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MAX, Marilu Constantino. Producao in vitro de embrides na espécie ovina: efeito
do benzoato de estradiol na aspiragao folicular e transporte de gametas e embrides
em longas distancias. 2011. 74 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi comparar o numero de foliculos, oécitos e a taxa
de recuperacdo em ovelhas submetidas ao protocolo One Shot com e sem o uso do
Benzoato de Estradiol; e com base nos resultados do primeiro experimento, utilizou-
se o melhor protocolo hormonal para obtencdo de odcitos e assim relatar a
viabilidade do transporte de gametas femininos e embrides ovinos produzidos in vitro
por longas distancias. No primeiro experimento utilizou-se 33 ovelhas pluriparas,
mestigas (1/2 sangue Texel), lanadas, n&o lactantes, idade média 5 anos e com ECC
3,0£0,3 que foram divididas em 3 grupos. O grupo One Shot (n=10) recebeu 1,5 mg
de norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no DO e este foi mantido por 10 dias.
No D8 foi administrado 0,04mg de D-cloprostenol sédico (Preloban®, Intervet,
Holanda), 200 Ul FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e 300 Ul de eCG
(Folligon®, Intervet, Holanda). No grupo Benzoato (n=11), a uUnica diferengca em
relacdo ao grupo One Shot foi a administragdo de 0,6 mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®, Famavet, Brasil) em D0O. No Grupo Sem Tratamento (n =12) os animais
nao receberam nenhum estimulo hormonal. A coleta dos odcitos foi realizada
através de laparotomia 36 horas (D10) apds a administragado das gonadotrofinas. Foi
observado aumento (P<0,05) na média de foliculos aspirados no grupo One Shot em
relacdo ao grupo sem estimulo hormonal e o Benzoato (16,3t5,6; 9,5t2,4 e
12,1+4,1). As médias de odcitos recuperados e a taxa de recuperagdo foram
superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no Benzoato em relagdo ao grupo Sem
Tratamento, resultando em 14,2+9,0/87,1% (142/163); 11,0+6,2 /91,4% (122/134) e
6,8£3,5 /71,9% (82/114), respectivamente. No segundo experimento, foram
utilizadas 5 ovelhas pluriparas da raga Santa Inés com ECC meédio de 3,0 que foram
submetidas a tratamento hormonal One Shot. A aspiragao folicular (OPU) foi via
laparotomia. Os odcitos selecionados foram envasados em TCM 199 (Nutricell,
Brasil), gaseificados com CO, e armazenados em incubadora de transporte (WTA,
Sorocaba, Sdo Paulo) com ambiente controlado em 38,5 °C e 5% de CO,. O
transporte dos odcitos por 583 km foi realizado por meio rodoviario durante 14 horas
até o laboratério de produgédo in vitro de embrides (PIVE), onde os odcitos
completaram o periodo de maturacdo, foram fecundados com a mesma partida de
sémen e tiveram o cultivo iniciado em meio de cultivo SOF ovine. Apos 4 dias, os
embrides foram submetidos ao trajeto de retorno e enviados nas mesmas condi¢des
de transporte. Obtevé-se uma média de 9,8 + 3 (49 / 5) embrides por doadora e 25
morulas da Grau | foram transferidas em 7 receptoras, sendo 3 a 4 embrides no
estagio de moérula, no apice do corno uterino ipslateral ao corpo luteo. O diagnostico
de gestacdo foi realizado por ultrassonografia transretal 30 dias apds a
transferéncia. Uma prenhez (14,3% - 1/7) foi confirmada de uma receptora que
apresentava 4 CLs. Um cordeiro saudavel nasceu de parto eutécico apos periodo
gestacional normal. Os resultados demonstram que o One Shot foi o melhor
protocolo para obtencao de odcitos e é possivel obter-se prenhez a partir da PIVE,
com transportes de odcitos e embrides por até 14 horas.

Palavras-chave: Ovinos. One Shot. Benzoato de Estradiol. Odcitos. Protocolos.



MAX, Marilu Constantino. In vitro production of embryos in sheep: effects of
estradiol benzoate in follicular aspiration and transportation of gametes and embryos
in long distance. 2011. 74 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the number of follicles, oocytes and the
recovery rate in sheep submitted to One Shot protocol with and without the use of
estradiol benzoate, and based on the results of the first experiment, we used the best
hormonal protocol to obtain oocytes and thus to report the feasibility of transporting
sheep female gametes and embryos produced in vitro over long distances. In the first
experiment we used 36 sheep pluriparous, crossbred (1 / 2 blood Texel), tossed, not
lactating, mean age 5 years and 3.0 + 0.3 with BCS who were divided into three
groups. The One Shot group (n = 10) received 1.5 mg of norgestomet (Crestar ®,
Intervet, Holland) at DO and it was maintained for 10 days. D8 was administered 0.04
mg D-cloprostenol (Preloban ®, Intervet, Holland), 200 IU FSH (Pluset ®, Hertape
Calier, Spain) and 300 IU of eCG (Folligon ®, Intervet, Holland). In benzoate group (n
= 11), the only difference with the One Shot group was the administration of 0.6 mg
of estradiol benzoate (Estrogin ®, Famavet, Brazil) in DO. In the untreated group (n =
12) animals received no hormone stimulation. The collection of oocytes was
performed by laparotomy 36 hours (D10) after administration of gonadotropins. An
increase was observed (P <0.05) in the middle of aspirated follicles in group One
Shot against the group without hormonal stimulation and benzoate (16.3 + 5.6, 9.5 +
2.4 and 12.1 £ 4 , 1). The mean of oocytes recovered and recovery rate were higher
(P <0.05) in One Shot and benzoate as compared to group without treatment,
resulting in 14.2 £ 9.0/ 87.1% (142/163 ), 11.0 £ 6.2/ 91.4% (122/134) and 6.8 + 3.5
1 71.9% (82/114), respectively. In the second experiment, five pluriparous Santa Ines
ewes with BCS average of 3.0 were subjected to hormone treatment One Shot.
Follicular aspiration (OPU) was by laparotomy. The selected oocytes were loaded in
TCM 199 (Nutricell, Brasil) and aerated with CO2 and stored in a transport incubator
(WTA, Sorocaba, Brasil) with a controlled environment at 38.5 ° C and 5% CO2. The
transport of oocytes by 583 km was carried out by road for 14 hours to the laboratory
for in vitro production of embryos (IVEP), where the oocytes completed the period of
maturation, were fertilized with semen from the same male and had started growing
in culture medium SOF ovine. After four days, the embryos were subjected to the
return path and sent under the same conditions of carriage. It was obtained an
average of 9.8 £ 3 (49 / 5) embryos per donor and 25 morulae were transferred into 7
recipients, 3 to 4 embryos at morula stage, at the height of the uterus ipslateral the
corpus luteum. Pregnancy diagnosis was performed by transrectal ultrasonography
30 days after embryo transfer. One pregnancy (14,3% - 1/7) was confirmed and one
healthy lamb was born after an eutocic parturition and normal pregnancy period. The
results show that the One Shot was the best protocol to obtain oocytes and it is
possible to get pregnant from IVEP, with transport of oocytes and embryos for 14
hours.

Keywords: Ovine. One Shot. Estradiol benzoate. Oocytes. Protocols..
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INTRODUGAO

A ovinocultura é uma atividade em crescimento no Brasil. Nos
ultimos anos,

tém se observado volumes crescentes dos abates, da demanda do
mercado doméstico, das importagdes e do consumo da carne (SILVA, 2008). O
levantamento do ultimo censo mostra que o Brasil apresenta um efetivo de 16.811
milhdes de cabegas (IBGE, 2009).

O crescente interesse dos produtores pelas atividades da ovino e
caprinocultura explica-se principalmente por alguns fatores: a grande valorizagéo de
areas rurais, a competicdo de espago entre a agricultura e a pecuaria e a rapidez do
ciclo produtivo, que nos ovinos é aproximadamente 2,5 vezes mais rapido que nos
bovinos (HINDO, 2006).

A necessidade de aumentar e melhorar o rebanho ovino demonstra
a busca premente de um real estabelecimento das biotecnologias da reproducéo,
em todas as suas etapas de desenvolvimento. Estas biotecnologias, quando
devidamente empregadas, sao fortes aliadas e respondem por significativas
melhorias na produtividade e rentabilidade dos rebanhos (SIMPLICIO et al., 2007).

Técnicas como inseminagdo artificial (IA), manipulacdo e
conservagao do sémen tem registros desde a década de 40 (Mies Filho, 1987).
Entretanto, histéricos e até mesmo anatomo-fisiolégicos jamais tomaram a
proporgcao observada em bovinos.

A demanda atual tem feito com que diversas pesquisas sejam
realizadas para que, tanto as técnicas acima citadas, bem como a transferéncia de
embrides (TE), e mais recentemente, a producgao in vitro de embrides (PIVE) tornem-
se cada vez mais aplicadas na cadeia produtiva de ovinos.

Apesar das perspectivas promissoras, 0s programas de TE
apresentam algumas limitagdes, como a grande variagao dos animais com relagao a
resposta superovulatoria, as dificuldades anatdbmicas para a colheita de embrides e
mesmo para a |A com sémen congelado.

Em decorréncia das limitagées da TE, a PIVE vem se destacando,
pois pode ser uma técnica alternativa ou complementar a producado in vivo de

embrides. A PIVE torna mais eficiente e racional o uso de sémen congelado, pois na
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fecundacgao in vitro ha um controle melhor da manipulagcdo do gameta masculino.
Além disso, fémeas com restricbes anatbmicas em cérvix e utero podem ser
submetidas a obtenc¢do in vivo dos odcitos, aumentando assim sua longevidade
reprodutiva.

Apesar dos aspectos promissores, muitos outros ainda apresentam
restricdes para uma ampla utilizagdo da PIVE, desde os protocolos para a aspiragéao
folicular, passando pelos procedimentos de maturacdo oocitaria, fecundacdo e
desenvolvimento dos embrides, até o momento da transferéncia.

Considerando-se os protocolos de aspiracado folicular, um aspecto
peculiar € a reduzida utilizagdo do Benzoato de Estradiol na espécie ovina, pois este
farmaco, de baixo custo, tem sido amplamente utilizado em bovinos, em protocolos
para diversas biotecnologias. Desta maneira, seria de alta pertinéncia um estudo
para aferir os efeitos do BE sobre a obtengao de odcitos, visando a produgao in vitro
de embrides.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilizagado da produgéo in
vitro de embrides na espécie ovina, desde os protocolos pré aspiragao folicular até

manipulagdo de gametas e embrides in vitro.
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REVISAO DE LITERATURA

A ovinocultura é carente em tecnologias avangadas bem como em
investimentos na formacéao e qualificagdo de mao de obra especializada. Apesar das
limitacbes existentes, tem havido uma crescente demanda por parte da iniciativa
privada nas biotecnologias da reprodugdo que visem o incremento da produtividade
e da rentabilidade dos rebanhos. Dentre estas biotecnologias podemos ressaltar a
sincronizagao de estros, inseminacgdo artificial (IA), utilizagdo da ultrassonografia,
transferéncia de embrides (TE) e a produgéo in vitro de embrides (PIVE; GUSMAO;
ANDRADE MOURA, 2005).

As biotecnologias reprodutivas estao diretamente ligadas ao sucesso
da producgao de ovinos, pois este € determinado, entre outros fatores, pela produgao
de cordeiros para abate, que varia em funcdo do numero de matrizes e seu
desempenho reprodutivo (SASA, 2003).

A produgao de cordeiros alcangou um patamar mais solido com o
desenvolvimento da sincronizagcdo do estro, na década de 60, pois isto facilitou o
uso de técnicas de inseminacéao artificial em ovelhas e permitiu a concentracdo dos
partos (Menchaca et al., 2004). Com o melhor conhecimento da sincronizagao do
estro, os progestagenos passaram a ser amplamente utilizados, tanto no periodo de
atividade reprodutiva, como no periodo de estacionalidade (UNGERFELD,;
RUBIANES, 2002; KOHNO et al., 2005; DOGAN; NUR, 2006; OZYURTLU et al.,
2008).

Como vantagens da sincronizagdo de estros, podemos citar a
concentracdo dos cios, concentracdo da mao-de-obra, inducdo da ciclicidade de
fémeas em anestro, diminuicdo do intervalo entre partos, melhor utilizagdo do
reprodutor, maiores taxas de prenhez no inicio das estagdes de monta e
homogeneizagao dos lotes, com maiores ganhos na comercializagdo (HENDERSON
et al., 1984).

A sincronizagdo de estro € uma técnica bastante utilizada
juntamente com a inseminacéao artificial, gerando beneficios como, por exemplo, a
diminui¢ao do intervalo entre geragdes e maior homogeneidade dos lotes. Entretanto

€ uma biotecnologia que propicia uma melhor disseminagdo do material genético dos
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machos. Ja a produgdo de embrides, seja a TE ou a PIVE, propicia uma
complementaridade biolégica dos genomas masculino e feminino, resultando em
rapido incremento genético e menor intervalo entre geracdes (FREITAS; SIMPLICIO,
2001; MOBINI; HEATH; PUGH, 2005).

A TE vem sendo utilizada ha varios anos, mas com resultados muito
variaveis. Gusmao et al. (2007) relataram que 26% das doadoras superovuladas néo
responderam ao tratamento, com uma grande variagdo de embrides recuperados - 0
a 31 por doadora. Simonetti et al. (2007), demonstraram casos de ampla variagéo na
producao de embrides em até 77% das doadoras. Além da variabilidade a resposta
superovulatéria, falhas na fecundagdo dos odcitos sdo muito comuns (COGNIE et
al., 2003; TRALDI, 2006; BALDASSARRE, 2007; GUSMAO et al., 2007, SIMPLICIO
et al., 2007). Acredita-se que uma das causas da variagdo da resposta
superovulatéria esteja relacionada com a presencga de foliculos maiores ou iguais a 6
mm no momento do inicio da superovulagao. Traldi (2006) afirmou ainda que fatores
genéticos, nutricionais e estacionais exergam forte influéncia em tal aspecto. A baixa
taxa de fecundagao ocorre provavelmente pela assincronia das ovulacdes apds a
retirada do progestageno (COGNIE et al., 2003). Traldi (2006) acrescentou que uma
das causas da baixa taxa de fecundacado dos odcitos em programas TE refere-se a
grande quantidade de muco produzido por fémeas superovuladas, o que
incompatibiliza o transporte espermatico e consequentemente a fecundacdo dos
odcitos ovulados.

Considerando as informagbes supra citadas, a producao de
embrides in vitro (PIV) tem se tornado uma alternativa bastante interessante para a
realizacéo de pesquisas basicas, bem como para uso comercial das biotecnologias
da reproducdo (COGNIE et al., 2004). Algumas das vantagens da PIV em relacéo a
TE foram citadas por Baldassarre (2007), sendo elas: o método de obtencdo dos
oocitos in vivo, realizado através de laparoscopia € menos traumatico que os
métodos tradicionais de recuperagdo de embrides em programas TE de ovinos. Por
esse motivo o procedimento pode ser repetido com maior frequéncia durante a vida
reprodutiva das doadoras. Além disso, a OPU evita problemas como a baixa taxa de
ovulagéo, baixa taxa de fecundacgdo e alta incidéncia de regressdo prematura de
corpos luteos. O mesmo autor ressalta que é extremamente raro que na OPU uma
doadora produza menos que um embrido transferivel por sessao. Outra vantagem

ainda é o fato desta biotécnica parecer ser menos influenciada pelos fatores da
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estacionalidade (PIERSON et al.,, 2004). Apesar de todas as vantagens
apresentadas, muitos aspectos ainda precisam ser melhores definidos, desde os
protocolos pré-aspiragdo e técnicas de colheita dos odcitos até o momento da
transferéncia.

Um dos pontos que tem sido largamente estudado é a preparagao
das doadoras para OPU. Varios autores avaliaram protocolos, testando estimulagdes
com doses unicas ou multiplas de eCG ou FSH, e até mesmo a associagéo entre
eles, bem como o uso de GnRH ou seus antagonistas e também de estradiol, tendo
em vista a busca do maior numero de foliculos por aspiragdao, melhor taxa de
recuperagcao, melhor qualidade dos oodcitos recuperados, bem como a melhor
produgdo de embrides in vitro (BERLINGUER et al., 2006; KELLY et al., 2005;
BERLINGUER et al., 2004; COGNIE et al., 2004; KELLY et al., 2004; KOEMAN et
al., 2003; ALBERIO et al, 2002; BALDASSARRE et al., 2002; BALDASSARRE et al,
1996; PTAK et al., 1999; O'BRIEN et al, 1997).

Tais protocolos culminaram em ampla variagdo em todos os
aspectos, contudo os mais promissores sdo os de Baldassarre (2007) que afirmou
que tem obtido ha varios anos uma média de 14 odcitos por doadora, com uma taxa
de recuperagédo média de 80%, e uma média de 8 embrides por doadora, seguidas
de 50 a 80% de taxa de prenhez apds transferéncia. Os dados apresentados
mostram o potencial da técnica em produzir bons resultados, os quais podem ser
inclusive melhorados com a aplicagdo de novas tecnologias.

O numero final de embrides transferiveis aumenta de acordo com o
maior numero de foliculos responsivos as gonadotrofinas. Isto depende da auséncia
do foliculo dominante ao inicio do tratamento superovulatorio (GONZALEZ-BULNES
et al., 2004). Em bovinos a ablagao do foliculo dominante tem sido descrita como
método para melhorar a recuperacdo de embrides (BUNGARTZ; NIEMMAN, 1994)
embora menos eficiente em ovinos devido ao tamanho dos animais e suas
caracteristicas do trato genital (GONZALEZ-BULNES et al., 2004). A melhor opg¢éo
nesta espécie € induzir baixos niveis de LH e FSH, visto que a dominancia é
estabelecida em altas concentragdes de LH (GONZALEZ-BULNES et al., 2004).

O numero de foliculos disponiveis para a aspiragao folicular
apresenta consideravel variacdo conforme a dinamica folicular, sendo o inicio da
onda o0 momento mais favoravel para a recuperacgao, pelo maior numero de foliculos

e pela melhor eficiéncia na captacdo dos odcitos a partir de foliculos menores
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(SENEDA et al., 2001). Em bovinos, quando a aspiracao folicular é realizada
independente da fase do ciclo estral, mais de 85% dos foliculos ovarianos sao
atrésicos. Existem fortes evidéncias de que o estagio de desenvolvimento do foliculo
€ importante para determinar a qualidade do odcito (SIRARD et al.,, 1999,
CASTILHO et al., 2007).

Com o objetivo de incrementar a recuperagcao de odcitos, diversos
protocolos pré-aspiracdo tem sido estabelecidos visando controlar a onda de
crescimento folicular. Em bovinos, dentre as formas de controle do crescimento
folicular, o tratamento com progesterona e estradiol tém sido eficazes para promover
a atresia dos foliculos em desenvolvimento, e a emergéncia de uma nova onda
folicular 3 a 5 dias apds (4,3 em meédia), devido a agado inibitéria destes dois
horménios sobre o FSH (BO et al., 1994; BO et al., 2006). Assim, a resposta
gonadotrofica em bovinos € melhor quando é iniciada exatamente no momento da
emergéncia da onda folicular (NASSER et al.,1993, ADAMS et al., 1994). Nesta
condicdo, pode-se obter maior numero de foliculos apés a aplicagdo das
gonadotrofinas (BO et al., 2002).

Um dos mais consagrados protocolos para a aspiragao folicular em
ovinos € o One Shot, com o qual pode-se obter média de 12 foliculos/doadora por
procedimento, com uso associado de FSH, eCG e PGF2a, além de uso
concomitante do implante de progesterona (BALDASSARRE et al., 1996). Tal valor
mostra-se bastante superior a média de 7 foliculos por doadora, quando n&o se usa
nenhum protocolo (KUHHOLZER et al., 1999).

Na espécie bovina, obtém-se maior eficiéncia dos protocolos quando
se programa a regressao folicular ao inicio do tratamento, com de uso do Benzoato
de Estradiol, em conjunto com uma fonte de Progesterona (BO et al., 2006). Desta
maneira, ha um maior aproveitamento das gonadotrofinas exdégenas quando estas
sdo aplicadas exatamente no momento da emergéncia da onda folicular iniciada
apos a regressao da primeira onda (NASSER et al.,1993, ADAMS et al., 1994). De
modo geral, fémeas da espécie bovina apresentam emergéncia de uma nova onda
folicular ao redor de trés a quatro dias apds a aplicacdo de estradiol 17 beta e
progesterona (MEIKLE et al.,, 2001, BARRET et al., 2008). Apesar da eficacia do
estradiol 17 beta, este tem sido cada vez mais substituido pelo benzoato de

estradiol, considerando-se a eficacia semelhante e um custo muito menor.
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Apesar dos avangos e ampla utilizagdo da associagao estrogeno e
progesterona em bovinos, como recurso eficiente para induzir a regressao de
foliculos antrais, ha escassos trabalhos semelhantes na espécie ovina. Talvez o
reduzido numero de relatos seja causado pelas restrigbes da espécie, como grandes
variagdes no intervalo entre ondas (BARRET et al.,, 2008), no numero de ondas
(GINTHER et al., 1995) e na extensao do ciclo (BARTLEWISKI et al., 1999). Apesar
de tais desafios, a expectativa de agregar uma fonte de estrogeno ao consagrado
protocolo One Shot mostra-se bastante promissora, pela perspectiva de incrementar
o aproveitamento do eCG, caso o estrégeno, em colaboragdo com o implante de
progesterona, fosse eficiente em causar a regressao folicular ao primeiro dia do
protocolo.

Ja foi estudada a utilizacdo do estradiol 17 beta juntamente com
uma fonte de progesterona, tendo as ovelhas apresentado emergéncia de nova
onda folicular aproximadamente 4 a 7 dias ap6s (BARRET et al., 2008). No entanto,
seria interessante considerar a substituicdo do estradiol 17 beta pelo benzoato de
estradiol, considerando o menor custo e a maior disponibilidade deste.

Considerando os aspectos supracitados, o presente trabalho refere-
se a associagao do benzoato de estradiol ao protocolo One Shot, buscando-se

incrementar a obtencao in vivo de odcitos para a producio in vitro de embrides.
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JUSTICATIVA

A producao in vitro de embrides na espécie ovina apresenta uma
aplicagdo reduzida em rebanhos comerciais, contrastando com o amplo
desenvolvimento verificado na espécie bovina, especialmente no rebanho brasileiro.

A utilizacdo de protocolos hormonais certamente representa uma
condicdo muito promissora de incrementar a PIVE em ovinos, com a perspectiva de
disponibilizar um maior numero de odcitos disponiveis por procedimento. No entanto
0 numero de protocolos para a espécie ovina é mais restrito quando comparado aos
bovinos, sendo possivel considerar a possibilidade de adaptagdo de algumas
estratégias farmacoldgicas utilizadas nos bovinos para as ovelhas.

O estrogeno, em especial o Benzoato de Estradiol, representa uma
importante ferramenta hormonal em bovinos, embora haja pouquissima informagéao a
respeito na espécie ovina. Apesar das semelhancas reprodutivas com a espécie
bovina, ndo ha registros do uso do BE associado a progesterona no primeiro dia dos
protocolos hormonais utilizados em ovinos. A perspectiva dessa associagao
hormonal € a mesma observada em bovinos, ou seja, induzir a regressao dos
foliculos em crescimento e emergéncia de nova onda folicular.

Outro aspecto limitante para a PIVE em ovinos € o numero restrito
de laboratdrios especializados nesta espécie. Assim, o estabelecimento de um
método eficiente de transporte de odcitos e embrides poderia contribuir para uma

maior expansao desta biotécnica na espécie ovina.
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HIPOTESES

EXPERIMENTO A

O uso do Benzoato de Estradiol associado ao protocolo One Shot proporciona

maior numero de foliculos e odcitos para a aspiragao folicular, quando comparado

com o One Shot isoladamente.

EXPERIMENTO B

Pode-se produzir prenhezes da espécie ovina apos transportar odcitos e

embrides por periodos de até 14 horas.
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OBJETIVOS

EXPERIMENTO A

Objetivo Geral
Testar a eficiéncia do acréscimo do Benzoato de Estradiol ao protocolo One

Shot para a aspiracao folicular em ovelhas.

Objetivo Especifico
Avaliar a eficiéncia do protocolo One-Shot, na presenca ou auséncia do
Benzoato de Estradiol, quanto ao numero de foliculos, odcitos e a taxa de

recuperacao.

EXPERIMENTO B

Objetivo Geral
Utilizar o melhor protocolo obtido no Experimento | para a produgao de

embrides in vitro.

Objetivo Especifico
Produzir prenhezes na espécie ovina, a partir da produgédo in vitro de

embrides, considerando-se transporte de odcitos e embrides por até 14 horas.
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Resumo

Considerando o efeito benéfico do Benzoato de Estradiol (BE) na sincronizagao do
crescimento folicular em bovinos, o objetivo do presente trabalho foi comparar o
numero de foliculos, odcitos e a taxa de recuperacdo em ovelhas submetidas ao
protocolo One Shot com e sem o uso do BE. Ovelhas pluriparas, mesticas (1/2
sangue Texel), lanadas, nao lactantes (n = 33), idade média 5 anos e com ECC
3,0£0,3 foram divididas em 3 grupos. O grupo One Shot (n=10) recebeu 1,5 mg de
norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no DO e este foi mantido por 10 dias. No
D8 foi administrado 0,04mg de D-cloprostenol sodico (Preloban®, Intervet, Holanda),
200 Ul FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e 300 Ul de eCG (Folligon®,
Intervet, Holanda). No grupo BE (n=11), a unica diferenga em relagdo ao grupo One
Shot foi a administracdo de 0,6 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Famavet,
Brasil) em DO. No Grupo Sem Tratamento (n =12) os animais ndo receberam
nenhum estimulo hormonal. A coleta dos odcitos foi realizada através de laparotomia
36 horas (D10) apdés a administragdo das gonadotrofinas. O meio utilizado para
aspiragao era composto por solugao fisioldégica 0,9% aquecida e acrescida de 0,05
mg/mL de heparina (Parinex®, Hipolabor, Brasil, 5000 UI/0,25ml). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e teste do Qui-quadrado com nivel de
significancia de 5%. Foi observado aumento (P<0,05) no numero de foliculos
aspirados no grupo One Shot em relacdo ao grupo sem estimulo hormonal e o
Benzoato (16,3+5,6; 9,5+2,4 e 12,1+4,1; P<0,05). As médias de odcitos recuperados
e a taxa de recuperacdo foram superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no
Benzoato em relagdo ao grupo Sem Tratamento, resultando em 14,2+9,0/87,1%
(142/163); 11,0£6,2 /91,4% (122/134) e 6,8+3,5 /71,9% (82/114), respectivamente.
Concluimos que o One Shot apresentou o melhor resultado quanto ao numero de
foliculos e odcitos obtidos, quando comparado com One Shot associado ao BE.

Palavras-chave: Ovinos. One Shot. Benzoato de Estradiol. Odcitos. Protocolos.

Abstract

Our objective was to compare the number of follicles, oocytes and the recovery rate
in sheep submitted to protocol One Shot with or without the use of EB . Pluriparous
sheep, crossbred (1 / 2 blood Texel), tossed, non-lactating (n = 33), mean age 5
years and 3.0 + 0.3 with BCS were divided into three groups. The One Shot group (n
= 10) received 1.5 mg of norgestomet (Crestar ®, Intervet, Holland) at DO and it was
maintained for 10 days. On D8 it was administered 0.04 mg D-cloprostenol (Preloban
®, Intervet, Holland), 200 IU FSH (Pluset ®, Hertape Calier, Spain) and 300 IU of
eCG (Folligon ®, Intervet, Holland). In the EB group (n = 12), the only difference with
the One Shot group was the administration of 0.6 mg of estradiol benzoate (Estrogin
®, Famavet, Brazil) in DO. In the untreated group (n = 12) animals received no
hormone stimulation. The collection of oocytes was performed by laparotomy 36
hours (D10) after administration of gonadotropins. The medium used for aspiration
consisted of warmed 0,9% saline plus 0.05 mg / mL heparin (Parinex®, Hipolabor,
Brazil, 5000 Ul/ml ampoule 5ml). The results were subjected to analysis of variance
and chi-square test with significance level of 5%. An increase was observed (P
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<0.05) on the number of aspirated follicles in group One Shot against the group
without hormonal stimulation and benzoate (16.3 + 5.6, 9.5 + 24 and 12.1 + 4 /1;
P<0,05). The mean of oocytes recovered and recovery rate were higher (P <0.05) in
One Shot and benzoate as compared to group without treatment, resulting in 14.2 +
9.0/87.1% (142/163 ), 11.0 £ 6.2 / 91.4% (122/134) and 6.8 + 3.5/ 71.9% (82/114),
respectively. We conclude that the One Shot had the best result on the number of
follicles and oocytes, as compared with One Shot associated with BE.

Keywords: Ovine. One Shot. Estradiol Benzoate. Oocytes. Protocols.

INTRODUGAO

A recuperagao de oocitos de fémeas vivas, ovum pick-up (OPU), é
largamente realizada em diversas espécies, com maior destaque para bovinos.
Contudo sua exploragdo comercial em pequenos ruminantes € ainda bastante
limitada, sendo mais utilizada na pesquisa fundamental para producédo de clones e
animais transgénicos produtores de proteinas recombinantes de interesse da
industria farmacéutica e na medicina humana (Baldassarre et al., 1994 e 1996; Graff
et al., 1999; Baldassarre et al., 2002 e 2004b).

Na espécie ovina a producédo in vitro de embrides (PIVE) evita
problemas como a baixa taxa de ovulagao e fecundagao, além da alta incidéncia de
regressdo prematura de corpos luteos. Estes aspectos s&o considerados
responsaveis por 25% das fémeas que nao produzem embrides transferiveis nos
lavados uterinos, além de possibilitar a utilizagao de fémeas velhas ou animais com
problemas reprodutivos (Baldassarre et al., 2004a, Baldassarre et al., 2007). O
mesmo autor ressalta que € extremamente raro a produ¢cdo de menos de um
embrido por doadora por procedimento, na PIVE.

A média de odcitos obtidos por doadora na OPU via laparotomia e
laparoscopia em pequenos ruminantes € de, respectivamente, 12 e 14. Com base
nestes dados é possivel notar que ndo ha diferengcas no numero de odcitos obtidos
entre os métodos de aspiragao folicular (Ptak et al., 1999; Baldassarre et al., 2007).
No entanto a laparoscopia é uma técnica menos invasiva que pode ser repetida
varias vezes na mesma fémea, entretanto € um material honeroso que requer mao-
de-obra experiente na técnica (Kuhholzeret al., 1997).

Apesar das vantagens apresentadas, muitos aspectos ainda

precisam de aperfeicoamento, desde os protocolos hormonais para a aspiragao
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folicular, técnicas de colheita dos odcitos, procedimentos in vitro (maturacgéao,
fecundacao e cultivo) até o momento da transferéncia dos embrides.

Os protocolos hormonais proporcionam um significativo incremento
na obtencdo de odcitos e consequentemente embrides produzidos, quando
comparado com ovelhas ndo tratadas (Baril, 2006). Dentre os procedimentos
testados, nota-se diversas variaveis, com protocolos hormonais utilizando
progestagenos, eCG e/ou FSH com diversas estratégias de utilizagao (Kelly et al.,
2005; Berlinguer et al., 2004; Cognié et al., 2004; Koeman et al., 2003; Alberio et al.,
2002; Baldassarre et al., 2002; Stangl et al., 1999; Ptak et al., 1999).

Em bovinos, o controle do foliculo dominante ao inicio do protocolo
permite a realizacdo da aspiracéo folicular no comego da onda subsequente, com
mais vantagens para a recuperagao dos odcitos, pelo maior numero de foliculos de
menor didmetro (Seneda et al.,, 2001). Além da maior quantidade de odcitos, a
qualidade dos odcitos também pode ser superior, quando a aspiragao folicular é
realizada na emergéncia da onda (Sirard et al., 1999, Castilho et al., 2007). Ainda na
espécie bovina, a regressao folicular ao inicio do tratamento é realizada
principalmente com progesterona e estradiol, os quais tém sido eficazes para
promover a atresia dos foliculos em desenvolvimento, propiciando a emergéncia de
uma nova onda folicular apdés 3 a 5 (4,3 em média) dias, devido a agdo inibitoria
destes dois hormdnios sobre o FSH (B0 et al., 1994; Bo et al., 2006).

Em ovinos o uso do estradiol 17 beta com progesterona resultou em
uma nova emergéncia da onda folicular aproximadamente 4 a 7 dias apos (Barret et
al., 2008). Ja o Benzoato de Estradiol ainda ndo possui seu uso estabelecido,
apesar ser mais acessivel que o estradiol 17 beta.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilizagdo do Benzoato
de Estradiol em um protocolo hormonal ja estabelecido (One Shot) na recuperacéo

de odcitos em ovinos.
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MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi conduzido em uma propriedade localizada no

municipio de Londrina, no norte do estado do Parand, Brasil (23° 30’ 26” de latitude

sul, 51° 14’ 06” de longitude oeste) no inicio da estagdo reprodutiva. O clima

predominante no local € o subtropical, com concentracdo de chuvas no verao.
Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em
pastagem composta de grama Estrela Roxa (Cynodon pletostachyrus Pilger) e
grama Mato Grosso (Paspalum notatum), sob pastejo continuo, com acesso a sal
mineral a agua ad libitum. A noite, os animais eram levados para o aprisco e, pela

manha, era fornecido 200 g/dia de casquinha de soja por animal.
Animais

Foram utilizadas 33 fémeas pluriparas, mestigas (1/2 sangue Texel),
lanadas, com idade média de 5 anos, nao lactantes, clinicamente saudaveis e com

escores de condigdo corporal (ECC) 3,0+0,3 escala de 1 a 5 (Caldeira e Vaz
Portugal, 1998).

Distribuicdo dos grupos e tratamentos
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Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais de acordo
com o ECC. O grupo One Shot (n=10) recebeu um implante via auricular de 1,5 mg
de norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no DO e este foi mantido por 10 dias.
No D8 foi administrado via intramuscular 0,04mg de D-cloprostenol sddico
(Preloban®, Intervet, Holanda), 200 Ul FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e
300 Ul de eCG (Folligon®, Intervet, Holanda) (Figura 1). No grupo Benzoato (n=11),
a unica diferenca em relagdo ao grupo One Shot foi a administragdo via
intramuscular de 0,6 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Famavet, Brasil) no DO
(Figura 2). A dose de estrogénio foi baseada na dose utilizada em bovinos de acordo
com o peso corporal (Bogacz et al., 1999). No Grupo Sem Tratamento (n =12) os
animais nado receberam nenhum estimulo hormonal, sendo que estes receberam
administragdo de solugdo salina via intramuscular para serem manejados da mesma
maneira que os animais que receberam tratamento hormonal. A coleta dos odcitos
foi realizada através de laparotomia 36 horas (D10) apdés a administragdo das

gonadotrofinas.

Retirar

0,04ml PGF 2a (manha) ~ Implante P4
Insergéo Implante P4
200Ul eCG+ 80mg FSH +

1,5mg norgestomed (tarde)

OPU
g 4
DO D8 D10
Figura1—-  Diagrama esquematico do protocolo do grupo One Shot

administrado em ovelhas adultas e lanadas no inicio da
estacao reprodutiva.

Insergéo Implante P4

1,5mg norgestomed Retirar
+ 0,04ml PGF 2a (manha)  'mplante P4
0,6mg Benzoato de 200Ul eCG+ 80mg FSH +
Estradiol tarde
ﬂ ( ﬂ ) OPU
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DO D8 D10

Figura 2 - Diagrama esquematico do protocolo do grupo Benzoato
administrado em ovelhas adultas e lanadas no inicio da
estacao reprodutiva.

Descricdo da técnica de laparotomia e aspiracao folicular

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum
hidrico e sdlido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realizagdo da laparotomia, os
animais eram canulados na veia jugular com cateter numero 18G (Becton Dickson,
Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solugao fisiolégica 0,9% (1 gota a cada
2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com
Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée — Brasil) via intravenosa e
infiltragcdo no local da incisdo com Lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Apos a
administragcado da Xilazina os animais eram contidos em decubito dorsal em maca
cirdrgica, para realizacdo da tricotomia e anti-sepsia com lodo Degermante e Alcool
70°GL na regiao abdominal, cranialmente ao ubere. Em seguida, uma incisao
retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritdbneo era
divulsionado e o utero assim, como os ovarios, eram localizados e cuidadosamente
exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovarios eram
lavados com solugao fisiolégica heparinizada (0,1Ul/ml) aquecida, visando manter a
vitalidade do érgéo e prevenir futuras aderéncias.

Para realizagcdo da pungao folicular foi utilizada uma agulha
hipodérmica descartavel de 30x8 mm (Becton Dickson, Brasil) conectada a um tubo
cbnico de 50 ml (Corning, USA), por uma mangueira de silicone de 0,8 m e didmetro
interno de 2 mm. A aspiragdo foi realizada a partir de uma pressao negativa
correspondente a vazao de 13 ml de H,0/min, gerada por uma bomba de infuséo
continua (Nutrimat Il, B-Braun, Brasil), conforme descrito por Seneda et al., (2005).

O meio utilizado para aspiragédo era composto por solugao fisioldgica

acrescida de 0,05 mg/mL de heparina. Todos os foliculos visiveis de ambos ovarios
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foram contados e aspirados. Os foliculos com maior didmetro no momento da
aspiracao foram classificados como dominantes, apesar de nao ter sido estabelecido
se 0s mesmos se encontravam ativos. Ao término da aspiragao, o utero e os ovarios
foram recolocados em sua posi¢cao anatébmica e em seguida foi realizada a sutura da
ferida cirurgica. A camada muscular e o subcutaneo foram suturados com fio categut
namero 0 (PolySuture, Brasil) e a pele com fio Nylon numero 1 (PolySuture, Brasil).
Todos os animais receberam antibidtico (Tribrissem®, Intervet,
Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatorio
(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os

pontos foram retirados apos 10 dias.

Descricdo da técnica para busca e classificacdo dos odcitos

Apos a aspiragao de todos os foliculos, era realizada a aspiracédo de
20 mL de meio para recuperar os o6citos que eventualmente se encontrassem no
interior da agulha. Imediatamente apds a aspiragao, o fluido folicular recuperado era
passado em um filtro de 70 micras (Emcom, Nutricell, Brasil) e subsequentemente
lavado com solugdo salina 0,9% aquecida. Finalmente era realizada a busca e
classificagado dos odécitos em estereomicroscopio (Meiji Techno, EMZ, Japao). Todos
os procedimentos foram realizados pelo mesmo Médico Veterinario.

Imediatamente apds a recuperacdo dos odcitos, foi realizada a

classificagdo dos mesmos de acordo com Seneda et al., 2001.

Delineamento experimental e Analise Estatistica

Os parametros avaliados foram numero de foliculos, numero e
qualidade dos odcitos e taxa de recuperacdo por tratamento, no dia da aspiragao
folicular.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variéncia e

teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Das 33 ovelhas utilizadas no presente experimento foram aspirados
411 foliculos e obteve-se 346 odcitos, resultando em uma taxa de recuperacéao total
de 84,18%.

Foi observado aumento (P<0,05) no numero de foliculos aspirados
no grupo One Shot em relagdo ao grupo Sem Tratamento Hormonal e o Benzoato
(Tabela 1). A taxa de recuperagéo foi superior (P<0,05) nos grupos One Shot e
Benzoato com relagdo ao grupo sem tratamento hormonal (Tabela 1). As médias de
oocitos recuperados foram superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no Benzoato
em relagdo ao grupo Sem Tratamento Hormonal, resultando em 14,248,0; 10,5+6,1
e 6,1£3,2, respectivamente (Tabela 2).

Houve uma maior porcentagem de foliculos dominantes, no
momento da aspiragdo, nas fémeas do grupo Benzoato (81%), em relagdo aos

animais dos grupos One Shot (60%) e sem tratamento (58%) (Figura 3).

Tabela1 - Meédia de foliculos, odcitos e porcentagem da taxa de recuperagao
obtidos de ovelhas adultas e lanadas submetidas a protocolos
hormonais pré aspiragao folicular no inicio da estacao reprodutiva.

Grupos N Foliculos Odcitos Taxa recuperagao
(MédiaxDP) (MédiaxDP) (%)
Sem Tratamento 12 9,542 42 6,8+3,5° 71,9 (82/114)?
Benzoato 11 12,1+4,1° 11,0+6,2° 91,4 (122/134)?
One Shot 10 16,3+5,6° 14,2+9,0° 87,1 (142/163)°

Valores seguidos de letras diferentes mesma coluna indicam diferencga (P<0,05).
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Tabela 2 — Numero total de odcitos e média de viaveis obtidos apds a aspiragao
folicular de ovelhas adultas e lanadas submetidas a dois protocolos
hormonais pré aspiragao folicular no inicio da estagéo reprodutiva.

Grupos N Total de Odcitos Odcitos Viaveis
Sem Tratamento 12 82 6,1+3,2°
Benzoato 11 122 10,56,1%°
One Shot 10 142 14,0+8,0°

Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05).

90 81

60

%

foliculos 40

N

SEM TRATAMENTO BENZOATO ONESHOT

Figura 3 — Porcentagem de foliculos dominantes por grupo observados no momento
da aspiracdo folicular de ovelhas adultas e lanadas, submetidas a
protocolos hormonais pré aspiracdo folicular no inicio da estacao
reprodutiva.
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DISCUSSAO

No presente trabalho concluiu-se que ovelhas submetidas ao
protocolo hormonal One Shot apresentaram melhores resultados na aspiragao
folicular do que as tratadas com Benzoato de Estradiol mais One Shot. A
superioridade ocorreu em numero de foliculos aspirados, total de odcitos obtidos,
qualidade dos odcitos e taxa de recuperacao.

Com relagdo aos foliculos aspirados, obtivemos, em média, 16
foliculos por doadora submetida ao One Shot, valor superior ao descrito por
Baldassarre et al., (1996), utilizando o mesmo protocolo, cuja média obtida foi de 12
foliculos por ovelha. Nos animais que nao receberam estimulo hormonal, obtéve-se
uma média de 9 foliculos por doadora, valor superior ao obtido por Kiuhholzer et al.
(1999), os quais obtiveram uma meédia de 7 foliculos por animal. Em relagdo ao
Benzoato de Estradiol, a média de foliculos por animal foi de 12, valor inferior ao
One Shot isoladamente, demonstrando uma menor eficiéncia no crescimento
folicular quando a associag¢ao do BE foi utilizada.

A proposta do uso do Benzoato de Estradiol, em conjunto com uma
fonte de progesterona presente no One Shot, foi buscar a mesma agao verificada em
bovinos, ou seja, promover a regressao dos foliculos e emergéncia de nova onda
folicular (Bo et al.,, 2006). Isto poderia proporcionar uma melhor sincronia do
desenvolvimento folicular, favorecendo um resultado superior quando fossem
aplicados o FSH e o eCG (One Shot). Em bovinos, ja estd descrita a resposta
superovulatéria superior quando € iniciada exatamente no momento da emergéncia
da onda folicular (Nasser et al.,1993, Adams et al., 1994). No entanto, a média de
oocitos obtida nos animais tratados com Benzoato de Estradiol foi inferior 8 média
das fémeas que sé receberam One Shot. Algumas possiveis explicagdes podem ser
consideradas, como, por exemplo, o intervalo entre a aplicacdo do BE e das
gonadotrofinas. Este espaco de tempo — 8 dias — pode ter sido longo, considerando-
se a possibilidade de emergéncia de uma nova onda trés a quatro dias apds a
aplicacado de estradiol 17 beta e progesterona (Meikle et al., 2001, Barret et al.,

2008). Entretanto este momento pode ter sido adequado, pois os mesmo autores
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relatam a emergéncia de ondas foliculares até 7 dias apdés a administragdo de
estrégeno e progesterona.

Um fator que deve ser levado em consideracdo é que 0O grupo
tratado com BE pode ter tido uma sincronia da onda folicular satisfatéria, pois houve
um maior numero de foliculos dominantes. Este dado nos leva a crer que neste
intervalo de 8 dias entre a aplicagao do BE e das gonadotrofinas foi suficiente para
haver a regresséo e emergéncia de nova onda e que no momento da administragao
da gonadotrofinas ja houvesse a divergéncia folicular. Neste caso o protocolo teria
favorecido apenas o desenvolvimento do foliculo que ja expressasse receptores
para as gonadotrofinas. Para programas de inseminacao artificial em tempo fixo, isto
poderia até ser vantajoso. No entanto, para nosso proposito de aspiragéo folicular, a
presenga do foliculo dominante n&o era almejada. Embora tenhamos estabelecido o
exame ultrassonografico diario para poder acompanhar o desenvolvimento folicular,
as dificuldades anatémicas da espécie nao permitiram a acuracia dos achados.

O aspecto das ondas foliculares em ovinos mostra-se bastante
complexo, pois as referéncias sao bastante contraditorias. Ha citacbes de 3, 4, 5 e
até 6 ondas foliculares por ciclo estral (Ginther et al., 1995). A extensdo do ciclo
também é bastante controversa, com citagdes de ciclos de 9, 14, 22 e até 24 dias
(Bartlewiski et al., 1999). Outro aspecto critico refere-se ao tamanho folicular durante
as avaliagoes. Os foliculos sao detectados, pela maioria dos ultrassons, ao redor de
2 mm de diadmetro, sendo possivel considerar que a dominancia ou emergéncia e a
atresia ocorrem em intervalos muito proximos deste tamanho (Seekallu et al., 2010).
As dificuldades em acompanhar o crescimento e a regressdo dos foliculos s&o
evidentes, considerando-se o reduzido tamanho dos ovarios e a impossibilidade de
manipulacido dos mesmos.

Considerando-se a obtengao de odcitos, as ovelhas tratadas com o
One Shot produziram 14 odécitos, média superior a descrita na literatura (Baldassarre
et al.,, 1996), de 9,1 em fémeas Merino/Corriedale, mas bastante aproximada a
média descrita em condicbdes brasileiras, de 14,3 odcitos a partir de ovelhas de
diversas ragas submetidas ao One Shot (Basso et al., 2008). A associag¢ao do BE ao
One Shot resultou em numero menor de odécitos — 11 — como resultado esperado,
posto o0 menor numero de foliculos obtidos com o BE, em comparagao ao One Shot.

Quanto as fémeas néao tratadas, obtivemos 7 oécitos em média, valor aproximado ao
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obtido de fémeas da raca Merino — 5 — também sem estimulo hormonal (Kihholzer
et al., 1997).

A taxa de recuperagao dos dois grupos tratados n&o diferiu entre os
grupos tratados, mas foi superior a dos animais sem tratamento. Em bovinos, esta
demonstrado a maior eficiéncia de recuperacgao folicular a partir de foliculos < 4 mm
(Seneda et al.,, 2001), em decorréncia da menor pressao intra-folicular € menor
viscosidade do fluido folicular, quando em comparacédo a foliculos > 4 mm. Nas
ovelhas deste experimento, as aspiracoes foram realizadas com laparotomia, o que
nao permitiu uma precisa mensuragao folicular. No entanto, em ambos os grupos
tratados, o numero de foliculos foi superior ao das fémeas sem tratamento. Talvez
os foliculos estivessem com menor didmetro nas ovelhas tratadas, mas as limitagcoes
anatdmicas nao permitiram uma precisa mensurac¢ao de cada foliculo, inviabilizando
uma analogia direta com a situagao descrita para bovinos.

Em relagdo aos odcitos viaveis, o protocolo One Shot produziu o
melhor resultado (98%), comparado com o BE (95%). Possivelmente a melhor
sincroniza do desenvolvimento folicular e oocitario tenha ocorrido sem a presenca do
BE. Mas é interessante notar que os dois grupos tratados apresentaram médias
superiores aos animais nao tratados, sugerindo um efeito benéfico dos horménios
sobre a qualidade oocitaria. A porcentagem de odcitos viaveis nos animais que
receberam estimulo hormonal (95% - BE, 98% - One Shot) foi superior a descrita por
Alberio et a. (2002), no qual obteve-se 90% de viaveis. Considerando o impacto da
qualidade do odcito sobre a produgcao embrionaria (Kelly et al., 2007), é possivel
admitir que o protocolo One Shot também poderia produzir melhores resultados na
producdo embrionaria, aspecto corroborado pela utilizacdo deste protocolo por
importantes grupos de pesquisa (Baldassarre et al., 1996 e Basso et al., 2008).

Considerando-se os aspectos citados, torna-se bastante dificil
apontar a causa exata da ineficacia do uso do BE. No entanto, os dados de numero
de foliculos e de odcitos obtidos no estudo em questdo mostraram a nao
necessidade de uso do BE, pois o One Shot, usado isoladamente, apresentou

resultados superiores.

CONCLUSAO
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O BE na dose e momento em que foi associado ao One Shot nao foi
efetivo em aumentar o numero de foliculos e odcitos nem incrementou a taxa de

recuperacao de oocitos para a aspiracao folicular em ovelhas.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi relatar a viabilidade do transporte de oécitos e embrides
ovinos produzidos in vitro em longas distancias. 05 Ovelhas pluriparas Santa Inés
com ECC de 3, foram submetidas ao tratamento hormonal One Shot. Este
tratamento consistiu na insergéo via intravaginal de 0,3 mg de progesterona (CIDR®,
Pfizer) no DO, que foi mantida por 10 dias. Trinta e seis horas antes da aspiragao
folicular (D8) foi administrado 0,04 mg D-cloprostenol sédico (Preloban ®, Intervet),
200 Ul de FSH (Pluset ®, Hertape Calier) e 300 Ul de eCG (Folligon ®, Intervet). A
aspiracao folicular foi via laparotomia. A classificacdo dos odcitos foi realizada sob
estereomicroscoépio. Os oécitos obtidos foram acondicionados em meio TCM 199
(Nutricell, Brasil), gaseificados com 5% de CO, e armazenados em uma incubadora
de transporte (WTA, Sorocaba, Sdo Paulo) a 38,5 °C e 5% de CO». Os odcitos foram
transportados por via rodoviaria até o laboratério de PIVE (In Vitro Brasil, Mogi
Mirim/SP), por 583 km durante 14 horas. No laboratério os odcitos completaram a
maturacao in vitro e foram fecundados com a mesma partida de sémen. O cultivo foi
em meio SOF ovin. Apoés 4 dias de cultivo, os embrides em estagio de moérula foram
submetidos ao trajeto de retorno (Mogi Mirim/SP a Londrina/PR) e enviados nas
mesmas condi¢gdes de transporte (km e horas). 07 receptoras, previamente
preparadas, com pelo menos um CL receberam 3-4 embrides de grau | via
laparotomia. Os embrides foram depositados no apice do corno uterino ipsilateral ao
CL. Foram obtidos 9,8 + 5,7 odcitos (49 / 5), por doadora, sendo a taxa de clivagem
de 100%. O diagnéstico de gestacéo foi realizado por ultra-sonografia transretal 30
dias apos a transferéncia dos embriées. Uma prenhez (14,3% - 07/01) foi confirmada
e um cordeiro saudavel nasceu apdés parto eutocico e periodo de gestagao normal.
Estes resultados indicam a viabilidade da PIVE em ovinos apds o transporte de
oocitos e embrides por longas distancias, como recentemente demonstrado em
bovinos.

Palavras-chave: Ovinos. Odcitos. Embrides. Transporte. Prenhez.

Abstract

The purpose of this study was to report the feasibility of transporting sheep oocytes
and embryos in vitro produced over long distances. Pluriparous Santa Ines ewes (n =
5) with a body condition average of 3, were submitted to the hormone treatment
named One Shot. This treatment consisted in a intravaginal insertion of 0.3 mg of
progesteron (CIDR®, Pfizer) on DO, which was kept for 10 days. Thirty-six hours
prior the follicular aspiration (D8) it was administered 0.04 mg sodic D-cloprostenol
(Preloban®, Intervet), 200 IU of FSH (Pluset®, Hertape Calier) and 300 IU of eCG
(Folligon®, Intervet). After the progestagen withdrawal we performedthe oocyte
retrieval via laparotomy. COocyte classification was performed under
stereomicroscope. The selected oocytes were loaded into TCM 199 (Nutricell, Brasil),
aerated with 5% CO; and stored in a transport incubator (WTA, Sorocaba, Sao
Paulo) at 38.5 °C. The oocyte transport by 583 km was carried out by road, during
14 hours, to the laboratory of in vitro embryo production (IVP) In Vitro Brazil (Mogi
Mirim/SP), where the oocytes completed in vitro maturation, in vitro fertilization (only



49

one ram) and then for embryo culture with SOF ovine culture medium. Embryos
returned to the farm under the same transport conditions (Mogi Mirim/SP —
Londrina/PR) (km and hours), and transferred into recipients 4 days after oocytes
retrieval. Recipients (n = 10) previously prepared with at least one CL received by
laparotomy 3-4 embryos at the morula stage. The embryos were deposited in the
apex of the uterine horn ipsilateral to the CL. Pregnancy diagnosis was performed by
transrectal ultrasonography 30 days after embryo transfer. It was obtained 9,8 £ 5,7
oocytes (49/5) per donor and the cleavage rate was 100%. Twenty five morulae
grade | were transferred into 7 recipients that had among 1 and 4 CLs. One
pregnancy (14,3% - 1/7) was confirmed and one healthy lamb was born after an
eutocic parturition and normal pregnancy period. These results indicate the feasibility
of sheep IVP after transport of oocytes and embryos for long distances, as recently
demonstrated in bovine.

Keywords: Ovine. Oocytes. Embryos. Transport. Pregnancy.

INTRODUGAO

A recuperagao de oocitos de fémeas vivas, ovum pick-up (OPU), é
largamente realizada em diversas espécies, com maior destaque para bovinos,
contudo sua exploracdo em pequenos ruminantes €& ainda bastante limitada
(Baldassarre et al., 1994 e 1996; Graff et al., 1999).

Uma limitacdo consiste nas restricdes anatdbmicas da espécie ovina,
com grande dificuldade para manipulagdo ovariana por via transvaginal. A
possibilidade de obtencdo de odcitos via transvaginal foi, na espécie bovina
(Pieterse, 1988), uma alavanca importante na difusdo da técnica. Em pequenos
ruminantes ha descricdo apenas para espécie caprina (Graff, 1999), mas a técnica
nao foi reproduzida por nenhum outro grupo, mesmo passados mais de 10 anos.
Desta forma, a necessidade da abordagem cirurgica representa um empecilho
constante para uma maior difusdo da obtencao de odécitos em ovinos.

Outra restricao refere-se ao estabelecimento de protocolos pré-
aspiragcao adequados que promovam adequado controle das ondas foliculares e
consequentemente levem ao aumento do numero de odbcitos obtidos. Existem
dificuldades de um efetivo acompanhamento da onda de crescimento folicular em
ovinos, haja visto a complexidade da dinamica folicular nesta espécie, com relatos
de até 6 ondas por ciclo e ciclos de 9 a 22 dias. Além disso suas caracteristicas

anatdbmicas dificultam o acesso dos ovarios e consequentemente a avaliagao
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ultrassonografica precisa da dindmica folicular (Ginther et al., 1995; Bartlewiski et al.,
1999).

Adaptacbes tem sido implementadas para a superacdo das
dificuldades anatémicas, das restricdes de controle de onda, assim como de outros
aspectos de campo. Mas o dominio das técnicas de maturagao, fecundacgao e cultivo
in vitro permanece restrito a pouquissimos laboratérios, ndo s6 no Brasil, mas em
todo o mundo, dificultando a expansao desta biotécnica.

No mesmo contexto €& importante ressaltar que nao existem
protocolos eficientes de criopreservacdo de embrides ovinos produzidos in vitro.
Portanto, para sobrepor as barreiras geograficas existentes entre o laboratério e o
campo, outras alternativas devem ser utilizadas para permitir que a transferéncia de
embrides frescos seja realizada. Para a espécie bovina ja ha a descricdo de
estratégias altamente eficientes para transporte de odcitos e embrides em longas
distancias entre o laboratério e o campo (Pontes et al., 2010). No entanto, o
transporte de odcitos e de embrides requer condicdes especiais, tanto de meios,
quanto temperatura e atmosfera gasosa. Para a espécie ovina, ndo ha relatos
semelhantes.

O objetivo deste trabalho foi relatar o nascimento de um cordeiro
apos o transporte de odcitos e embrides por longas disténcias durante o processo de

producdo in vitro de embrides.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi conduzido em uma propriedade localizada no

norte do estado do Parana, Brasil (23° 30’ 26” de latitude sul, 51° 14’ 06” de

longitude oeste), no inicio da estagao reprodutiva. O clima predominante no local é o

subtropical, com concentracido de chuvas no verao.
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Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em
pastagem composta de grama Estrela Roxa (Cynodon pletostachyrus Pilger) e
grama Mato Grosso (Paspalum notatum), sob pastejo continuo, com acesso a sal

mineral a agua ad libitum.

Animais

Foram utilizadas como doadoras 5 fémeas pluriparas, da raca Santa
Inés, com idade média de 3 anos, ndo lactantes, clinicamente saudaveis e com
escores de condi¢do corporal médio (ECC) 3,0£0,3.

Como receptoras, utilizou-se 10 fémeas pluriparas, da raga Santa

Inés, clinicamente saudaveis e com ECC 3,0+0,3.

Preparacdo das doadoras

Para preparacdo das doadoras foi realizado o protocolo pré-
aspiracéo folicular denominado One Shot (Baldassarre et al., 2007). As doadoras
receberam via intravaginal 0,3 mg de progesterona (CIDR®, Pfizer, Holanda) no DO
e este foi mantido por 10 dias. No D8 foi administrado via intramuscular 0,04mg de
D-cloprostenol sddico (Preloban®, Intervet, Holanda), 200 Ul FSH (Pluset®, Hertape
Calier, Espanha) e 300 Ul de eCG (Folligon®, Intervet, Holanda) (Figura 1). A coleta
dos oocitos foi realizada através de laparotomia 36 horas (D10) apds a

administragcao das gonadotrofinas.

Retirar

0,04ml PGF 2a (manha) ~ mplante P4

Insercéo Implante P4

200Ul eCG+ 80mg FSH *

1,5mg norgestomed (tarde) oPU

4 ! T

DO D8 D10
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Figura1 — Diagrama esquematico do protocolo One Shot
administrado nas doadoras Santa Inés no inicio da estagao
reprodutiva.

Preparacdo das receptoras

As receptoras receberam via auricular subcutanea 1,5 mg de norgestomed
(Crestar®, Intervet, Holanda) no DO (mesmo dia em que as doadoras receberam o
dispositivo) que permaneceu nos animais por 9 dias (D9) (Figura 2). Imediatamente
apo6s a retirada do progestageno as receptoras receberam 400 Ul de eCG
(Folligon®, Intervet, Holanda) e 0,04 mg de D-cloprostenol sodico (Preloban®,
Intervet, Holanda). No D13, as receptoras foram avaliadas quanto a presenga de
corpo luteo por meio de laparotomia e aquelas que apresentaram pelo menos 1
corpo luteo receberam 3 ou 4 moérulas da grau | no apice do corno uterino ipsilateral

ao CL. O diagnostico de gestagao foi realizado 30 dias apds a transferéncia dos

embrides.
Transferéncia
dos embrides
! T 4
DO D9 D13

Figura 2 — Diagrama esquematico do protocolo de sincronizagcao
realizados nas receptoras Santa Inés para transferéncia dos
embrides no inicio da estagdo reprodutiva.

Descricdo da técnica de aspiracao folicular via laparotomia

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum
hidrico e sdlido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realizagdo da laparotomia, os

animais eram canulados na veia jugular com cateter numero 18G (Becton Dickson,
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Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solugao fisiolégica 0,9% (1 gota a cada
2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com
Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée — Brasil) via intravenosa e
infiltracdo no local da incisdo com Lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Apos a
administragcdo da Xilazina os animais eram contidos em decubito dorsal em maca
cirGrgica, para realizacdo da tricotomia e anti-sepsia com lodo Degermante e Alcool
70°GL na regidao abdominal, cranialmente ao ubere. Em seguida, uma incisao
retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritbneo era
divulsionado e o utero assim, como os ovarios, eram localizados e cuidadosamente
exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovarios eram
lavados com solugao fisioldgica heparinizada (0,1Ul/ml) aquecida, visando manter a
vitalidade do érgéo e prevenir possiveis aderéncias.

Para realizagdo da pungao folicular foi utilizada uma agulha
hipodérmica descartavel de 30x8 mm (Becton Dickson, Brasil) conectada a um tubo
cbnico de 50 ml (Corning, USA), por uma mangueira de silicone de 0,8 m e didametro
interno de 2 mm. A aspiragdo foi realizada a partir de uma pressao negativa
correspondente a vazado de 13 ml de H,0/min, gerada por uma bomba de infuséo
continua (Nutrimat Il, B-Braun, Brasil), conforme descrito por Seneda et al., (2005).

O meio utilizado para aspiragdo era composto por PBS (Nutricell,
Brasil) acrescida de 0.05 mg/mL de heparina. Todos os foliculos visiveis de ambos
ovarios foram contados e aspirados Ao término da aspiracdo, o utero e os ovarios
foram recolocados em sua posi¢cao anatdbmica e em seguida foi realizada a sutura da
ferida cirdrgica. A camada muscular e o subcutaneo foram suturados com fio categut
numero 0 (PolySuture, Brasil) e a pele com fio Nylon numero 1 (PolySuture, Brasil).

Todos os animais receberam antibidtico (Tribrissem®, Intervet,
Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatério
(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os

pontos foram retirados com 10 dias.

Manipulagao e classificacdo dos od6citos

O liquido aspirado foi avaliado sob estereomicroscépio (Meiji

Techno, EMZ, Japao) e os odcitos classificados segundo Seneda et al (2001). Os
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odcitos obtidos foram colocados em criotubos devidamente identificados contendo
TCM 199 (Nutricell, Brasil) e 6leo mineral previamente estabilizado em incubadora a
38,5 C e 5% de CO.,. Antes de colocar o material na incubadora de transporte (WTA,
Sorocaba, Sdo Paulo) foi feita a injecdo de CO, nos criotubos, que eram entao
fechados e envolvidos com parafiime. A incubadora de transporte apresentava um

ambiente de 38,5 C e 5% de CO2, sendo a autonomia da bateria de 24 horas.

Transporte dos oo6citos

Os odcitos devidamente acondicionados na incubadora de
transporte, foram transportados via rodoviaria (em 6nibus) de Londrina - Parana para

Mogi Mirim — S&o Paulo, totalizando 583 Km e 14 horas de viagem.

Procedimentos no Laboratério de PIVE

No laboratério (In Vitro Brasil), os odcitos foram novamente
avaliados e classificados e apds completar o periodo de 24 de maturagdo foram
fecundados com a mesma partida de sémen de um unico reprodutor da raga Santa
Inés. A preparagdo dos espermatozoides foi feita em gradiente Percoll e a
fecundacdo em IVF-TALP por periodo de 18 horas. O cultivo foi realizado em um
meio adaptado para ovinos, denominado SOF ovine. Apds 24 horas de cultivo as
estruturas foram colocadas em criotubo em meio de cultivo sob 6leo mineral. Os
criotubos foram devidamente identificados e colocados na incubadora de transporte
a 38,5 C e 5% CO2 e enviados para Londrina — PR nas mesmas condi¢des (km e
horas). Apds a chegada no destino os criotubos foram gaseificados a cada 12 horas

até o momento da transferéncia dos embrides.

Descricao da técnica de transferéncia dos embrides

A transferéncia dos embrides foi feita em receptoras devidamente
preparadas hormonalmente (Figura 2). A laparotomia foi realizada nas 10 receptoras
tratadas, mas somente as que apresentaram pelo menos um corpo luteo (n = 7)

receberam os embrides.
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Os embrides foram avaliados sob estereomicroscopio (Meiji Techno,
EMZ, Japao) e envasados em palhetas de 0,25 mL (3 ou 4 embrides por palheta).
Como o numero de embrides foi superior ao numero de receptoras disponiveis, foi
possivel a transferéncia dos embrides de melhor qualidade.

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum
hidrico e sdlido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realizagao da laparotomia, os
animais eram canulados na veia jugular com cateter numero 18G (Becton Dickson,
Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solugéo fisiolégica 0,9% (1 gota a cada
2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com
Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée — Brasil) via intravenosa e
infiltracdo no local da incisdo com Lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Apos a
administragdo da Xilazina os animais eram contidos em decubito dorsal em maca
cirGrgica, para realizacéo da tricotomia e anti-sepsia com lodo Degermante e Alcool
70°GL na regiao abdominal, cranialmente ao ubere. Em seguida, uma incisao
retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritdbneo era
divulsionado e o utero assim, como os ovarios, eram localizados e cuidadosamente
exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovarios eram
lavados com solucgao fisiolégica heparinizada (0,1Ul/ml) aquecida, visando manter a
vitalidade do 6rg&o e prevenir possiveis aderéncias.

A transferéncia foi feita no apice do corno uterino ipsilateral ao (s)
corpo (s) luteo (s). A inciséo foi feita com uma ponteira de micropipetador (ponteira
de 100 ul — amarela). Em seguida o auxiliar fez a apresentacéo do utero e a palheta
foi posicionada na incisdo, sendo o émbolo de um aplicador de inseminacgao artificial
utilizado para empurrar o conteudo da palheta cranialmente no interior do utero.

Ao término da transferéncia, o utero foi recolocado em sua posi¢cao
anatbmica e em seguida foi realizada a sutura da ferida cirurgica. A camada
muscular e o subcutaneo foram suturados com fio categut numero 0 (PolySuture,
Brasil) e a pele com fio Nylon numero 1 (PolySuture, Brasil).

Todos os animais receberam antibidtico (Tribrissem®, Intervet,
Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatorio
(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os

pontos da pele foram retirados com 10 dias.
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RESULTADOS

A aspiracdo das 5 doadoras resultou em 49 odbcitos, sendo
aproximadamente 10 odcitos por doadora de qualidade variavel (Tabela 1). Todos os
oocitos coletados foram enviados ao laboratério em Mogi Mirim — Sao Paulo. 100%
das estruturas foram fecundadas, tornando-se embrides em estagio de moérula no
quarto dia apos a colheita dos odcitos (Tabela 1). Considerando-se que o numero de
receptoras disponiveis foi inferior ao numero de embrides produzidos, somente 25
embrides foram transferidos em receptoras que apresentaram de um a quatro corpos
luteos. Apenas uma prenhez (14,3%) foi confirmada em uma receptora que continha
4 corpos luteos. Um cordeiro saudavel nasceu apds parto normal e periodo de

gestacédo compativel com a espécie.

Tabela1 - Média e qualidade de odcitos recuperados e embrides obtidos por
doadora apdés a aspiracao folicular por laparotomia e producdo de
embrides ovinos in vitro.

Média de odcitos + DP Média de moérulas + DP
Grau 1 45+29 54+ 3,1
Grau 2 1,6+0,9 2,4 +1,67
Grau 3 1,8+0,8 -
Desnudos 1,8+1,2 -
Total 9,8+5,7 9,8+ 3

" Todos os odcitos obtidos foram cultivados em conjunto, sem que fossem separados por
categoria.

DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou a colheita de 9,8 + 5,7 odcitos por

doadora utilizando o método One Shot como protocolo pré-aspiragdo. Baldassarre
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(2004) obteve a média de 13,4 odcitos por doadora no Canada. No Brasil, Basso et
al (2008) relataram média de 14,3 odcitos por doadora. Dados de campo informados
por comunicagdo pessoal do mesmo grupo demonstraram que ovelhas da raga
Santa Inés (n = 350), raca utilizada nesse trabalho, produzem em média 10 odcitos
por doadora, produgao compativel com a apresentada nesse trabalho. Na literatura
nao foi encontrado trabalho cientifico comparando a producédo de odcitos entre as
ragas ovinas, mas acredita-se que existam diferengas relevantes nesse sentido.

O método de colheita de odcitos e transferéncia dos embrides eleito
nesse trabalho foi a laparotomia. A laparoscopia foi descrita como o método mais
indicado para aspiragao folicular visto que é um procedimento pouco traumatico,
permitindo a realizacdo de repetidas sessdes de aspiracado folicular com poucos
riscos de prejuizo futuro da fertilidade da doadora (Baldassarre et al., 1996; Stangl et
al., 1999). No entanto essa técnica apresenta algumas desvantagens, como os altos
custos em equipamentos e a necessidade de treinamento, tanto do operador quanto
do auxiliar para efetivamente minimizar trauma e tempo cirurgico (Tabet, 2007).
Nesse sentido a laparotomia apresenta-se como método alternativo. Li et al (2008)
demonstraram nao haver diferenga significativa na taxa de prenhez de embrides
produzidos in vitro e transferidos por laparoscopia ou laparotomia.

No presente caso foram obtidos odcitos de diferentes qualidades,
graus |, Il e lll, bem como desnudos e degenerados. Todos os odcitos foram
enviados ao laboratério para fecundacdo e cultivo. Surpreendentemente, 100%
deles clivaram alcangando o estagio de mérula no terceiro dia apos a fecundacao.
As taxas de clivagem descritas na literatura variam de 49,8 a 79,7% (Garcia-Garcia
et al., 2007; Baldassare et al, 1996). Dados de campo da empresa In Vitro Brasil (n =
601) demonstram taxa de clivagem de 86%. Kelly et al (2007) afirmaram que odcitos
de maior qualidade apresentam maior eficiéncia na producao de blastocistos, mas
como em ovinos o numero de odcitos de grau | é inferior a outras espécies, a
pressao de selecdo torna-se também inferior. Considerando que a transferéncia
precoce dos embrides ndo permite a avaliacdo da taxa de blastocistos e ainda que
apesar da alta taxa de clivagem uma baixa taxa de prenhez foi obtida no presente
caso, especula-se que um alto grau de fragmentacédo citoplasmatica tenha ocorrido,
talvez provocado pelo longo transporte dos odcitos e em seguida dos embries. E

importante ressaltar que a avaliacdo da estruturas foi feita tanto pela equipe de
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laboratério, como pela equipe de campo, ambas com experiéncia na classificacdo de
oocitos.

A taxa de prenhez obtida nesse caso, 14,3% (1\7) foi um indice
muito abaixo do que se considera adequado para um programa comercial de
producdo de embrides. Esse resultado, 0.2 cordeiros nascidos por doadora, foi
inferior ao demonstrado por Traldi em 2009 (1,6 cordeiros nascidos por doadora) e
Basso et al em 2008 (1,2 prenhezes por doadora). E preciso ressaltar que os
métodos utilizados foram diferentes entre os trabalhos apresentados. Traldi (2009)
afirmou que em ovinos ocorre com frequéncia fragmentacgéao citoplasmatica do oécito
que pode ser confundida com clivagem, no entanto a taxa de blastocistos obtida a
partir dessas estruturas € muito baixa apdés 7 a 8 dias de cultivo. Alguns autores
(Reggio et al, 2001; Baldassare et al 2003; Traldi et al, 2009) citaram que a
realizacdo da transferéncia de embrides 2 a 3 dias apds a fecundagédo na regido
tubarica poderia reduzir o indice de anomalias do desenvolvimento de produtos da
PIVE. Nesse caso a transferéncia dos embrides foi realizada 72 horas apds a
fecundagdo no 4apice do corno uterino. A transferéncia de embrides téo
precocemente pode permitir que embrides de qualidade inferior sejam transferidos,
visto que nao é possivel saber como seria 0 seu desenvolvimento até o estagio de
blastocisto.

O transporte de odcitos e embrides em meios especificos durante
longos periodos € uma alternativa que pode ser utilizada para transpor as barreiras
geograficas entre laboratérios e o campo e também as dificuldades de
criopreservagao dos embrides produzidos in vitro. Em bovinos, utilizando a mesma
técnica, foi possivel obter taxas de prenhez compativel com a espécie, 35 a 40%
(Pontes et al, 2010).

O presente trabalho mostrou que o transporte de odcitos e embrides
em longas distancias é possivel em ovinos, no entanto os resultados devem ser
melhorados para que a PIVE torne-se uma alternativa mais atrativa e viavel para a

multiplicagdo da genética ovina.

CONCLUSAO
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O transporte de odécitos e embrides da espécie ovina por até 14
horas mostrou-se viavel para a obteng¢ao de prenhez e nascimento de cordeiro viavel

a partir da producéo in vitro de embrides.
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