestimulatoria e de mdltipla ovulag¢éo.
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