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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incluséo de cilostazol no meio de maturagéo in
vitro de odcitos sobre producdo in vitro de embriBes ovinos. Para isso, foram realizadas
colheitas de odcitos oriundos de ovéarios obtidos em abatedouro por meio do método de
aspiracao folicular com bomba de vacuo. Os odcitos foram divididos em quatro grupos de
maturagéo: grupo CON, onde os complexos cumulus oocitos foram imersos em TCM-199,
suplementado com 500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 g de anfotericina, 0,2
mM de piruvato de sodio, 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 10 ng/mL de fator de
crescimento epidérmico (EGF), 10 pg/m de FSH, 10 pg/mL de LH, 10 pg/mL de estradiol e
100 puM de cisteamina; e nos grupos CILOQ,3; CILO1 e CILO10, os oocitos foram maturados
no meio do grupo CON, mas sem a adi¢ao de cisteamina e suplementado com as concentracfes
de de0,3; 1e 10 uM, respectivamente. Apds 24h, os oocitos foram avaliados quanto a presenca
ou ndo de células do cumulus e quanto ao grau de expanséo e destinados a fecundacéo in vitro,
em meio FIV, juntamente com espermatozoides. Apos a FIV, os presumiveis zigotos seguiram
para o cultivo in vitro. Foram avaliadas clivagens no dia 2, sendo dia 0 o dia do inicio do CIV.
Os resultados foram expressos em porcentagem e as variaveis de expansdo das celulas do
cumulus e nimero de estruturas clivadas foram comparadas por meio do teste qui-quadrado do
software Epi Info (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, EUA, 2021). Os resultados foram considerados
significativos quando P < 0,05. Em relacdo a expanséo das células do cumulus, todos 0s grupos
apresentaram 100% de expansdo. Nao houve diferencas significativas quanto ao grau de
expansdo das células do cumulus entre os grupos suplementados com cilostazol e cisteamina
(P > 0,05), assim como nao houve diferencas significativas entre as taxas de clivagem entre 0s
grupos suplementados com cilostazol e cisteamina (P > 0,05).

Palavras-chave: embrido; FIV; MIV; ovelha; PIV.
EFFECT OF CILOSTAZOL ON IN VITRO PRODUCTION OF SHEEP
ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of including cilostazol in the in vitro

maturation medium of oocytes on the in vitro production of sheep embryos. Oocytes were
collected from ovaries obtained from a slaughterhouse by follicular aspiration with a vacuum
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pump. The oocytes were divided into four maturation groups: the CON group, where the
cumulus-oocyte complexes were immersed in TCM-199 supplemented with 500 IU of
penicillin, 0.5 mg of streptomycin, 1.25 pg of amphotericin, 0.2 mM of sodium pyruvate, 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS), 10 ng/mL of epidermal growth factor (EGF), 10 pg/mL of FSH,
10 pg/mL of LH, 10 pg/mL of estradiol, and 100 uM of cysteamine; and in the CILOO0.3,
CILO1, and CILO10 groups, the oocytes were matured in the CON group medium without the
addition of cysteamine and supplemented with concentrations of 0.3, 1, and 10 uM of cilostazol,
respectively. After 24 hours, the oocytes were evaluated for the presence or absence of cumulus
cells and the degree of expansion and then subjected to in vitro fertilization (IVF) with sperm
in FIV medium. After IVF, the presumptive zygotes were cultured in vitro. Cleavage was
evaluated on day 2, with day 0 being the start of IVF. Results were expressed as a percentage,
and variables such as cumulus cell expansion and the number of cleaved structures were
compared using the chi-square test in the Epi Info software (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, USA,
2021). Results were considered significant when P < 0.05. All groups showed 100% cumulus
cell expansion, and there were no significant differences in cumulus cell expansion degree
between the cilostazol- and cysteamine-supplemented groups (P > 0.05), as well as no
significant differences in cleavage rates between the cilostazol- and cysteamine-supplemented
groups (P > 0.05).

Key words: embryo; IVF; IVM; IVP; ovine.
EFECTO DEL CILOSTAZOL EN LA PRODUCCION IN VITRO DE OVEJAS
RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusion de cilostazol en el medio de
maduracion in vitro de ovocitos sobre la produccion in vitro de embriones ovinos. Para ello,
se realizaron recolecciones de ovocitos provenientes de ovarios obtenidos en un matadero
mediante el método de aspiracion folicular con bomba de vacio. Los ovocitos se dividieron en
cuatro grupos de maduracion: grupo CON, donde los complejos cimulus ovocitos se
sumergieron en TCM-199, suplementado con 500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina,
1,25 g de anfotericina, 0,2 mM de piruvato de sodio, 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB),
10 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 10 pg/m de FSH, 10 pug/mL de LH, 10
pg/mL de estradiol y 100 uM de cisteamina; y en los grupos CILOO0,3; CILO1y CILO10, los
ovocitos se maduraron en el medio del grupo CON, pero sin la adicion de cisteamina y
suplementado con las concentraciones de 0,3; 1 y 10 uM, respectivamente. Después de 24
horas, los ovocitos se evaluaron en cuanto a la presencia o no de células del cimulus y en
cuanto al grado de expansion y se destinaron a la fecundacion in vitro, en medio FIV, junto
con espermatozoides. Después de la FIV, los presuntos cigotos siguieron para el cultivo in
vitro. Se evaluaron las clivajes en el dia 2, siendo el dia 0 el dia del inicio del CIV. Los
resultados se expresaron en porcentaje y las variables de expansion de las células del cimulus
y nimero de estructuras clivadas se compararon mediante la prueba del chi-cuadrado del
software Epi Info (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, EE. UU., 2021). Los resultados se consideraron
significativos cuando P < 0,05. En relacion a la expansion de las células del camulus, todos
los grupos presentaron el 100% de expansion. No hubo diferencias significativas en cuanto al
grado de expansion de las células del cimulus entre los grupos suplementados con cilostazol
y cisteamina (P > 0,05), asi como no hubo diferencias significativas entre las tasas de clivaje
entre los grupos suplementados con cilostazol y cisteamina (P > 0,05).

Palabras clave: embrion; FIV; MIV; ovino; PIV.
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INTRODUCAO

A producdo in vitro (P1V) de embriBes é uma biotécnica que consiste na preparagéo e co-
cultivo de gametas em ambiente laboratorial para a geracdo do zigoto e seu cultivo até o estagio
de desenvolvimento embrionario desejado (1). Suas etapas compreendem a colheita, maturacdo
in vitro (MIV) e fecundacéo in vitro (FIV) de odcitos, bem como o cultivo (CIV) dos possiveis
embrides gerados.

A PIV possui diversos tipos de vantagens, como, por exemplo, possibilitar a obtencéo de
embrides por meio de fémeas que apresentam problemas reprodutivos de carater adquirido ou
apos a sua morte e até mesmo de fémeas pré-puberes, gestantes, lactantes e idosas (2). Além
disso, essa biotecnologia diminui o intervalo entre as geragbes dos animais, acelera o
melhoramento genético, amplia a vida reprodutiva de animais de alto valor genético portadores
de alteracdes adquiridas, facilita a comercializacdo internacional do material genético e permite
a formacéo de bancos de gametas e embrides criopreservados.

O sucesso da etapa de maturacgdo in vitro é fundamental para a producéo de embribes de
qualidade, tornando necessario formular um meio de maturacdo preciso para esclarecer as
demandas nutricionais e metabolicas dos odcitos e embrides ovinos obtidos in vitro, o que
levara ao sucesso na producdo in vitro de embrides (3). Para isso, sdo utilizadas neste meio
substancias com potencial para diminuir o estresse oxidativo e, consequentemente, reduzir as
taxas de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de glutationa peroxidase. Componentes
alternativos com essa funcéo tém sido utilizados na P1V, como o cilostazol.

O cilostazol (CLZ) é um modulador do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) que
influencia o estado estacionario da fase meidtica durante a maturacdo oocitaria (4). O AMPc,
por sua vez, € um mensageiro produzido pelas células do cumulus em resposta ao LH ou FSH
e transportado para 0s o0citos por meio de numerosas jungdes comunicantes (5,6),
desempenhando um papel duplo na regulacdo e bloqueio meidtico e na iniciacdo da retomada
meiotica em odcitos (7). Quando os oocitos séo removidos dos foliculos, a hidrolise do AMPc
é aumentada pela fosfodiesterase 3A (PDE3A), o nivel de AMPc diminui e, entdo, a meiose é
retomada (8,9).

Estudos mostram que a inducdo artificial de AMPc melhora significativamente o
desenvolvimento de odcitos e sua competéncia (10,11,12). Ja a inibicdo de PDE3A ¢ capaz de
prevenir a maturacao espontanea e induzida por gonadotrofinas de odcitos em varias espécies,
incluindo humanos e primatas ndo humanos (8). O CLZ é um dos inibidores de PDE3A com
capacidade de aumentar os niveis de AMPc, inibindo a sua degradacao. Seu efeito benéfico ja
foi relatado na maturacdo in vitro de oocitos de suinos, iaques e camundongos. No entanto, até
onde sabemos, ndo ha relatos de seu uso em odcitos de ovinos (4, 13, 14).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da inclusdo do
cilostazol no meio de maturacao in vitro de odcitos sobre a producéo in vitro de zigotos ovinos.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado apds aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF), sendo registrado sob o
protocolo de N° 0011/280820.

Os meios e reagentes para colheita, avaliacdo, maturacdo e fecundacao in vitro de odcitos,
bem como cultivo in vitro de embrides foram adquiridos na Sigma Aldrich Brasil®.

O experimento ocorreu no Laboratério de Fisiologia e Biotecnologia da Reproducéo
Animal (LAFIBRA), do Campus de Ciéncias Agrérias, na Universidade Federal do Vale do
Sé&o Francisco, em Petrolina-PE.
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Foram utilizados ovérios ovinos obtidos do Abatedouro Frigorifico de Caprinos e Ovinos
de Rajada, Pernambuco, logo apds o abate de ovelhas Sem Padrdo Racial Definido (SPRD),
imediatamente ap6s o abate. Os ovarios foram transportados até o LAFIBRA em uma
temperatura entre 33 °C e 34 °C, dentro de 1 hora, em solugéo de NaCl 0,9%, contendo 0,05 g
de pentabidtico/L, sendo o0 pentabiético composto por estreptomicina basica,
dihidroestreptomicina béasica, benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina e
benzilpenicilina potassica. No LAFIBRA, os ovarios foram lavados, trés vezes, em solugdo
salina aquecida, retirados os tecidos adjacentes e mantidos em banho-maria, a 34 °C. Para a
colheita dos complexos cumulus-o6citos (CCO), foi utilizada uma bomba de vacuo, a 5
mL/min, agulha 18G e o0 meio de recuperagdo composto por TCM 199 com 25 mM de HEPES,
suplementado com 500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina,
soro fetal bovino (SFB) e 5 UI/mL de heparina. Logo apos a colheita, os CCO foram dispostos
no meio de recuperacdo, vertidos em placas de petri de 100 mm, analisados sob
estereomicroscopio e qualificados de acordo com Freitas, Melo (15), sendo selecionados, para
a maturacdo in vitro, os de Graus | e 11, ou seja, odcitos com citoplasma levemente granulado,
com multiplas camadas de cumulus (Grau I) ou com, no minimo, uma a trés camadas uniformes
de células do cumulus (Grau I1).

Ap0s a selecdo e classificagcdo oocitaria, os CCO de melhor qualidade foram mantidos em
meio de recuperacdo até o momento da maturagdo, quando foram divididos em quatro grupos:
grupo CON, com CCO imersos em meio composto de TCM-199, suplementado com 500 Ul de
penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina, 0,2 mM de piruvato de sodio,
10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 10 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF), 10
pg/m de FSH, 10 pg/mL de LH, 10 pg/mL de estradiol e 100 M de cisteamina.; nos grupos
CILO,3; CIL1 e CIL10 os CCO foram inclusos no meio do grupo CON, mas sem cisteamina e
contendo 0,3; 1 e 10 uM de cilostazol, respectivamente. Os CCO foram dispostos em placa de
petri de 100 mm, em numero de 15 CCO por gota de 75 puL de meio M1V, durante 24 horas,
em estufa de cultivo, a 38,5 °C, em uma atmosfera umidificada com 5% de CO2. Apos a M1V,
0s odcitos foram considerados maduros quando apresentaram expansao das células do cumulus.
Além disso, os CCO maduros foram avaliados quanto ao grau de expansdo das células do
cumulus, classificando-os conforme a metodologia de Aghaz et al. (16) em: total (Grau 1),
moderado (Grau 2) e leve (Grau 3).

O sémen utilizado na fecundacdo in vitro (FIV) foi colhido utilizando-se vagina artificial,
a partir de um carneiro com fertilidade comprovada. O sémen foi disposto em cima de uma
coluna de Percoll 45%/90%. Os espermatozoides moveis foram selecionados por centrifugacao,
a 700G, por 15 minutos. O precipitado foi resuspenso em 2 mL de meio de FIV (SOF®,
suplementado com 500 Ul de penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 ug de anfotericina,
10% de soro de ovelha em estro, 10 pg/mL de hipotaurina e 1 mg/mL de heparina sodica) e
lavado por centrifugacdo (100G; 5 minutos). O novo precipitado foi resuspenso em 2 mL de
meio FIV. A concentracdo final foi de 1 x 106 espermatozoides/mL, em 50 uL/gota de meio
FIV, em placa de petri de 100 mm, sob 6leo mineral. Somente os odcitos maduros provenientes
do melhor grupo de MIV e os espermatozoides selecionados foram inclusos nas gotas (75 L)
de FIV, onde foram subdivididos em: grupo CON, composto por oocitos maduros e
espermatozoides, imersos em gotas de 50 pL de meio SOF®, suplementado com 500 Ul de
penicilina, 0,5 mg de estreptomicina, 1,25 pg de anfotericina, 10% de soro de ovelha em estro,
10 pg/mL de hipotaurina e 10 pg/mL de heparina sodica. A FIV ocorreu por 18 a 20 horas, em
estufa de cultivo, a 38,5 °C, com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO». As estruturas
foram consideradas fecundadas quando apresentaram clivagem embrionaria, o que foi avaliado,
somente, apos a etapa de cultivo in vitro de presumiveis zigotos.

Apds a FIV, os presumiveis zigotos foram submetidos a sucessivas pipetagens em meio
de CIV (SOF®, suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) e 500 Ul de
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penicilina), para remogdo das células do cumulus, ou seja, para seu desnudamento. Os
presumiveis zigotos, apos o desnudamento, foram cultivados, por 48 h, em meio de CIV, sob
6leo mineral, em placas de petri, contendo de 10 a 15 estruturas por gota, em estufa de cultivo,
a 38,5 °C, com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO.. O nimero de estruturas clivadas
foi registrado no fim do periodo de cultivo, avaliados quanto a taxa de clivagem, sob um
microscopio invertido (BEL INV-100®; BEL, Sao Paulo, Brasil).

Os resultados foram expressos na forma de porcentagem e as varidveis de graus de
expansdo das células do cumulus e numero de estruturas clivadas foram comparadas usando o
teste do Qui-quadrado no software Epi Info (Epi Info 7.2.5, Atlanta, GA, EUA, 2021). Os
resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com relacdo a expansao das células do cumulus estdo dispostos na
Tabela 1.

Tabela 1. Graus de expanséo (alta, moderada e leve), dentro de cada grupo de maturacgao in
vitro (CON, CILO,3, CIL1, CIL10) de odcitos ovinos colhidos por puncgéo folicular
de ovaério de abatedouro.

N° CCO Taxa de Grau de expansao % (n)
an o
Tratamentos Iell xp a?r?)a 0% Total Moderado Leve
CON 12 100 (12/12) 50 (6/12) * 50 (6/12)*A 0 (0/12)*A
CIL 0,3 19 100 (19/19) 21,05 (4/19)**  42,11(8/19)** 36,84 (7/19)**
CIL 1 17 100 (17/17) 35,29 (6/17)* 35,29 (6/17)** 29, 41 (5/17)**
CIL 10 22 100 (22/22) 36,36 (8/22)** 36,36 (8/22)** 27,27 (6/22)**

3D v/alores com letras mindsculas diferentes entre colunas indicam diferenca significativa (P<0,05); ~ B Valores
com letras mailsculas diferentes entre linhas indicam diferenca significativa (P<0,05).

Quanto aos graus de expansdo das celulas do cumulus (Tabela 1), ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos testados. Da mesma forma, ndo houve diferenca (P>0,05)
em relacdo aos graus de expansao total, moderada e leve ao comparar 0s tratamentos com
cilostazol ao grupo controle (CON). Ao analisar as comparaces dentro de cada grupo de
tratamento, também ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05).

O cilostazol ¢ um modulador de AMPc que age através da inibicdo da PDE3A, uma
enzima que tem efeitos negativos na maturacdo dos odcitos e influencia a retomada meidtica
espontanea de odcitos imaturos (4). Moduladores de AMPc, em geral, sdo utilizados durante a
maturacao in vitro como uma estratégia para retomar a maturacéo meiotica (17,18). No entanto,
a concentracao exata de moduladores, como o cilostazol, na MIV e o tempo de tratamento ideal
para melhorar a técnica ainda ndo estdo totalmente elucidados.

Elahi et al. (4) relataram que o tratamento com CIL néo influenciou a maturacao nuclear
de odcitos de suinos e nem o conteudo intraoocitario de glutationa peroxidase em nenhuma das
concentracgdes testadas (0,5 uM, 2 uM e 4 uM). Ja o estudo realizado por Xiong-X et al. (13),
que utilizou 5 pM de cilostazol em odcitos de iaque antes da MIV, aumentou significativamente
as percentagens de odcitos na fase de metéafase Il em comparacéo com o grupo tratado sem CIL.

Por outro lado, Li et al. (14) demonstraram que a utilizacédo de 1 UM de CIL tem um efeito
reversivel na retomada meiotica de o6citos de camundongos, uma vez que a utilizacdo dessa
concentracdo na MIV impediu a progressdao da maturacdo, entretanto, ap0s a remocao da
substancia, a meiose recomecou e 0s 04citos de camundongo amadureceram in vitro. A variagdo
nas concentracfes de CIL na resposta dos odcitos pode ser explicada, portanto, pelas diferencas
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entre as espécies testadas e a forma como elas respondem ao tratamento, além da variagdo no
lote e na pureza do cilostazol, bem como na duragéo de cada tratamento.

Os achados de maturagéo in vitro de Elahi et al. (4) e Li et al. (14) s&o consistentes, em
parte, com o presente estudo, uma vez que o cilostazol também ndo demonstrou ter efeitos
significativamente melhores que o grupo CON durante a MIV de odcitos ovinos (Tabela 1).
Uma possivel explicacdo para os achados do presente estudo é que o CIL é um inibidor de
PDES3A, ainibicdo desta enzima aumenta os niveis de AMPCc, resultando no bloqueio da quebra
da vesicula germinativa dos odcitos. A PDE3A pode regular a retomada da meiose até 3 horas
antes da quebra da vesicula germinativa, afetando transitoriamente a progressdao meidtica
(9,19).

Além disso, moduladores de AMPc, como o cilostazol, podem regular negativamente a
meiose dos 06citos se a concentracdo inadequada for utilizada ou se os odcitos forem tratados
por muito tempo (20). Em nosso estudo, a M1V teve duragédo de 24 horas e foram utilizadas as
concentragdes de 0,3 UM, 1 uM e 10 uM de cilostazol no meio de maturacdo in vitro, em
comparacdo ao meio comercial sem cilostazol, que contém o antioxidante cisteamina. Esses
fatores podem ter afetado negativamente a maturagcdo dos o4citos ovinos no tratamento com
cilostazol. No entanto, ainda néo estdo elucidadas as concentracfes ideais e o tempo ideal de
tratamento com cilostazol em odcitos ovinos.

Os resultados obtidos com relacdo a taxa de clivagem apos a fecundacao in vitro estdo
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. NUmero de presumiveis zigotos e niumero de estruturas clivadas dentro de cada grupo
de tratamento.

Tratamentos Odcitos maturados % de clivados
CON 12 5833 (7/12)A
CIL 0,3 19 5,26 (1/19) A
CIL 1 17 0(0/17) A
CIL 10 22 18,18 (4/22) A

ABC | etras mailsculas indicam comparacées na mesma coluna (P<0,05).

Ap0s a fecundacdo in vitro (Tabela 2), ndo foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo as estruturas clivadas entre os grupos CON, CIL 0,3, CIL 1 e CIL 10
(P>0,05). No entanto, observou-se uma tendéncia do grupo CON apresentar uma taxa de
clivagem maior quando comparado aos demais grupos de tratamento.

A maturacdo oocitaria € uma etapa crucial para o sucesso da fecundacdo in vitro de
odcitos, uma vez que somente odcitos que atingiram as competéncias necessarias durante a
maturacdo podem ser capazes de ser fecundados e produzir embrides de qualidade (3). A
cisteamina é um antioxidante comumente utilizado em meios comerciais de maturacéo in vitro
de ovinos, e seu efeito na MIV e posterior desenvolvimento de células fecundadas de qualidade
ja foi comprovado (21, 22).

Embora sem diferenca significativa (P>0,05), as clivagens do grupo CON, que continha
cisteamina no meio de MIV, tenderam a ser maiores do que 0s demais tratamentos com
cilostazol (Tabela 2). Esse achado pode ser explicado pelo fato de que a cisteamina
possivelmente levou 0s o06citos a um estagio de maturacdo mais competente em comparacao
com o cilostazol, que pode inibir a maturacdo dependendo do tempo e concentracdo utilizados
(9, 19, 20). Consequentemente, isso pode explicar o grupo CON ter gerado uma maior
quantidade de presumiveis zigotos apds a fecundacao.

Apesar do presente estudo ndo ter encontrado resultados satisfatérios na formacéo de
presumiveis zigotos com o uso de cilostazol (Tabela 2), outros estudos mostraram resultados
positivos. Elahi et al. (4) observaram que a concentracdo de 4 UM de cilostazol durante a MIV
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foi eficiente na formacéo de blastocistos suinos em comparagao ao grupo controle. Xiong-X et
al. (13) observaram que o uso de 5 UM de cilostazol para tratar oocitos de iaques antes da MIV
aumentou as taxas de clivagem e formacdo de células de blastocisto em compara¢do ao grupo
controle. Além disso, Li et al. (14) observaram que apds a retirada do cilostazol do tratamento
de M1V, os odcitos de camundongo amadureceram e, apos a fecundacdo, houve uma melhora
na taxa de clivagem embrionaria e formacdo de blastocistos quando comparados com o grupo
controle sem cilostazol.

O cilostazol, portanto, parece ter efeitos diferentes na fecundacao in vitro e no nimero de
células fecundadas apds o seu tratamento durante a M1V, dependendo da espécie, concentracdo
e tempo de tratamento.

CONCLUSAO

A suplementacéo de cilostazol nas concentracoes de 0,3 uM, 1 uM e 10 UM no meio de
maturacdo in vitro parece ndo ser benéfica para o6citos ovinos e a subsequente producéo de
células fecundadas apds a FIV. Sdo necessarios novos estudos a fim de definir uma
concentracdo adequada de cilostazol no meio de MIV de ovinos, assim como definir o tempo
adequado de tratamento com cilostazol na MIV de ovinos.
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