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SUPERESTIMULACAO OVARIANA EM OVELHAS COM DOSE UNICA

Ovarian overstimulation in ewes with single dose
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Resumo: O uso de hormoénios em doses decrescentes e repetidas durante quatro dias consecutivospara
superovulagdo em ovelhas dificulta 0 manejo em propriedades rurais. O objetivo desse experimento foi avaliar
aresposta de superovulagdo em vinte ovelhas Santa Inés com hormoénio foliculo estimulante aplicado em doses
fracionadas ou em dose Unica. Os animais apresentaram escore corporal 3 — 3,5 e foram manejados em
condi¢Oes idénticas. Dez ovelhas receberam duas aplicagdes diarias de doses decrescentes de hormonio
foliculo estimulante (48, 36, 24 ¢ 20mg), nos dias D12-15do inicio (D0) do protocolo de sincronizagdo do ciclo
estral com 0,33 g de progesterona. Outras 10 ovelhas receberam 256 mg dehormoénio foliculo estimulante no
dia D13 pela manha. No D22 foi realizada a laparotomia para contagem do niimero de corpos luteos medindo
entre 5 a 10mm. Os testes estatisticos aplicados foram o teste de qui-quadrado para a taxa de fémeas reagentes
e o teste t-Student para o niimero de corpos Iuteos. O nivel de significancia considerado foi de 5%.A taxa de
fémeas reagentes ao tratamento (= 5 CL, 5-10mm de diametro) foi 90% nas ovelhas superovuladas com dose
fracionada de hormoénio foliculo estimulante, e ndo diferiu das ovelhas tratadas com dose tnica (60%, teste
qui-quadrado). Em resumo, o protocolo de dose tnica de FSH-p mostrou-se eficiente na indugdo da
superovulagdo em ovelhas Santa Inés, com a formagao de mais de quatro corpos luteos (5-10 mm de didmetro)
em oito das dez fémeas superovuladas.

Palavras chave: hormonio foliculo estimulante, ovinos, superovulagido

Abstract: The use of hormones in decreasing and repeated doses for four consecutive days used for
superovulation in ewes complicates the management in farms. The aim of this experiment was to evaluate
superovulation response in twenty Santa Inés ewes with follicle stimulating hormone applied in divided doses
or in single dose. The animals had a body score of 3 to 3.5 and were handled under identical conditions. Ten
ewes received two daily applications of decreasing doses of follicle stimulating hormone (48, 36, 24 and 20
mg) on days D12-15 at the beginning (D0) of the synchronization protocol of the estrous cycle with 0.33 g of
progesterone. Other 10 ewes were given 256 mg of follicle stimulating hormone on day D13 at
morning.Laparotomy was performed on day D22 to count the number of corpora lutea measuring 5 mm to 10
mm. Statistical tests were chi-square test for the rate of reagents femalesand the Student t test for the number
of corpora lutea. The significance level was 5%.The rate of ewes reacting to treatment (= 5 CL, 5-10mm in
diameter) was 90% in superovulated ewes with fractionated dose of follicle stimulating hormone, and did not
differ in ewes treated with single dose (60%, chi-square test).In short, there was no significant difference in
the rate of reagents females and the number of corpora lutea. In summary, the single protocol dose FSH-p
proved to be effective on induction of superovulation in Santa Inés ewes, with the more than four corpora lutea
production (5-10 mm diameter)in eight of ten superovulated females.
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A superovulagdo ¢ uma importante técnica
de manipulagdo reprodutiva que permite a
ovulagdo de um grande ntimero de odcitos por
ciclo estral, sendo essencial para o sucesso no
programa de transferéncia de embrides (Mayorga
et al,, 2011) , além de favorecer o aumento
populacional para a contribuigdo genética de
fémeas ovinas (Ishwar& Menon, 1996). Entretanto,
o elevado custo e as diferentes respostas aos
tratamentos de ovula¢do multipla constituem as
maiores dificuldades para a realizagdo deste
programa (Nagano et al., 2004). Em ovinos, dentre
as biotecnologias da reprodugdo, esta ¢ a que
apresenta maior variabilidade de resposta
(Fonseca, 2005), sendo que, fatores intrinsecos ao
animal e o tipo de hormdnio utilizado
sdo importantes componentes que interferem na
atividade ovulatoria (Ammounet al., 2006). Dessa
forma, ¢é necessario o desenvolvimento de
protocolos mais simples, eficientes, menos
estressantes e onerosos € que apresentem melhores
taxas de recuperacdo das estruturas colhidas
(Fonseca et al., 2007).

A técnica de superovulagdo tem como
objetivo o desenvolvimento de um grande niimero
de foliculos capazes de sofrer o processo de
ovulacdo e fertilizacdo. Para isso, os hormodnios
Gonadotrofina coridnica Equina(eCG) ¢ Horménio
Foliculo Estimulante (FSH) de origem suina (FSH-
p mais encontrado no mercado atual, entretanto
confere produgdo de anticorpos) € ovina, horménio
homologo mais recomendado (FSH-ov) sdo
utilizados para aumentar o niimero de foliculos
ovulatdrios, ovulagdes e embrides (Simonetti et al.,
2008) . O eCG pode ser utilizado na indugdo de
ovulacdo multipla em ovelhas devido a sua
acentuada atividade foliculo-estimulante. Todavia,
resultados pouco satisfatérios estdo associados a
alta capacidade de producdo de anticorpose
diminui¢do da resposta apds repetidas aplicagdes
(Fonseca, 2005), levando a produg¢édo de anticorpos
anti-eCG pela fémea, com consequente baixa
fertilidade e variag@o na resposta ovariana (Maia &
Bezerra, 2010).

O FSH ¢ essencial para o recrutamento
folicular durante fase especifica do ciclo estral,
estimulando o crescimento e maturacdo dos
foliculos ovarianos (Driancourt, 2001).
Fisiologicamente os ruminantes domésticos
liberam apenas um ou dois odcitos por ciclo estral.
Entretanto em programas de superovulacdo sdo
realizadas injegoes de FSH exogéno para

incrementar o crescimento de foliculos adicionais,
aumentando o numero de ovulagdes ¢
consequentemente o numero de embrides por
doadora (Hafez & Hafez, 2004). Dessa forma,
diferentes protocolos de superovulacdo sdo
utilizados, podendo estes serem divididos em dois
principais grupos: doses fracionadas decrescentes
de FSH-p (Gusmao et al., 2007) ou aplicagdo em
dose unica (Simonetti et al., 2008).

Avaliando o efeito do nimero de doses de
FSH-p na  superovulagdio em  ovelhas,
D’Alessandro et al. (2005) verificaram que a
terapia com oito aplicagdes de FSH-p ndo
melhorou a resposta superovulatoria se comparada
ao protocolo com quatro aplica¢des. Além disso,
sabe-se que aplicacdes multiplas podem resultar
em manejo estressante aos animais, contribuindo
para a obtencdo de baixos indices de fertilidade,
além de acarretar mais gastos a realizacdo da
técnica (Dobsonet al., 2012). Em contrapartida, a
utilizagdo de protocolos em  dose unica ¢
caracterizada pela simplicidade de manejo para a
colheita de embrides e classificacdo de atividade
ovariana pelos corpos lateos, associados a
resultados semelhantes (5,4 + 1,5 embrides/fémea)
aos protocolos de dose fracionada (Simonetti,
2008), uma vez que uma Unica aplicagdo de FSH-p
promove o estimulo adequado para que a
superovulagdo ocorra (Riesenberg et al.,2001).

Baseado nos diferentes protocolos de
superovulagdo ja desenvolvidos, o presente estudo
teve como objetivo comparar o protocolo padrao de
superovulagdo (utilizacdo de dose fracionada de
FSH-p) com protocolo de tinica dose de FSH-p em
ovelhas Santa Inés, com a avaliagdo da resposta
ovariana sendo realizada a partir do numero de
corpos luteos (CL) formados apos os tratamentos.

Material e métodos

O experimento foi aprovado pela Comissao
de FEtica no Uso de Animais (CEUA/UEMS,
Certificado N° 256/2010) e executado entre
setembro de 2010 e abril de 2011, no Laboratorio
de Biotecnologia de Ovinos e Caprinos
(BIOCAPRI) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (MS), Campo Grande, Brasil.

Vinte ovelhas adultas da raca Santa Inés,
sem idade definida e escore corporal 3 — 3,5 foram
mantidas em pasto nativo e alimentadas com
silagem de milho, sal mineral e dgua ad libitum.
Além disso, receberam flushing alimentar (Tec
Ramen Elite Premium Ovinos Reprodugao,
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Allimenta®, Campo Grande, MS/Brasil) na fase de
adaptagdo e pré-sincronizagdo, oferecendo-se em
unica vez pela manha 400 g/dia/animal para lotes
de cinco animais/baia no momento da
suplementagdo, durante 10 dias e, posteriormente,
em uma segunda etapa, 400 gramas/dia/animal,
durante 30 e 20 dias, respectivamente, durante todo
periodo experimental, com o objetivo de atingir o
escore corporal de 3,5 a 4 ao inicio da
superovulagdo. O peso médio dos animais foi 58,02
+ 3,96 kg (n=10) obtido do lote utilizado no
experimento na estacdo de chuvas, ao inicio do
flushing alimentar, ndo diferindo (P>0.05) dos
cinco animais do tratamento um(57,80 + 4,50 kg;
dose fracionada de FSH-p) e do tratamento dois
(58,30 = 3,90 kg; dose tnica de FSH-p).

Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais. Os
tratamentos aplicados foram dose fracionada de
FSH-p (tratamento um), adaptado de Gusmao et al.
(2007), e dose tnica de FSH-p (tratamento dois),
adaptado de Simonetti et al.,(2008). O tratamento
um consistiu de sincronizagao do ciclo estral com
a aplicagdo de dispositivo intravaginal (DO0)
contendo 0,33 g de progesterona (Eazi-Breed
CIDR®, Pfizer, Brasil) o qual foi substituido no D7
juntamente com a aplicagdo intramuscular de
0,0375 mg de d-Cloprostenol (Prolise, ARSA
S.R.L, Argentina). A superovulagdo foi realizada
em D12-15, consistindo de duas aplicagdes diarias
e decrescentes de 48, 36, 24 ¢ 20 mg NIH de FSH-
p  (Folltropin- V®  Bioniche, Canada)
respectivamente, aplicadas por via intramuscular
em intervalos de 12 h. Na tltima aplicagdo de FSH-
p foram também aplicadas 500 Ul de eCG
(Novormon®,  Coopers, Brasil), por via
intramuscular e retirado o dispositivo intravaginal.
O tratamento dois consistiu de sincronizagdo do
ciclo estral com a aplicagdo tnica do dispositivo

intravaginal contendo 0,33 g de progesterona no
DO (Eazi-Breed CIDR® Pfizer, Brasil) e retirado
no D15, sendo a superovulagdo realizada no D13
com a aplicag¢do intramuscular de dose unica de
256 mg NIH de FSH (Folltropin V®, Bioniche,
Canadd) e 500 UI de eCG (Novormon®, Coopers,
Brasil). O controle de cio foirealizado nos dias D15
e D16 (0, 12 e 24 h da aplicagdo de FSH-p) e todas
as fémeas cobertas por monta natural.

Para avaliar a resposta ovariana, foi
realizada laparotomia para contagem do nimero de
corpos luteos e foliculos nao ovulados. No D22 ou
D7 do desenvolvimento do embrido, as ovelhas
foram pré-anestesiadas com 0,5 mL de sulfato de
atropina 1% (Farmagricola®) e a anestesia
realizada com a aplicagdo de cloridrato de
quetamina (50 mg/mL, Vetanarcol, Konig, Brasil)
¢ de cloridrato de xilazina (2g/100mL, Rompun,
Bayer Brasil). A anestesia local por infiltracao de
10 mL foi realizada com solugdo de lidocaina 2%
na incisdo cirurgica. Durante a laparotomia foram
contados o numero de corpos ltteos e de foliculos
e classificados por tamanho( <5 mm; 5 — 10 mm;
¢>10 mm de didmetro).

A comparagdo entre a producdo de corpos
luteos dos dois tratamentos de superovulacdo foi
realizada pelo teste de Qui-Quadradro e
comparacao de médias pelo teste t-Student, como
resultados das varidveis apresentadas na forma de
estatistica descritiva ou na forma de tabela. A
analise estatistica para a superovulacdo foi
realizada com o programa Excell 2010, sendo
considerado um nivel de significancia de 5%.
Resultados e discussao

Os resultados obtidos ao término da
execugdo do experimento dos dois tratamentos de
superovulagao estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Fémeas reagentes, corpos luteos e foliculos em ovelhas Santa Inés superovuladas com 256
mg/animal de FSH-p® em dose fracionada ou dose tinica, BIOCAPRI, 2011.

Variaveis Dose Fracionada Dose Unica
N° fémeas superovuladas 10 10
N° fémeas reagentes 10! 08!
N° total CL(minimo-maximo) 170(8-32) 119(4-26)
Média+dp de CL/fémea reagente 17,0+7,2 11,9+6,9
Meédia+dp n° foliculos (minimo-maximo) 2,3+2,9(0-8) 2,42+4.24(0-13)

P>0,05(teste de Qui-Quadrado)
I> 5CL/fémea com didmetro de5 a 10mm

Os dois tratamentos  empregados
resultaram em superovulacao (> 5CL; 5 — 10 mm

de diametro) em 18 das 20 ovelhas avaliadas. As
duas fémeas que ndo responderam ao tratamento de
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superovulagdo pertenciam ao grupo do protocolo
de dose unica, sendo que uma delas apresentou
quatro CL de 5 - 10mm de diametro) e dois CL com
menos de 3 mm de didmetro, e outra fémea com
quatro CL (<4mm). Pelo teste Qui-Quadrado ndo
houve diferenga(P>0,05)entre os tratamentos.

Assim, o ntimero total de corpos liteos
verificados no tratamento em dose fracionadafoi
170 (minimo oito, maximo 32, com média de 17,0+
7,5 CL/fémea), enquanto que no tratamento em
dose tnica foi 119 (minimo quatro, maximo 26,
média de 11,9 #6,9 CL/fémea). Schieweet
al.(1991) ao estudarem ovelhas superovuladas com
doses decrescentes de FSH, observaram regressao
do corpo Iuteo trés a quatro dias apds a ovulagao,
com redugdo acentuada das células luteinicas
maiores e menores ocorrendo nesse mesmo
periodo.

Nos tratamentos de superovulagdo, onde
elevadas concentracdes de FSH-p exogeno sdo
aplicadas nos animais, ocorre o desenvolvimento
de foliculos persistentes anovulatorios (Battyeet
al., 1988), que mantém elevada a concentragdo
plasmatica de estrogeno. Altos niveis deste
horménio conduzem ao aparecimento precoce de
receptores de ocitocina no utero, induzindo o
endométrio a produzir prostaglandina F»,, 0 que,
por sua vez, leva a regressdo antecipada do corpo
lateo  (Herrera Benavides, 2012). Como
consequéncia da regressdo luteinica precoce, a
resposta superovulatoria fica prejudicada, levando
a um decréscimodo numero ¢ qualidade dos
embrides formados em relacdo a qualidade e
tamanho dos corpos luteos (Fonseca et al., 2007).

Riesenberget al. (2001), em estudo
realizado com ovelhas Merino verificaram que a
duracdo funcional de acdo do FSH-p foi de
aproximadamente 48 h, com o didmetro dos cinco
foliculos ovulatorios nos animais tratados sendo
menores do que os obtidos de ovelhas nao
estimuladas. Demonstraram ainda que uma unica
aplicagdo de FSH-p pode induzir resposta
superovulatoria, apesar do perfil de progesterona
poés-estro revelar grande regressdo luteinica
prematura nos grupos superovulados. Além disso,
os autores ressaltam que a regressdo dos corpos
luteos prematuros pode ser observada pelo exame
ultrassonografico no inicio da fase luteinica,
indicando que a técnica pode falhar em detectar
corpos luteos em programas de transferéncia de
embrido.

Sirjaniet al. (2012) obtiveram respostas
para a superestimulacdo ovariana com 400 mg de
FSH-p para foliculos grandes recrutados ap6s 12 h
da retirada do dispositivo intravaginal, ja neste
experimento com 256 mg de FSH-p foi possivel
estimular os ovarios com dose menor, enquanto
Moakhar Kermani et al. (2012) obtiveram foliculos
grandes com 350 Ul de e¢CG em ovelhas.
Acreditamos que a dosagem de FSH-p pode ser
reduzida para o tratamento de superovulagdo, a
exemplo de Bruno-Galarragaetal. (2014) em que
realizaram colheita de embrides em ovelhas com
80 mg de FSH-p e Oliveira et al. (2014) que
utilizaram 200 mg de FSH-p com CIDR®.

Com o objetivo de melhorar os programas
de ovulagdo multipla, estudos que
avaliamdiferentes protocolos hormonaisvem sendo
desenvolvidos a fim de se obter umtratamento que
facilite o manejo dos animais submetidos a
superovulagdo. D’Alessandro et al. (2001)
realizaram estudo com uma unica aplicagdo de
FSH-p dissolvido em polivinilpirrolidona (PVP),
um veiculo de liberagdo lenta, verificando que o
nimero de fémeas superovuladas e a taxa de
ovulagdo foi similar ao do grupo de animais que
recebeu doses decrescentes de FSH-p dissolvidas
em solucdo salina, ndo havendo diferenca na
qualidade dos embrides produzidos. Desse modo,
os autores destacam a eficiéncia da aplicagdo de
dose unica de FSH-p dissolvido em PVP em
induzir a resposta superovulatoria. Entretanto, Wu
et al. (2013), ao avaliarem o uso de quatro
protocolos de superovulagdo em ovelhas Xinji,
observaram que os animais dos grupos C (dose de
40, 30 ¢ 20mg de Folltropin-v em trés dias,
respectivamente) ¢ D (aplicagdo em dose unica de
Folltropin-v em 30% de PVP) apresentaram taxa
de recuperacgdo e transferéncia de embrides menor
quando comparado ao grupo que recebeu varias
doses de Folltropin-v (Grupo A: 6 injegdes, com
total de 150 mg; Grupo B: uma inje¢do diaria, com
60, 40 e 20 mg cada).

Simonetti (2008) verificou que ovelhas
Corriedale que receberam quatro aplicagdes de
FSH-ov (grupo B1 — 44 unidades a cada 12 h, dose
total 176 unidades) apresentaram maior taxa de
ovulagdo (6,2 = 1,1) se comparado ao grupo que
recebeu uma unica aplicagdo de FSH-ov (grupo C1
-176 unidades) em veiculo PVP (4,8 = 1,0).
Entretanto, as ovelhas que receberam uma unica
aplicacdo apresentaram maiores taxas de
fertilizagdo e viabilidade do que o outro grupo

284

Monreal et al., v.9, n.33, p.280-286, Dourados, 2016



Revista Agrarian
ISSN: 1984-2538

avaliado (89,7% e 76,9% em C1 versus 45,9% e
40,5% em B1, respectivamente).

No presente estudo verificou-se que a
aplicagdo de uma tUnica dose de FSH-p sem a
utilizagdo de veiculo para induzir efeito de longa
acdo foi capaz de produzir resposta superovulatoria
em ovelhas Santa Inés, comoito das dez ovelhas
apresentando mais de quatro corpos luteos de 5 a
10mm de diametro. Os resultados obtidos,
associados aos beneficios decorrentes do manejo
simplificado dos animais mostrou que o protocolo
de aplicacdo unica de FSH-p pode ser uma
alternativa aos protocolos de superovulagdo com
utilizacdo de doses decrescentes. Mais estudos sdo
necessarios para avaliar a eficiéncia deste
protocolo mnos programas de transferéncia de
embrido, bem como observar a ocorréncia de
regressdo prematura luteinica e aumentar o nimero
de animais experimentais.

Conclusao

O protocolo de dose unica de FSH-p
mostrou-se eficiente na indugdo da superovulagéo
em ovelhas Santa Inés, com a formacdo de mais de
quatro corpos lateos (5-10 mm de didmetro) em
oito das dez fémeas superovuladas.
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