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Resumo: Este estudo foi realizado para avaliar os efeitos da polivinilpirrolidona (PVP) sobre o percentual
de animais em estro, taxa de ovulagdo, taxa de recuperacdo embrionéria, taxa de fertilizacdo e qualidade
de embribes, em ovelhas Dorper. Para isso, as ovelhas foram submetidas & superovulagdo com a aplicagdo
Unica da associacdo de pFSH com PVP, nos pesos moleculares de 10.000 e 40.000 e concentracdo de
30%. Foram utilizadas, como doadoras de embribes, seis ovelhas da raga Dorper, as quais foram
distribuidas em 3 grupos ao acaso, segundo a idade, peso, escore corporal e histérico reprodutivo. Todas
as fémeas foram submetidas a um tratamento de sincronizagdo do estro de 12 dias de impregnacao
progestagena e, para isso, as ovelhas receberam dispositivos intravaginais impregnados com 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (Progespon®, Pfizer, Brasil). Os resultados foram expressos como média
* erro padrdo. Para comparacdo dos diversos pardmetros, entre os trés grupos, sera utilizada a anélise de
variancia (ANOVA). Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste de Fisher ou Qui-
quadrado, conforme a normalidade dos dados. Os testes foram realizados a uma probabilidade de 5%.
Todas as doadoras apresentaram em estro. Os grupos controle, P\VP10 e PVP40 mostraram estro as 36,0 +
2,6, 32,0 £ 2,6 e 36,0 + 2,6, respectivamente, mas nao foi verificada diferenca significativa (P>0,05).
Quanto ao percentual de fémeas ovulando, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) entre os
grupos experimentais. No presente estudo, ndo se obteve resposta superovulatéria com uma Unica
aplicacdo de pFSH dissolvido em PVP. Podemos concluir que altas dosagens de pFSH ndo permite
verificar o verdadeiro efeito da associagdo pFSH-PVP 10 ou pFSH-PVP 40. Pesquisas adicionais com
dosagens de pFSH em outras concentragcdes devem ser avaliadas.
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Effect of polyvinylpyrrolidone on ovarian and estrus activity of Dorper ewes submitted to in vivo
embryo production at Northeastern of Brazil: Preliminary results

Abstract: These study was performed to evaluate the effects of polyvinylpyrrolidone (PVP) on
percentage of animals in estrus, ovulation rate, embryo recovery rate, fertilization rate and embryo quality
in Dorper ewes. For this, ewes were submitted to superovulation using one administration of the
association pFSH with PVP which was used with molecular weights of 10,000 and 40,000 and
concentration at 30%. Six Dorper ewes were used as embryo donors that were randomly allocated at three
groups concerning birth date, body weight, body condition score and reproductive history. All of females
were submitted to estrus synchronization treatment for 12 days of progestagen impregnation and, for this,
ewes received intravaginal devices impregnated with 60 mg of medroxyprogesterone acetate
(Progespon®, Pfizer, Brazil). The results were expressed as mean + standard error. To compare several
parameters among three groups it will be used the Analysis of Variance (ANOVA). Data expressed as
percentage were submitted to Fisher test or Chi-square concerning normality of results. Tests were
performed at probability of 5%. All of embryo donors showed estrus. Control, PVP10 and PVVP40 groups
showed estrus at 36.0 = 2.6, 32.0 £ 2.6 and 36.0 + 2.6, respectively, but it was not verified significant
difference (P>0.05). Concerning percentage of females ovulating it was not observed significant
difference (P>0.05) among groups. In this study, it was not verified superovulation with one
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administration of pFSH diluted in PVP. We can conclude that high dosages of pFSH do not permit verify
the true effect of association pFSH-PVP 10 or pFSH-PVP 40. Additional researches with different pFSH
dosages and other PVP concentrations might be evaluated.

Keywords: embryo production, northeastern of Brazil, polyvinylpyrrolidone, sheep

Introducéo

No Brasil, o rebanho ovino tem 16 milhGes. Demonstrando a importancia da ovinocultura nessa
regido. Além disso, ha o mercado de animais geneticamente especializados que, através dos leildes, tem
movimentado um grande volume de dinheiro, com a possibilidade de melhoramento do rebanho,
proporcionando uma producdo mais eficiente e a possibilidade de agregar mais valor aos produtos.

Isto é possibilitado com o uso de biotécnicas da reproducdo, que possibilitam a aceleragdo do
ganho genético e o aumento do potencial produtivo de ovinos. Dentre essas técnicas, destacam-se a
Inseminagdo Artificial (IA) e a Multipla Ovulacéo e Transferéncia de Embrides (MOTE). Esta Gltima,
certamente, atua na melhoria da qualidade genética do rebanho, através do aumento na presséo de selecdo
e da redugdo do intervalo entre geracdes.

Para tanto, a superovulacdo tem sido conseguida através da administracdo de gonadotrofinas
exdgenas, incluindo extratos de pituitaria suina (Armstrong & Evans, 1983), que sdo administradas em
doses multiplas, duas vezes ao dia, por um periodo de 2-4 dias, a fim de manter os niveis adequados de
circulacdo sanguinea para sustentar o crescimento de muitos foliculos, uma vez que esta droga possui
curta meia-vida.

Recentes tentativas foram feitas para simplificar os protocolos de superovulagdo, reduzindo o
nimero de doses de pFSH. A polivinilpirrolidona ¢ um polimero organico sintético com diferentes pesos
moleculares (10.000, 40.000 ou 360.000), altamente solvel em &gua e em uma ampla gama de solventes
organicos. E utilizado para o processamento das chamadas “drogas de longa acfo0” devido as suas
propriedades de se ligar e estabilizar muitas moléculas, prolongando assim a sua taxa de depuracdo in
vivo. Como sempre, pouco se sabe sobre os fatores que podem afetar a habilidade do PVVP em agir como
um veiculo para o FSH.

Este estudo foi realizado para avaliar os efeitos da PVP sobre percentual de animais em estro, taxa
de ovulagdo, taxa de recuperagdo embriondria, taxa de fertilizacdo e qualidade de embrifes em ovelhas
Dorper, quando submetidas a superovulacdo com a aplicagdo Unica da associagdo de pFSH e PVP, em

diferentes pesos moleculares (10.000 e 40.000) e concentracdo de 30%.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Cabanha Qualita, localizada em Juazeiro/BA, (9°24°50” de latitude
Sul e 40°30°10” de longitude Oeste). Os animais foram submetidos a um regime semi-intensivo de
producdo. Pela manh&, permaneceram em pastos cultivados de capim buffel (Cenchrus ciliaris) e, durante
a tarde, receberam, em instala¢cdes cobertas, suplementacdo volumosa de capim elefante (Pennisetum
purpureum) e concentrado a base de farelo de milho e soja, com 18% de proteina bruta, o que lhes
garantiu os requerimentos energéticos e protéicos para estagcdo sexual ou fase inicial da gestacdo. Os
animais tiveram, ainda, livre acesso a gua e a sal mineral. A sanidade destes animais foi mantida através
de vermifugaco quatro vezes ao ano, casqueamento periddico e descarte orientado quanto & linfadenite
caseosa.

Foram utilizadas, como doadoras de embrides, seis fémeas ovinas da raca Dorper, as quais foram
distribuidas em 3 grupos ao acaso, segundo a idade, peso, escore corporal, condigdo e historico
reprodutivo. Todas as fémeas foram submetidas a um tratamento de sincronizacdo do estro de 12 dias de
impregnacdo progestagena, onde foram inseridos dispositivos intravaginais impregnados com 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (Progespon®, PFIZER, Brasil). Todavia, s6 no o Grupo 1 ou Controle (n
= 2; T1), as ovelhas receberam, intramuscularmente e a partir de 48 horas antes da retirada da esponja,
400 Ul de NIH-FSH-P1, fracionadas em seis doses decrescentes de NIH-FSH-P1 (Pluset, Pfizer, Brasil), a
cada 12 horas (100/100, 50/50 e 50/50 Ul) e 75 pg de d-cloprostenol (Ciosin, Intervet Schering, Brasil).
No Grupo 2 ou PVP10 (n = 2; T2), foi administrado uma dose Unica de 400 Ul de NIH-FSH-P1 (Pluset,
Pfizer, Brasil), dissolvidas em uma solucdo de polivinilpirrolidona com peso molecular 10.000 a 30%
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(w/v) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), 24 h antes da remocdo da esponja. E, por fim, no
Grupo 3 ou PVP30 (n = 2; T3), o tratamento foi feito por aplicacdo Gnica de 400 Ul de NIH-FSH-P1
(Pluset, Pfizer, Brasil), dissolvidas em uma solucdo de polivinilpirrolidona com peso molecular 40.000 a
30% (w/v) (Sigma—Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), 24 h antes da remocéo da esponja.

Utilizando um carneiro sem padréo racial definido (SPRD) e vasectomizado, foi detectado o inicio
do estro das ovelhas, a partir de 12 horas apés a remogdo da esponja e, entdo, a cada quatro horas, durante
72 h apds a retirada da esponja. Ainda, utilizou-se um carneiro Dorper, como reprodutor, de fertilidade
comprovada para efetuar a cobertura das feméas em estro, no inicio do estro e 24 h ap6s. A fim de
verificar a resposta ovulatéria, as fémeas foram submetidas, imediatamente antes da colheita de embrides,
a uma laparoscopia (Oldham & Lindsay, 1980). A ocorréncia de, pelo menos, cinco ovulagdes
caracterizou a ocorréncia de superovulacdo. A colheita de embrides foi realizada pelo método de
laparotomia, segundo o método descrito por (Ishwar e Memon, 1996). O lavado recuperado foi vertido
em placas plésticas de Petri e submetido & procura de embrifes em estereomicroscépio (TNE 10 B,
Ophton, China)utilizando um aumento de 40 a 70 X para procura e avaliacdo das estruturas, quanto ao
estadio de desenvolvimento e qualidade seguindo os critérios morfoldgicos da Sociedade Internacional de
Transferéncia de EmbriGes, como embribes de grau | (excelente ou bom), Il (regular), Il (pobre) e IV
(morto ou degenerado).

Foram registradas as seguintes variaveis: ocorréncia e momento do estro; taxa de ovulagdo das
doadoras; taxa de recuperagdo embrionéria; taxa de fertilizacdo; estadio de desenvolvimento e
caracteristicas qualitativas dos embrides recuperados. Os resultados foram expressos como média * erro
padrdo. Para comparacdo dos diversos parametros, entre os trés grupos estudados, foi utilizada a analise
de variancia (ANOVA). Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste de Fisher ou
Qui-quadrado, conforme a normalidade dos dados. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando apresentarem nivel de significancia menor que 5%.

Resultados e Discusséo
Todas as doadoras entraram em estro (Tabela 1), num intervalo entre a retirada da esponja e o
inicio do estro para o grupo controle foi de 36 horas. Contudo, D’Alessandro et al. (2001) obtiveram
inicio de estro para o grupo controle de 27,9 + 2,6 administrando 250 Ul e utilizando 30 mg de acetato de
fluorogesterona(FGA). Para os animais do presente estudo, as ovelhas do grupo PVP 10 apresentaram
inicio de estro de 32 horas e o grupo do PVP 40 apresentou estro, 36 horas apds a remocao da esponja
(Tabela 1).

Tabela 1. Intervalo médio (x e.p.) entre a retirada da esponja e inicio do estro (RE — IE) e % de ovelhas
ovulando (+ e.p.) de estro.

Grupos Namero de RE-IE (h) % de ovelhas

animais ovulando
Controle 2 36,0+26 100
PVP 10 2 320126 100
PVP 40 2 36,0+26 50

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).

Os resultados dos grupos PVP 10 corroboram com aqueles obtidos por D’ Alessandro et al. (2001)
gue encontraram o inicio do estro das ovelhas as 33,0 + 5,1 h, quando do uso da associa¢do pFSH-PVP10.
Ja no tocante ao inicio do estro de doadoras de embrides submetidas a associagdo pFSH-PVP40, os
nossos resultados foram um pouco diferentes, pois aqueles autores encontraram 40,2 + 3,0 h, sendo este
intervalo considerado uma resposta de estro tardia.

Quanto ao percentual de fémeas ovulando, ndo foram observadas diferengas significativas
(P>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 1). No animal que ndo ovulou (Grupo PVP40) pudemos
observar que 0s ovarios estavam completamente lisos e atipicos e (tero bastante delgado. Todas as
doadoras ndo apresentaram superovulacdo e suas taxas de ovulacdo foram inferiores as relatadas por
D’ Alessandro et al. (2001) que, utilizando o PVP 40, encontraram taxas de ovulagdo de 6,2 £ 1,2 e taxas
de ovulagdo com o PVP 10 de 8,1+ 1,7. Ainda em contradi¢do ao nosso estudo, Simonetti et al. (2007),
utilizando o PVP 40 associado a oFSH, encontraram taxas de ovulacdo de 4,7 + 1,0.
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Foi observada a presenca de um cisto ovariano no ovario esquerdo de uma ovelha do grupo PVP10
e a ocorréncia de ovario esquerdo atipico de uma ovelha do grupo controle. Essa resposta ovariana
indesejada no presente estudo pode ser atribuida a altas doses de FSH/ LH administrados, as quais
induziram a formagéo de foliculos persistentes (Tabela 2).

Tabela 2. Numero total de ovelhas, de ovelhas superovulando, de corpos liteos, foliculos persistentes, de
odcitos recuperados, embrides graus (I-111), embrides(IV) e taxa de recuperacdo dos grupos
FSH controle, FSH/PVP 10 e FSH/ PP 40.

Tratamento Grupo Controle Grupo PVP 10 Grupo PVP 40

N° de ovelhas 2 2 2
N° de ovelhas superovulando 0 0 0
N° de corpos luteos 4 5 1
N° de foliculos persistentes 4 9 0
N° de de o6citos recuperados 0 1 0
N° de embriGes

Graus (I-111) 2 2 0

Grau IV 0 0 0
Taxa de recuperacao(%) 50 60 0

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos (P>0,05).

A imprevisibilidade da resposta ovariana a superovulagdo, ou a impossibilidade de assegurar que
uma doadora em potencial produza um nimero satisfatério de bons embrides em determinado periodo de
tempo, é aspecto limitante da contribuicdo que a transferéncia de embrifes pode trazer ao melhoramento
genético. Os principais fatores que contribuem para a imprevisibilidade dessa técnica sdo 0s mesmos
encontrados nos bovinos, dentre eles incluem a diminuicdo da resposta a superestimulacfes repetidas,
além de fatores ligados & idade da doadora; condi¢Bes estressantes; associacdo a implantes de
progesterona; dia do inicio do tratamento; pureza do horménio (relacdo FSH/LH); e dose do hormdnio
(Lépez Sebastian, 2006).

No presente estudo, ndo se obteve resposta superovulatéria com uma Unica aplicacdo de FSH
dissolvido em PVP. Ja os estudos de D'Alessandro et al. (2001) mostraram que uma Unica injecdo de FSH
dissolvido em PVP pode induzir em ovelhas uma resposta superovulatéria similar aquela obtida
utilizando protocolos padrao dose-mdaltipla. Simonetti et al. (2007) explicam que as doses iniciais maiores
de FSH em um protocolo com doses decrescentes pode induzir rapido e anormal desenvolvimento
folicular ovariano e, assim, prejudicar a sincronizacao de crescimento do oocito-foliculo, causando uma
redugdo na qualidade do embrido. Isto é consistente com o padrdo geral de uma associagdo entre uma
maior estimulagdo ovariana e uma diminuigdo de odcitos e / ou producdo de embrides (Armstrong &
Evans, 1983). Isto tem sido observado mais freqiientemente em animais tratados com uma dose alta de
gonadotrofinas, sugerindo que pode estar relacionado a estimulagdo excessiva do foliculo e / ou a altos
niveis circulantes de estrogénio durante a fase luteal inicial. O acelerado desenvolvimento folicular pode
ter levado a ovulacdo de foliculos, antes das células da granulosa adquirirem maturidade necessaria para
luteinizacdo adequada, em resposta ao pico pré-ovulatério de LH (Armstrong & Evans, 1983).

Conclusoes
Assim, podemos concluir que a alta dosagem de pFSH néo permite verificar o verdadeiro efeito da
associacdo pFSH-PVP 10 ou pFSH-PVP 40. Portanto, novos trabalhos com dosagens de pFSH em outras
concentragdes devem ser avaliadas.
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