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Resumo: A reutilizagéo de dispositivos de progesterona é segura, eficiente e economicamente viavel
em pequenos ruminantes, o que respalda a avaliagdo de protocolos de reutilizagdo estendida em
ovelhas superovuladas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da reutilizacdo de
dispositivos de progesterona em ovelhas superovuladas. Ovelhas das ragas Morada Nova (MN, n
= 20) e Santa Inés (SI, n = 20) foram igualmente distribuidas nos tratamentos G-Novo (n = 20) e
G-Usado (n = 20). Exames ultrassonograficos nos modos B e Doppler colorido foram realizados nos
dias DO (inserc¢ao do dispositivo), D7, D9 (remogao do dispositivo), D11 e D15 para avaliar a dindmica
ovariana. A superovulagéo consistiu na administracdo de seis doses decrescentes de p-FSH (133
mg no total), por via intramuscular, em intervalos de 12 h, iniciando-se 60 h antes da remoc¢éo do
dispositivo. No D16, realizou-se a recuperagao nao cirdrgica de embrides (RNCE) nas ovelhas que
apresentaram pelo menos um CL. O numero de foliculos apos o tratamento com p-FSH foi maior
(p < 0,05) na raga Sl. Houve interagéo raga x tratamento (p < 0,05) para o intervalo até o estro,
numero de corpos luteos e estruturas luteinizadas. Observou-se discreto atraso no inicio do estro
e menor resposta superovulatoria apenas nas ovelhas MN do grupo G-Novo (60 % com CL e 4,7 +
0,7 CL), embora tenham apresentado nimeros satisfatérios de CL e de embrides viaveis por ovelha
submetida a lavagem uterina (7,8 + 0,9 e 6,6 £ 1,1, respectivamente). O numero médio total de
embrides viaveis neste ensaio foi de 9,2 + 1,7. Além disso, foram observadas correlagdes positivas
(p < 0,05) entre a perfusdo sanguinea ovariana no D15 e o niUmero de estruturas luteinizadas/CL
no G-Novo (r = 0,79) e no G-Usado (r = 0,54); contudo, apenas no G-Novo houve correlagdo com
o0 numero de estruturas recuperadas (r = 0,63) e de embrides viaveis (r = 0,63). Conclui-se que a
reutilizagdo do dispositivo de progesterona por nove dias (protocolo de médio prazo) apresentou
eficacia equivalente a do dispositivo novo quanto a produgédo de embrides em ovelhas brasileiras
localmente adaptadas submetidas a protocolo superovulatério e a recuperagdo nao cirargica de
embrides.

Palavras-chave: néo cirurgico, ovino, reutilizado, superovulagéo, ultrassom.
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Abstract: The reuse of progesterone devices is safe, efficient, and economically viable in small
ruminants, supporting the evaluation of extended reuse protocols in superovulated ewes. Thus, the
objective of this study was to test the efficiency of progesterone device reuse in superovulated ewes.
Morada Nova (MN, n = 20) and Santa Inés (SI, n = 20) ewes were equally assigned to G-New (n
= 20) and G-Used (n = 20) treatments. Ultrasound examinations in B- and Color Doppler modes
were performed on DO (device insertion), D7, D9 (device removal), D11, and D15 to assess ovarian
dynamics. Superovulation consisted of six decreasing doses of p FSH (133 mg total) administered
intramuscularly at 12 h intervals, starting 60 h before device removal. On D16, nonsurgical embryo
recovery (NSER) was performed in ewes presenting at least one corpus luteum (CL). The number
of follicles after p FSH treatment was greater (P < 0.05) in Sl ewes. A breed-by-treatment interaction
(P < 0.05) was observed for the interval to estrus, number of corpora lutea, and luteinized structures.
Notably, a slight delay in estrus onset and poorer superovulatory responses occurred only in G-New
MN ewes (60 % with CL and 4.7 + 0.7 CL). However, they presented satisfactory numbers of CL and
viable embryos per ewe flushed (7.8 £ 0.9 and 6.6 £ 1.1, respectively). The average total number of
viable embryos in this trial was 9.2 £+ 1.7. Positive correlations (P < 0.05) were found between ovarian
blood perfusion on D15 and the number of luteinized structures/CL in G-New (r = 0.79) and G-Used (r
=0.54). However, correlations with recovered structures (r = 0.63) and viable embryos (r = 0.63) were
observed only in G-New. In conclusion, reusing a progesterone device once for nine days (mid-term
protocol) was as effective as using a new device in terms of embryo yield in locally adapted Brazilian
ewes submitted to a superovulatory protocol and NSER.

Keywords: nonsurgical, ovine, reused, superovulation, ultrasound.

1. Introducéo

As ragas ovinas Santa Inés (Sl) e Morada Nova (MN) sao ragas brasileiras localmente
adaptadas, criadas em condicdes semiaridas da Caatinga e incluidas no Banco Brasileiro de
Germoplasma para Conservacgao. Essas ragas representam importantes recursos genéticos para
a producédo pecuaria sustentavel em ambientes desafiadores ™.

Recentemente, a producéo in vivo de embrides por superovulacgao foi realizada nas racas
MN @4 e S| @ utilizando um protocolo de médio prazo (9 dias). Esse protocolo de nove dias,
inicialmente desenvolvido em ovelhas Lacaune, foi baseado no padrao de dindmica folicular
ovariana ©®, priorizando o inicio do tratamento com FSH na presenga de um maior nimero de
foliculos pequenos e evitando a presenca de foliculos ovarianos maiores, além de possibilitar
a estimulagdo de foliculos provenientes de duas ondas foliculares ©. Apesar dos resultados
promissores em termos de produgdo embrionaria, ainda nao ha relatos sobre a utilizagao desse
protocolo associada a reutilizagdo do dispositivo de progesterona.

Foi demonstrado que um dispositivo de progesterona previamente usado por 12 dias
pode manter concentracdes plasmaticas de progesterona por mais seis dias em um protocolo de
indugao de estro de curto prazo em cabras aciclicas (", totalizando 18 dias de liberagao funcional
de progesterona. De forma semelhante, em ovelhas Santa Inés, dispositivos reutilizados pela
segunda vez (10 dias totais) ou terceira vez (15 dias totais) em protocolos de 5 dias mantiveram
concentragdes supraluteais de progesterona e resultaram em taxas de ovulacao e fertilidade
comparaveis as obtidas com dispositivos novos ®. Considerando que a reutilizagédo do dispositivo
de progesteronatem se mostrado sanitariamente seguraem cabras 9, eficiente ® e uma alternativa
benéfica e economicamente viavel em ovinos ("9, o protocolo de 9 dias pode proporcionar uma
oportunidade adicional para reutilizagdo do dispositivo por mais nove dias, reforcando a eficacia
previamente relatada em ovelhas MN @4 e S| ®,
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Areutilizagdo de materiais representa uma estratégia eficaz para reduzir as exigéncias de
insumos e minimizar a geragao de residuos agropecudrios. Essa abordagem sustentavel contribui
para mitigar impactos ambientais, ao mesmo tempo em que se alinha aos principios de uma
producao animal limpa, verde e eticamente responsavel . Além disso, embora os dispositivos
intravaginais representem um componente de custo menor em comparagao ao FSH em protocolos
de superovulagdo, conforme previamente relatado ©'?, sua reutilizagdo pode proporcionar
beneficios econdmicos adicionais, aumentando a viabilidade comercial desta biotecnologia.

Embora concentragcbes reduzidas de progesterona durante a superestimulagdo com
FSH possam favorecer a recuperagdo de embrides (¥, ainda ha informagdes limitadas sobre
a reutilizagdo do dispositivo de progesterona em protocolos de médio prazo (9 dias) para
superovulagdo em ovinos. Investigar essa lacuna € relevante, pois a reutilizagdo do dispositivo
pode reduzir custos e a geragdo de residuos ambientais sem comprometer a eficiéncia do
protocolo, aspecto fundamental para a viabilidade econémica e a sustentabilidade da produgao
de embrides em programas de conservagao genética.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo comparar a eficiéncia do
uso de dispositivos de progesterona novos e reutilizados (previamente utilizados uma vez) em
protocolos de superovulagdo em ovelhas Santa Inés e Morada Nova.

2. Material e métodos

2.1 Aspectos éticos e animais experimentais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e
Ovinos (Processo ID: 006/2016) e conduzido entre outubro a novembro em Sobral, Cear4, Brasil
(latitude 3°4'58.4"S e longitude 40°16'50.5"W).

Foram selecionadas 40 ovelhas multiparas de ragas brasileiras naturalizadas (Santa Inés,
n = 20; Morada Nova, n = 20), com peso vivo (PV) médio de 40,6 + 2,1 kg (média + EPM — erro
padrao da média), escore de condigao corporal de 3,3 £ 0,3 (escala 0-5), idade média de 5,2 +
0,2 anos e numero médio de partos de 3,7 £ 0,9.

As fémeas foram mantidas em sistema intensivo de produgéo com acesso livre a silagem
de milho, sal mineral e agua ad libitum. Concentrado balanceado (200 g/animal) foi fornecido
duas vezes ao dia.

2.2 Desenho experimental: sincronizacao de estro e superovulagcdao em ovelhas doadoras de

embrides

Ovelhas de ambas as ragas foram alocadas aleatoriamente em dois grupos experimentais
e submetidas a um de dois protocolos de sincronizagao de estro, iniciados a noite em um dia
aleatdrio do ciclo estral (DO).

Cada fémea recebeu um dispositivo intravaginal de progesterona novo (G-Novo; n = 10
ovelhas Santa Inés e n = 10 ovelhas Morada Nova) ou previamente utilizado uma vez (G-Usado;
utilizado previamente por nove dias; n = 10 ovelhas Santa Inés e n = 10 ovelhas Morada Nova). Os
dispositivos (0,33 g de progesterona; CIDR® Eazi-Breed®, Zoetis, Nova Zelandia) permaneceram
in situ por nove dias.

Todas as ovelhas receberam tratamento superovulatério iniciado 60 h antes da remocéao
do dispositivo, consistindo em seis doses decrescentes (25 %, 25 %, 15 %, 15 %, 10 % e 10 %) de
p-FSH (133 mg no total; Folltropin V®, Vetoquinol, Canadd), administradas por via intramuscular
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(i.m.) em intervalos de 12 h. No D9, duas doses iguais de d-cloprostenol (37,5 ug; Prolise®,
Agener Unido, Brasil) foram administradas por via intramuscular concomitantemente a 5% e a 62
injecdes de p-FSH.

Todas as ovelhas também receberam trés administracbes intramusculares de flunixin
meglumine (2,25 mg/kg; Banamine®, MSD, S&o Paulo, Brasil) nos dias D12, D13 e D15 (Figura 1).

d-cloprostenol
(75 pg, im.)
(2 doses equivalentes - 37.5 pg)

[ PFSH (133 mg, im)

[ Protocolo de dilatagdo cervical

f 1 mg de benzoato de estradiol (im.)

% 25% o v Flunixin meglumine
5% 15% 0% 10% (6,75 mg/kg, im.) f 37.5 pg de d-cloprostenol (L.v.)
(3 doses equivalentes - 2,25myg'kg) Gm—r

16 h
ﬁ 50 UT de oxitocina (iv.)

| Dispositivo intravaginal de progesterona (G-Novo), n=20) ]

I Dispaositivo intravaginal de progesterona (G-Usado), n=20) I { ; ; r i 7 20 Imil'l
I 71T 1+ttt
PM AM PM
Dia 0 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Diall Dial2 Dia13 Dial4 Dia15 Dia 16
t

Monitoramento do estro (12/12) I .
Recuperagio ndo cirtrgica de cmbrides

Monta natural

A A A A A
' ' !

l Ultrassonografia ovariana ]

Figura 1. Representagdo esquematica dos procedimentos experimentais, incluindo protocolos de
sincronizagao de estro seguidos de tratamento superovulatoério e protocolo de dilatagéo cervical em ovelhas
submetidas a recuperagédo embrionaria néo cirirgica de embriées (RNCE) em 6,5 dias apds remogao do
dispositivo; p-FSH: horménio foliculo-estimulante porcino; i.m.: intramuscular; i.v.: intravenosa; l.v.: latero-
vulvar.

2.3 Deteccgao de estro e monta natural

As ovelhas foram mantidas com bodes vasectomizados equipados com peitorais
marcadores com tinta (proporc¢ao 10:1), e os sinais de estro foram observados duas vezes ao dia
(08h e 16h) durante 30 min, no periodo entre 12 e 60 h apds a remocao do dispositivo. A partir
da primeira marcacao, as fémeas foram acasaladas trés vezes em intervalos de 12 h. As ovelhas
foram acasaladas com bodes da mesma raga (proporcao 5:1), previamente avaliados como aptos
a reproducdo em exame androldgico. Os bodes foram submetidos a exame clinico completo,
com énfase na avaliagdo do trato reprodutivo. A libido foi avaliada durante coletas de sémen e
por meio de observagbes comportamentais, enquanto a qualidade seminal foi determinada pela
avaliagao da motilidade em massa (movimento ondulatério), motilidade progressiva, concentragao
espermatica e morfologia espermatica.

2.4 Ultrassonografia ovariana em modo B e Doppler colorido

Avaliacdes ultrassonograficas ovarianas foram realizadas nos DO (insergéo do dispositivo),
D7 (primeira administracao de p-FSH), D9 (sexta e ultima administragao de p-FSH e remocéao do
dispositivo), D11 (36 h apds a remocao) e D15 (12 h antes da RNCE) (Figura 1). Os exames foram
conduzidos por técnico experiente utilizando equipamento de ultrassom Z5 Vet (Mindray®, Z5Vet,
Sistema de Imagem Ultrassonografica Digital, Brasil) acoplado a transdutor multifrequencial
transretal (5—-10 MHz).
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As configuragdes do equipamento foram padronizadas da seguinte forma: modo B
(profundidade 4,6 cm; ganho 90 %; taxa de frames 55 f/s; alcance dindmico 120 dB) e modo
Doppler colorido (frequéncia 5,7 MHz; ganho 50 %; filtro de parede 183 Hz; frequéncia de repeticéo
de pulso 1,1 kHz).

Todos os foliculos antrais visiveis (= 2,0 mm) e os corpos luteos (CL) detectaveis no
modo B foram contados. Duas medidas perpendiculares foram obtidas para calculo do didmetro
folicular médio. Os foliculos antrais foram classificados como pequenos (FP, < 3,9 mm), médios
(FM, 4,0-5,9 mm) ou grandes (FG, = 6,0 mm).

No D15, foram quantificados os CL e os foliculos anovulatérios luteinizados (FAL). Os FAL
correspondem a estruturas resultantes de falha ovulatéria, com diametro entre 5,0 e 10,0 mm (9. O
numero total de estruturas luteas (CL + FAL) foi calculado, uma vez que a ultrassonografia isolada
nao permite distinguir foliculos ovulados de nao ovulados na auséncia de monitoramento serial
diario, sendo esse parametro utilizado como indicador da capacidade lutea total. A porcentagem
de foliculos anovulatérios luteinizados foi calculada como (FAL/estruturas luteas totais x 100),
permitindo avaliar a eficiéncia ovulatdria entre os grupos.

O modo Doppler colorido foi utilizado para avaliar a perfusdo sanguinea ovariana nos D11
e D15. A porcentagem média de area perfundida (area de sinal Doppler colorido/area seccional
ovariana x 100) foi calculada no software Imaged (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA), com base em trés frames consecutivos centrados no sinal Doppler de maior intensidade.

2.5 Recuperacéao nao cirurgica de embrides

Ovelhas com CL detectados por ultrassom foram submetidas a lavagem uterina para
RNCE no D16 (6,57 dias apds remog¢ao do dispositivo).

O protocolo hormonal para dilatagdo cervical consistiu de d-cloprostenol (37,5 pg) l.v. e
benzoato de estradiol (1 mg; Estrogin®, Biofarm, SP, Brasil) i.m., ambos 16 h antes da RNCE.
Oxitocina (50 Ul; Oxytocin Forte®, UCB, SP, Brasil) i.v. foi administrada 20 min antes da lavagem
uterina.

A RNCE foi realizada como previamente descrita ('*'%). Animais receberam o protocolo
Embrapa de analgesia/anestesia: maleato de acepromazina 1 % (0,1 mg/kg PV, i.m., 20 min
antes; Aceproven®, Vencofarma, Londrina, PR, Brasil); dipirona e brometo de N-butilhioscina (5
mL i.v. € 5 mL i.m., 20 min antes; Buscofin Composto®, Agener Unido, Tabodo da Serra, Brasil);
lidocaina 2 % (2 mL/animal epidural S5-C1 e 5 mL intravaginal, 5 € 3 min antes, respectivamente;
Lidovet®, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil).

O fluido de recuperagao foi filtrado e examinado em estereomicroscépio (Olympus SZ;
Olympus Optical Co., Ltd., Téquio, Japao) com ampliacdo de 20—40x. Estruturas foram mantidas
em meio de suporte (Holding Plus, 0,4 % BSA; Embriocare, Cultilab, Brasil) e classificadas de
acordo com a 5?2 edicdo do Manual da International Embryo Technology Society (. Embribes
Grau 1-3 foram considerados viaveis.

2.6 Variaveis e analise estatistica

Parametros avaliados: populagées foliculares nos DO, D7, D9 e D11 (numero total foliculos
antrais, FP, FM, FG; didmetro do maior foliculo antral em mm); resposta ao estro (% fémeas
em estro/fémeas tratadas x 100); intervalo ao estro (h da remogao ao primeiro estro); duragao
comportamental do estro (h do primeiro ao ultimo estro); duragédo do estro (h entre primeira e
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ultima aceitagdo de monta); % ovelhas com CL um dia antes da RNCE; area de perfusdo ovariana
(%) nos D11 e D15 (area Color Doppler/area ovariana x 100); n° de CL e n° de FAL no D15; %
ovelhas penetradas e coletadas na RNCE; n° de CL/ovelha lavada; n° de estruturas recuperadas
e n° de embrides viaveis.

Taxa de recuperacgao: (n° de estruturas recuperadas/ n°® de CL) x 100. Se o numero de
estruturas fosse maior que o numero de CLs, a taxa por ovelha foi limitada a 100 %. Taxa de
viabilidade: (n° de embrides viaveis/ n° de estruturas recuperadas) x 100. Ovelhas classificadas
por resposta superovulatoria (< 10 ou = 10 CL um dia antes da RNCE) para o % embrides viaveis
por classe de CL.

Os dados analisados no R (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria; versao
3.6.1, 2019). Foi utilizado um arranjo fatorial 2x2 em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com tempo como subparcelamento. Efeitos fixos: tratamento, raca, dia e interagbes de
acordo com modelo proposto para fatorial 2x2 (®, Variaveis de estro, resposta superovulatéria e
producao embrionaria foram testadas por normalidade via ANADEV. Testes significativos: teste
de Tukey, teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher para comparagdes pareadas. Dados
longitudinais discretos (populagdes foliculares ovarianas) foram analisados por ANADEV com
modelos lineares mistos generalizados (distribuicdes binomial negativa ou Poisson, ligacao
logaritmica). As interagbes com efeito de dia foram analisadas por ANOVA e pelo teste de Tukey
(post-hoc). Coeficientes de correlacdo de Pearson foram calculados entre perfusao ovariana
(%) e parametros de estro, resposta superovulatéria e produgdo embrionaria. Os resultados sao
apresentados como médias dos minimos quadrados (LSMEANS) + erro padréo da média (EPM).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

3. Resultados

3.1 Populacédo ovariana

As populagdes foliculares ovarianas registradas nos grupos experimentais no momento da
insergao do dispositivo intravaginal de progesterona (Dia 0), na primeira (Dia 7) e na ultima (Dia
9) administracdes de p-FSH, e 36 h apds a remocéao do dispositivo (Dia 11), estdo apresentadas
na Figura 2. Uma interacao significativa entre os efeitos principais (tratamento, raca e dia de
avaliacao) foi observada apenas para o numero total de foliculos, que foi maior (p < 0,05) 36
h apdés a remogao do dispositivo em ovelhas da raga Santa Inés. Observou-se efeito principal
de tratamento (p < 0,05) para o numero total de foliculos (G-Novo: 11,1 £ 1,2; G-Usado: 8,7 +
0,9) e para o numero de foliculos pequenos (G-Novo: 9,0 + 1,0; G-Usado: 6,7 £ 0,6). Também
foi detectado efeito de raga (p < 0,05) para o numero total de foliculos (SI: 12,4 + 1,3; MN: 7,4
+ 0,7), para o numero de foliculos pequenos (Sl: 9,7 £ 1,0; MN: 6,0 £ 0,5) e para o numero de
foliculos médios (Sl: 2,5 + 0,5; MN: 1,2 £ 0,2). Além disso, foi observado efeito significativo do dia
de avaliagao (p < 0,05) para o numero total de foliculos, numero de foliculos pequenos, médios e
grandes, bem como para o didmetro do maior foliculo, sendo os maiores valores observados no
Dia 11 em comparagao ao Dia 0.
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C C B A

0 7 9 11

—#— S[-Novo —a— MN - Novo
-4~ SI-Usado - a-MN -Usado

B B B A
| I
p- 0,75 (Grupo)
p < 0,001(Dia)
p - 0,004(Raga)
p - 0,24 (Grupo x Dia x Raga)

Dias de observagao

do dispositivo intravaginal de progesterona (Dia 0, p.m.), na primeira (Dia 7, a.m.) e na ultima (Dia 9,
p.m.) administracbes de p-FSH, e 36 h apdés a remogado do dispositivo intravaginal (Dia 11, a.m.) em

ovelhas brasileiras localmente adaptadas (Sl: Santa Inés; MN: Morada Nova) submetidas a protocolo de
sincronizagdo de estro de 9 dias com dispositivo intravaginal de progesterona novo (Novo) ou reutilizado
(Usado; previamente utilizado uma vez por nove dias), associado ao tratamento superovulatério e a

recuperagao nao cirurgica de embrides. A8 Letras sobrescritas diferentes indicam diferenga estatistica (p <
0,05) pelo teste de Tukey.
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3.2 Estro, resposta superovulatéria e recuperagao de embrides

O comportamento de estro nao foi observado em nenhuma ovelha no momento da remocao
do dispositivo. O intervalo entre a remocao do dispositivo e o inicio do estro foi inferior a 24 h
em todos os grupos, exceto nas ovelhas MN do grupo G-Novo. Os dados gerais relacionados
ao comportamento de estro, a resposta superovulatéria e a recuperagido embrionaria estdo
apresentados na Tabela 1. A RNCE foi realizada com sucesso (isto €, com penetracao cervical
e lavagem uterina bem-sucedidas) em 93,7 % (15/16) das ovelhas MN e em 89,5 % (17/19) das
ovelhas SI.

Interagdes significativas entre tratamento e raca foram observadas para o intervalo até o
estro, o numero de (CL) e o numero total de estruturas luteinizadas (p < 0,05). Nas ovelhas MN
do grupo G-Novo, o intervalo até o estro foi maior (p < 0,05) em comparacgao as ovelhas MN do
grupo G-Usado. Respostas superovulatérias mais baixas, refletidas por menores numeros de CL
e de estruturas luteinizadas totais, também foram observadas em ovelhas MN do G-Novo. Em
contraste, maiores respostas superovulatérias (SOV) foram observadas em ovelhas Sl do grupo
G-Novo. O numero de CL por ovelha lavada, o numero de estruturas recuperadas e o nimero de
embrides viaveis nao diferiram (p > 0,05) entre os grupos de tratamento. O nimero médio geral
de embrides viaveis por ovelha lavada foi de 9,2 + 1,7. O coeficiente de variagdo para o nimero
de embrides viaveis foi de 103 % no total (G-Novo MN: 92 %; G-Novo Sl: 143 %; G-Usado MN:
52 %; G-Usado SI: 88 %).
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Tabela 1. Dados de estro, resposta superovulatéria e produgao in vivo de embrides (LSMEANS + EPM)
em ovelhas brasileiras localmente adaptadas submetidas a um protocolo de sincronizagéo de estro de 9
dias com dispositivo intravaginal de progesterona novo (G-Novo) ou reutilizado (G-Usado), associado ao
tratamento superovulatério e a recuperagao nao cirurgica de embrides.

. Tratamento
Variaveis
G-Novo G-Usado
Morada Nova  Santa Inés Morada Nova Santalnés valordep
Resposta ao estro (%) 100,0 [10/10]  100,0 [10/10] ~ 100,0 [10/10] 90,0 [9/10] 0,99
Intervalo ao estro (h)* 25,0+ 1,67 20,8 £ 1,478 20,2 £ 1,48 23,0 £ 1,678 0,03
Duragao do estro (h) 204+14 228+15 216+15 22,7+16 0,65
Ovelhas com CL um dia
antes da RNCE (%) 60,0 [6/10] 90,0 [9/10]  100,0 [10/10] 90,0 [9/10] 0,98
Nomero de corpos 47 *0.7° 13,8+ 1,27 8,9+0,95  11,8+1,1%8 <001
lateos (n) (0-18; 47) (2-24; 138) (3-12; 89) (0-27; 118) ’
Foliculos anovulatérios 1.7£04 3,0£05 22105 1.7£04 0.07
luteinizados (n) (0-6; 17) (0-8; 30) (1-4; 22) (0-5; 17) ’
Total de estruturas 6,4 £0,8° 16,8 £ 1,3* M1+£11%  135+1,2%® <0.01
luteinizadas (n) (0-20; 64) (2-29; 168) (6-15;111)  (1-27, 135) ’
5 -
h  de foliculos 556,55 17,9430 198438  126+29 095
anovulatérios
Ovelhas penetradas e
coletadas com sucesso 83,3 [5/6] 90,0[9/10]  100,0 [10/10] 88,9 [8/9] 0,98
na RNCE (%)
Nimero de CL por 78+1,1 137 +1,2 8,9+0,9 131+1,2 oo
ovelha coletada (n) (4-18; 47) (2-24; 138) (3-12;89)  (5-27; 118) ’
78+12 133+1,2 9,7+1,0 M1,5+1,2
Estruturas recuperadas 0.11
por ovelha coletada (n) (3-14; 39) (2-47; 120) (3-18; 97) (4-27; 92) '
Taxa de recuperagdo de g5 4 437 64,0+ 7,6 935+10,7 918117 0,31
estruturas (%)
ovelha coletada (n) (0-14; 33) (0-42; 97) (3-16; 88) (0-27; 77) ’
Taxa de viabilidade (%) 84,6+5,7 80,8+ 3,6 90,7+2,9 83,7+3,9 0,58
Ovelhas com embrides g4 1 14/ 889[8/9]  100,0[10/10] 87,5[7/8] 0,98
viaveis recuperados (%)
Perfusdo  sanguinea 445, 44 11,3+2,6 6,4+2,4 15,9 2,2 0,65
ovariana no Dia 11 (%)
Perfusdo  sanguinea 54, 44 28,4 + 4.5 156+6,4  314+33 0,84

ovariana no Dia 15 (%)

* Intervalo entre a remocéo do dispositivo e o inicio do estro. ( ) Os valores entre parénteses indicam o
intervalo observado (minimo—maximo) e o numero total observado. [ ] A frequéncia observada é apresentada
entre colchetes. ~BTeste de Tukey foi realizado para comparagdes multiplas de médias; letras sobrescritas

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Ovelhas com contagem de CL < 10 antes da RNCE contribuiram com maior porcentagem
(p < 0,05) para a producgao total de embrides no grupo G-Novo, em comparagdo ao G-Usado
(Figura 3).
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Figura 3. Porcentagens de embrides vidveis apds recuperagdo nao cirurgica de embrides em ovelhas
Morada Nova e Santa Inés com <10 ou 210 corpos luteos (CL) que foram submetidas a protocolo de
sincronizagao de estro de 9 dias com dispositivo intravaginal de progesterona novo (G-Novo) ou reutilizado
(G-Usado), associado ao tratamento superovulatério. #BComparacéo pelo teste do qui-quadrado; letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Correlagdes positivas e negativas significativas (p < 0,05) foram observadas entre a
porcentagem de perfusdo sanguinea ovariana no Dia 11 e as caracteristicas de estro, a resposta

superovulatoria e as variaveis de recuperacdo embrionaria apenas no grupo G-Usado. No Dia 15,
correlagdes significativas foram detectadas em ambos os grupos de tratamento (Tabela 2).

Tabela 2. Correlagdes significativas entre a porcentagem de perfusdo sanguinea ovariana nos Dias 11 e 15
e as respostas de estro, as respostas superovulatorias e a produgcéo de embrides em ovelhas brasileiras
localmente adaptadas submetidas a protocolo de sincronizagdo de estro com dispositivo intravaginal
de progesterona novo (G-Novo) ou reutilizado (G-Usado), associado ao tratamento superovulatério e a
recuperagao nao cirurgica de embrides.

Variavel de entrada Variavel de saida r Valor de p
G-Novo Porcentagem de perfusédo sanguinea Intervalo ao estro* -0,66 <0,01
ovariana no Dia 11
Duragao do estro 0,48 0,03
Total de estruturas 0,78 <0,01
luteinizadas
Numero de corpos 0,81 <0,01
luteos
Numero de embrides 0,57 0,03
viaveis
Porcentagem de perfusdo sanguinea Numero de corpos 0,81 0,01
ovariana no Dia 15 luteos
Total de estruturas 0,79 0,01
luteinizadas
Numero de estruturas 0,63 0,01
recuperadas
Numero de embrides 0,63 0,01
viaveis
G-Usado  Porcentagem de perfusao sanguinea Intervalo ao estro* -0,54 0,02
ovariana no Dia 15
Numero de corpos 0,53 0,01
luteos
Total de estruturas 0,54 0,01
luteinizadas

r-coeficiente de correlagdo. *Intervalo entre a remocgéo do dispositivo e o inicio do estro.

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.27, 82944P, 2026.



Figueira, L M et al., 2026.

4. Discussao

O comportamento de estro foi observado em todas as fémeas do grupo G-Novo,
independentemente da raca, e apenas uma ovelha Santa Inés do grupo G-Usado nao apresentou
sinais de estro. Essa elevada taxa de sincronizagao sugere que as concentragdes de progesterona
foram mantidas em niveis suficientes para prevenir a ovulagdo espontanea e promover estro
sincronizado @', Esses achados sdo corroborados pelo monitoramento ultrassonografico da
populagao folicular ovariana. Embora apenas pequenas diferengcas no comportamento de estro
tenham sido observadas entre os tratamentos, interacées significativas tratamento x raga foram
detectadas para a resposta superovulatoria, refletidas pelo numero total de corpora lutea (CL) e
pelo total de estruturas luteinizadas.

O numero total de foliculos foi menor nas ovelhas Morada Nova em comparagao
as Santa Inés. Sabe-se que os efeitos de raga sdo conhecidos por influenciar as respostas
superovulatérias @9, e alguns autores relatam que diferengas relacionadas a raga podem explicar
aproximadamente 30 % da variabilidade na produgéo de embrides ?". A contagem de foliculos
antrais (CFA) é um dos principais determinantes da resposta superovulatéria e da producao
de embrides em ovinos, tendo sido sugerida como critério para sele¢do de doadoras, evitando
procedimentos estressantes em animais com potencial superovulatério limitado 22,

Curiosamente, 40 % das ovelhas Morada Nova do grupo G-Novo nao apresentaram CL
na ultrassonografia realizada antes da recuperagao embrionaria. A propor¢cado de ovelhas com
auséncia ou ovulagao limitada representa uma importante fonte de variabilidade em programas de
MOET, com incidéncia relatada de aproximadamente 20-30 % ?4 2%, Um fator que pode reduzir as
taxas de ovulagao é a presenca de foliculos dominantes no momento da primeira administracao
de p-FSH, uma vez que foliculos subordinados podem crescer até tamanho pré-ovulatério, mas
falhar na ovulagéo @9,

A classificagdo de foliculos grandes (= 6,0 mm) foi eficaz para confirmar a auséncia
de foliculos dominantes no inicio do tratamento (Dia 7), condigdo critica para o sucesso da
superovulagao ?42520) A presenca de foliculos grandes (2 6 mm) no inicio do tratamento com FSH
tem sido associada a redugéo da resposta ovulatéria 2% 2526), Entretanto, esse ponto de corte pode
ser menos apropriado para identificar foliculos pré-ovulatérios no Dia 11, quando a maturacao
folicular ja esta avancada e o estro é evidente na maioria das ovelhas. Outros estudos definiram
foliculos grandes ou pré-ovulatérios utilizando limiares menores (= 5,0 mm) “2"), o que pode
proporcionar maior sensibilidade para detectar foliculos maduros. Ainda assim, essa limitacao
nao afetou o objetivo principal de comparar a produgéo de embrides entre dispositivos novos e
reutilizados. Falha ovulatéria e presencga de foliculos anovulatérios persistentes também tém sido
relatadas mesmo sob o “Protocolo Dia 0”, que foi desenvolvido para iniciar a superestimulagédo na
auséncia de foliculos dominantes 7).

A producao de embrides no presente estudo foi maior do que a relatada em estudos
utilizando protocolos semelhantes em ovelhas Lacaune ('» e/ou doses comparaveis de p-FSH
em ovelhas Santa Inés #®, apesar das menores porcentagens de FAL relatadas nesses estudos
(7 % e 3,1-13,7 %, respectivamente). Quando produgdes embriondrias satisfatorias (~7
embrides viaveis) sdo obtidas, taxas de falha ovulatéria de 15 % © e 30 % @ também tém sido
documentadas. No presente estudo, a reutilizacdo do dispositivo de progesterona ndo pareceu
influenciar a formacgao de foliculos anovulatérios.
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No grupo G-Novo, a perfusdo sanguinea ovariana foi um forte preditor da resposta
superovulatoria, correlacionando-se positivamente com o numero de CL, o total de estruturas
luteinizadas e o numero de embrides viaveis nos Dias 11 e 15. No grupo G-Usado, correlagbes
positivas moderadas foram observadas entre o niumero de CL, o total de estruturas luteinizadas
e a perfusdo sanguinea ovariana no Dia 15. Correlagbes negativas moderadas foram detectadas
entre o intervalo até o estro e a perfusdo sanguinea ovariana no Dia 11 (G-Novo) e no Dia 15
(G-Usado).

Como correlagao indica associagao e ndo causalidade, esses achados devem ser
interpretados com cautela. A maior variabilidade nas respostas superovulatérias observada no
grupo G-Novo pode ter contribuido para a correlagdo negativa observada nesse grupo no Dia
11. Um aumento rapido na secre¢do de estradiol pelos foliculos pré-ovulatérios seria esperado
desencadear prontamente os sinais de estro, resultando em um intervalo mais curto entre a
remoc¢ao do dispositivo e o inicio do estro. Em conjunto, esses dados sugerem que uma melhor
perfusdo ovariana esta associada a intervalos mais curtos até o estro, respostas superovulatérias
mais intensas e maior produgéo de embrides.

As correlagbes observadas entre perfusdo sanguinea ovariana e comportamento estral,
resposta superovulatéria e producéo de embrides sdo consistentes com estudos anteriores que
avaliaram a utilidade da ultrassonografia Doppler colorida para a avaliagdo da funcao luteal ¢%
e do potencial de recuperagao embrionaria ©43"), Embora a contagem de CL utilizando Doppler
colorido possa apresentar ligeira redugao na precisdo a medida que o nimero de CL aumenta ©2),
a estimativa global permanece clinicamente valiosa. Ovelhas que apresentam = 10 CL contribuem
com aproximadamente 90 % da producgéo total de embrides, enquanto aquelas com < 10 CL
contribuem com apenas cerca de 10 % “. Portanto, em casos de incerteza na enumeracao de
CL, a avaliagao da area total de perfusdo sanguinea ovariana — dada sua forte correlagdo com o
numero de embrides viaveis — pode auxiliar na tomada de decisdo quanto a realizacdo da RNCE
por meio de avaliacio ultrassonografica nao invasiva.

A média de embrides viaveis nao diferiu entre os grupos tratamento x raga. Entretanto,
embora sem significancia estatistica, dispositivos novos produziram tanto os menores quanto os
maiores valores, com os maiores coeficientes de variagao observados entre os grupos genéticos
(Morada Nova e Santa Inés, respectivamente). Além disso, ovelhas G-Usado com menor resposta
ovulatoria (< 10 CL) contribuiram com maior propor¢gao de embrides viaveis em comparagcao as
G-Novo, sugerindo respostas mais homogéneas. Nas condigdes do presente estudo, a reutilizagdo
do dispositivo pareceu reduzir a variabilidade individual, caracteristica desejavel em programas
de MOET @0,

Além de sustentar elevada produgido de embrides viaveis, o protocolo de médio prazo
permitiu efetivamente a reutilizacdo dos dispositivos intravaginais, totalizando 18 dias de
permanéncia do dispositivo. Em condigbes comerciais ou experimentais (cross-over), as doadoras
sdo comumente superovuladas duas vezes em intervalos de 30 dias » a 60 dias ©. Assim, a
reutilizagdo de um dispositivo intravaginal na mesma doadora durante protocolos superovulatérios
sequenciais pode ser viavel. Considerando a manutencao da produg¢ao embrionaria, a reutilizagao
do dispositivo representa uma estratégia pratica para reduzir custos da superovulagao e minimizar
residuos ambientais, alinhando-se aos principios “Green, Clean and Ethical” para reproducao
controlada em ovinos (13,
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Este estudo é o primeiro a relatar a reutilizagdo bem-sucedida de dispositivos intravaginais
de progesterona em ovelhas Santa Inés e Morada Nova submetidas a superovulagao, duas
racas brasileiras localmente adaptadas. A reutilizagao ja foi previamente descrita em protocolos
de sincronizagéo de estro em cabras Toggenburg apds autoclavagem ™ ® e em ovelhas Santa
Inés apds lavagem e secagem em temperatura ambiente ®. Em cabras Toggenburg, dispositivos
utilizados por 12 dias mostraram-se eficazes posteriormente em um protocolo adicional de indu¢ao
de estro de 6 dias (, indicando manutencdo de concentragdes plasmaticas de progesterona
acima de 1 ng/mL por até 18 dias. Em ovelhas Santa Inés, as concentragdes circulantes de
progesterona nao diferiram entre dispositivos novos e reutilizados (usados por dez dias) do dia
3 até o final do protocolo de sincronizagdo de cinco dias ®. Apesar das diferengas na resposta
superovulatoria apés o tratamento com p-FSH, altas produgdes embrionarias por ovelha coletada
foram observadas entre os tratamentos. A CFA total parece ser o principal fator subjacente
as diferencas entre racas. Notavelmente, a reutilizagdo do dispositivo reduziu a variabilidade
individual das respostas, mantendo elevada eficiéncia na producédo de embrides.

5. Conclusao

A reutilizacdo de um dispositivo intravaginal previamente utilizado por nove dias resultou
em produgdes embrionarias comparaveis as obtidas com um dispositivo novo, demonstrando
que protocolos de médio prazo (9 dias) podem sustentar de forma eficaz a reutilizagdo de
dispositivos intravaginais de progesterona para superovulagdo em ovelhas. Quando combinados
com estratégias adequadas de dose e administracdo de FSH, protocolos utilizando dispositivos
novos ou reutilizados promoveram respostas ovarianas robustas, que, juntamente com a monta
natural eficiente e a RNCE, resultaram em elevados niumeros de embrides viaveis recuperados
de ovelhas brasileiras localmente adaptadas.
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