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C RESUMO )

Os métodos de coleta de embrides disponiveis
para ovinos sao laboriosos e invasivos. Entre-
tanto, ndo existem dados comparativos das di-
ferentes abordagens de coleta sobre os niveis
de marcadores inflamatérios. O objetivo deste
estudo foi determinar a resposta inflamatéria
em ovelhas submetidas a superovulagao e co-
leta de embrides pelas vias transcervical (TC)
ou laparotomia (LP). Amostras de sangue foram
coletadas no inicio do procedimento (dia zero
= D0), D3, D6 e no D9, para determinagdo dos
niveis de proteinas totais e de fase aguda po-
sitiva (haptoglobina e fibrinogénio) e negativa
(paraoxonase). Os niveis dos marcadores avalia-
dos ndo variaram (P>0,05) entre os grupos TC
e LP, porém, quando analisados coletivamente,
observou-se um efeito do momento (P<0,05),
indicando que os dois métodos causaram uma
resposta inflamatéria semelhante. Conclui-se
que apesar de ser menos invasivo, o método TC
induz a uma alteracdo nos parametros inflama-
térios de forma similar a observada no LP.

Methods currently available for embryo collec-
tion in sheep are laborious and invasive. Howe-
ver, there is no data available comparing levels
of inflammatory markers using different co-
llection approaches. Thus, the objective of this
study was to measure inflammatory response in
ewes submitted to superovulation and embryo
collection via transcervical (TC) route or lapa-
rotomy (LP). Blood samples were collected be-
fore each of the procedures (day zero = D0) and
3, 6 and 9 days post-procedure to measure the
levels of total protein, positive (haptoglobin and
fibrinogen) and negative (paraoxonase) acute
phase proteins. The levels of inflammatory mar-
kers did not differ (P>0.05) between TC and LP.
However, when evaluated to%ether, an effect

of time was observed (P<0.05), indicating that
both procedures induced a similarinflammatory

ABSTRACT )

response. In conclusion, despite being less in-
vasive, the TC method induces an alteration in
inflammatory markers similar to LP.

)

Em funcdo da dificuldade de transposi¢do cer-
vical na espécie ovina, o método de coleta de
embrides que mais se difundiu foi a laparoto-
mia (Tervit and Havik, 1976). Entretanto, ape-
sar da alta eficiéncia na recuperacdo dos em-
brides a abordagem cirtrgica induz a formacao
de aderéncias e, em func¢do da invasividade,
afeta o bem estar animal. Como alternativa
foram desenvolvidos procedimentos de coleta
via transcervical baseados em tratamentos de
inducdo da dilatacdo cervical usando analogos
de prostaglandina E (PGE) associados (Barry et
al., 1990) ou nao (Gusmao, 2011) ao estradiol
ou usando a ocitocina associada ao estradiol
(Azawi, 2011), como dilatadores cervicais. O
método de coleta transcervical é de menorinva-
sividade, sendo portanto, potencialmente capaz
de determinar menor comprometimento do bem
estar animal. Entretanto, ndo existem infor-
macgdes do grau de alteragdo sistémica causada
pelos métodos cirtirgico e transcervical. Desta
forma, este trabalho objetivou determinar o im-
pacto do método de coleta de embrides sobre os
niveis de proteinas séricas totais, proteinas de
fase aguda positiva (haptoglobina e fibrinogé-
nio) e negativa (paraoxonase).

C

Foram utilizadas ovelhas multiparas da raga
crioula lanada previamente classificadas quan-
to a possibilidade (n=5) ou impossibilidade
(n=5) de transposigao cervical durante o estro e
diestro. O estro base e a ovulagdo foram sincro-
nizados mediante tratamento com CIDR-G® por
6 dias, associado a aplicacdo de 300 Ul de eCG
+ 75 pg de PGF2 e 1mL de Lecirelina (analogo
de GnRH) no momento da remog¢do do CIDR-G®
e 12 horas apés a detec¢do do estro, respecti-
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vamente (Menchaca et al., 2009). Cada animal
recebeu 200mg de FSH (Folltropin V; Bioniche,
Can) aplicado em duas doses didrias duran-
te quatro dias, iniciando 60 horas apés o estro
(Menchaca and Rubianes, 2004). Um CIDR-G®
foi reinserido no momento da aplicagdo da pri-
meira dose de FSH e removido no momento da
peniltima dose, quando os animais receberam
um flushing agudo com 100mL de glicerol (Gu-
tierrez et al., 2011). Nos momentos da sétima e
oitava doses de FSH os animais receberam uma
aplicagdo de PGF2, sendo iniciada a observagao
de estro duas vezes ao dia. Os animais recebe-
ram duas inseminagdes pela via cervical em
intervalos de 12 horas, sendo que no momento
da primeira inseminacao foi aplicada uma dose
de GnRH. No quinto dia ap6s a primeira insemi-
nacgdo, os animais do grupo para coleta cirtirgica
por laparotomia (LT) foram submetidos ao jejum
hidrico e alimentar e os animais do grupo para
coleta transcervical (TC) receberam uma apli-
cacdo 100pg de benzoato de estradiol. No sexto
dia apds o estro os animais do grupo LT foram
submetidos aos procedimentos cirtirgicos e os
animais do grupo TC receberam uma aplica¢ado
de 100UI de ocitocina antes de serem submeti-
dos ao procedimento de coleta (Gusmao, 2011).
Antes dos procedimentos foi realizada a coleta
de sangue (D0) para comparagdo com os niveis
de proteinas plasmaticas totais (PPT), haptog-
lobina (Hp), fibrinogénio (Fib) e paraoxonase
(PON) observados a partir do sangue coletado
nos dias trés, seis e nove apés a intervengao.
Os niveis de PPT foram determinados através
de refratdmetro clinico. Os niveis de Hp foram
determinados com base na sua capacidade de
ligagdo a hemoglobina pelo teste da peroxida-
se em guaiacol (Schneider et al., 2013) com a
leitura espectrofotométrica da absorbéncia,
realizada em leitor de microplacas. Os niveis
do Fib foram determinados através da técnica
de precipitagdo pelo calor (Lowe et al., 2004) e
a atividade da PON foi determinada por espec-
trofotometria (Browne et al., 2007). O efeito dos
tratamentos sobre os niveis dos marcadores in-
flamatérios foi calculado pelo método de dados
repetidos utilizando o procedimento MIXED do
SAS, determinando o efeito do grupo, tempo e
sua interagdo. O nivel de significancia utilizado
foi 5%.

caracterizando um efeito sistémico. Os niveis
de PPT apresentaram elevagdo somente no D9,
porém, era esperado que essa resposta se ma-
nifestasse mais cedo pelo fato de que seus ni-
veis seriam influenciados pelo aumento nos
niveis das proteinas de fase aguda (PFA), que
sao liberadas de forma lenta e com niveis dire-
tamente ligados ao efeito do estimulo (Ceciliani
et al., 2012; Lepherd et al., 2009). Os niveis de
Hp, que é uma PFA positiva que aumenta rapi-
damente em resposta ao estimulo subiram no
D3 e D6 atingindo concentragdes superiores a
0,1g/l, caracterizando a presenga de um estres-
sor (Ceciliani et al., 2012). Ja os niveis de Fib,
uma PFA positiva com velocidade de liberacdo
moderada, ndo foi identificada uma alteragao
de seus niveis dentro do intervalo considerado.
Este resultado pode ser decorrente da sensibi-
lidade do teste utilizado, porém, esperava-se a
observacdo de um aumento nas consentragdes
ao menos no grupo LP em virtude da invasivida-
de do procedimento. Com relagdao a PON, uma
PFA negativa, era esperado uma redugdo em
seus niveis apds um trauma (Devarajan et al.,
2014; Schneider et al., 2013). Entretanto, ndo
houve redugdo e sim um aumento transitério no
D3 (Fig. 3) que dificulta a identificagdo de qual-
quer efeito biolégico significativo. Embora ndo
existam marcadores especificos e fidedignos
de estresse e dor (Ceciliani et al., 2012; Ott et
al., 2014), os parametros avaliados no presente
estudo sdo reconhecidos como capazes de iden-
tificar respostas individuais frente a agentes
estressores (Murata et al., 2004). Porém, como
ndo foi possivel indicar diferencas de nivel de
resposta inflamatéria gerada pelos procedi-
mentos de coleta cirlrgica ou transcervical,
deve-se considerar a possibilidade de utilizar
o método que permita a preservagdo da maior
longevidade produtiva das doadoras com anato-
mia cervical favoravel.

4 CONCLUSAO .

Apesar de ser menos invasivo, o0 método de co-
leta transcervical induz a uma alteracdo nos
parametros inflamatérios em niveis similares
aos observados quando se utiliza o método de
coleta cirtirgico.
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Figura 1: Niveis de proteina plasmatica total
(g/L), haptoglobina (g/L), fibrinogénio (g/L)
e paraoxonase (U/mL). Os graficos A, C, Ee G
demonstram os niveis nos animais submetidos
aos diferentes procedimentos (LP ou TC; n=5/
grupo). Nosgréaficos B, D, F e Hsdo demonstrados
os niveis em todos os animais, independente do
procedimento (n=10). As amostras de sangue
foram coletas antes dos procedimentos (dia 0)
e 3, 6 e 9 dias ap6s o procedimento. *Indicam
diferenca significativa (P<0,05).
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