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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
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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 diagnéstica efetiva da qualidade e

funcionalidade dos corpos luteos pelo emprego da ultrassonografia.

1. Revisao de Literatura

2.1 Formacéo, composicao e funcao do corpo luteo

O crescimento, diferenciacdo, reorganizacédo e luteinizacdo das células da
granulosa e da teca remanescentes do foliculo ovulatorio, resultam na formacéao do
corpo luteo (CL) (BERTAN et al., 2006). O CL € formado principalmente pela acéo do
hormonio luteinizante (LH) e envolve uma cascata de mudangas funcionais e
fenotipicas a partir da ruptura das células da granulosa e da teca. O suporte de LH é
obrigatoriamente para a diferenciacdo celular e crescimento inicial do CL
(BARTLEWSKI et al., 2011).

O CL da ovelha é composto pelas células luteais esteroidogénicas pequenas e
grandes derivadas das células da teca e da granulosa, respectivamente (VONNAHME
et al.,, 2006; BARTLEWSKI et al., 2011). O CL também contém células endoteliais,
fibroblastos, muscular lisa e do sistema imune, as quais interagem para manter a
funcao luteal normal durante o crescimento, diferenciacéo e regressdo (VONNAHME
et al., 2006).

Durante seu desenvolvimento, o CL sofre um periodo rapido de crescimento
gue envolve a hipertrofia das células da granulosa luteinizadas, hiperplasia do tecido
conectivo fibroblastico e aumento da vascularizacdo (SANGHA et al., 2002; BERTAN
et al., 2006; SMITH & MEIDAN, 2014), podendo alcancar diametro maximo de 11-14
mm entre o dia 9 e 10 apds a ovulacdo (BARTLEWSKI et al., 2011). A
angiogénese € necessaria para o0 desenvolvimento do CL bem como para
proporcionar a capacidade esteroidogénica de secretar grandes quantidades de

progesterona (P4) (MIYAMOTO et al., 2013). A intensidade do processo angiogénico
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dentro do CL, atinge o pico de 2-3 dias apo6s a ovulacdo (ACOSTA & MIYAMOTO,
2004)

As células remanescentes da teca e da granulosa do foliculo ovulatério sintetizam
estradiol e apds o pico pré ovulatério de LH e ovulacdo s&o reorganizadas para
formarem o CL e passam a ter como principal produto secretado a P4 (SANGHA et
al., 2002; BERTAN et al., 2006). Este hormonio oferece o suporte para implantacéo e
manutencdo da prenhez e quando esta ndo ocorre o Utero comeca a liberar, de
maneira pulsatil, prostaglandina F2a (PGF2a) para induzir a regressdao do CL
(MIYAMOTO et al., 2013).

2.2 Luteolise fisiolégica
Aregresséao do CL é promovida durante a lutedlise, o qual a principal substancia
responsavel € a PGF2a, sendo secretada pelo endométrio num padrao pulsatil
atingindo o CL através de um sistema contra-corrente entre veia uterina e artéria
ovarica (BERISHA & SCHAMS, 2005; BERTAN et al, 2006; SA FILHO &
VASCONCELOS, 2008). Em ovelhas, a regressao ocorre em torno do dia 15 a 17 do
ciclo estral, isso diretamente induz o decréscimo de P4 circulante e,

subsequentemente, um aumento na onda de LH (MIYAMOTO et al, 2013).

O processo luteolitico, o qual esta sob o controle da prostaglandina, consiste
em duas fases: lutedlise funcional e estrutural, que séo refletivas predominantemente
pela diminuicdo na prosgesterona (P4) e decréscimo no tamanho luteal
respectivamente (VONNAHME et al, 2006; GIOMETTI et al, 2009). De acordo com 0
estudo de Simdes et al.(2007), a diminuicdo da concentracdo de P4 plasmatica

parece comecar 2 dias antes de iniciar a regressao do corpo lateo.

Durante a regressao luteal, células endoteliais degeneram, mas o namero de
células da musculatura lisa e pericitos (reguladores da funcao endotelial) continua alto,
estas mudancas vasculares ocorrem simultaneamente com a reducdo do status
funcional do CL (VONNAHME et al, 2006). Smith & Meidan (2014) acreditam que
diferentes tipos celulares, especificamente leucécitos e células endoteliais, agem em

conjunto com as células do parenquima luteal para realizar a regresséao do CL.
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Apesar de a principal responsavel pela lutedlise ser a PGF2a, ela n&o € o unico
hormdnio envolvido neste processo, varios outros horménios fatores de crescimento
e pepetideos vasoativos controlam este processo (GIOMETTI et al, 2009). Como por
exemplo o éxido nitrico (ON), um vasodilatador local que aumenta o fluxo ovariano e,
pode desempenhar um papel luteolitico direto na regressdo do CL (ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004). Em ovinos, o ON endotelial diminui a expressdo da proteina
sintase na regressdo do CL, o qual foi associado com a diminuicdo nas células
endotelias, pericitos e vasculatura (EL-SHERRY et al, 2013).

Varios mecanismos da regressdao do CL tem sido sugeridos para explicar a
resposta estagio-especifico para PGF2aq, incluindo efeitos indiretos do 6xido nitrico,
endotelina 1 (EDN-1), fator de necrose tumoral a (TNFa) e efeitos diretos da PGF2a
nas ceélulas Iluteais. Entretando, nenhum desses mecanismos explicam
satisfatériamente os feitos luteoliticos da PGF2a refletindo na regressao prematura do
CL (SMITH & MEIDAN, 2014).

1.3 Superovulacédo em ovelhas

Os programas de multipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE)
apresentam inumeras vantagens, tais como incremento produtivo, maximizacdo do
controle de doencas (GUSMAO & ANDRADE MOURA, 2005), maior possibilidade de
importacéo e exportacdo de embrides, facilidade quanto aos testes de progénie, além
do que proporciona uma rapida multiplicacdo de material genético superior com
ganhos ao melhoramento genético dos rebanhos (ARAUJO DOS SANTOS & LIMA,
2010).

Considera-se superovulacéo, quando um a quatro foliculos alcancam o diametro
ovulatério estimulados por horménios que proporcionam seu crescimento,
promovendo multiplas ovulacdes (Evans, 2003).

A superovulacao foi por muitos anos realizada com utilizacdo da gonadotrofina
coribnica equina (eCG), a qual possui uma meia-vida longa (aproximadamente 72
horas), promovendo estimulo prolongado aos foliculos e consequentemente maior
taxa de embribes degenerados ou de baixa qualidade, assim como RPCL
(SAHARREA et al., 1998; GOMES et al., 2014). Pelos prejuizos a eficiéncia da

superovulacdo com eCG, comecou a ser popularizado o uso do FSH em tratamentos
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gonadotrdficos, visto sua meia-vida mais curta (aproximadamente 6 horas) e seus
melhores resultados (como revisado por OLIVEIRA et al., 2011 e GOMES et al., 2014).

Apesar da grande importancia e progresso da MOTE em ovinos, séo registradas
limitagBes quanto ao custo e metodologia, especialmente da técnica de colheita dos
embrides (GUSMAO & ANDRADE MOURA, 2005; CARNEIRO, 2009; ARAUJO DOS
SANTOS & LIMA, 2010; GUSMAO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013a), bem como
falhas na resposta folicular ao horménio foliculo estimulante (FSH) exdgeno,
ocorréncia de regressao prematura do corpo lateo (OLIVEIRA et al., 2009), reduzido
namero de embrides viaveis produzidos, efeito da ordem de coleta sobre a resposta
superovulatéria, além de interferéncia na eficiéncia da biotécnica em virtude de falhas
associadas ao manejo, como condi¢ao corporal, dieta e estresse térmico (GOMES et
al., 2014).

Usualmente, a dose total de FSH utilizada por ovelha submetida a protocolos
superovulatérios € de 256 mg (OLIVEIRA et al.,, 2013b) ou 200 mg de FSH
(Folltropin®) (MENCHACA et al., 2009; CUETO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014),
promovendo um estimulo prolongado sob os foliculos, os quais continuam produzindo
estrogenos, levando a RPCL ( FONSECA, 2005). Em vacas, valores bem menores
(100 ou 133 mg) sdo usuais; fato que indica a real necessidade de estudos que
abordem o uso de doses menores de FSH em ovinos para promover melhor eficiéncia

e diminuir a variabilidade da resposta superovulatoria (FONSECA, 2005).

1.4 Regressao prematura dos corpos luteos

Em pequenos ruminantes, a RPCL é um fenbmeno comum em fémeas ovinas
nao superestimuladas em periodos de transicdo de condicbes de anestro para
ciclicidade (isto é, puerpério, final da estacdo reprodutiva favoravel e inicio da
puberdade) (OLIVEIRA et al., 2013b), manifestando-se na forma de ciclos estrais
curtos. Esta ocorréncia é exacerbada em ovelhas, cabras e vacas superovuladas
(FONSECA, 2005; FONSECA 2006), relatando-se o acompanhamento de baixa
gualidade e taxa de recuperacdo de embrides viaveis em bovinos (SALLES et al.,
1998; FILHO & VASCONCELOQOS, 2008; CARNEIRO, 2009).

A RPCL é usualmente é identificada em aproximadamente quatro dias ap6s o
estro [momento em que se torna mais evidente (FONSECA, 2005; GOMES et al.,
2014)], quando a concentracdo de progesterona plasmatica se encontra abaixo de
1ng/mL, causada pela liberacdo prematura de PGF2a (CERVANTES et al., 2007).
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Outro sinal tipico de regresséo luteal precoce é a coloracdo rosa palida do CL
(GUSMAO et al., 2013).

As causas da RPCL né&o estao completamente elucidadas, acredita-se que pode
ser devido: (1) a maturacao inadequada (por exemplo, desenvolvimento de receptores
gonadotréficos ou habilidade maxima de sintetizar estradiol) do foliculo pré ovulatorio
no momento do pico pré-ovulatorio de LH (STUBBINGS & WALTON, 1986); (2) ao
desajustado suporte gonadotroéfico; (3) a inabilidade do CL em responder as
gonadotrofinas; (4) ao estimulo luteolitico precoce; (5) a maior sensibilidade do CL a
substancias luteoliticas (como revisado por SA FILHO & VASCONCELQOS, 2008); ou
(6) pelas elevadas concentragcbes de estradiol durante a fase luteal inicial
(SAHARREA et al, 1998) em virtude da presenca de foliculos persistentes (OKADA et
al., 2000) e/ou devido a falhas na pré-exposicédo de P4, que pode exercer efeito direto
ou indireto, por maior secrecdo de estrogeno pelo foliculo pré-ovulatorio e,
consequentemente ativacdo da liberacdo de PGF2a (revisado por SA FILHO &
VASCONCELOS, 2008).

Ademais, vale destacar que os corpos luteos regredidos prematuramente,
também definidos como subnormais, sdo estruturas pequenas (< 5 mm), com
coloracédo rosa palida a acinzentado e com pouca ou nenhuma protrusdo a partir da
superficie do ovario (RUBIANES et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2009; BAITHALU et
al., 2013; GUSMAO et al., 2013).

2.5 Ultrassonografia dos ovarios

A ultrassonografia dos ovarios é muito Gtil para avaliar a ovulacao e o tamanho
do CL. Por meio da ultrassonografia convencional (modo-B) é possivel detectar o
estagio do ciclo estral, apresentando hipoecogenicidade padrdo somente apos a
ovulacéo, a ecogenicidade aumenta a partir do dia 3-4 do ciclo estral e comeca a
homogenizar e normoecogenizar ou discretamente hiperecogenizar durante a fase
luteal, tornando-se hiperecogénico apds a lutedlise (BULNES et al., 2000). Ademais,
a ecotextura luteal reflete, indiretamente, a producéo de progesterona (SIQUEIRA et
al., 2006).

A deteccdo do CL em ovelhas pela ultrassonografia convencional € melhor
entre os dias 3 e 4 do ciclo estral , pois é neste periodo que o CL alcanca o maximo

didmetro, entretanto no dia 17 hA& mudanca na vascularizacdo do CL e, em seguida,
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diminui¢io gradativa do seu tamanho (SIMOES et al., 2007). Por essa mudanca de
vascularizacdo, a utilizacdo da ultrassonografia Doppler é de grande valia para
detectar a funcionalidade do CL.

A ultrassonografia Doppler tem sido muito usada na medicina veterinaria, pelo
fato de fornecer informag6es em tempo real sobre a arquitetura vascular e os aspectos
hemodindmicos dos vasos em diversos 6rgaos, como por exemplo o ovario e mais
especificamente o CL, possibilitando detectar a presenca, a direcéo e o tipo do fluxo
sanguineo (BARBOSA & SILVA, 2012). Uma vez que o sistema vascular do corpo
liteo representa 50% das células que o constituem (SALLES & ARAUJO, 2010).

Durante a lutedlise, ha liberacdo dos pulsos de PGF2a que induzem um
aumento agudo no fluxo sanguineo (expresso pelo aumento da area colorida pelo
Doppler), seguido de posterior queda dele em funcéo da liberacdo local de peptideos
vasoativos que induzem diminuicdo do fluxo sanguineo e, consequentemente,
vasoconstricdo, que causa 0 decréscimo da area colorida pela ultrassonografia
Doppler (AYRES & MINGOTI, 2012).

A associacdo da ultrassonografia transretal com a concentracdo de
progesterona plasmatica tem sido muito usada para avaliar a funcéo do CL. Todavia,
deve-se levar em conta que durante a lutedlise ha diferenca no tempo em que ocorre
a regressao funcional, medida pela progesterona plasmatica, e a regressao
morfolégica, medida pela area do tecido luteal: a concentracdo de progesterona
plasmatica decresce mais rapidamente e abruptamente que a area do tecido luteal,

devido a mudancas vasculares que ocorrem no CL (ARASHIRO et al., 2010).

Contudo, o exame do ovario pela técnica ultrassonografica em ovelhas néo tem
sido bem desenvolvido (BULNES et al., 2000). Necessitando de maiores estudos

sobre a dinamica folicular e funcionalidade dos corpos lateos.
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CAPITULO 2 - Dinamica de corpos lGteos em protocolos com

reducdo da dose de FSH na superovulagdo em ovelhas

Resumo

O obijetivo deste estudo foi avaliar o efeito da dose de FSH exdgeno no tratamento
superestimulatério sobre a dinAmica de desenvolvimento e funcionalidade de corpos
luteos 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 gonadotrofico 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
exodgeno: G200 (controle, n=9) - 200 mg de FSH; G133 (n=10) - 133 mg de FSH; e
G100 (n=10) - 100 mg de FSH. No D6 (12 aplicacdo de FSH), as fémeas receberam
também 300 Ul de eCG. As avaliagbes 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 luteas (dimensdes) e, posteriormente serem avaliadas de acordo com a
caracterizacdo do padrédo de vascularizacdo pelos indices de fluxo sanguineo da
artéria ovariana (VPS,VDF,IR e IP). A videolaparoscopia foi realizada com o propésito
de avaliar macroscopicamente as caracteristicas dos corpos luteos formados e
classifica-los em normais ou subnormais (regredidos prematuramente). 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 lateos com passar dos dias pds-ovulacéo
(p<0,001), diferentemente, 0s animais que receberam o tratamento de 200 mg de FSH
apresentaram aumento do diametro entre os dias 11 e 13 e diminui¢do 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 relacdo 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 apds 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 de FSH 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 superovulatéria em ovelhas,
proporcionando menor custo no tratamento gonadotrofico de fémeas doadoras de
embrides.

Palavras-chave: dosagem FSH exdgeno, superestimulacao, lutedlise prematura,
ultrassom, ovino.
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1. Introducéo

A producdo in vivo de embribes proporciona uma potente tecnologia para
acelerar o melhoramento genético em pequenos ruminantes [2]. E inegavel a
importancia dessa técnica na reproducdo de animais, contudo, sdo necessarios mais
estudos para compreender as respostas aos tratamentos superovulatérios e a
producdo de embrides viaveis, para o incremento de eficiéncia.

Um dos entraves da producao in vivo de embrides é a regressao prematura do
corpo luteo (RPCL), que acontece antes do momento em que o endométrio inicia
fisiologicamente a secrec¢ao pulsatil de PGF2a em um ciclo estral [40], ou seja, antes
da fase final do diestro. Embora a ocorréncia seja de 75% em ovelhas
superestimuladas [28,38]. Independente da gonadotrofina empregada, as causas da
RPCL néo estdo completamente elucidadas, acredita-se que tal alteracdo na dinamica
ovariana e endocrina seja em virtude do uso de doses consideradas altas [24], as
guais podem induzir estimulo prolongado sobre os foliculos que, por sua vez, néo
ovulam (foliculos anovulatérios ou persistentes) e permanecem produzindo estrogeno
durante a fase lUutea inicial, ocasionando desta maneira a liberagao precoce de PGF2a
e regressao luteal [32].

Empregam-se comumente protocolos superovulatérios em ovinos com doses
totais de 256 mg [36] ou 200 mg de FSH [39], enquanto em bovinos valores bem
menores (100 ou 133 mg) sdo usuais, fato que indica a real necessidade de estudos
gue abordem o uso de doses menores de FSH em ovinos. Sdo ainda escassos 0S
registros na literatura de estudos neste sentido [52,27], tampouco ha divulgacéo de
resultados referentes aos efeitos sobre a dindmica de desenvolvimento dos foliculos,
quica sobre o contexto da regressdo prematura dos corpos luteos.

O diagnéstico desta alteracdo de funcionalidade dos corpos IUteos requer
confirmacao pela concentracdo de progesterona plasmatica abaixo de 1 ng/mL [11] e
0 emprego de técnicas que possibilitem a avaliacdo macroscépica de suas
caracteristicas, como laparotomia ou laparoscopia, as quais sao consideradas
invasivas. Apesar de ndo se ter estudos comprovando, acredita-se que outra
ferramenta diagnostica seria a avaliacéo histoldgica, entretanto, ainda mais invasiva.
A eficacia deste método ja foi comprovada para diferenciar estruturas funcionais a

partir do sexto dia do ciclo estral com CL em estagio de regressédo, entretanto, nao
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possibilitou diferi-las de estruturas em fase luteal inicial [6], sugerindo a dificuldade de
diagnosticar RPCL.

Pelos métodos de deteccdo 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 como procedimento diagnostico eficaz
para a RPCL. Sabe-se que a ultrassonografia dos ovarios € muito util para detectar as
estruturas ovarianas e acompanhar eventos como o desenvolvimento folicular e do
corpo lateo [37]. Diferencas em ecogenicidade e ecotextura destas estruturas ja foram
indicadas ao longo da fase luteal do ciclo estral em ovelhas [19]. A avaliacdo da funcéo
luteal por meio de analise de atributos da imagens ultrassonograficas também foi
estudada em cabras [3] e, obsersou-se umapequena correlacdo entre ecotextura do
CL e funcdo esteroidogénica, demonstrando o potencial limitado de diagndstico
ultrassonografico da funcédo luteal em caprinos. Vale destacar que 0s autores
realizaram apenas a ultrassonografia convencional.

Recentemente, a ultrassonografia Doppler tem sido empregada com o objetivo
de aprimorar os conhecimentos fisiopatologicos da reproducdo, como por exemplo
pelo estudo da vascularizacdo de corpos luteos [7,29]. Uma vez que, o sistema
vascular dessas estruturas representa 50% das células que as constituem [42], a
investigacdo neste ambito apresenta extrema relevancia.

Assim projeta-se que na RPCL seja possivel detectar diferencas em relacdo as
estruturas plenamente funcionais, tanto em dimensdo quanto em indices de fluxo
sanguineo da artéria ovariana, a qual tem a funcéo de irrigar e nutrir o corpo llteo.
Bem como, diferir as estruturas em plena funcionalidade (pela concentracéo sérica de
progesterona abaixo de 1ng/mL e pelas caracteristicas ultrassonograficas associadas
a avaliacdo macroscopica por videolaparoscopia) e regredidas em ovelhas doadoras
de embrido, as quais receberam diferentes doses de FSH exégeno (100, 133 e 200
mg) no tratamento gonadotrofico.

Neste contexto, objetivou-se 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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2. Material e Métodos

2.1 Animais e local do experimento
Todo procedimento experimental foi realizado com a aprovacgéo da Comisséo de
Etica no Uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”/UNESP, Campus de
Jaboticabal, Brasil (protocolo n°12062/14).

Foram utilizadas 29 ovelhas da raga Santa Inés, sexualmente adultas (2 a 3
anos), pluriparas, ndo prenhes, ndo lactantes, com peso de 35 a 45 kg e, apos a
realizacdo de exame clinico geral e ultrassonografia do aparelho reprodutor,
consideradas higidas. Os animais foram mantidos em um piquete anexo ao
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugédo Animal (DMVPRA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de Jaboticabal (21° 15’ 18” Sul
e 48° 19’ 19” Oeste). Em sistema intensivo de criagdo, os animais tiveram acesso a
sal mineral, agua, silagem de milho ad libitum e ragéo balanceada a quantidade de
200 g/animal/dia. As avalia¢cfes ultrassonograficas foram realizadas em sala propria

deste Departamento.

2.2 Protocolo hormonal

Todas as fémeas foram submetidas a protocolos de superovulacao (figura 1), os
guais iniciados em dia aleatorio do ciclo estral (Dia 0). No dia inicial foi administrado
0,5 mL de um analogo da PGFa (Sincrocio®), por via intramuscular e introduzido um
dispositivo intravaginal contendo 0,3g de progesterona (Eazi — Breed CIDR® -
Controlled Internal Drug Release, Pfizer, Nova Zelandia) para sincronizacéo de estro,
gue permaneceu até o Dia 8 (D8). Concomitantemente a remoc¢éao do dispositivo
administrou-se outra dose PGFa (0,5 mL de Sincrocio®) por via intramuscular.

No Dia 6 (D6) do protocolo iniciou-se o tratamento gonadotrofico (isto €, 48 horas
antes da retirada do CIDR®). Neste momento, as fémeas foram, inteiramente ao
acaso, divididas em trés grupos experimentais de acordo com a dose total de FSH
suino exégeno (Folltropin®, Bioniche, Canada): G200 (controle, n=9) - 200 mg de FSH;
G133 (n=10) - 133 mg de FSH; e G100 (n=10) - 100 mg de FSH. As doses totais foram
administradas em 8 aplicacfes a intervalos de 12 horas (20, 20, 15, 15, 10, 10,5 e
5% de FSHp). No D6 (12 aplicacdo de FSH), as fémeas receberam também 300 Ul de
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eCG (Novormon®, Coopers, MSD, Brasil). A escolha das doses a serem testadas no
presente estudo baseou-se no critério de melhor aproveitamento do farmaco de
acordo com sua apresentacéo (400 mg de FSH em 20 mL). Assim, nos grupos G200,
G133 e G100 foi possivel utilizar um frasco para duas, trés e quatro fémeas,
respectivamente. O periodo ovulatério se iniciou dia 9 (D9) a noite e terminou dia 10
(D10) de manha.

300 Ul eCG PGF2a

Lo

G200 — 200 mg FSHp
G133 -133 mg FSHp

PGF2a G100 - 100 mg FSHp Videolaparoscopia
I T |
CIDR™ - Progesterona Ultrassonografia
I I I I I I I I I I |
DO D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15

Figura 1 — Esquema ilustrativo do protocolo superovulatério utilizado durante o experimento.

DO= inicio do protocolo superovulatério, D15= dia da videolaparoscopia (cinco a seis dias apos as ovulagdes). G100=
grupo de animais que receberam 100 mg de FSH, G133= 133 mg de FSH e G200= 200 mg de FSH. A avaliacédo
ultrassonografica das estruturas ovarianas (corpos luteos e foliculos anovulatérios) foi realizada durante o periodo luteal
inicial. PGF2a=prostaglandina F2a; CIDR=implante de progesterona intravaginal; eCG=gonadotrofina coriénica equina.

2.3 Ultrassonografia

As avaliacdes ultrassonograficas (Modo-B e Doppler, colorido e espectral) dos
corpos luteos formados apos os protocolos superovulatérios foram realizadas em
todos os animais, a intervalos de 24 horas, durante o periodo correspondente a fase
[Utea inicial, entre os dias 11 (D11; equivalente ao inicio da luteogénese) e 15 (D15;
correspondente ao dia da videolaparoscopia) dos protocolos. Os exames foram
conduzidos com o propésito de acompanhar o desenvolvimento dos corpos lateos
formados através da mensuracdo de seus diametros, além de indices do fluxo
sanguineo das artérias ovarianas, até o dia da videolaparoscopia. Ademais, objetivou-

se comparar 0s achados entre corpos luteos considerados normais e aqueles corpos
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luteos que regrediram prematuramente. As caracteristicas morfoldégicas foram
confirmadas pela visualizacdo videolaparoscopica, conforme detalhado na sequéncia.

Foi utilizado o aparelho ultrasonografico MyLab Vet30 Gold (Esaote, Holanda)
para a avaliagcdo em Modo-B tempo real, Doppler colorido e Doppler espectral, com
transdutor transretal linear multifrequencial (7,5 MHz) acoplado a um extensor para
permitir sua manipulagdo externamente e, as configuragbes do ultrassom foram
padronizadas. A metodologia de avaliagcéo foi a mesma descrita em estudos anteriores
[40].

Todos os corpos Iuteos detectados pela ultrassonografia convencional foram
guantificados e seus diametros mensurados (Figura 2), sendo assim identificados de
acordo com seu posicionamento no ovario, de modo a permitir o acompanhamento de
suas transformacdes diarias. O diametro de cada estrutura foi calculado pela equacéo:
D=(A+B)/2; A - representa a maxima altura e B — o diametro transversal maximo.

A ultrassonografia Doppler Espectral foi realizada para avaliagéo de indices do
fluxo sanguineo das artérias ovarianas (Figura 3), representado por um tracado
espectral, onde foi analisado o ponto maximo alcancado, chamado develocidade de
pico sistélico (VPS); o ponto minimo da onda, chamado de velocidade diastdlica final
(VDF) e os indices de resisténcia vascular (IR = [VPS-VDF]/VPS) e pulsatividade (IP
= [VPS-VDF]/velocidade média). O angulo de insonancia adotado foi entre 30° e 60°,

de acordo com estudos anterioes [16].
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Figura 2 — Mensuracdo pela ultrassonografia, da altura maxima e do
didmetro transversal maximo dos corpos liteos (em mm)de ovelhas
superovuladas, durante o 15° dia (cinco a seis dias ap6s a ovulacdo) do

protocolo superovulatoério.
@) Lab FCAV-UNESP JABOTICABAL/ OBSTETRICIA EREPRODUCAC ANIMAL
SN, GI E MA , N:No, , ID: SN,
B 7.5 MHz G ©64% CFM F 5.0 MHz G 70% PW
8 cm - P 1.4kHz

RC 7-3-H PRS 4 PRS 4

ST 4 S |
¥ 1- 14mm & -45°

EXP .GIMA LV513 I

FVI 0.11
PI 2.24
0.84
-0.41
-0.07

m/s

Figura 3 — Obtenc¢éo dos indices do fluxo sanguineo (VPS, VDF, IR e IP)
da artéria ovariana de ovelhas superovuladas, pela ultrassonografia
doppler espectral. VPS=velocidade de pico sistdlico; VDF=velocidade
diastdlica final; IR=indice de resistibilidade; IP=indice de pulsatividade.
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2.4 Videolaparoscopia

No dia correspondente ao procedimento de colheita de embrides (cinco a seis
dias apds ovulagdo - D15) foram realizadas videolaparoscopias com o propésito de
avaliar as estruturas ovarianas, sendo que foliculos com didmetro superior a 5 mm
(foliculos anovulatérios) e os corpos luteos visualizados foram quantificados e
classificados quanto a funcionalidade em normais e regredidos prematuramente (CLs
pequenos <5 mm, com coloragdo rosa palida a acinzentado e com pouca ou nenhuma
protrusdo a partir da superficie do ovario) [34]. O procedimento de videolaparoscopia
seguiu metodologia descrita por alguns autores em 2011 [36].

2.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software R® (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). Os dados do diametro dos corpos lateos e dos
indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana foram comparados entre o0s
tratamentos e os dias avaliados, por meio da analise de variancia (ANOVA), com
prévia comparacdo com Shapiro Wilk e teste de variancia. O delineamento foi
inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo e pos-teste de Tukey, para
comparacao das médias dos tratamentos, dos dias, e dos tratamentos em relacdo aos
dias.

As taxas de corpos lateos regredidos e nao regredidos foram comparadas entre
0s grupos por meio do teste de Qui-quadrado. Os parametros resultantes da avaliacédo
ovariana durante o procedimento de videolaparoscopia foram comparados entre os
tratamentos superovulatérios por meio do teste de Kruskal Wallis e pos-teste de

Dunns. A significancia para todos os testes foi fixada em 5% (p<0,05).

3. Resultados e Discusséo

No presente estudo foi possivel visibilizar os corpos luteos das ovelhas
submetidas aos protocolos de superovulacao a partir de um dia pés-ovulacdo. Alguns
autores encontraram dificuldade em identificar CLs nos primeiros dias apds multiplas
ovulacBes em ovelhas [13, 51]. No entanto, j& identificaram com maior eficacia os CLs
em ovulacBes simples e duplas pela ultrassonografia Doppler em menos de um dia
apos as ovulacdes [15]. No presente estudo, ndo houve muita dificuldade, uma vez
gue os CLs foram avaliados ndo so6 pelo do modo-B mas também pelo Doppler um dia

apos as ovulagdes, o que facilitou sua visualizagdo pela vascularizagdo detectada.
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Com a associacdo da ultrassonografia modo-B e Doppler é possivel visualizar CLs
recém formados, contanto que esta técnica seja realizada por um profissional treinado,
em um ambiente escuro e, com 0s animais devidamente adaptados ao exame.

Houve interacdo entre as doses de FSH e os dias de avaliagdo da dinamica
dos corpos luteos (Tabela 1). Os animais tratados com 100 e 133 mg de FSH
apresentaram um aumento gradativo do diametro dos corpos Iateos com passar dos
dias poés-ovulagdo (p<0,001), indicando uma evolugdo no desenvolvimento e na
gualidade dos CLs. Estes achados corroboram com alguns autores [3,4], que
observaram aumento progressivo na area luteal até o dia 9 do ciclo estral em cabras
e, até o dia 6 apo6s a ovulagdo em ovelhas. 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), o que indica o inicio do processo de
lutedlise desses CLs, uma vez que, o tamanho do CL tem uma correlagdo positiva
com a concentracdo de progesterona e consequentemente sua qualidade [4].

No dia 12 do protocolo (dois dias apés as ovulagdes), o diametro dos corpos
IGteos foi maior nas ovelhas superovuladas com 133 mg de FSH do que nas ovelhas
superovuladas com 200 mg de FSH e, o diametro dos CLs das ovelhas superovuladas
com 100 mg n&o obteve diferenca entre os todos os grupos (p=0,005). A diferenciacéo
celular e o crescimento inicial do CL depende obrigatoriamente do suporte de LH
secretado pela adenohipdfise [9,10], sugerindo neste estudo que as ovelhas do G133
podem ter recebido maior suporte de LH do que as do G200.

Nos dias 14 e 15 (quatro a cinco dias ap0os as ovulagdes), o diametro dos corpos
Iiteos foi menor nas ovelhas superovuladas com 200 mg de FSH (p<0,001) em
relacéo as fémeas superovuladas com 100 e 133 mg de FSH. O CL de receptoras de
embrides bovinos foi avaliado e verificaram que os diametros dos CLs néo interferiram
nas taxas de prenhez [26]. Estudo demonstra um decréscimo na area luteal de forma
mais lenta e gradual do que a queda na concentracdo de progesterona durante a
lutedlise em cabras [3,4]. De acordo com o presente estudo pode-se sugerir que as
ovelhas superovuladas com 100 e 133 mg de FSH tiveram maior capacidade em
desenvolver as estruturas llteas até o dia da videolaparoscopia, diferentemente dos

animais que foram superovulados com 200 mg de FSH.
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Tabela 1 — Médias e desvios padrées dos diametros (em mm) de corpos luteos de ovelhas
submetidas a superovulagdo com 100 (G100), 133 (G133) e 200 (G200) mg de FSH,
durante o inicio da luteogénese até o quinto dia apds as ovulagdes.

G100 G133 G200 Valor de P
D11 5,21+1,10¢ 5,72+1,03¢ 5,23+0,86" 0.9
D12 6,10+1,40/Bb 6,41+1,17Ab 5,67+1,048b 0,005
D13 6,78+£1,802 6,69+1,51% 6,43%1,322 0.9
D14 6,80+1,80%2 6,95+2,02A% 5,75+1,578b <0,001
D15 6,99+2,0242 7,23+2,06"2 5,86+1,798P <0,001
Valor de <0,001 <0,001 <0,001

Letras mailsculas diferentes indicam diferengas entre os tratamentos, e letras minUsculas entre os dias de avaliagdo. D=dia,
sendo que o DO corresponde ao inicio dos protocolos superovulatérios (inser¢éo do dispositivo de progesterona), D11= um
ou dois dia ap6s as ovulagdes e, D15 ao dia da videolaparoscopia.

Em relacdo aos indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana, obtidos pela
ultrassonografia Doppler espectral, ndo houve interacdo entre os tratamentos e 0s
dias (p=0,21) para velocidade de pico sistdlico (VPS) . Este indice nao diferiu entre os
tratamentos (p=0,56) e, tampouco, entre dias da fase luteal (p=0,50).

Para a velocidade diastdlica final (VDF) houve interacdo entre os tratamentos
e os dias (p=0,01). No Dia 11, correspondente ao inicio da luteogénese, a VDF foi
maior nas ovelhas superovuladas com 133 mg de FSH do que naquelas
superovuladas com 100 mg de FSH (p=0,029), enquanto, no grupo de ovelhas
superovuladas com 200 mg de FSH este indice foi similar aos demais grupos (Tabela
2). Fato que indica que a maior VDF no G133 corresponde a um maior suporte
vascular de melhor capacidade e consisténcia para o ovario, proporcionando maior
gualidade na formacdo dos CLs e na sua diferenciacdo celular, podendo-se
correlacionar positivamente com o tamanho da estrutura. .

Héa descricdo na literatura de que os indices vasculares, VPS e VDF, podem
sofrer interferéncia do angulo de insonancia, uma vez que 0s vasos do sistema

reprodutivo séo tortuosos e de baixo calibre, o que pode influenciar no resultado. Por
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outro lado, os indices de resistibilidade (IR) e pulsatividade (IP) parecem nao sofrer
interferéncia deste angulo, sendo mais fidedignos os resultados [47,13].

Ademais, para obtencdo de uma imagem de qualidade, a orientacdo do
transdutor é fundamental, desta forma é indicado a preconizacdo do angulo de
incidéncia dos feixes ultrassonograficos no fluxo das heméaceas entre 30°-60° [16], no
presente estudo, foi realizada a padronizagéo deste angulo com o mesmo intervalo,
contudo ainda pode-se questionar uma interferéncia devido a anatomia da artéria
ovariana ser muito tortuosa [17]. Sugere-se entdo que a VPS tenha sofrido
interferéncia do angulo de insonéancia. Ainda ndo ha estudos que comprovem uma

relacéo positiva entre a VPS e o suporte vascular dos CLs em ovelhas.

Tabela 2 — Médias e desvios padrdes da velocidade diastélica final (VDF) da artéria
ovariana em relacdo aos dias (D) de avaliacdo ultrassonografica (durante o inicio da
luteogénese até o quarto a quinto dia apés a ovulacdo, sendo que Dia 0 = inicio dos
protocolos superovulatérios) e, em relagdo aos tratamentos superestimulatérios com 100
mg de FSH (G100), 133 mg de FSH (G133) e 200 mg de FSH (G200). Demonstrando a
significancia através do valor de P (<0,05).

G100 G133 G200 Valor de P
D11 -0,04+0,06" 0,02+0,072 -0,02+0,05% 0,029
D12 0,01+ 0,07 -0,00+0,08 -0,01+0,08 >0,05
D13 0,01+0,06 -0,04+0,13 -0,01+0,06 >0,05
D14 -0,03+0,12 -0,01+0,05 -0,00+0,07 >0,05
D15 -0,05+0,11 -0,02+0,07 0,00+0,05 >0,05

Letras minusculas indicam diferenca entre os dias de avaliagdo. D=dia, sendo que o DO corresponde ao inicio dos
protocolos superovulatérios, D11= um ou dois dia apés as ovulagdes e, D15 ao dia da videolaparoscopia.

N&o houve interacdo do IR entre os tratamentos e os dias da fase luteal
(p=0,19), porém diferiu entre os dias (p=0,02) e os tratamentos (p=0,02). Este indice
foi maior quando os animais foram submetidos a superovula¢cdo com 200 mg de FSH
do que aqueles superovulados com 100 mg de FSH (p=0,02), enquanto nas ovelhas
gue receberam 133 mg de FSH este indice foi similar aos demais tratamentos (Tabela
3).
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Durantea lutedlise, ha liberacdo dos pulsos de PGF2a, que induzem um
aumento agudo no fluxo sanguineo, seguido de diminui¢cdo do fluxo sanguineo em
detrimento da liberacdo local de peptideos vasoativos e, consequentemente,
vasoconstricdo [5].Estudos demonstram que o IR € maior em vacas durante o
processo de lutedlise [17], o que possibilita inferir uma relacdo negativa com a
perfusdo vascular do ovario das fémeas superovuladas com 200 mg de FSH, ou seja,
neste grupo o fluxo sanguineo teve uma baixa capacidade em chegar ao ovario e
nutrir os CLs, assim, tal fato pode estar relacionado com a maior ocorréncia de RPCL
neste grupo (Tabela 5). O periodo de regresséao do corpo luteo € acompanhado por
uma diminui¢éo progressiva do suprimento sanguineo ovariano, com altos valores de
IR e IP[17].

No dia 15, cinco a seis dias apés as ovulagdes, observou-se que o IR foi maior
gue no dia 12, dois a trés dias apos as ovulacdes (p=0,02). Este resultado demonstra
gue o maior suporte vascular (menor resistibilidade) pode estar relacionado a
luteogénese, pois a funcao dos fatores angiogénicos do corpo luteo é principalmente
nutri-lo para promover funcionalidade e crescimento [5].

Estudos demonstram que o tratamento superovulatorio induz um declinio
progressivo no IP da artéria ovariana na fase luteal inicial em vacas superovuladas
[23]. Neste estudo, ndo houve interacdo do indice de pulsatividade (IP) entre os
tratamentos (p=0,09) e, nem entre os dias (p=0,25). Entretanto, este indice diferiu
entre os dias (p<0,001), sendo que foi maior nos dias 14 e 15 do que nos demais dias
avaliados (p<0,01). Sugere-se que néo ha correlacdo entre o IP da artéria ovariana
com a qualidade dos corpos luteos, ademais o IP ndo pode ser usado para predizer a

resposta superovulatoria.
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Tabela 3 — Médias e desvios padrbes dos indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana em
relacdo aos dias (D) de avaliacdo ultrassonogréfica (durante o inicio da luteogénese até o
guarto a quinto dia apés a ovulacdo, em relacéo aos tratamentos superestimulatérios com 100
mg de FSH (G100), 133 mg de FSH (G133) e 200 mg de FSH (G200).

VPS IR IP

D11 -0,07+0,26 0,74+0,122° 1,88+0,85°
D12 -0,0040,30 0,72+0,11° 1,63+0,56°
D13 -0,0340,31 0,75+0,09% 1,83+0,53°
D14 -0,0840,29 0,77+0,09% 2,08+0,692
D15 -0,08+0,30 0,81+0,292 2,06+0,742
Valor de P 0,50 0,02 <0,01

G100 -0,04+0,29 0,740,128 1,77+0,70
G133 -0,04+0,28 0,75+0,10%8 1,88+0,68
G200 -0,08+0,32 0,81+0,23% 2,04+0,69
Valor de P 0,56 0,02 0,09

VPS: velocidade do pico sistdlico; IR: indice de resisténcia; IP: indice de pulsatividade. Letras mailsculas diferentes indicam
diferencas entre tratamentos, e letras mindsculas entre dias de avaliagéo (P<0,05). D=dia, sendo que o DO corresponde ao inicio
dos protocolos superovulatérios (inser¢édo do dispositivo de progesterona), D11= um ou dois dia apds as ovulagdes e, o D15 ao
dia da videolaparoscopia.

Com a videolaparoscopia foi possivel determinar o numero de foliculos
anovulatorios, o numero total de CLs, os numeros de CLs considerados normais e
regredidos prematuramente, segundo critérios morfolégicos ja descritos [34] , (Tabela
4). O numero de foliculos anovulatérios foi similar entre as ovelhas superestimuladas

com 100, 133 e 200 mg de FSH (p=0,85), e sua ocorréncia (média geral de 2,82+3,90)
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foi similar aos registrados por alguns autores [36], que obtiveram 3,00+3,19 foliculos
anovulatérios em ovelhas superestimuladas com 256 mg de FSH, e, inferiror aos
registros de outro autor, que observou 5,5+2,81 foliculos anovulatérios em ovelhas
superovuladas com 133 mg de FSH [10]. Elevadas concentracdes de estrogenos
secretados apds a ovulacéo (durante a fase latea), promove a ocorréncia de foliculos
anovulatérios, condi¢cao que influenciam negativamente o rendimento dos programas
de mdltipla ovulagdo e transferéncia de embrides devido diminuicdo da taxa de
fecundacdo dos odcitos, por influenciar negativamente no ambiente uterino,
prejudicando o transporte dos espermatozoides [49]. Cabe destacar que no presente
estudo a reducdo da dose total da gonadotrofina (FSH) no tratamento superovulatorio
ndo foi capaz de reduzir ou eliminar a ocorréncia de foliculos anovulatorios.

O numero total de corpos luteos (CLs) nas ovelhas superovuladas com 200 mg
de FSH (15,00+6,50) foi maior do que nas superovuladas com 133 (9,30£3,71) e 100
mg (12,60+5,72) de FSH (p=0,04). Estes achados sdo superiores aos registrados por
outros autores, que obtiveram média de 4,63 corpos luteos em ovelhas superovuladas
com FSH [18]; Outros autores, observaram 10+2,5 CLs em ovelhas superovuladas
com FSH; 10,5£3,8 de corpos luteos em ovelhas superovuladas com 256 mg de FSH
[20]; 12+6,48 CLs em ovelhas superovuladas com 133 mg de FSH [10]; 8,46+3,95 CLs
em ovelhas superovuladas com 200 mg de FSH e, 8,14%+3,34 em ovelhas
superovuladas com 133 mg de FSH [31]. Entretanto, o resultado do presente estudo
foi inferior ao registrado por outro autor, o qual verificou 17,6+5,8 CLs em ovelhas
superovuladas com 200 mg de FSH [27]. Apesar do maior nimero de CLs totais no
grupo 200, grande parte destes CLs estavam macroscopicamente com caracteristicas
de regredidos no dia 15 (cinco a seis dias pos-ovulacdo), o que indica que né&o
podemosconsiderar o numero de CLs totais como um parametro para predizer a
resposta superovulatoria.

O numero de corpos luteos considerados normais foi significativamente maior
guando se administrou a dose total de 100 mg de FSH para superovulacéo (Tabela
3), em relacdo as ovelhas que foram superovuladas com 133 e 200 mg de FSH
(p=0,04). Fato que indica uma melhor resposta superovulatéria no G100, por produzir
CLs de maior capacidade de desenvolvimento com qualidade durante toda a fase
[Utea inicial; isto porque acredita-se que haja uma correlacdo positiva entre a

gualidade dos CLs formados com a producdo de embrides viaveis [28]
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O numero de corpos lateos regredidos prematuramente foi maior nas ovelhas
superovuladas com 200 mg de FSH (6,7848,09) do que nos demais tratamentos
(p=0,03). Resultado inferior foi observado em outro estudo [34], 3,0+1,41 corpos lateos
regrediram prematuramente em ovelhas superovuladas com 256 mg de FSH. Da
mesma forma, foi observado 0,4+1,6 de CLs emregressao em ovelhas superovuladas
com 200 mg de FSH, no entanto, observaram maior niumero de CLs em regressao em
ovelhas superovuladas com 128 mg de FSH (1,1+3,0) em relacdo as que receberam
200 mg de FSH [27].

No presente estudo, a administracdo da maior dose de FSH (200 mg) na
superovulacdo de ovelhas pode ter causado um estimulo prolongado sobre os
foliculos persistentes, os quais continuaram produzindo estrégeno durante a fase lUtea
inicial, promovendo a liberagao precoce de PGF2a e consequentemente a RPCL [32].
Com reducao da dose total de FSH de 200 para 133 e 100 mg para superestimulacéo
ovariana em ovelhas foi observado menor numero de CLs regredidos
prematuramente, o que indica melhoria na resposta ao tratamento superovulatorio,
especialmente por se esperar que haveria efeitos favoraveis a producéo de embrides

guando utilizado as doses totais 100 e 133 mg de FSH.

Tabela 4 — Médias e desvios padrées do numero de foliculos anovulatérios, corpos Idteos
(CLs) totais, CLs normais, CLs regredidos prematuramente, nas ovelhas superovuladas com
100 (G100), 133 (G133) e 200 (G200) mg de FSH exdgeno, durante o periodo de
luteogénese (D11 ao D15).

G100 G133 G200 Valor de P
N° foliculos 3,00+3,97 2,30+1,70 3,22+5,63 0,85
anovulatérios
N° CLs totais 12,60+5,72A8 9,30+3,718 15,00+6,504 0,04
N°CLs normais 10,107,524 6,50+4,778 8,22+8,607B 0,04
N° CLs 2,50+4,388 2,80+4,788 6,78+8,094 0,03
regredidos
prematuramente

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre os tratamentos. D11= um ou dois dia ap6s as ovulagdes, D15= cinco
a seis dias ap6s as ovulagdes.
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A RPCL é comum em fémeas superovuladas [12]. Foi observado RPCL em
menos de 10% dos animais superovulados com 133 mg de FSH [10]; 15,80% de RPCL
em ovelhas superovuladas com 200 mg de FSH e, 5,60% de RPCL nas fémeas
superovuladas com 133 mg de FSH [31]. A RPCL pode estar associada a
concentracbes plasméaticas elevadas de estrogeno durante a fase luteal inicial e
baixas concentracbes de progesterona entre o 3°- 5° dia do ciclo estral [14]. Este
fenbmeno é ressaltado como o grande obstaculo na producdo de embrides, o que
geralmente leva a uma baixa taxa de recuperacao de embrides viaveis [41].

Os animais superovulados com 200 mg de FSH apresentaram maior taxa de
corpos lateos regredidos prematuramente (49,03%) em relacdo aos superovulados
com 133 e 100 mg de FSH (Tabela 5), os quais apresentaram 31,48% e 19,04% de
seus corpos luteos regredidos prematuramente, respectivamente (p<0,001). Estudos
demonstram resultados inferiores: 21,4% de CLs regredidos prematuramente em
relacdo ao numero total de corpos lateos, em ovelhas superovuladas com FSH [32].
E resultados superiores, como: 40% dos copos luteos regredidos prematuramente
em ovelhas doadoras de embrides [46].

Esta alteracao de funcionalidade lutea no presente estudo pode ser devido ao
inadequado desenvolvimento dos foliculos durante a fase folicular (como a ocorréncia
de foliculos anovulatérios), ou pela ativacao prematura do mecanismo luteolitico [33].
Todavia, as causas da RPCL ainda néo estao bem elucidadas, podendo ser devido a
falhas desde a fase folicular até a fase lutea. No presente estudo pode-se sugerir que
o tratamento superovulatorio com 100 mg de FSH produziu menor taxa de RPCL em
relacdo aos demais tratamentos, o que consequentemente aumentou a eficacia da

resposta superovulatoria, gerando corpos luteos de melhor qualidade.
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Tabela 5 — Taxas de corpos luteos regredidos prematuramente e corpos
lGteos normais em relacdo aos grupos de ovelhas superovuladas com 100
(G100), 133 (G133) e 200 (G200) mg de FSH, durante o inicio da luteogénese
até o quarto a quinto dia apos a ovulagéo.

CLs REGREDIDOS CLs NORMAIS
PREMATURAMENTE
G100 19,04%°¢ 80,95%"
G133 31,48%°" 68,51%°
G200 49,03%" 50,96%C¢
Valor de P <0,001 <0,001

Taxa de corpos lateos (CLs) regredidos prematuramente= numero de corpos liteos regredidos
prematuramente/ nimero total de corpos luteos. Taxa de corpos liteos normais=numero de corpos liteos
considerados normais/ nimero total de corpos liteos. Letras mailsculas diferentes indicam diferengas
entre os tratamentos.

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 formacédo 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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