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Vii
RESUMO

GARCIA, R. (2019) Uso da deslorrelina para controle da populagéo
folicular durante tratamento superovulatério em ovinos (Ovis aries)
Botucatu — SP. 2019, 51 p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho”, Departamento de Reprodugcdo Animal e Radiologia

Veterinaria.

O presente estudo teve por objetivo a utilizacdo do horménio agonista de
GnRH, Deslorelina, para controle da populagdo folicular, com intuito de
homogeneizar a onda folicular ao inicio do tratamento de multiplas ovulagdes e
transferéncia de embribes (MOET), reduzindo os efeitos deletérios do foliculo
dominante no tratamento superovulatério com hormdnio foliculo estimulante,
foltropina de pituitaria suina. Foram utilizadas 24 ovelhas deslanadas mesticas
da raca santa inés, com idades entre 2 e 4 anos, divididas em dois grupos,
Controle (Contr), e Deslorelina (Des). Os experimentos foram conduzidos na
propriedade rural denominada “Sitio Panorama”, no municipio de Porangaba-
SP, situado na latitude -23.15050993 e longitude -48.09904348, estando a uma
altitude de 583m. As ovelhas foram monitoradas ultrassonograficamente por
um periodo de sete dias quanto ao dindmica de crescimento folicular e
presenca de corpo luteo. ApGs determinagdo da ciclicidade ovariana todas as
ovelhas receberam dispositivo intravaginal com 60mg de medroxiprogesterona
no dia 0, que foi substituido por um novo dispositivo no dia 7 e que foi mantido
até o dia 14, as fémeas receberam uUnica dose de 125 g de clopostenol no dia
7. O tratamento superovulatério foi realizado com aplicacdo de Hormonio
Foliculo Estimulante Suino- pFSH, na dose total de 200mg (10 mL), divididas
em oito aplicagdes decrescentes com intervalo de 12h iniciando no decimo
segundo dia (40 e 40; 30 e 30; 20 e 20; 10 e 10 mg, respectivamente). No dia
14 foi aplicada 300 Ul de eCG. No grupo deslorrelina além do tratamento
descrito acima, foram administradas trés doses de 100ug deslorrelina, iniciando
no dia 3 apos insercdo do dispositivo vaginal, repetindo a cada 72 horas. Apos
36 horas da retirada do implante de progesterona foi realizada a cobertura
natural das fémeas, utilizando machos com fertilidade comprovada por
participacdo em estacdo de cobertura obtendo 82% de prenhez, além de
atestados aptos a reproducao através de exame androldgico prévio. A coleta
de embrides realizou-se no sexto dia apds as coberturas, e imediatamente
antes a coleta de embrides, foi realizada a laparoscopia para avaliacdo dos
ovarios e contagem da quantidade de corpos luteos formados. Apés a coleta os
embrides foram quantificados e avaliados quanto a qualidade e estadio de
desenvolvimento. Imediatamente antes da primeira aplicacdo de FSH, antes
das coberturas, e antes da coleta de embrides foi realizada ultrassonografia por
via transretal para avaliacdo dos ovarios, a fim de determinar a populacéo
folicular ovariana e a presenca de corpos luteos.

Palavras-Chave: MOET, Superovulagéo, Deslorelina, Ovinos, GnRH
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ABSTRACT

GARCIA, R. (2019) Use of deslorelin to control follicular population during
superovulatory treatment in sheep (Ovis aries) Botucatu — SP. 2019, 51 p.
Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinéria.

The present study main objective was to use the GnRH agonist hormone
deslorelin to control ovarian follicular population, achieving this way a more
homogenous follicular wave at the beginning of multiple ovulations and embryo
transfer (MOET) program, reducing deleterious effects from dominant follicles
over the superovulatory protocol with porcine Follicle Stimulating Hormone
(pFSH). Twenty four Santa Inés breed sheep were used, aging from 2 to 4
years, and divided into two groups: control (Contr), and Deslorelin (DES). The
experiment was conducted in a private property, located in Brazil, Sdo Paulo,
City of Porangaba, latitude -23.15050993 and longitude -48.09904348. All
sheep were monitored ultrassonographicaly for seven days, until the presence
of a corpus luteum was detected. All sheep received intravaginal sponges
containing 60mg of medroxiprogesteron on day 0, and new sponges on day 7
maintained until day 14, among side a single cloprostenol 125 pg dose.
Superovulatory treatment was achieved using porcine Follicular Stimulating
Hormone -FSH, with the total dose of 200mg (10ml), spread in eight decreasing
administrations with 12 hours’ interval between them, starting on the twelve day.
On day 14, 300 Ul of equine chorionic gonadotrophin — eCG was administrated.
On the treated group, in addition to the treatment described above, 3 doses of
100pg of GnRH agonist Deslorelin were administrated with 72 hours’ intervals,
starting at day 4 after sponge insertion (day 3, day 6 and day 9). 36 hours after
sponge removal, all sheep were naturally bred with rams of known fertility.
Embryo recovery was realized 6 days after sheep’s breeding. Immediately
before the first FSH administration, before breeding, and before embryo
recovery, ovarian ultrasonography was realized to determine population and
presence of corpus luteum.

Key-words: MOET, Superovulation, Deslorelin, Sheep, GnRH



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Tratamentos para multiplas ovulacbes e transferéncia de embrides
(MOET) podem ser utilizados como ferramentas biotecnolégicas objetivando
aumentar a progénie de ovelhas de interesse produtivo, auxiliando em
programas de selecdo e melhoramento genético (MENCHACA et al. 2010,
ABECIA et al., 2011; FONSECA et al., 2016).

Fatores intrinsecos e extrinsecos interferem na MOET, como por
exemplo a época do ano e fotoperiodo em que se aplica o tratamento, a
genética, a condicdo nutricional, a idade das fémeas, o protocolo de eleicéo,
além do numero de foliculos antrais grandes e pequenos ao inicio das
aplicacdes de pFSH, podendo interferir na resposta ao tratamento, limitando a
aplicacdo em escala comercial da técnica por baixa homogeneidade dentro de
um rebanho (BARTLEWSKI et al., 2008, 2009, 2016; QUANT et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2017, SOUZA-FABJAN et al., 2017).

A variabilidade individual a resposta ao tratamento, relacionada a
aspectos genéticos, na superovulacao (SOV), é um dos principais fatores que
interferem nos programas de transferéncia de embribes, sendo a selecdo de
fémeas que previamente apresentaram altas taxas de recuperacdo embrionaria
um ponto importante para melhoria dos resultados deste programa de
reproducéo assistida (BRUNO-GALARRAGA et al., 2015).

Brebion e Cognie (1989) descreveram que a populacéo de foliculos com
didmetros entre 2 a 3mm no inicio do tratamento com pFSH apresentou
correlacdo positiva com a producdo de embribes apés a SOV, porém
Bartlewski et al. (2008) n&o verificaram essa correlagdo, mas sim uma
correlacdo positiva entre a presenca de foliculos de 4 mm 12 horas apos a
primeira aplicacdo de pFSH e a resposta a SOV. Outros estudos demonstraram
que a presenca de um foliculo >6 mm ao inicio do tratamento com pFSH,
exerce efeito deletério na resposta ao tratamento e producdo de embribes
transferiveis (RUBIANES et al., 1997; GONZALES-BULNES et al., 2003; 2004),
ficando claro dessa forma a interferéncia do status ovariano ao inicio dos
protocolos de SOV.

O tratamento aplicado as doadoras para SOV é baseado na utilizacdo de

sistemas de liberacdo continua de progesterona natural (P4) (GREEN, 2007),



ou progestagenos (BARTLEWSKI et al., 2017, ZOHARA et al., 2017), e o
tratamento pode ser de curta duracédo, 6 dias (OLIVEIRA et al., 2017) ou de
longa duracdo de 12 a 14 dias (BRUNO-GALARRAGA et al., 2015), ndo
ocorrendo diferenca significativa entre o tempo de tratamento e a recuperacao
embrionaria (OLIVEIRA et al., 2017). Anteriormente para estimulacdo do
crescimento folicular utilizava-se a gonadotrofina coribnica equina (eCG),
entretanto obtinha-se menor resposta ovariana e consequente menor niumero
de ovulagbes, sendo substituido pelo pFSH (SALEHI et al., 2010).

Protocolos utilizando o pFSH contendo variagées no intervalo entre as
aplicacbes e nas doses ja foram avaliados e atualmente sdo amplamente
utilizados comercialmente, mas existe uma irregularidade nas respostas ao
tratamento a nivel de rebanho (BARTLEWSKI et al., 2017).

Outros horménios ja foram testados para melhorar a constancia na taxa
de recuperacdo embrionarias, como por exemplo o hormdnio luteinizante, e 0s
analogos sintéticos do hormdnio liberador das gonadotrofinas. Visando uma
maior sincronia das ovulagcbes na SOV, e por consequéncia uma maior
fertilizacdo das estruturas, Gharbi et al., (2012), utilizaram o agonista de GnRH
buserelina, como tratamento prévio a aplicacdo de pFSH. O tratamento de 14
dias com buserelina 40 pg/dia, resultou na diminuicdo no numero de foliculos
dominantes levando a uma resposta ao pFSH em até 50% maior na SOV.

Oliveira et al., (2012) ao utilizar o hormdnio luteinizante 24 horas apos a
remocao do dispositivo intravaginal de P4 com mesmo objetivo que Gharbi et
al., (2012) verificaram também maiores taxas de recuperacdo embrionaria
também. Analogos do GnRH podem regular a populacdo folicular ovariana e
induzir o surgimento de uma nova onda de crescimento folicular (BALARO et
al., 2016; SOUZA-FABJAN et al., 2017), o estradiol 178 também pode ser
utilizado com a mesma finalidade (BARTLEWSKI et al., 2017).

Em trabalho realizado por Scagion (2015), ao utilizar o analogo de GnRH
deslorelina por via intramuscular, com aplicagcbes de 100ug em intervalos de
48h ou 72h durante 7 dias, constatou auséncia de foliculos dominantes, por um
provavel efeito de down-regulation, sendo obtido um retorno a ciclicidade em
todos os animais apos a interrupcdo das aplicacdes, sem diferenca quanto ao
tempo de retorno do crescimento folicular e ocorréncia de ovulagédo em todos

0S grupos, possibilitando a aplicacdo desse hormdnio para inibir a ocorréncia



de foliculos dominantes previamente as aplicacfes de pFSH nos protocolos de
SOV.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle neuroenddcrino da reproducéao

O controle da funcdo ovariana € coordenado pela atuacdo das
gonadotrofinas FSH e LH, sintetizadas pela hip6fise em resposta a acdo do
GnRH. H& uma inter-relacdo complexa entre os hormdnios e os foliculos,
responsaveis pela liberacdo de inibina e estradiol, o corpo lateo que produz
progesterona, e o Utero responsavel pela liberacdo de prostaglandina F2a
(SCARAMUZZI et al., 2011). O hormbénio GnRH estimula a liberacdo das
gonadotrofinas FSH e LH pela hipdéfise anterior. Estes dois hormdnios geram
um estimulo positivos para o desenvolvimento folicular. (MCNEILLY et al.,
1991).

No ovario, com a queda das concentracdes de progesterona durante a
fase luteal, ocorre um aumento nos pulsos de GnRH e consequente aumento
na liberacdo de LH, o que leva ao aumento da producédo de estradiol pelos
foliculos.

Em contraposicdo, a concentracdo de FSH é reduzida pela secrecéo de
estradiol e inibina produzida pelo foliculo dominante (BAIRD; MCNEILLY et al.,
1981). Esse incremento crescente na concentracdo de estradiol além de ser
responsavel pela manifestacdo do estro nas fémeas, faz com que a
pulsatiidade do LH aumente, o que desencadeara o0 pico pré ovulatorio,
ovulacao, luteinizacdo do foliculo e formacgéo do corpo luteo (SCARAMUZZI et
al., 1993). O corpo luteo formado é responsavel pela secrecdo de
progesterona, que inibe a liberacéo uterina de prostaglandina, além de suprimir
a de secrecdo de GnRH pelo hipotdlamo, reduzindo a pulsatilidade do LH
(FLINT et al., 1989).

Enquanto a pulsatilidade do LH e a concentracdo de esteroides é baixa,
ocorre elevagdo dos niveis de FSH (SOUZA et al., 1998). Segundo McNatty et
al. (1992), foliculos acima de 1 mm de diametro em ovelhas sdo descritos como
responsivos as gonadotrofinas e sdo necessarios receptores para FSH nas
células da granulosa. Nesse estadio encontram-se foliculos de 1 até 2,5 mm

com respostas diferentes ao FSH.



Foliculos maiores que 2 a 3 mm de diametro podem ser considerados
dependentes de gonadotrofinas para seu crescimento, e sdo destes foliculos
que serdo recrutados e selecionados os aptos a ovulacdo. Para crescerem e
passarem de responsivos as gonadotrofinas para dependente as
gonadotrofinas, ha requerimento de FSH (SCARAMUZZI et al., 2011).

Esse aumento na concentracdo de FSH é devido ao desaparecimento
transitorio do feedback negativo causado pelo estradiol e inibina, momento
esse que nao ha foliculo dominante devido a sua ovulacdo ou atresia (SOUZA
et al., 1998).

PICTON et al., (1990) demonstraram em ovelhas que o FSH sozinho é
capaz de estimular o crescimento folicular a tamanhos ovulatérios (5 a 8 mm),
fazendo com que o FSH tenha um papel essencial na selecdo e
desenvolvimento. Porém o LH é necessério para a maturagéo final do foliculo
antral, além de ser responsavel por desencadear a ovulacao e luteinizacao das
células da granulosa e da teca (BAIRD; MCNEILLY et al., 1981).

O foliculo sera capaz de ovular, caso consiga responder ao crescimento
da pulsatilidade de LH, que resulte no pico pré-ovulatério de LH. Entretanto a
dominancia folicular em pequenos ruminantes € controversa, tendo em vista
que mais de um foliculo pode adquirir tamanho pré-ovulatorio, dentro de uma
mesma onda (BARTLEWSKI et al., 1999).

Em bovinos a dominéancia envolve a producédo de hormonios esteroides
como o estrogeno, mas também fatores ndo esteroidais como a inibina,
folistatina e fatores de crescimento. Dentre os fatores esteroidais e nao
esteroidais, o estrogeno e a inibina apresentam-se como o0s principais
responsaveis pelo efeito supressivo da concentracdo sistémica de FSH
(ADAMS, 1999).

Em estudo realizado por Shidaifat (2001), a estimulagéo in vitro de
oocitos com ativina-A demonstrou que esse fator ndo esteroidal estimulou a
proliferac@o das células da granulosa aumentando a taxa de maturagdo, além
de aumentar a producao de estrégeno e suprimir a luteinizagdo, atuando como
um regulador no processo de foliculogénese.

Em contraste, a folistatina reduz a acdo da ativina-A e promove a agao
de inibina, fazendo com que o0 ambiente para 0 recrutamento e o0
desenvolvimento folicular seja desfavoravel (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).



2.2 Fases do ciclo estral de ovelhas

O ovino é classificado como poliéstrico estacional, sendo que a duracao
do periodo reprodutivo varia conforme a incidéncia de luminosidade local
(fotoperiodo), e a atividade estral tem inicio no momento em que a duracao
circadiana da luz diminui. Em areas tropicais onde a variacdo anual de horas
de luz por dia é menor, a tendéncia dos ovinos e caprinos é de ciclar
regularmente o ano todo. Entretanto existem outros fatores relacionados a
ciclicidade em ovinos, como por exemplo a raca, estado nutricional e
alimentacédo (FONSECA, 2005; JAINNUDEN et al., 2004).

O ciclo estral € uma sequéncia de eventos que se repetem em um
intervalo regular de tempo. Em ovelhas a duracdo do ciclo é de 17 + 2 dias, e
pode ser dividido em fase luteal e fase folicular. Considerando o estro sendo
como dia 0, a fase luteal se estende do dia 2 ao dia 13, e a fase folicular do dia
14 até o primeiro dia do proximo ciclo (RUBIANES, 2000).

Segundo HAFEZ et al. (2014), o estresse térmico na regiao tropical
associado a falta de alimento devido a baixa pluviosidade, podem suprimir a
atividade reprodutiva, entretanto com o retorno regular de chuvas, os animais
retomam a reproducao.

O fotoperiodo nos ovinos envolve um caminho neuroenddécrino
complexo. A luminosidade captada pelos olhos é transmitida via sistema
nervoso monissimpatico até o hipotdlamo e depois glandula pineal, onde a
presenca de luminosidade, suprime a liberacdo de melatonina, gerando um
ritmo circadiano de secrecdo da mesma (SA, 2002).

A atividade ovariana ocorre 0 ano inteiro em ovinos, mesmo com
ovelhas em anestro (EVANS & MAXWELL, 1990). BARTLEWSKI et al., (1998)
quantificaram estrdgeno e progesterona, além de acompanharem
ultrassonograficamente ovelhas em anestro e obtiveram variagdo na
concentracdo desses hormonios, associado ao desenvolvimento e atresia
folicular. Entretanto a baixa luminosidade faz com que haja maior liberagdo de
melatonina, modulando os mecanismos inibitérios e retomando a frequéncia e
pulsatilidade de LH, o que gera estimulo ovariano para producao de estrégeno
pelos foliculos, viabilizando o pico pré ovulatorio de LH.

Outro fator decisivo para a estacdo reprodutiva € a linhagem dos ovinos.

Racas europeias (Suffolk, Hampshire, e Texel, entre outras), possuem estagéo



reprodutiva mais restrita e bem definida nos meses de baixa luminosidade,
quando comparada com racgas originadas proximas do equador como Dorset
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O cio em ovelhas dura de 24 a 36 horas, e em média a ovulacdo ocorre
de 24 a 27 horas ap0s seu inicio. A taxa de ovulacado varia conforme a idade,
raca e estado nutricional. A maior taxa de ovulacdo ocorre dos 3 aos 6 anos
(SCARAMUZZ] et al., 2011).

A maioria das ovelhas possui 3 ondas de crescimento folicular, mas ha
variacdo de 2 a 4. Essas ondas ocorrem nos dias 0, 6 e 11, sendo que a
segunda onda normalmente apresenta foliculos de menor didametro (GINTHER
et al., 1995; LEYVA et al., 1999).

Em estudo realizado por GINTHER et al.,, (1995), foi observada a
ocorréncia de pulso de FSH de 1 a 2 dias prévios a emergéncia da onda
folicular, ocorrendo de 4 a 6 dias, o que gera em média 3 ondas. Os dois

eventos ocorrem em meédia a cada 4 dias durante o ciclo reprodutivo ovino.

2.3 Down regulation

O processo de down regulation trata-se de uma reducdo no namero de
receptores na membrana de uma célula alvo, reduzindo ou abolindo sua
resposta a determinado hormonio. O GnRH e seus agonistas podem promover
uma dessensibilizagdo hipofisaria devido a internalizacdo de seus receptores
sem que haja uma resposta compensatoria devido a sua degradacdo ou
desacoplamento dos receptores de GnRH ao seu segundo mensageiro
intracelular (HUCKLE et al., 1988; SCHNEIDER et al., 2006).

Em estudo realizado por Kauffolk et al. (2010), a utilizacdo de implantes
de deslorelina (Suprelorin®) com objetivo de testar a funcdo sexual de suinos,
obtiveram uma grande reducdo na esteroidogénese (testosterona, estrona,
estradiol 17B), além da espermatogénese ter sido abolida, devido a um
provavel efeito de down-regulation sob as células pituitarias gonadotroficas.

Em outro trabalho realizado por Taragnat et al. (1998) o tratamento com
agonistas de GnRH (burserelina) em ovelhas demonstraram que além de
ocasionar 0 processo de down-regulation, gerou também um esgotamento
transitorio no estoque de LH. Entretanto, em estudo prévio, Crowder et al.

(1986) demonstraram com a infusdo continua de GnRH intravenosa por 24h,



gue o efeito de down-regulation € um processo transitorio e rapido, sendo que
0 numero de receptores para GnRH voltou ao normal 6 h ap6s o fim do
tratamento, além de néo alterar os estoques hipofisarios de LH.

Cognié et al. (2003) destacaram o0 uso de agonistas e antagonistas de
GnRH no uso do controle da populacéo folicular em protocolo superovulatério.

Este conceito foi utilizado por Gharbi et al. (2012), que realizaram pré
tratamentos de 14 dias com Buserelina na dose de 40 ug/dia, tendo como
resultado uma diminuicdo expressiva no numero de foliculos maiores e
aumento do numero de foliculos menores, gerando uma resposta ao FSH
exdgeno até 50% maior. A divisdo dos foliculos ao ultrassom foi feita em 3
classes: pequenos (2-3 mm), médios (4-5 mm) e grandes (=6 mm). O grupo
tratado obteve uma resposta positiva, tendo aumento consideravel no numero
de foliculos pequenos, e suprimido os foliculos médios e grandes. Apés a
inseminacdo e colheita de embrides, as fémeas tratadas obtiveram 40% mais
embrides transferiveis do que as fémeas do grupo controle.

Dufour et al. (2000) utilizaram o antagonista de GnRH antarelix por 10
dias prévios ao tratamento superovulatorio em ovelhas da raga Romanov com
e sem 0 gene Booroola Fec e obteve reducdo do numero de foliculos maiores
que 2 mm, colaborando para o tratamento de MOET.

Na tentativa de controlar a populacdo folicular previamente ao
tratamento superovulatério em ovelhas da raca santa Inés, Balaro et al. (2016)
utilizaram um anélogo de GnRH (lecilerina) logo apos tratamento de curta
duracdo com progestagenos (6 dias) e obteve reducdo consideravel de
foliculos dominantes, além do aumento no numero de foliculos pequenos
quando a aplicacdo do agonista foi realizada 36 h apés a remocdo das
esponjas.

Em trabalho realizado por Scagion (2015), foi utilizado o anélogo de
GnRH deslorelina, via intramuscular, ou implante subcutaneo de liberacéo
controlada com o intuito de obter uma supressdo no crescimento folicular.
Todos os tratamentos resultaram em supressao folicular. Apos a suspensao do
tratamento com deslorrelina ocorreu a sincronizagdo de uma nova onda

folicular.



3. Protocolos de multiplas ovulacbes e transferéncia de
embrides em ovinos

Os protocolos atuais de superovulagdo utilizados em pequenos
ruminantes envolvem tratamento com progesterona ou progestagenos
sintéticos, além do uso de gonadotrofinas especificas ou interespecificas para
a estimulacdo do crescimento sincronico de diversos foliculos (geralmente
iniciado 2 a 3 dias antes do fim do tratamento com progestagenos). Com
subsequente cobertura ou inseminacdo das fémeas, e colheita cirdrgica dos
embrides de 6 a 7 dias depois (SHIPLEY et al.,, 2007; BARTLEWEKI et al.
2008; SIMONETTI et al. 2008).

A primeira gonadotrofina a ser utilizada a fim de superovular ruminantes,
foi 0 eCG, mas devido a sua acéo prolongada (aproximadamente 72 horas in
vivo) ocorre superestimulagédo ovariana e, consequentemente, a incidéncia de
foliculos anovulatérios aumenta, além da producdo excessiva de estrégeno
(Cognie 1999). Entdo o eCG foi substituido por extratos de pituitaria
(ARMSTRONG; EVANS, 1983).

Durante os anos 80, os extratos de pituitaria continham uma variagcdo
grande na quantidade de LH, o que gerava queda na resposta ovariana, baixos
indices de fertilidade, e piora na qualidade dos embribes de ruminantes
(Chupin et al., 1987). Entretanto, a partir dos anos 2000, os extratos purificados
apareceram no mercado, aumentando a resposta in vivo dos protocolos de
superovulacao, pois o processo de purificacdo remove o percentual excessivo
de LH.

Taxas elevadas de estrégeno alteram o transporte de gametas e a
movimentacdo embriondria inicial no trato reprodutivo, tendo como
consequéncia menores indices de recuperacdo embrionaria (CHAGAS E
SILVA et al., 2003; Evans 1984).

Atualmente a gonadotrofina de eleicdo utilizada comercialmente é o p-
FSH (suino) ou o-FSH (ovino), sendo que esses extratos possuem meia vida
curta, e a aplicacdo deve ser feitas 6 a 8 vezes, com intervalos de 12 h,
iniciando 2 ou 3 dias antes da remocdo dos pessarios impregnados com
progesterona (GONZALEZ-BULNES et al., 2000).

O ideal é que a aplicacdo do FSH seja feita com doses decrescentes,

porém algumas empresas produtoras dos extratos purificados, indicam a



aplicacdo de doses constantes, com intuito de simplificar o protocolo. Em
estudo realizado por Gonzalez-Bulnes et al. (2002), a aplicacdo em doses
decrescentes apresentou um aumento no numero de ovulacdes e nimero de
embrides recuperados e viaveis.

A utilizacdo dos pessarios impregnados com progestageno inibe a
secrecdo de LH e quando mantidos durante 14 dias em ovinos assegura-se
que a fémea submetida ao protocolo tenha luteolise espontanea antes da
remocgdo do implante, tornando dessa forma indiferente a fase em que o
protocolo foi iniciado (GOODMAND; KARSH, 1980; ROBINSON, 1967).
Entretanto ap0s a insercdo do dispositivo intravaginal com progestageno, a
concentracdo de progesterona plasmatica aumenta durante as primeiras 48h, e
logo comega a declinar, tornando assim os niveis de progesterona, ao fim do
tratamento, baixos para inibir a pulsatilidade de LH, podendo gerar crescimento
folicular inadequado com foliculos estrogénicos persistentes, ocasionando em
falhas no processo de ovulacéo.

Com objetivo de contornar essa possivel falha no protocolo de
superovulacdo, Thompson et al. (1990), demonstraram vantagens no uso de
um segundo implante de progesterona, podendo ser inserido ao 7° dia do
protocolo e mantido até o 14° dia, associado com uma aplicacdo de
prostaglandina (DINGWALL et al., 1994; GONZALEZ-BULNES et al., 2002).

3.1 Fatores para a variabilidade individual & resposta aos
protocolos de MOET

Praticamente todas as técnicas de producao e manipulacao de embrides
em ruminantes domeésticos foram desenvolvidas em pequenos ruminantes (Loi
et al., 1998) e a inconstancia na resposta ovariana aos protocolos de MOET é
um fator limitante ao crescimento no emprego desta técnica (BETTERIDGE;
SMITH, 1988). Fatores relacionados com a situacao fisiolégica do animal
(fatores intrinsecos) como por exemplo a idade, situacdo nutricional, diferencas
genéticas e condicdo ovariana no momento do tratamento, podem influenciar
na consisténcia da técnica.

Outros fatores como época do ano, fotoperiodo e secrecdo de
melatonina, constituem os fatores extrinsecos (GONZALES-BULNES et al.

2004), e também interferem na resposta.
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Dentre todos os fatores, a genética da fémea ovina é 0 que mais altera
sua resposta a MOET. Animais de linhagens prolificas geralmente demonstram
respostas superiores aos tratamentos de superovulagdo, e consequentemente
maior niumero de embrides viaveis (BINDOM et al., 1986).

A idade também interfere no resultado, sendo que animais muito jovens
(pré pubere) apresentam respostas inferiores quando comparados a animais
sexualmente maduros, e segundo Torres e Sevellec (1987) a idade com a
maior média de embrifes colhidos é aos 6 anos.

Em bovinos, foi demonstrado que a presenca de um foliculo dominante
pode ser um fator limitante para uma resposta satisfatoria ao tratamento
superovulatério (GUILBAULT et al, 1991; HUHTINEN et al, 1992;
BUNGARTZ; NIEMANN, 1994; Lussier et al., 1995). Guilbault et al. (1991)
demonstraram que quando o protocolo € iniciado sem a presenca de um
foliculo dominante, a taxa de ovulacdo € maior, e ocorria menor variagdo no
namero de ovulagcdes quando comparado ao tratamento na presenca de um
foliculo dominante. Entretanto o efeito de um foliculo dominante em ovinos e
caprinos é controverso, segundo Ginther et al. (1989) o mecanismo de
dominancia é diferente entre bovinos e ovinos, sendo que nos bovinos a alta
concentracdo de inibina e estrogeno, inibe o crescimento de outros foliculos e
impede a emergéncia de novos foliculos (Fortune, 1994), e em ovinos 0s
foliculos pré ovulatorios inibem o crescimento de outros foliculos no ovéario no
momento da emergéncia folicular sendo que o aparecimento de novos foliculos
em crescimento foi diminuido, porém n&o inibido, e seu crescimento
subsequente suprimido (Gonzalz-Bulnes et al. 2001).

Outro fator intrinseco que impacta a quantidade de embriées colhidos, é
o numero de foliculos antrais pequenos (2-3mm) e o numero de foliculos
antrais grandes (26mm) no inicio do tratamento superovulatério (Cognie et al.
1999). Segundo Brebion e Cognie (1989), a quantidade de foliculos antrais
pequenos na primeira aplicacdo de p-FSH/o-FSH é representativo de quantos
foliculos sdo potencialmente responsivos ao FSH e, portanto, capazes de
crescerem a tamanhos de foliculos pré-ovulatérios. Brebion e Cognie (1989)
também relataram uma correlagcéo positiva entre numero de foliculos pequenos
ao inicio do tratamento superovulatorio, taxa de ovulacdo e recuperacao de

embrides viaveis.
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Segundo Gonzélez-Bulnes et al. (2002), os protocolos utilizando
gonadotrofinas exdgenas estimulam um nuamero grande de foliculos a se
desenvolverem, e alguns desses foliculos podem estar em estadio inicial de
atresia e apesar de foliculos atrésicos responderem ao estimulo hormonal,
acabam tendo desenvolvimento inadequado, gerando falhas no processo de
ovulacédo (RUBIANES et al., 1997).

3.2 Acetato de deslorelina

A deslorelina € um sintético analogo agonista de GnRH, e sua poténcia
biolégica € cerca de 150 vezes maior e além de ser mais estavel, possui baixa
degradacéo, se liga com alta afinidade as células da pituitaria anterior, e € mais
resistente a protedlise do que o GnRH nativo. Este farmaco possui capacidade
de estimular 7 vezes mais liberacdo de LH do que o GnRH natural, e € 7 vezes
mais potente do que a burserelina (CONCANNON, 2005; COY; SCHALLY,
1978; KARTEN; RIVIER, 1986).

A deslorelina tem sido usada em diversas espécies domésticas, com
intuito de controle reprodutivo. Em equinos é amplamente utilizada na rotina
como indutora de ovulagdo (MCCUE et al., 2007).

Devido a sua forte ligacdo aos receptores e degradacdo lenta, a
deslorrelina pode ser usada como anticoncepcional de efeito transitorio, por
gerar um efeito de down-regulation. Os implantes impregnados com
deslorrelina inibem a liberacdo de gonadotrofinas e horménios sexuais em
caes, podendo ser utilizados com efeitos temporario de 6 meses a 1 ano, e
reversiveis (TRIGG et al., 2001).

Biologicamente seu efeito pode ser dividido em duas fases: A primeira
na qual ha liberacdo de gonadotrofinas pela hipofise, ocasionando
desenvolvimento folicular ou ovulagéo, e a segunda fase em que ha bloqueio
dos pulsos de LH, até que a acao do agonista seja removida (D’OCCHIO et al.,
2000).

4. CONSIDERACOES FINAIS
A interacdo folicular, em especial a dominancia exercida pelos foliculos
maiores é um dos desafios a serem vencidos para que os protocolos de MOET

tornem-se de fato uma técnica de uso rotineira, e nesse contexto os agonistas
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de GnRH podem ser estudados como uma ferramenta para controlar a
populacdo folicular, padronizando-a e reduzindo os efeitos deletérios da

dominancia durante a superovulagao.
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HIPOTESE
A aplicacéo de deslorelina a cada 72h, em 3 aplicag6es de 100ug cada sera
eficaz para inibir a presenca de foliculos dominantes ao inicio ao tratamento

superovulatério com FSH e aumentar o numero de embrides obtidos.

OBJETIVOS

Determinar se a utilizacédo da deslorelina a cada 72 horas em 3 aplicacdes no
protocolo de MOET em ovelhas é capaz de controlar a populacgéo folicular
ovariana levando a auséncia do foliculo dominante no momento do inicio do
tratamento com pFSH e se este efeito pode elevar a quantidade de corpos

liteos formados, taxa de recuperacdo embrionéaria e qualidade dos embrides.
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RESUMO

O presente estudo testou a utilizacdo do hormonio agonista de GnRH,
deslorelina para controle da populacdo folicular previamente ao inicio do
tratamento de multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOET). Foram
utilizadas 24 ovelhas mesticas da raca santa inés, com idades entre 2 e 4 anos,
divididas randomicamente em dois grupos, controle (n=11) e tratado (n=13).
Todas as ovelhas receberam dispositivo intravaginal com 60 mg de
medroxiprogesterona no dia 0, e um novo dispositivo no dia 7, o qual foi
mantido até o dia 14. As fémeas também receberam uma dose de 125 ug de
cloprostenol no dia 7. O tratamento superovulatorio foi feito com aplicacdo de
200 mg de pFSH, divididos em oito aplicacbes decrescentes com intervalo de
12h iniciando no 12° dia. No dia 14 foi aplicada 300 Ul de eCG. No grupo
deslorelina além do tratamento descrito acima, foram administradas trés doses
de 100 pg de deslorelina, iniciando no dia 3 ap0ls inser¢cdo do dispositivo
vaginal, repetindo aplicacéo apos 72 e 144 horas. Apés 36 horas da retirada do
implante de progesterona foi realizada a cobertura natural das fémeas,
utilizando machos com fertilidade comprovada. A colheita de embrides realizou-
se no 6° dia apds as coberturas, e os produtos foram quantificados e avaliados
guanto a qualidade e estadio de desenvolvimento. Nos dias 12, 16 e 21 foi
realizada ultrassonografia por via transretal para avaliacdo dos ovarios, a fim
de determinar a populacéo folicular ovariana e a presenca de corpos luteos.
Ovelhas do grupo controle obtiveram maior recuperacdo embrionario (P<0,01)
do que o grupo tratado (5,18 embribes contra 1,07 embrides por doadora),
diferindo no nimero de morulas apenas. O namero de corpos luteos (P<0,01),
foi maior no grupo controle (10,44 contra 4,5 corpus liteos por ovelha),
entretanto o numero de foliculos foi significativamente maior (P<0,05) no grupo
tratado do que no grupo controle no primeiro dia de aplicacdo de pFSH (5,5
foliculos contra 3,0 foliculos por ovelha). A inclusdo de deslorelina no protocolo
de SOV embora tenha resultado em maior sincronizacdo na apresentacao de
estro e média de foliculos, ndo induziu o aumento de niamero de corpos liteos

e embrides colhidos.

Palavras-chave: Deslorelina, MOET, Ovelha, Dinamica folicular
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ABSTRACT

The present study assessed the effect of GnRH agonist deslorelin to control
follicular population previously to multiple ovulation and embryo transfer
(MOET) protocol in sheep. 24 santa inés breed ewes were used in this
experiment, from 2 to 4 years old. All sheep received intravaginal sponges
containing 60mg of medroxiprogesterone on day 0, and new sponges on day 7
maintained until day 14, among side a single Cloprostenol 125 pg dose.
Superovulatory treatment was achieved using porcine Follicular Stimulating
Hormone pFSH, with the total dose of 200 mg (10ml), spread in eight
decreasing administrations with 12 hours’ interval between them, starting on the
twelve day. On day 14, 300 Ul of equine chorionic gonadotrophin —eCG was
administrated. On the treated group, in addition to the treatment described
above, 3 doses of 100ug of GNnRH agonist deslorelin were administrated with 72
hours’ intervals, starting at day 4 after sponge insertion (day 3, 6 and 9). 36
hours after sponge removal, all sheep were naturally bred with rams of known
fertility. Embryo recovery was realized 6 days after sheep’s breeding.
Immediately before the first pFSH administration, before breeding, and before
embryo recovery, ovarian ultrasonography was realized to determine population
and presence of corpus luteum. Ewes from group control had a greater embryo
recover (p<0.01) then treated group (5,18 against 1,07 embryos per donor), the
ovulation rate from control group was also higher (p<0.01) compared to treated
group (10,44 against 4,5 ovulations per ewe), although the number of total
follicles was significantly higher (p<0,05) on treated group on the first day of
FSH (5,5 follicles per ewe against 3 per ewe). The conclusion of this experiment
was that the administration of 100 pg of deslorelin with 72h intervals reduced
the number of recovered embryos and the number of total corpus luteum in

ewes.

Key words: Deslorelin, MOET, Sheep, Follicular dynamics
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1. Introducdao

Tratamentos de superovulacdo (SOV) podem ser utilizados como
ferramentas biotecnoldgicas objetivando aumentar a progénie de ovelhas de
interesse produtivo, auxiliando em programas de selecdo e melhoramento
genético (Menchaca et al. 2010, Abecia et al., 2011; Fonseca et al., 2016).

Fatores intrinsecos e extrinsecos interferem na MOET, resultando em
respostas pouco homogéneas, podendo se tornar um limitante a aplicacdo
comercial da técnica (Bartlewski et al., 2008, 2009, 2016; Oliveira et al., 2017).

Dentre os fatores intrinsecos, a variabilidade individual, relacionada com
aspectos genéticos, em relacédo a resposta ao tratamento superovulatério, € um
dos principais fatores que interferem nos programas de transferéncia de
embrides, sendo a selecdo de fémeas que previamente apresentaram altas
taxas de recuperacdo embrionaria um ponto importante para melhoria dos
resultados do programa de reproducao assistida (Bruno-Galarraga et al., 2015).

Outro fator intrinseco € a populacédo de foliculos com diametro entre 2 e
3 mm no inicio do tratamento com pFSH, que apresenta correlacdo positiva
com a producdo de embrides apos a superovulacédo (Brebion; Cognie, 1989),
além da presenca de foliculos de 4 mm, 12 horas apés a primeira aplicacdo de
pFSH que também apresenta correlacdo positiva com a resposta a
superovulacdo (Bartlewski et al., 2008). Somado a isso, a presenca de um
foliculo >6mm ao inicio do tratamento com FSH, interfere negativamente
guanto a respostas ao tratamento e producdo de embrides transferiveis
(Rubianes et al., 1997; Gonzales-Bulnes et al.; 2004).

A sincronizacdo do estro das doadoras € realizada utilizando de

sistemas de liberagdo continua de progesterona natural (P4) (Green, 2007;
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Souza-Fabjan et al., 2017), ou progestagenos (Bartlewski et al., 2017, Zohara
et al., 2017), o tratamento pode ser de curta duragéo, 6 dias (Oliveira et al.,
2017) ou de longa duracao de 12 a 14 dias (Bruno-Galarraga et al., 2015), ndo
h& diferenca significativa entre o tempo de tratamento e a recuperacao
embrionéria (Oliveira et al., 2017).

Andlogos do GnRH podem regular a populagdo folicular ovariana e
induzir o surgimento de uma nova onda de crescimento folicular com auséncia
ou menor numero de foliculos dominantes (Balaro et al., 2016; Souza-Fabjan et
al., 2017; Gharbi et al., 2012). O estradiol 173 também pode ser utilizado com a
mesma finalidade (Bartlewski et al., 2017).

Desta maneira, o presente estudo tem por objetivo utilizar o analogo de
GnRH acetato de deslorelina como ferramenta para reduzir o namero de
foliculos dominantes e consequentemente aumentar a taxa de resposta aos
protocolos tradicionais de superovulacdo e transferéncia de embribes em
ovinos.

2. Materiais e Métodos

2.1  Animais e local de experimentacao

O experimento foi conduzido no periodo de estacao reprodutiva, no més
de janeiro, em criacdo comercial, na latitude - 23.15050993 e longitude -
48.09904348 e numa altitude de 583 m.

Foram utilizadas 24 ovelhas com idades entre 2 e 4 anos, peso médio de
45kg, mesticas da raca Santa Inés, mantidas sob regime extensivo em
pastagens de aruana (Panicum sp), com sal mineral ad libitum durante todo o

periodo  pré-cirdrgico do estudo. As ovelhas foram avaliadas
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ultrassonograficamente durante 7 dias quanto a dindmica de crescimento

folicular e presenca de corpo liteo para constatacdo de ciclicidade.

2.2  Delineamento experimental

Apés determinacdo da ciclicidade pela visualizagcdo ao ultrassom de pelo
menos um corpo lateo por animal, as ovelhas foram divididas randomicamente
em dois grupos, controle (n=11), e tratado (n=13), todas receberam dispositivo
intravaginal com 60mg de medroxiprogesterona no dia 0, e um novo dispositivo
no dia 7, o qual foi mantido até o dia 14. As fémeas receberam Unica dose de
125 pg de cloprostenol no dia 7. O tratamento superovulatorio foi realizado com
aplicacao de pFSH, na dose total de 200 mg (10 ml), divididas em 8 aplicacdes
decrescentes com intervalo de 12 h iniciando no 12° dia (40 e 40; 30 e 30; 20 e
20; 10 e 10 mg, respectivamente). No dia 14 foi aplicada 300 Ul de eCG. No
grupo tratado além do tratamento descrito acima, foram administradas trés
doses de 100 pg deslorelina, iniciando no dia 3 apoés inser¢cdo do dispositivo
vaginal, repetindo aplicacdo apés 72 (D6) e 144 horas (D9). A rufiagdo das
fémeas foi iniciada 24 horas apdés a remocdo do segundo implante de
progesterona, e foram cobertas conforme aceitavam o macho. Os machos
utilizados tinham fertilidade comprovada através de uso em estacao de monta
prévia com nascimento de produtos viaveis, e exame androldgico para
constatar aptiddo reprodutiva no momento do experimento. A colheita dos
embrides foi realizada no 6° dia apd6s as coberturas. Antes da colheita de
embrides, durante procedimento de laparotomia, foram contados in situ todos
0s corpos luteos presentes nos ovarios de cada ovelha. Apos a colheita, os

embrides foram quantificados e avaliados quanto a qualidade e estadio de
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desenvolvimento (Stringfellow e Seidel, 1998). Imediatamente antes da
primeira aplicagdo de pFSH, antes das coberturas, e antes da colheita de
embrides foi realizada ultrassonografia por via transretal para avaliagdo dos
ovarios, a fim de determinar a populacdo folicular ovariana e a presenca de

corpos luteos (Figura 1).

Remocgdo
de Us ov
MAP Colheita
Troca MAP us ov eCG Rufiagio USOV Ryfiacio de
MAP PGF PFSH  pFSH pFSH pFSH Cobertura lejum  Embrides
l | | | ] | | | | | | ] |
DO D3 D6 D7 D9 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D20 D21

DESLO DESLO DESLO

MAP

Figura 1. Representacdo esquematica do tratamento de mudltiplas
ovulacbes e colheita de embrido utilizado no experimento. CIDR - Dispositivo
interno de liberacdo controlada. MAP - Medroxiprogesterona. US OV -
Ultrassom ovariano. pFSH — duas aplicagdes por dia, com intervalos de 12h.
eCG - Gonadotrofina coridnica equina. PGF - Prostaglandina F2a

(Cloprostenol). DESLO — Deslorelina aplicada apenas no grupo Tratado.

2.3 Avaliacéo ultrassonografica de Utero e ovarios

Apo6s remocéao das fezes da ampola retal, preenchimento total da mesma
com solucdo aquosa de carboximetilcelulose, utilizando equipamento Aloka®
Prosound 2 VET equipado com transdutor linear prostatico de frequéncia
7,5MHZ (Modelo UST -660-7,5), o trato reprodutivo foi avaliado a ecotextura
dos ovarios e as caracteristicas anotadas. Foram aferidas as medidas dos

foliculos ovarianos encontrados e a média das medidas foliculares foi calculada
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para determinar o diametro, classificando os foliculos como pequenos
(didametro <2 mm), médios (diametro de 2,1 a 4 mm), grandes (diametro de 4,1

a 6 mm), e pré ovulatoérios (26,1 mm).

2.4  Pré-cirlrgico, anestesia e pos-cirargico

Previamente a todos os procedimentos cirdrgicos os animais foram
submetidos a jejum alimentar de 24 horas e hidrico de 12 horas.

As ovelhas foram anestesiadas com a associacdo de cetamina 5,0
mg/kg e cloridrato de xilazina 0,2 mg/kg. A anestesia peridural com 4 mL de
lidocaina a 2% sem vaso constritor. No local de introducéo da linha de incisdo
para exposi¢éo uterina, foi realizado bloqueio local com lidocaina 2% com vaso
constritor.

Imediatamente apdés os procedimentos foi aplicada 30.000 Ul/kg de
penicilina G benzatina (Pentabidtico®, Zoetis) repetida a cada 72 horas durante
7 dias e 2.2 mg/kg de flunixin meglumine (Banamine®, MSD) a cada 24 horas
por 3 dias. Sobre a ferida cirdrgicas foi aplicado iodopolividona tdpica e
repelentes, diariamente até a retirada dos pontos no 10° dia apdés o
procedimento.

2.5 Coleta de embrides

Com o animal em decubito dorsal realizou-se tricotomia na regiao
abdominal e antissepsia com solucao de clorexidine degermante a 2% e alcool.
Uma incisao de pele retro umbilical de aproximadamente sete centimetros foi
feita com bisturi nimero 4, em seguida divulsdo dos tecidos musculares, até a
visualizacdo e abertura do peritbnio para exposicdo dos cornos e corpo do

utero. Os cornos uterinos foram lavados individualmente através da insercao de
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cateter de foley No 8, proximos a bifurcacdo e cateter 20G proximo a jungao
Utero tubdrica.

Cada corno uterino foi lavado com 45 mL de PBS (tampéao fosfato salina)
pré-aquecido e suplementado com 1% de soro fetal bovino, em ciclos de
lavagens de 15 mL cada. A solucdo foi aplicada pelo cateter e o liquido
resultante colhido pelo cateter de foley. Apoés finalizada manipulacao uterina, foi
instilada no Gtero solucao fisioldgica heparinizada aquecida a 37°C, a fim de
evitar aderéncias.

O fluido obtido da lavagem uterina foi depositado em placas de

petri e os embrides foram identificados em estereomicroscopio

2.6 Andlise estatistica

Para comparar os dados referentes aos parametros de total de
ovulagdes, numero total de corpos luteos in vivo e ao ultrassom, e total de
embrides colhidos, foi utilizado o test t de Student. Para comparacdo dos
grupos nos parametros de tamanho folicular e estadio de desenvolvimento dos
embrides coletados, foi utilizada a andlise de variancia (anova), seguido do
teste de Dunnet. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism versao 6.0 (GraphPad Software Inc.). Comparacdes com

P<0.05 foram consideradas estatisticamente significativas.

3 Resultados
Com relagéo a inicio da apresentacdo de estro, foi observado no grupo
controle uma taxa de 18,2% (n=2) de ovelhas com receptividade ao macho 24

horas apds a remocdo do implante, 54,5% (n=6) com receptividade 36 horas
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apos a remocdo do implante, e 9,1% (n=1) com aceitacdo ao macho 60 horas
apos a remocao do implante. Ja no grupo Tratado observou-se 92,3% (n=12)
das ovelhas aceitaram o macho, 36 horas apds a remogédo do implante de

liberagé@o controlada de progesterona (Fig. 2)

14-
13-
12-
1- Hl Controle
[] Tratado
s
o
o 9
°
O 8-
i
@ 7-
g
o 6
o
-3
4.
3.
2.
1.
o .

24 hs 36 hs 60 hs

Figura 2. Aceitagdo do macho apos 24, 36 ou 60 horas de remocao do

implante de progesterona.
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221 O numero de corpos luteos, que foram confirmadas in situ no momento
222 da colheita de embrides com visualizagdo dos ovarios, o grupo Controle obteve
223  diferenca significativa (P<0,01) quando comparado ao grupo Tratado (10,09 por

224 animal contra 4,75; respectivamente). (Fig. 3)
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226 Figura 3. Numero médio de corpos luteos por animal no grupo Tratado e
227  grupo Controle
228
229 Obteve-se uma correlacdo positiva do numero de corpus liteos ao

230 ultrassom e o numero de corpos luteos observados in situ, no momento

231  cirdrgico, de 86,4% (Fig. 4)
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233 Figura 4. Correlacdo entre corpos luteos ao ultrassom (CL ao US), e
234  corpos luteos in situ (CL in situ).
235
236 O numero médio de foliculos no exame ultrassonografico no 1° dia de

bY

237 tratamento com pFSH (D12) referente a periodo pés-tratamento com
238 deslorelina, diferiu nos grupos Controle e Tratado, obtendo 5,5 foliculos por
239 animal no grupo Tratado, e 2,72 foliculos por animal no grupo Controle.
240 Observa-se diferenca significativa no nimero de foliculos de 2,1 a 4 mm (Fig.
241  5).

242
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Figura 5. Gréfico referente a avalicdo ultrassonografica no D12,

(primeiro dia de aplicacéo de pFSH).

O numero de foliculos no dia da cobertura apresentou diferenca

significativa no tamanho de 4,1 a 6 mm.
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Figura 6. Gréfico referente a avalicdo ultrassonografica no D16 (dia das

coberturas).

Com relagéo a qualidade embrionaria, foi possivel observar a totalidade
dos embrides viaveis coletados no grupo Tratado sendo mérula, com diferenca
significativa no niumero de morulas do grupo controle. Ndo houve diferenca
significativa no namero de embrides colhidos nas outras categorias, inclusive
em embrides degenerados (Fig. 7). Nao foram encontradas nenhuma estrutura

nao fertilizada.
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Figura 7. Numero de embrides coletados em média por ovelha, divido em
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O resultado final do uso da deslorelina foi desfavoravel a técnica de
multiplas ovulacdes e producédo de embrides em ovinos, visto que ocorreu uma

diminuicdo no numero de embrides colhidos (Fig.8).
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Figura 8. Numero médio e erro padrdo de embrides coletados por

ovelha nos dois grupos Controle e Tratado.

4 Discusséo

A aplicacdo de deslorelina dentro do tratamento de superovulagao e
colheita de embrides em ovinos, seguindo o protocolo descrito, resultou em
maior sincronia na apresentacéo de cio (Fig. 2). Contudo, houve reducdo da
quantidade de embrides colhidos, diferentemente do observado em literatura
prévia, quando comparado a utilizacdo de outros analogos de GnRH como a
buserelina (Archa et al., 2006; Gharbi et al., 2012), com o qual houve aumento

de 50% da taxa de embriBes colhidos e também com gonadorrelina (Brasil et
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al., 2016), que também obteve aumento na taxa de fertilizacdo, sem mudanca
no numero de ovulagdes, que em Ultima analise, seria o efeito desejado.

O acetato de deslorelina possui uma acdo 7 vezes mais potente que a
buselerina, e o resultado sugere que a alta poténcia biolégica encontrada na
molécula da deslorelina, associada com a degradacdo mais lenta desse
peptideo (Pinto, 2013) interferiu no resultado final. Entretanto como
demonstrado por Crowder et al. (1986), a concentracdo das gonadotrofinas LH
e FSH na pituitaria ndo sofre reducdo em animais submetidos a down
regulation, o que refuta a possibilidade de alteracdo no eixo hipotalamo-
hipéfise, tendo em vista que o tratamento superovulatério conta com aporte
exégeno de FSH.

Quando comparado ao trabalho realizado por Scagion (2015), no qual o
efeito supressivo da deslorelina e o retorno a ciclicidade foi averiguado em
ovelhas da raca Bergamacia, os resultados obtidos foram divergentes, pois as
ovelhas do grupo Tratado no presente estudo apresentaram foliculos de 2,1 a 4
mm ja no terceiro dia apds a ultima aplicacdo de deslorelina (Fig. 5), € no
trabalho acima citado as ovelhas tratadas com deslorelina a cada 72 h
apresentaram retorno ao crescimento folicular apés 2,4+0,5 dias da ultima
aplicacdo, sendo observado apenas foliculos pequenos segundo a descri¢ao
do autor.

Assim sendo, existem duas hipoteses de falha no protocolo utilizado no
presente estudo: A primeira delas seria a regressao prematura de corpo luteo
(RPCL), e a segunda seria falha no processo ovulatério envolvendo baixas
concentracdes de receptores para LH nos foliculos grandes e pré ovulatorios

(Lopes Junior et al., 2006; Sullivan et al. 2013; Oliveira et al., 2013).
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A RPCL é predominante em ovelhas néo ciclicas e quando ndo ha pré
tratamento com P4 (Liu et. al.,, 2007), e existem outras causas que podem
gerar esse distUrbio funcional do corpo lUteo, dentre elas: Aporte inadequado
de gonadotrofinas (Lamming e Mann, 1995), matura¢&o inadequada do foliculo
pré ovulatério (Stubbings et al.,, 1986), impossibilidade do corpo luteo
responder ao LH ocasionando em falha na sua luteinizagdo (Braden et al.,
1989), e estimulo luteolitico precoce (Chemineau et al., 1993). Entretanto no
presente estudo, ndo houve diferenca significativa no nimero de embribes
degenerados apdés a colheita, o que vai contra a possibilidade de RPCL,
indicando uma possivel falha no processo ovulatorio.

Oliveira e colaboradores (2011) realizaram a suplementacdo de LH ao
final do SOV em ovelhas santa inés e obtiveram uma tendéncia (P=0.08) a
melhoria nas taxas de ovulacdo e frequéncia de corpos liteos nos animais
suplementados, corroborando dessa forma com a hipétese de falha ovulatéria.

No presente estudo foi observado correlacdo positiva de 86,4% (Fig. 4)
entre o numero de corpos luteos ao ultrassom, e o nimero de corpos liteos na
contagem in situ, durante o procedimento cirurgico, podendo dessa forma,
afirmar-se que € possivel utilizar a ultrassonografia como ferramenta para
definir se a doadora serd ou ndo submetida a procedimento cirdrgico para
colheita embrionaria.

O tratamento crénico com GnRH pode ser dividida em duas fases, onde
a primeira € caracterizada por um aumento nos niveis das gonadotrofinas,
gerando crescimento folicular e ovulacéo, e a segunda fase onde ha bloqueio
nos pulsos de LH (D’occhio et al., 2000), o que explicaria os resultados obtidos

na avaliacdo ultrassonografica do primeiro dia ao tratamento com pFSH (D12),
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a qual revelou diferenca estatistica no numero de foliculos de 2,1 a 4 mm nos
dois grupos. O numero de corpos luteos obtido também foi reduzido quando
comparado os dois grupos (Fig. 3), o que corrobora com uma deficiéncia na
pulsatilidade do LH, ou redug&o nos receptores para LH contidos no foliculo pré
ovulatério, visto que na fase final de maturacdo oocitéria, trata-se de um
hormdnio crucial para manutencao e crescimento de foliculos grandes tanto em
ovelhas (Abdennebi et al.; Campbell et al., 1999; Lopez-Alonso et al., 2005)

guanto em cabras (Gonzalez-Bulnes et al., 2004; 2005).

5 Concluséo

A inclusdo do acetato de deslorelina no protocolo superovulatério
proposto neste experimento resultou em uma maior sincronia de apresentagéo
de cio, contudo houve reducdo do numero de embrides colhidos e reducdo no
numero de corpos liteos observados no momento cirdrgico. Novos momentos
para aplicacdo da deslorelina e doses devem ser testados a fim de averiguar

possiveis falhas ovulatério ou RPCL.
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