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CARVALHO, Bruno Pena, M.S.,Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Setembro de 2009. Superovulacdo de vacas Red Sindi (Bos taurus indicus)

com trés diferentes doses de FSH. Professor orientador: Angelo José Burla Dias.

Professor co-orientador: Marco Roberto Bourg de Mello.

Resumo: Pesquisas envolvendo aspectos reprodutivos da raca Red Sindi ainda séo
escassas, principalmente aquelas referentes as biotécnicas da reprodugdo, como
doses adequadas de FSH para a superovulagéo e resposta ovariana ao tratamento
hormonal. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a resposta
superovulatoria de vacas da raga Sindi a trés diferentes doses de FSH. As vacas
foram distribuidas de maneira aleatéria nos trés grupos experimentais, nos quais
receberam 100; 133 e 200 mg de Folltropin-V® como tratamento superovulatorio,
totalizando 16, 13 e 14 superovulacdes por grupo, respectivamente. A resposta
superovulatdria foi determinada pelo numero de CL presentes em ambos 0s ovarios
no sexto dia (D6) apOs a primeira inseminacdo, e pelo nimero de estruturas
recuperadas, porcentagem de estruturas recuperadas (estruturas recuperadas/CL) e
qualidade embrionaria no D7. Foi analisado também o estadio de desenvolvimento
das estruturas recuperadas. Foi observado efeito da dose no ndmero de corpos
liteos e numero de estruturas recuperadas (P<0,05), sendo que a dose de 200mg
apresentou os melhores resultados (6,4 + 0,85 e 3.5 + 0,95, respectivamente).
Quanto ao numero de embrides vidveis e o nimero de embrides congelaveis néo foi
observada diferenga (P>0,05) entre os trés grupos analisados. Foi observada
diferenca estatistica entre os estadios de desenvolvimento embrionario, com um
maior numero de embribes nos estdgio entre morula compacta e blastocisto
(p<0,05). Vacas da raga Sindi mostraram baixa resposta ao protocolo de
superovulagdo utilizado, porém com elevada porcentagem de embrides viaveis e

congelaveis.

Palavras-chave: Bovino; Sindi; Superovulagéo; FSH; desenvolvimento embrionario



CARVALHO, Bruno Pena, M.S.,Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. September 2009. Superovulation of Red Sindhi cows (Bos taurus indicus)

with three different doses of FSH. Advisor: Angelo José Burla Dias. Co-supervisor:
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Abstract: Researches involving reproductive aspects of Red Sindhi breed are yet
scarce, mainly those related to reproduction, as appropriate doses of FSH for
superovulation and ovarian response to hormonal treatment. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the superovulatory response of Red Sindhi cows to
three different doses of FSH. Cows were assigned randomly in three experimental
groups, in which they received 100, 133 and 200 mg Folltropin-V ® as superovulatory
treatment, totaling 16, 13 and 14 superovulation per group, respectively. The
superovulatory response was determined by the number of CL present in both
ovaries on day six (D6) after first insemination and the number of recovered
structures, percentage of recovered structures (recovered structures / CL), viable and
freezable embryos collected on D7. The development stage of recovered structures
was also examined. It was observed effect of dose on the number of corpora lutea
and number of recovered structures (P <0.05), and the dose of 200 mg showed the
best results (6.4 £ 0.85 and 3.5 = 0.95, respectively). The number of viable embryos
and the number of freezable embryos there was no difference (P> 0.05) between the
three groups. Statistical difference was found between the stages of embryonic
development, with a greater number of embryos in the stage between compact
morulae and blastocyst (p <0.05). Red Sindhi cows showed low response to the
superovulation protocol used, but with a high percentage of viable and freezable

embryos.

Key-words: Cattle; Red Sindhi, Superovulation, FSH, embryonic development
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1. INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro € composto por aproximadamente 200
milndes de cabecas, das quais cerca de 150 milhdes s&o ragas de corte e 50
milhdes racas de leite (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2007). Estima-se que aproximadamente 80% do rebanho de corte é composto pelo
grupo genético Bos taurus indicus (MEIRELLES et al, 1999), composto
principalmente pelas racas Brahman, Gir, Guzera, Indubrasil, Nelore, Tabapuéa e
Sindi (CONFEDERACAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL, 2005).

Dentre estas, atualmente tem se dado destaque a raca Sindi, que tem
origem na provincia paquistanesa de Sindh e apresenta como caracteristicas
principais, a pelagem de cor avermelhada com mucosas escuras, ideal para as
regibes tropicais e subtropicais. Os animais s&o de porte pequeno, apresentam
menor consumo absoluto de alimentos, boa eficiéncia reprodutiva e boa capacidade
de producdo de leite, tanto em quantidade como em qualidade. Além destas
vantagens sobressai a sua excelente adaptabilidade as condicdes adversas de clima

e manejo, principalmente alimentar.

Devido & sua rusticidade e resisténcia ao calor esta raca esta distribuida
em muitas partes da india e em pelo menos 33 paises da Asia, Africa, Oceania e
Américas (TALPUR et al., 2006).

No Brasil, esta bem adaptada as condicbes do semi-arido da regido
nordeste, onde é utilizada em pequenas exploracdes para a producédo de leite e
carne, sendo produtiva mesmo nas condicdes adversas do local (EMPRESA
ESTADUAL DE PESQUISA AGROPECUARIA DA PARAIBA S. A., 2009).

Frente a estes atributos e ao desempenho destes animais, torna-se
importante a sua difusédo e multiplicagdo como raga pura e em cruzamento com
ragas taurinas, obtendo-se animais produtivos, resistentes e de pequeno porte,
recomendados principalmente para pequenas exploragdes leiteiras tipicas da

agricultura familiar.
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Nesse sentido, a utilizacdo de biotécnicas reprodutivas pode ser de
grande importancia para a difusdo da genética desses animais em um menor espaco
de tempo. De particular importancia destaca-se a transferéncia de embrides, que
consiste na utilizacdo de hormdnios exdgenos para induzir o crescimento de
multiplos foliculos, originando assim, multiplos oécitos capazes de serem fertilizados
(SINGH et al., 2004). Com essa técnica é possivel conseguir um nimero superior de
embrides, e conseqientemente prenhezes, do que seria possivel fisiologicamente,
aumentando o numero de descendentes de fémeas com caracteristicas produtivas
superiores (REICHENBACH et al., 2002).

Embora muitas pesquisas venham sendo desenvolvidas com animais da
raca red Sindi, tais experimentos se concentram majoritariamente em aspectos
produtivos destes animais, como por exemplo a qualidade da carcaca e da carne
(COSTA et al., 2007), influéncia do meio sobre o tamanho corporal, perimetro
toracico, altura e comprimento da garupa (COSTA et al., 2007). Pesquisas
relacionadas a reproducgdo, principalmente as referentes as biotécnicas da
reprodugdo, como doses adequadas de FSH para a superovulagdo e resposta
ovariana ao tratamento hormonal, sdo escassas nesta raca.

Dessa forma, a presente dissertagdo visa contribuir para o aumento da
eficiéncia da transferéncia de embrides na raga Sindi, avaliando algumas doses de

FSH utilizados em tratamentos superovulatorios dessa raca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e panorama da transferéncia de embrides

A primeira transferéncia de embrides (TE) realizada com sucesso na
espécie bovina ocorreu em 1951, na Universidade de Cornell, Estados Unidos, com
0 pesquisador WILLETT e colaboradores (HAFEZ e HAFEZ, 2004) e a partir da
década de 70 a técnica comegou a ser utilizada comercialmente (NELSON e
NELSON, 2001). Hoje, a coleta por lavagem uterina através de cateter transcervical
é mundialmente difundida, permitindo que o nimero de descendentes de uma fémea
seja muito superior ao produzido fisiologicamente durante sua vida, gerando com

iSso uma maior intensidade de selecdo nas fémeas (MARTINS, 2007).

No Brasil, o inicio da TE se deu no inicio da década de 70, com o
nascimento de um bezerro gerado a partir da importagéo de embrido criopreservado.
Pouco tempo depois ocorreu o primeiro nascimento a partir de embrido produzido no
pais. Desde entdo muitas pesquisas foram realizadas, ocasionando profundas
modificagdes e transformando a TE em ferramenta fundamental para programas de
melhoramento genético (VIANA e CAMARGO, 2007).

A partir do ano de 2000 o Brasil assumiu papel importante no cenario
mundial de embrides, sendo responsavel por 13% do total de embrifes transferidos
no mundo e 82% das transferéncias realizadas na América Latina. Hoje os numeros
sdo ainda mais expressivos, atingindo aproximadamente 27% do total de embrides
transferidos mundialmente, quando somados embrides produzidos in vivo e in vitro.
(VIANA e CAMARGO, 2007).

Apesar deste crescimento alguns problemas ainda persistem. A
variabilidade na resposta ao tratamento superovulatério com gonadotrofinas
exdgenas tem sido relatada tanto em Bos taurus indicus quanto em Bos taurus

taurus (MARTINS, 2007), sendo considerada um dos maiores problemas
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enfrentados pelos veterinarios que atuam na éarea, pois 20 a 30% das vacas

superovuladas néo respondem ao tratamento (BARUSELLI et al., 2006).

Muitos esforgos tém sido realizados no sentido de investigar os fatores
que influenciam a resposta ao tratamento superovulatério em bovinos, entretanto,
pouco progresso foi feito, pois inUmeros fatores individuais podem estar envolvidos,
como idade, raga, status ovariano, tempo de tratamento e repetidas superovulagoes
(MAPLETOFT et al., 2002).

A variabilidade na reposta também é influenciada pelo fator subespécie.
Chebel e et al. (2008) e Hasler (2003) relatam uma média entre 5,0 e 5,5 embribes
por coleta por doadora quando se trata de Bos taurus taurus, enquanto que, em
vacas Bos taurus indicus os resultados variam entre 8 e 9 embrides por coleta
(BARUSELLI et al., 2006; NOGUEIRA et al. 2007). Segundo Kafi e Mc Gowan
(1997), essa variagdo pode ser influenciada por fatores intrinsecos como idade, raca
e variacado, devido a presenca de foliculo dominante, ou extrinseco, como ambiente,

nutricdo, infeccbes subclinicas e lactagéo.

A qualidade embrionaria é outro fator que influencia diretamente os
resultados da TE. Em estudo recente, Chebel e colaboradores (2008) relataram
diferenca significativa na taxa de gestagédo de embrides de diferentes qualidades. Os

autores observaram taxas de gestacéo de 59,4; 53.8 e 35.2 % para embrides grau |,

Il e lll, respectivamente, mostrando que quanto melhor a qualidade do embrido,

7

maior é a taxa de gestacdo, fato também observado em estudos anteriores
(DEMCZUK et al., 1998; HASLER, 2001).

Atualmente, de maneira geral, as taxas de gestacdo em programas de
transferéncia de embrides variam de 55 a 70 % para embrides transferidos a fresco
e 50 a 65% para congelados para taurinos (GRIMES, 2003). Para zebuinos, esses
resultados séo cerca de 15% menor (NOGUEIRA et al., 2007).

Com o intuito de melhorar os resultados quanto as taxas de gestagéo e a
producéo de embrides, estudos que permitam compreender melhor o ciclo estral e a
dindmica folicular em bovinos estdo sendo desenvolvidos, sendo importante tanto

em doadoras quanto nas receptoras (MAPLETOFT et al., 2009).
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2.2 Ciclo estral e dinamica folicular em bovinos

Ciclo estral define-se como sendo o ritmo funcional dos 6érgédos femininos
que se estabelece a partir da puberdade. Compreende as modificagfes ciclicas na
fisiologia e na morfologia dos 6rgdos genitais e também no perfil dos horménios
relacionados ocorridos entre dois episddios de estro (ADAMS et al, 2008).

Os bovinos s&o animais poliéstricos anuais (HAFEZ e HAFEZ, 2004), ou
seja, apresentam varios ciclos estrais ao longo do ano. Em fémeas bovinas o ciclo
estral varia de 17 a 25 dias, com intervalos médios de 20 dias para novilhas e 22
dias para vacas (SIROIS e FORTUNE, 1988).

O ciclo estral dos bovinos pode ser dividido em duas fases distintas. A
primeira, fase folicular, é caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo, estrutura
no ovario que contém o ovacito, e culmina com a liberacdo do mesmo (ovulacdo). A
segunda, denominada de fase luteinica, é caracterizada pelo desenvolvimento do
corpo lateo. Esta estrutura, formada apos a ruptura do foliculo, produz progesterona,
que € o hormdnio responsavel pela manutencdo da gestacdo (HAFEZ e HAFEZ,
2004).

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos,
principalmente por hormdnios hipotalamicos, as gonadotrofinas e os esteroides
secretados pelos ovérios (HAFEZ & HAFEZ, 2004) e é caracterizado pelo

crescimento e regressao de foliculos e do CL.

Com o desenvolvimento dos foliculos ocorre o aumento nos niveis de
estradiol e inibina na circula¢do, o que provoca a reducdo do FSH para niveis basais
por meio de feedback negativo na hipéfise (FORTUNE et al., 2004). GINTHER et al.
(2001) citam que apoés a ocorréncia do pico de FSH, suas concentra¢ces comegcam
a declinar até que os foliculos crescentes atinjam tamanho em torno de 4,0 a 8,5
mm. A partir dai ocorre a chamada divergéncia folicular, que € o momento da
selecéo do foliculo dominante, que consiste em um mecanismo fisiol6gico complexo

gue nao esta ainda totalmente esclarecido.

Na supresséo final de FSH (quando esté alcangando niveis basais) ocorre um

desvio nas taxas de crescimento entre foliculos subordinados e foliculo dominante,
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sendo que o foliculo dominante passa a ser dependente de LH e os outros entram
em atresia, pois sdo dependentes de FSH (GINTHER et al., 1996). De acordo com
FORTUNE et al. (2004), os foliculos dominantes possuem maior quantidade de
MRNA para receptor de LH nas células da granulosa e da teca quando comparados
com foliculos subordinados, mas os niveis de mMRNA para os receptores de FSH nas
células da granulosa néo sé&o diferentes.

Segundo Sartori e colaboradores (2001), o foliculo dominante adquire
capacidade ovulatéria logo apo6s o inicio da divergéncia e esta capacidade néo
ocorre antes da divergéncia e em foliculos subordinados. Os autores concluiram,
portanto que a divergéncia é um importante componente que permite que o foliculo

dominante continue crescendo sob o efeito de LH.

Entre uma ovulagéo e outra o desenvolvimento folicular se apresenta como
uma sequéncia dindmica de eventos fisiolégicos que envolvem o desenvolvimento e
atresia de foliculos antrais que se assemelham a ondas (PIERSON e GINTHER
1984).

Com a técnica da ultra-sonografia, pesquisadores comprovaram a teoria de
que o crescimento dos foliculos se dava em forma de ondas e verificaram a
ocorréncia de duas a quatro ondas em cada ciclo (GINTHER et al. 1989). Com essa
técnica foi possivel avaliar o surgimento das estruturas ovarianas e correlaciona-las
com os eventos enddcrinos em tempo real no decorrer do ciclo estral.

Cada onda de crescimento folicular é dividida em quatro fases: emergéncia,
selecdo, dominancia e atresia ou ovulagdo (REIS, 2004). A emergéncia de uma
onda é caracterizada por um crescimento de mais de 20 foliculos pequenos que séo
estimulados pelo FSH e destes foliculos, apenas um continua seu desenvolvimento,
enquanto os outros sofrem decréscimo de tamanho, estabelecendo-se entédo, o
fendmeno da divergéncia folicular (BARUSELLI et al., 2006).

Na maioria das fémeas bovinas a emergéncia da primeira onda folicular
ocorre no dia da ovulacéo (dia 0), independente do nimero de ondas durante todo o
ciclo. A emergéncia da segunda onda ocorre no dia 9 ou 10 em animais com ciclos
de duas ondas, e no dia 8 ou 9 em animais com ciclos de trés ondas. Em ciclos de
trés ondas, a terceira emerge no dia 15 ou 16. Sob a influéncia da alta concentracéo
sérica de progesterona (diestro), os foliculos dominantes de ondas sucessivas

entram em atresia. O foliculo dominante originado da onda onde ja ocorreu o inicio
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da lutedlise transforma-se em foliculo ovulatério, e essa culmina com a ovulagédo. O

CL comeca a regressao mais cedo em ciclos de duas ondas (dia 16) do que ciclos
com trés (dia 19), tendo como resultado um ciclo estral mais curto (19-20 dias contra

22-23 dias). Assim, o chamado ciclo estral de 21 dias em bovinos existe somente
como uma média entre ciclos de duas e trés ondas (ADAMS et al., 2008).

A dinamica folicular em animais zebuinos tem se mostrado diferente
daquela de bovinos de ragcas européias, sendo que o didmetro dos foliculos
dominantes e a area do corpo liteo sdo menores nas fémeas zebuinas (BORGES et
al., 2004). Outros relatos referentes aos dois grupos genéticos é que ha maior
incidéncia de trés ondas em zebuinos, sendo descrita a presenca de até quatro
ondas de crescimento folicular por ciclo estral em vacas desse grupo genético
(BARUSELLI et al., 2006).

O processo de crescimento e a atresia folicular continuam enquanto
houver um corpo lateo funcional, ocorrendo mesmo durante a gestacdo (THATCHER
et al., 2001).

2.3 Superovulagdo em bovinos

O objetivo da superovulagdo é permitir que foliculos subordinados, que
naturalmente entrariam em atresia devido ao efeito do foliculo dominante,
continuem crescendo até o estagio no qual possam ovular (MAPLETOFT et al.,
2002).

Diferentes fontes hormonais tém sido utilizadas para a superovulagéo em
bovinos, entre estas estdo o FSH e a eCG (BARUSELLI et al., 2008). A eCG possui
uma meia-vida longa (em torno de 40 h) e por isso € normalmente administrada em
uma Unica inje¢do. Devido a sua longa meia-vida pode ocorrer um estimulo ovariano
continuo e com isso ocasionar um maior nimero de foliculos anovulatérios, perfil
enddcrino anormal e reducdo na qualidade embrionaria. Por outro lado, o FSH, por

z

possuir uma meia-vida curta, usualmente € administrado por 4 a 5 dias em duas
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doses diarias com intervalo de 12 h. Desta maneira consegue-se resposta
superovulatdria e recuperacdo embrionéria satisfatéria (Revisado por MAPLETOFT
et al., 2002).

Os principais produtos a base de FSH comercializados atualmente séo o
Folltropin-V® (Bioniche Animal Health) e o Pluset® (Hertape-Calier). O primeiro €
considerado FSH purificado, pois ndo contém LH em sua composi¢do. J& o segundo

contém a mesma concentracdo de LH/FSH (KELLY et al. 1997).

A bioatividade das gonadotrofinas varia entre os produtos disponiveis,
mesmo entre produtos dentro de cada partida, ou seja, cada formulagcéo de FSH tem
sua propria dose o6tima. Nas formulagbes n&o purificadas uma determinada
concentracdo de LH pode ser tolerada, pois este ndo exerce um efeito negativo na
resposta superovulatoria (SCHERZER et al., 2008).

Kelly et al. (1997) mostraram ser possivel obter um namero satisfatério de
embrides na superovulagéo de novilhas mesticas usando tanto Folltropin-V®, quanto
Pluset®. No entanto, apesar de apresentar um maior nimero total de estruturas, o
grupo superovulado com Pluset apresentou uma maior quantidade de estruturas néo

fertilizadas.

2.3.1 Fatores que influenciam a resposta superovulatéria

A grande variagdo na resposta superovulatoria continua sendo o maior
obstaculo para a rotina de producdo de embrides bovinos pelos métodos de
superovulagdo em larga escala (SCHERZER et al., 2008). Por isso o entendimento
dos fatores que influenciam a resposta superovulatéria torna-se ponto chave quando
se pretende minimizar esses efeitos. Hasler (1992) reportou uma média de cinco
embrides por superovulagdo em vacas holandesas, mas com uma variacdo de 0 a

50 embrides.

Nas ultimas duas décadas enormes esforcos tém sido realizados com o

intuito de se pesquisar os fatores que influenciam a resposta superovulatoria em
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bovinos. No entanto, pouco avango foi feito na redugéo da variacdo entre doadoras
(BARROS e NOGUEIRA, 2004).

Mapletoft et al. (2002) citam que a gonadotrofina utilizada, a dose total,
duracdo e momento do inicio do tratamento e o uso de horménios adicionais no
esquema de superovulacdo sdo as principais causas de variabilidade na resposta
ovariana. Contudo, os autores afirmam que outros fatores inerentes ao animal e ao

ambiente podem ser as mais importantes fontes de variabilidade.

J& Kafi e McGowan (1997) dividem os fatores de variabilidade na resposta
superovulatdria em duas classes: os intrinsecos e o0s extrinsecos. O primeiro trata-se
de fatores como idade, raca e variagdo causada pela presenca de foliculo dominante
no inicio do tratamento. Ja o segundo engloba fatores como estagcdo do ano,
ambiente, nutricdo, infec¢des subclinicas, lactacdo e o uso de preparacdes de FSH

nao purificadas.

Dentro dos fatores intrinsecos a raga pode influenciar de maneira
significativa na resposta superovulatéria. Esse fator estd diretamente ligado ao
ndamero de ondas foliculares, pois, dependendo do numero de ondas que o animal
apresente durante o ciclo estral (2, 3 ou 4) a emergéncia de uma onda folicular
ocorrera em momentos diferentes, assim, o inicio do tratamento dever ser
sincronizado com o inicio de uma destas ondas para melhor resposta (MAPLETOFT
et al., 2002).

O status ovariano no inicio do tratamento influencia na resposta
superovulatoria, sendo este também considerado um fator intrinseco. Adams et al.
(1994a) e Mapletoft et al. (2002) afirmam que a auséncia de foliculo dominante no
inicio do tratamento com gonadotrofinas aumenta a eficiéncia dos programas de
superestimulag&o ovariana, no entanto, ndo reduzem a variabilidade na resposta ao

tratamento, pois trata-se de um fator inerente ao animal.

O grupo genético também influencia na resposta ao tratamento
superovulatorio. Geralmente, vacas Bos taurus indicus apresentam maior resposta
ao tratamento quando comparado com vacas Bos taurus taurus (BARUSELLI, et al.,
2006; De FEU et al., 2008; HASLER, 2003; NOGUEIRA et al., 2007). Esta diferenca
pode estar associada aos niveis de IGF-I plasmético, que nos zebuinos € mais

elevado, gerando o recrutamento de um maior nimero de foliculos por onda e uma
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maior responsividade as gonadotrofinas exégenas neste grupo genético (ALVEREZ
et al., 2000; SIMPSON et al., 1997).

No entanto, apesar de vacas zebuinas possuirem uma maior populacdo
folicular no momento de recrutamento e maior responsividade as gonadotrofinas
exogenas, também € relatado nesse grupo uma grande variabilidade individual.
Baruselli et al.(2003), citado por Martins (2007), concluiram que a doadora foi a
principal fonte de variagdo na resposta ao tratamento superovulatério, sendo
observado efeito individual no niumero de corpos liteos, na taxa de recuperacgdo, no
total de estruturas recuperadas e no numero de embrides transferiveis e

congelaveis.

2.3.2 Controle da dindmica folicular para superestimulagédo ovariana

Nos ultimos 10 anos estudos tém sido realizados para avaliar métodos
para a manipulagéo do ciclo estral bovino com o intuito de sincronizar a emergéncia
de uma nova onda folicular, pois, pesquisas tém mostrado que a resposta
superovulatdria € maior quando o tratamento € iniciado precisamente no momento
da emergéncia da onda folicular ao invés de um ou dois dias depois (ADAMS et al.,
1994b; NASSER et al., 1993). Para tanto, tém sido utilizados diferentes métodos,
como remog¢do mecanica do foliculo dominante (BERGFELT et al., 1997) e métodos
farmacol6gicos como o uso de GnRH (PURSLEY et al., 1995) e a utilizagdo de
estrégeno associado a progestagenos (BO et al., 1995a).

Tradicionalmente o protocolo de superovulagéo tem sido iniciado no meio
do ciclo estral (entre os dias 8 e 12 apds o0 estro), que corresponde ao periodo de
emergéncia da segunda onda folicular em animais que apresentam ciclos de duas
ou trés ondas (BO et al., 1994). No entanto, os métodos de manipulacéo do ciclo
estral ttm se mostrado eficientes e, apesar de ndo reduzir a variabilidade individual
na resposta ao tratamento, contribuiram de forma significativa para a ado¢édo mais

intensa da transferéncia de embrides, pois permitiu sua utilizacdo em periodos pré-
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determinados. Assim, a possibilidade de sincronizar a emergéncia da onda folicular
permite o inicio da superovulacdo a qualquer momento e elimina a necessidade de
deteccdo do estro e a espera de 8 a 12 dias para o inicio do tratamento com
gonadotrofinas (BO et al., 2008).

Em vacas zebuinas o tratamento eletivo para sincronizacdo da
emergéncia da onda folicular tem sido a associa¢do de estrégeno e progesterona
(Martins, 2007). Este protocolo tem sido estudado também em Bos taurus taurus por
diversos autores (BO et al., 1994; 1995b; COLAZO et al., 2003, 2005; MARTINEZ et
al., 2000). Em estudo avaliando a emergéncia folicular apds tratamento associando
Benzoato de estradiol e progesterona em animais zebuinos, taurino e zebuino x
taurino, Carvalho (2004) ndo encontrou diferenga no intervalo entre o inicio de
tratamento e a emergéncia da onda folicular, mostrando que esse protocolo pode ser

utilizado em animais dos grupos genéticos, bem como em seus cruzamentos.

Diversos eésteres de estradiol estdo atualmente disponiveis
comercialmente, entre eles o Benzoato de estradiol, o Valerato de estradiol e o
Cipionato de estradiol. Esses medicamentos possuem a capacidade de promover a
regressdo de foliculos antrais quando administrados em momento em que a
concentracdo de progesterona plasmatica se encontra elevada (BO, 1995b). A

z

principal diferenca apresentada entre os ésteres citados € a meia-vida de cada
produto, sendo que o Valerato e o Cipionato apresentam uma meia-vida mais longa,

gerando assim uma menor sincronia da onda folicular e inicio mais tardio quando
comparado com o Benzoato (COLAZO, 2005).

Visando melhorar a sincronia do inicio de uma nova onda, Martins et al.
(2005) avaliaram a administragéo intramuscular de progesterona no mesmo dia da
colocacdo do implante e a aplicagdo de benzoato de estradiol e constataram que
dessa maneira houve um atraso no inicio da nova onda (4,2% + 0,1 dias) e uma
maior sincronia quando comparado com 0 grupo sem a administragdo de
progesterona (2,8” + 0,2* dias). Estes dados sugerem que o uso de progesterona
intramuscular juntamente com a colocagdo do implante e a administracdo de
benzoato de estradiol permite que um maior numero de doadoras inicie a onda em
um mesmo momento, trazendo beneficio quando se trabalha com grupo de

doadoras.



24

Outros hormdnios também tém sido utilizados como alternativa para a
sincronizagdo da emergéncia da onda folicular. Tem sido descrito que a
administragdo de GnRH induz a ovulagdo ou a luteinizacdo de foliculos grandes no
momento da aplicagcdo (MACMILLAN e THATCHER, 1991), com a emergéncia da
onda aproximadamente dois dias apés. No entanto, de acordo com Martinez et al.
(1999), os resultados com este tratamento ndo possuem grande variagdo, pois a
emergéncia de uma nova onda ocorre somente nos animais que possuiam foliculo

capaz de ovular e mais de 40% das fémeas nao ovularam.

O horménio luteinizante também tem sido testado na sincronizacdo do
ciclo estral em bovinos. Martinez et al. (1999) mostraram que a administragéo de LH
foi mais eficiente do que o GnRH na inducdo da ovulagéo, pois apresentou uma
falha na ovulagéo de 22%, contra 44% nos animais tratados com GnRH. Esse dados
corroboram os encontrados recentemente por Colazo et al. (2009), que, comparando
0 GnRH e LH na indugéo da ovulagdo em vacas holandesas verificaram que 62,4%
e 44,2% das vacas ovularam com a administracdo de LH e GnRH, respectivamente
(P<0,01). Os autores encontraram ainda uma maior diferen¢ga no grupo de vacas
aciclicas (61,6 % x 38,3%).

Segundo B¢ et al.(2008), uma opgdo para diminuir a variabilidade da
resposta em termos de emergéncia de uma nova onda folicular apoés a
administragdo de GnRH ou LH é garantir que um foliculo dominante viavel esteja
presente no momento do tratamento. Contudo, a superovulacdo iniciada apds a

sincronizacgdao utilizando GnRH ou LH néo tem sido estudada.

Em bovinos a primeira onda de crescimento folicular se inicia apés a
ovulagdo (ou um dia depois da manifestacdo do estro) (GINTHER et al., 1989).
Nasser (2006) mostrou que € possivel obter resultados semelhantes quanto a
producédo de embrides utilizando a primeira onda de crescimento folicular, com
suplementagdo exdgena de progesterona ou utilizando uma onda induzida pela
administragdo de benzoato de estradiol + progesterona. Resultados semelhantes
foram descritos por Adams et al. (1994b), que ndo observaram diferenca na resposta

superovulatdria de vacas superestimuladas na primeira ou segunda onda folicular.
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2.3.3 Inseminacgdo artificial em tempo fixo em doadoras superestimuladas

Mesmo com a utilizacdo de estratégias para a manipulagéo do ciclo estral,
com o intuito de iniciar uma nova onda folicular para o inicio do tratamento
superovulatorio, 0 momento da inseminacao artificial depende da detecg&o do estro
(Martins, 2007).

7

Em Bos taurus indicus a deteccdo do estro € dificultada pelas
caracteristicas comportamentais e fisiologicas desses animais, pois apresentam
curto periodo de aceitacdo da monta e alta incidéncia de cios noturnos (B6, 2003).
Assim, a programacédo da coleta de embrides € dificultada e aumenta a chance de
erros na deteccéo do estro. Neste sentido, estudos tém sido realizados com o intuito
de permitir as inseminacdes artificiais de doadoras zebuinas em tempo
predeterminado (BARUSELLI et al., 2006; BO et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2002).

Atualmente o protocolo denominado P-36 é o que apresenta melhores
resultados e consequentemente o mais utilizado (BARROS e NOGUEIRA, 2001;
BARROS e NOGUEIRA. 2004; BARUSELLI et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2002;
NOGUEIRA et al., 2007; ZANENGA et al., 2003). Este protocolo consiste em manter
a fonte exdgena de progesterona por 36 horas apos a aplicagdo de anélogo da
prostaglandina e a ovulacédo € induzida com LH exégeno, administrado 12 h apés a
remogdo da fonte de progesterona, ou seja, 48 horas apO0s a aplicacdo da
prostaglandina. Como a ovulacdo ocorre entre 24 e 36 horas apds a aplicagdo de
LH, as inseminac¢des artificiais em tempo fixo séo realizadas 12 e 24 horas apés a
injecdo de LH, evitando assim a inconveniéncia da deteccéo do estro (BARUSELLI
et al., 2008)

O protocolo P-36 tem se mostrado eficaz em animais da raga Nelore
(NOGUEIRA e BARROS, 2001; BARUSELLI et al., 2006, NOGUEIRA et al. 2007).
Nogueira et al. (2007) reportaram uma média de 13,3+0,75 estruturas totais e 9,4+
0,63 embrides viaveis, com 71,0% (1279/1807) de viabilidade apds a superovulacao
de 136 doadoras da raga Nelore tratadas com o protocolo P-36.

No entanto a utilizagdo do P36 para superovulagdo com inseminagao
artificial em tempo fixo em animais taurinos promoveu uma reducdo no numero de

embrides recuperados comparado com o protocolo com observagéo de estro. Estes
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resultados podem estar ligados as diferencas no desenvolvimento folicular entre
zebuinos e taurinos (MARTINS, 2007; CHESTA et al., 2007).

O esquema mais utilizado, para inseminar doadoras superestimuladas
tem sido uma inseminacgdo 12 e outra 24 h apés a indugéo da ovulacdo (NOGUEIRA
et al., 2002; BARROS e NOGUEIRA 2005; BARUSELLI et al.,, 2006). No entanto,
estudos tém mostrado ser possivel realizar apenas uma inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF). A utilizacdo de uma Unica inseminagdo artificial ndo mostrou
diferenca significativa na taxa de viabilidade embrionaria quando a IATF foi realizada
16 h ou 24 h ap6s a administragdo de LH, no protocolo P-36, comparado com a
utilizacdo de duas inseminacgdes artificiais (Baruselli et al., 2006). Estes resultados
mostram que é possivel uma reducdo significativa nos custos de programas de
transferéncia de embribes, visto que, o custo com sémen, dependendo do
reprodutor, representa um investimento significativo. Entretanto, deve-se tomar
especial cuidado com a qualidade e quantidade de sémen a ser utilizado em uma
Unica IATF em vacas superovuladas, a fim de evitar queda na producdo de

embrides.

2.3.4 Inducgéo da ovulacéao para transferéncia de embriées em tempo fixo

Diferengas fisioldgicas entre animais zebuinos e taurinos tém sido
relatadas, principalmente no tamanho do foliculo no momento da divergéncia
folicular (BARUSELLI et al., 2006) Em vacas Nelore, no momento da divergéncia os
foliculos apresentam didmetro de 6,0 (SARTORELLI et al.,, 2005) a 6,3 mm
(GIMENES et al., 2005). Por outro lado o diametro folicular em vacas holandesas no
momento da divergéncia é aproximadamente de 8,5 mm (GINTHER et al., 1997). No
entanto, nem todos os foliculos que adquirem esse didmetro possuem a capacidade
ovulatoria. Gimenes et al. (2005) avaliaram a resposta de foliculos de diferentes
tamanhos & indugcdo da ovulagdo com LH em novilhas Nelore. Os autores
classificaram os foliculos em trés categorias: 7 — 8,4; 85 — 10; > 10 mm e

encontraram uma taxa de ovulacdo de 33,3%, 80% e 90%, respectivamente,
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mostrando um aumento linear em func&o do tamanho do foliculo. Estes resultados
sdo discordantes dos encontrados em vacas Holandesas. Sartori et al. (2001),
relataram que depois que os foliculos de animais desta raca passam pela
divergéncia, estes ja possuem a capacidade de ovular caso seja realizada a inducéo

com LH.

Frente a essas diferengcas fisiologicas, diversos estudos tém sido
realizados em zebuinos e taurinos com intuito de avaliar o melhor momento de
indugéo da ovulagédo em protocolos de superovulagdo com inseminacéo artificial em
tempo fixo (BARUSELLI et al, 2006; BO et al, 2006; CHESTA et al., 2007;
NOGUEIRA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2007).

Nogueira et al. (2002) testaram dois momentos de indugdo da ovulagao
em vacas Nelore superestimuladas (LH 48 ou 60 h ap6s a PGF2a) com inseminacao
10 e 20 h apds o LH. Nao foi observada diferencga significativa quanto ao numero
total de estruturas, embrides fertilizados, embrides transferiveis e taxa de prenhez
entre os grupos analisados.

Por outro lado, em estudo semelhante, Martins et al. (2007) verificaram
que, quando a inducdo da ovulagéo foi atrasada de 12 (LH 48 h ap6s PGF2a) para
24 h (LH 60 h apés PGF2a), utilizando o protocolo P-36 em vacas Nelore, houve
diferenca significativa na produ¢do de embrides. O protocolo que utilizou a indugéo
60 h ap6s PGF2a apresentou resultados inferiores (P<0,05) quanto ao nimero de
embrides transferiveis e congelaveis e mostrou ainda um aumento no numero de
embrides degenerados (p<0,01).

Diferentemente do encontrado na raga Nelore, o atraso na indugdo da
ovulagdo (LH 60 h ap6s a PGF2a) em protocolos de superovulagcdo com
inseminagdo em tempo fixo em animais taurinos apresentou resultados superiores
ao protocolo com indugéo 48 h apds a PGF2a. Martins et al. (2007) constataram que
0 atraso na indugcdo foi mais eficiente na producdo de embribes transferiveis.
Resultados semelhantes foram obtidos por Chesta et al. (2007) utilizando vacas da
raga Angus, onde foram comparados os mesmos momentos de indugdo com LH e
observaram que o atraso de 12 h na administracdo do LH também foi superior na
producéo de embrides. Com isso, pode-se concluir que, para taurinos, o melhor

momento para indugdo da ovulagdo com LH em vacas superovuladas utilizando-se
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protocolos com inseminacgéo artificial em tempo fixo é o de 60 h apés a PGF2a
(BARUSELLI et al., 2006).

A administracdo de GnRH também tem sido testada como indutor de
ovulagdo. Estudos mostram que ndo ha diferencas significativas quando é feita a
substituicdo do LH pelo GnRH na produgcdo de embrides em vacas taurinas e
zebuinas superestimuladas (BARROS e NOGUEIRA, 2001; BO et al. 2006;
RODRIGUES et al., 2005; CHESTA et al. 2007).

No entanto, para vacas taurinas, quando o GnRH é administrado 60 h
apés a PGF2a, assim como acontece com a administracdo do LH, ocorre uma
melhora na producgéo de embribes (RODRIGUES et al., 2005; CHESTA et al. 2007).
Assim, pode-se concluir que a indugédo da ovulagdo com LH ou GnRH em vacas
superestimuladas deve ser realizada 48 h e 60 h ap6s a PGF2a em vacas zebuinas
e taurinas, respectivamente (BARUSELLI et al., 2006).

De acordo com B0 et al. (2006), essas diferengas no melhor momento da
inducdo da ovulacdo entre zebuinos e taurinos deve-se ao fato das diferengas no
desenvolvimento folicular de cada grupo, pois os foliculos de vacas taurinas
apresentam capacidade ovulatéria quando atingem um maior tamanho (= 10 mm)
comparado com os foliculos dos zebus (7-8,4 mm). Desta maneira, 0 atraso na
inducdo em taurinos seria necessario para que os foliculos atingissem um maior

tamanho e consequientemente fossem responsivos ao LH.

2.3.5Uso de diferentes doses de FSH para superovulagao

Em bovinos, o numero de ovulagfes e a eficiéncia da coleta de embribes
tém mostrado um padrdo dose-dependente em relagdo a quantidade de FSH
utilizado. Com o aumento da dose o numero de embrides recuperados aumenta até
que se atinja um platbé. Porém, se a dose for excessiva pode ocorrer falha na
ovulagdo, reduzindo consequente a recuperagdo embrionaria (SCHERZER et al.,
2008).
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Diferencas na sensibilidade aos horménios usados para superovulagao
tem sido relatada entre os grupos geneéticos Bos taurus taurus e Bos taurus indicus,
sendo que, uma maior sensibilidade é atribuida aos zebus, por isso, utiliza-se uma
menor dose nesse animais (BARUSELLI et al., 2006).

Na literatura ha uma variacdo na dose de FSH para cada grupo genético,
no entanto, para taurinos, para se conseguir boa resposta superovulatéria a dose
encontra-se entre 200 e 400 mg (BERGFELT et al., 1994; BO et al., 2006; CHESTA
et al.,, 2007; COSCIONI et al.,, 2005; DE FEU et al., 2008; KELLY et al., 1997;
SANTOS e VASCONCELOS, 2007). Por outro lado, em vacas zebuinas a dose
encontra-se abaixo de 200 mg (BARROS e NOGUEIRA, 2002; BARUSELLI et al.,
2005; BARUSELLI et al., 2006; MARTINS, 2007; NOGUEIRA et al., 2007).

Baruselli et al. (2006) comparando trés diferentes doses de Folltropin-V
(100, 133 e 200mg) para a superovulacéo de vacas nelore ( Bos taurus indicus), ndo
encontraram diferencas significativas quanto ao numero de estruturas recuperadas e
embribes viaveis, mostrando ser possivel reduzir a dose e ainda assim ter o0s
mesmos resultados. Barati et al. (2006) encontraram resultados semelhantes
superovulando vacas da raga iraniana Sistani (Bos taurus indicus), ndo encontrando
efeito no nimero de estruturas recuperadas comparando as doses de 120, 160 e

200 mg de Folltropin-V® (Bioniche Animal Health, Belleville, Ontério, Canadd).

Por outro lado, em animais de outras racas tem sido observado efeito da
dose de FSH utilizada. Prado e Toniollo (2006) superovularam 67 vacas da raca Gir
com 300, 400 e 500 Ul de PLUSET (Hertape-Calier Saude Animal, Juatuba, MG,
Brasil), obtendo 1,4; 2,9 e 1,6 embribes viaveis, respectivamente. Resultados
semelhantes foram encontrados por Prado et al. (2007), que, comparando as
mesmas doses, encontraram uma média de estruturas viaveis de 1,7; 3,4 e 1,7,
respectivamente, mostrando que nessa ragca a dose se apresenta de forma

quadrética.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar a resposta superovulatéria de vacas da raca Red Sindi

superovuladas com trés diferentes doses de FSH (Folltropin V®).

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a eficiéncia do protocolo P36 para a superovulagcdo de vacas
Red Sindi;

- Avaliar a taxa de recuperacéo utilizando-se diferentes doses de FSH.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento e animais

O experimento foi realizado no Setor de Reprodugdo Animal do
Departamento de Reproducdo e Avaliacdo Animal, do Instituto de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado no municipio de
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil (latitude: -22° 44’ S; longitude: 43° 42’ O; altitude:
26 m). Foram utilizadas 16 vacas Red Sindi (Figural), ndo lactantes, com idade
variando entre 4 e 10 anos, com escore de condigdo corporal entre 3,5 e 4,0 (escala
de 1 a 5), mantidas a pasto e suplementadas com sal mineral ad libitum.

Figura 1: Doadoras Red Sindi do rebanho da UFRRJ
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4.2 Delineamento experimental

Com o objetivo de determinar a melhor dose de FSH, as vacas foram
distribuidas de maneira aleatéria nos trés grupos experimentais, nos quais
receberam 100; 133 e 200 mg de Folltropin-V® (Bioniche Animal Health, Belleville,
Ontéario, Canad4; 1 mg corresponde a 1 mg de NIH-FSH-P1) como tratamento
superovulatorio. Foram realizadas quatro repeticbes em cada grupo experimental,
entre abril e dezembro de 2008, totalizando 16, 13 e 14 superovulacdes nos grupos
de 100, 133 e 200mg de Folltropin-V®, respectivamente. A resposta superovulatéria
foi determinada pelo nimero de corpos luteos (CL) presentes em ambos 0s ovarios
no sexto dia (D6) apOs a primeira inseminacdo, e pelo nimero de estruturas
recuperadas, porcentagem de estruturas recuperadas (estruturas recuperadas/CL) e
qualidade embrionéria no D7. Foi avaliado também o estadio de desenvolvimento

embrionario das estruturas recuperadas.

4.3 Tratamento superovulatério das doadoras

Para a superovulagéo e inseminagdo com tempo fixo das doadoras foi
utilizado o protocolo descrito por Barros e Nogueira (2001), denominado P-36,
variando-se apenas a dose do FSH, conforme o tratamento (100, 133 ou 200 mg de
Folltropin-V®, VISINTIN et al., 1999; BARUSELLI et al., 2006).

O tratamento foi iniciado em dia aleatério do ciclo estral, com a colocac¢éo
de um dispositivo intravaginal com 1,9 g de progesterona (CIDR-B®, Pfizer Animal
Health, Séo Paulo, Brasil) e aplicagcdo de 2 mg de benzoato de estradiol i.m.
(Estrogin®, Farmavet, S&o Paulo, Brasil), sendo este considerado o dia 0 (D0). No
D4 teve inicio a administracdo de FSH em oito doses decrescentes, durante quatro
dias consecutivos, com intervalo de 12 horas. Concomitante com a quinta dose de

FSH foi aplicado analogo da PGF2a (0,5 mg de Cloprostenol sodico; Sincrosin®,

Vallée, Montes Claros, MG, Brasil). O dispositivo de progesterona foi removido na
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tarde do D7. Doze horas apos a ultima aplicacdo de FSH foram administrados 25ug
de GnRH (Gestran Plus®, ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina). As inseminagdes
artificiais foram realizadas 12 e 24 horas apés a aplicacdo do GnRH, com sémen
criopreservado de touro da ragca Red Sindi, oriundo de central de inseminacgéo
artificial idonea (Figura 2). Seis dias ap6s a primeira inseminagdo artificial foi
realizado exame ultra-sonografico (Philips-VMI-510-V2, 7,5 MHZ) dos ovérios para

determinar o nimero de corpos.

6:00h LA,
FSH
Do D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15
s T T 1
Implante P4+ 2 6:00 h 65:00 h GnRH COLHEITADE
mg de BE PGF2a 18:00 h LA, EMBRIOES 6,5a 7

diasapos 17 1A
18:00 h Retirada do implante P4

Figura 2: Esquema do protocolo de superovulacéo das doadoras

4.4 Colheita e avaliagéo dos embrides

As colheitas dos embrides foram realizadas por meio de lavagem uterina
pelo método ndo-cirdrgico no 6,5° dia apds a primeira inseminacgao artificial. Todos
os procedimentos foram realizados por um mesmo técnico. Para as coletas foi
utilizada solugéo de Dullbecco PBS (Nutricell®, Campinas, SP, Brasil). Os embrides
recuperados foram transferidos para placas de Petri contendo meio de manipulagéo
TQC® (Nutricell, Campinas, SP, Brasil). Os embrides foram submetidos a cinco
lavagens nesse mesmo meio e entdo classificados morfologicamente sob

estereomicroscopio (40x). A classificagdo quanto ao estadio de desenvolvimento
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(ndo fertilizado, 2—-8 células, 8-16 células, morula inicial-MI, mérula compacta-MC,
blastocisto inicial-Bl, blastocisto-BL, e blastocisto expandido-BX) e a qualidade (Grau
| — Excelente; Il — Bom; Il — Regular; IV - pobre) foi realizada de modo subjetivo de
acordo com o manual da IETS (STRINGFELLOW e SEIDEL, 1998). Os embribes
classificados como grau |, Il e Ill foram considerados embrifes transferiveis e os

classificados como | e Il como embrides congelaveis.

4.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico SAEG
(UFRV, 2007). Para testar a normalidade das amostras foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados que néo apresentaram distribuicdo normal foram avaliados
usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. A distribuicdo dos embrides nos
diferentes estadios de desenvolvimento e a porcentagem de embrides viaveis e
congelaveis foi avaliada pelo Teste de Qui-quadrado. Nos dados que apresentaram
ndmero menor que 5 foi usado o Teste Exato de Fisher. Em todas as analises

utilizou-se um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

O numero total de corpos luteos, de estruturas recuperadas, de embrides
viaveis e congelaveis apds as 43 superovulagbes (SOV), foi de 186, 77, 56 e 54,
respectivamente. Valores médios/SOV e os respectivos erros padrdo das médias,
bem como os resultados referentes as diferentes doses de FSH nos tratamentos

superovulatdrios estéo representados na tabela 1.

Foi observado efeito da dose no nimero de corpos lateos e nimero de
estruturas recuperadas (P<0,05), sendo que a dose de 200mg apresentou 0s
melhores resultados (6,4 + 0,85 e 3.5 £ 0,95, respectivamente). No entanto, foi
observada uma redugdo na porcentagem de estruturas recuperadas, quando se
utilizou a dose de 200mg (Figura 3). Nao foi observada diferenga significativa
(P>0,05) entre as doses de 100 e 133 mg nos mesmos parametros citados
anteriormente. O namero de embrides viaveis, o0 nimero de embrides congelaveis e
a porcentagem de embribes viaveis e congelaveis nao diferiram estatisticamente
(P>0,05) entre os trés grupos analisados (Tabela 2).

Quanto ao estadio de desenvolvimento embriondrio a maioria dos
embrides recuperados se encontrava entre os estadios de moérula compacta e
blastocisto (P>0,05), porém foram também encontradas em menor quantidade

(P<0,05) estruturas nos estadios de mérula inicial e blastocisto expandido (Figura 4).
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Tabela 1: Valores médios de resposta ao tratamento superovulatério de vacas Red

Sindi tratadas com trés diferentes doses de FSH:

Qualidade embrionaria

NUmero de Estruturas Embrides Embrides

FSH (mg) n . P P
corpos luteos recuperadas viaveis congelaveis
100 16 3,4+0,69°% 1,1+036% 0,81+0312 0,75+0,27%2
133 13 3,3+056% 0,85+0,27% 0,77+0,282% 0,77+0,28°%
200 14 6,4+085° 35+095° 24+066% 23+0,65°%2

Total 43 4.3+0,46 1,7940,39 1,3+0,27 1,26+0,27

*Resultados com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05)

Tabela 2: Efeito da dose de FSH sobre a porcentagem de embribes viaveis e

porcentagem de embri6es congelaveis de vacas Red Sindi:

Porcentagem de vidveis Porcentagem de congelaveis

FSH (mg) % (n/total) % (nltotal)
100 76 (13/17)° 70 (12/17)°
133 91 (10/11)? 91 (10/11)°
200 67 (33/49)° 65 (32/49)*

*Resultados com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05)

A relacdo entre o nimero de embribes viaveis / total de embrides e o
ndamero de embrides congelaveis / total de embribes, bem como o ndmero total de
embrides em cada dose esta representada na figura 5. N&o foi observada diferenca

significativa entre as doses analisadas (P>0,05).
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Figura 3: Numero total de corpos luteos, de estruturas recuperadas e taxa de

recuperacdo em vacas Red Sindi de acordo com a dose de FSH.
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Figura 4: Distribuicdo dos embribes recuperados segundo estadios de

desenvolvimento embrionérios de vacas Red Sindi superovuladas. Mérula (M),
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morula compacta (MC), blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL) e blastocisto

expandido (BX). *Colunas com letras diferentes diferem entre si (P<0,05).

2100
8 80 -
o Embrides (n)
S 60
£ =i=\iaveis/Embrides (%)
E 40 —4—Congelaveis/Embrises
£ 20 (%)
S
e 0
100 133 200

Dose de FSH (mg)

Figura 5: Numero de embrides, relagdo embribes viaveis/total de embrides e
embrides congelaveis/total de embrides de numero e porcentagem de vacas Red

Sindi de acordo com a dose de FSH.
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6 DISCUSSAO

A superestimulagéo de doadoras bovinas tem sido amplamente estudada
na tentativa de desenvolver protocolos que melhorem a produgéo de embrides ou
facilitem o manejo dos animais (BARROS E NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al.,
2006). No entanto, as marcantes diferencas encontradas entre 0s grupos genéticos
ou ragas tém sido fonte de variagdo nos resultados quando se extrapola um
protocolo desenvolvido para um determinado grupo genético ou até mesmo
especificamente para uma raga.

De acordo com Moor et al. (1984), diferengas na dinamica folicular, como
o tamanho, a distribuicdo e as condi¢cdes dos foliculos antrais podem afetar a
resposta superovulatoria frente ao tratamento hormonal.

Diferencas na fisiologia reprodutiva tém sido descritas entre ragas de Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus o que pode, em parte, explicar as variagdes na
resposta superovulatéria entre racas desses grupos genéticos. Entre estas se
destacam diferencas no diametro do foliculo dominante e ovulatério, na duracéo do
periodo de expressdo do estro, e uma maior sensibilidade a gonadotrofinas
exogenas por parte dos zebuinos (Baruselli et al., 2006).

Frente a essas diferencas, foi necessario o desenvolvimento de
protocolos de superovulagdo adequados as racas zebuinas, visto que estes foram
desenvolvidos originalmente em ragas taurinas. Para tanto, estudos foram realizados
ao longo da ultima década com o intuito de avaliar a viabilidade de protocolos de
superovulagdo com inseminagdo em tempo fixo e atualmente o protocolo
denominado P-36 € o que apresenta melhores resultados e consequientemente o
mais utilizado (BARROS et al. 2004; BARROS et al. 2007; BARROS e NOGUEIRA,
2001; BARUSELLI et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2007;
ZANENGA et al., 2003).

Utilizando esse protocolo para superovulagdo e inseminagdo com tempo
fixo de doadoras Nelore (subgrupo VIII-D; Felius, 1985), Nogueira et al. (2007)
obtiveram uma média de 13,3+0,75 estruturas totais e 9,4+ 0,63 embribes viaveis.
No entanto, os resultados obtidos no presente estudo, onde se utilizou o protocolo P-

36 para superovulagdo de vacas Sindi (subgrupo VII-C; Felius, 1985), foram
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bastante inferiores (1,3 + 0,27 embriBes viaveis/coleta) as médias de embribes
viaveis/coleta descritas em vacas Bos taurus indicus (8 a 9 embriées) (BARUSELLI
et al., 2006; NOGUEIRA et al. 2007), e Bos taurus taurus (5,0 a 5,5) (HASLER,
2003; CHEBEL et al., 2008).

Dentro do protocolo com inseminagdo em tempo fixo a utilizacdo do FSH
como agente indutor de superovulagédo tem sido extensivamente estudada, sendo
avaliado o uso de diferentes doses (BARATI et al., 2006; BARUSELLI et al., 2003;
LERNER et al., 1986; VISINTIN et al., 1999).

E geralmente aceito que a dose necessaria para superovular vacas Bos
taurus taurus é maior do que a usada para vacas Bos taurus indicus, pois a primeira
apresenta maior sensibilidade as gonadotrofinas exdégenas (BARATI et al., 2006).

Contudo, mesmo com essa diferenga entre 0s grupos genéticos o fator
individuo continua sendo determinante, seja em zebuinos ou taurinos. Hasler (1992),
em estudo retrospectivo de um periodo de 13 anos com um total de 6000 vacas
holandesas superovuladas reportou uma variagéo de 0 a 101 estruturas recuperadas
e de 0 a 50 embrides recuperados. Variagdo também encontrada por Baruselli et al.
(2003), citados por Martins (2007), que, utilizando vacas Nelore verificaram que a
doadora foi a maior fonte de variagcdo, mostrando efeito do individuo na taxa de
recuperacdo, estruturas recuperadas, embrides transferiveis e nimero de corpos
liteos.

Baruselli et al. (2006) comparando trés diferentes doses de Folltropin-V
(100, 133 e 200mg) para a superovulacao de vacas Nelore (Bos taurus indicus), ndo
encontraram diferencas significativas quanto ao numero de estruturas recuperadas e
embribes viaveis, mostrando ser possivel reduzir a dose e ainda assim ter os
mesmos resultados. Barati et al. (2006) encontraram resultados semelhantes
superovulando vacas da raga Sistani (Bos taurus indicus), ndo encontrando efeito no
ndmero de estruturas recuperadas comparando as doses de 120, 160 e 200 mg de
Folltropin-V. Por outro lado, os resultados encontrados no presente estudo
mostraram que quando a dose de Folltropin-V foi reduzida, houve um decréscimo
significativo no nimero de corpos lateos e estruturas recuperadas, com os melhores
resultados sendo obtidos com a dose de 200 mg de FSH.

A raca Sindi é classificada como pertencente ao Subgrupo VIII-C (Racas
Indo-paquistanesas), no qual se encontram o0s zebuinos com a fronte convexa

(Felius, 1985). Neste grupo encontram-se também a raca Deoni, Sahiwal, Nimari e
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Gir. Essa ultima tem se destacado no Brasil, principalmente por estar bem adaptada
e com uma boa producgéo leiteira. Estudos conduzidos para avaliar a resposta
superovulatdria com diferentes doses de FSH também tém sido realizados na raca
Gir, contudo, os resultados obtidos tém sido abaixo do que se consegue em outras
racas, tanto em zebuinos, quanto em taurinos, de forma semelhante ao observado
no presente trabalho.

Prado e Toniollo (2006) superovularam 67 vacas da raga Gir com 300,
400 e 500 Ul de Pluset® (Hertape-Calier Saude Animal, Juatuba, MG, Brasil),
obtendo 1,4; 2,9 e 1,6 embrides viaveis, respectivamente. Resultados semelhantes
foram encontrados por Prado et al. (2007), que, comparando as mesmas doses,
encontraram uma média de estruturas viaveis de 1,7; 3,4 e 1,7, respectivamente. No
entanto, Visintin et al. (1999) superovulando novilhas da ragca Nelore com as
mesmas doses de Pluset® citadas anteriormente, constataram que a taxa de
recuperacao de embrides viaveis com 300 Ul de FSH foi compativel com a literatura,
no entanto, 400 e 500 Ul apresentaram baixos resultados. Esses resultados,
juntamente com os do presente estudo, sugerem que vacas zebuinas pertencentes
ao subgrupo racial VIII-C (Felius, 1985) apresentam baixa resposta ao tratamento
superovulatério com FSH exdgeno.

Na literatura ndo existem relatos sobre a dinamica folicular da raga Sindi.
Por isso a utilizagcdo de um protocolo desenvolvido para outra raca pode ser
inadequado, visto que, pode haver diferencas na fisiologia, mesmo sendo estas
racas do mesmo grupo genético (Bos taurus indicus). Borges et al. (2003),
comparando a dinamica folicular de vacas Nelore e Gir, verificaram diferengcas na
taxa de crescimento folicular e no tamanho do foliculo ovulatério. Estas diferencas
podem afetar a resposta aos hormdnios exdgenos utilizados para o controle e
manipulacdo do ciclo estral e inducdo da ovulagdo, 0 que torna importante a
caracterizagdo da dindmica da raga a ser utilizada para determinar o melhor
momento de aplicagdo de cada hormonio.

Apesar da dose de 200 mg ter resultado em maiores médias de produgéo
de embrides e resposta ovariana (tabela 2), foi observado uma menor taxa de
recuperacdo (numero de CL / nimero de estruturas recuperadas) como mostrado no
grafico 1. Segundo Cabodevila e Torquati (2001), altas doses de FSH podem gerar
uma reducd@o na taxa de recuperagdo devido a retengcdo dos odcitos nos foliculos

luteinizados; retencdo dos odcitos e ou embrides no oviduto ou bloqueio da
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capacidade de captacdo dos odcitos pelas fimbrias com a conseqiiente caida destes
na cavidade abdominal. Por outro lado, Moor et al. (1984) afirmam que, apesar das
melhorias nas técnicas de transferéncia de embribes, o maior problema é baixa taxa
de recuperagdo de embrides viaveis, e este pode ser atribuido & uma variacdo
individual frente ao estimulo superovulatério.

A qualidade embrionéria também pode ser influenciada pela dose de FSH
utilizada. Donaldson (1984) reportou uma diminuicdo na qualidade embrionéaria
quando se aumentou a dose de FSH de 28 mg para 60 mg.

No presente trabalho, a dose de 133mg de Folltropin-V foi a que mostrou
maior porcentagem de embribes congelaveis e viaveis, enquanto as doses de 100 e
200mg proporcionaram resultados inferiores (tabela 3). Prado et al. (2007),
comparando a qualidade embrionéria de vacas Gir superovuladas com trés doses de
FSH encontraram resultado semelhante, sendo a dose de 400 Ul melhor que a de

300 e 500 Ul para a qualidade dos embrides.

Considerando-se que a dose de 200mg resultou em uma média de
embrides recuperados trés vezes maior que as medias obtidas com as doses de 100
e 133 mg e que a porcentagem de embrides viaveis do grupo de 200mg foi de 67%,
a utilizacédo dessa dose permitiu a obtencdo de uma maior quantidade de embrides
viaveis por coleta.

Gradela et al. (1996) correlacionaram o niumero de embrides viaveis por
coleta em vacas Nelore com a concentragdo plasméatica de estrogeno e
progesterona. Os autores verificaram que, vacas com a concentracdo de P4 maior

que 1 ng/mL, 24 e 48 h ap6s a PGFpa durante o tratamento de superovulacdo

apresentaram uma maior taxa de recuperagdo de estruturas totais (82%), no
entanto, a qualidade embrionaria foi baixa (42% de embrides viaveis). Por outro
lado, nos animais que apresentaram concentra¢cdes de P4 menor ou igual a 1 ng/mL,
foi observada uma baixa taxa de recuperagéo (59%) e a qualidade foi superior (96%
de embrides vidveis). Em relagdo ao E2 os autores verificaram uma correlacdo

positiva (r > 0,80) entre a concentragdo desse horménio 48 h ap6s a PGFaa e o
ndmero de embribes viaveis.

No presente trabalho foi observada uma sincronizagdo de

desenvolvimento das estruturas recuperadas, com predominancia de estadios entre
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morula compacta e blastocisto. Esse aspecto pode estar relacionado a inducdo da

ovulacdo com a utilizagdo de GnRH no final do protocolo de superovulagéo.

Nas condicbes desse trabalho, vacas da ragca Sindi mostraram baixa
resposta ao protocolo de superovulacdo utilizado, porém com elevada porcentagem
de embrides viaveis e congelaveis. Sendo assim, torna-se necessario estudar a
dindmica folicular de vacas dessa raga, bem como o perfil hormonal durante a
superovulagéo, visando definir estratégias de superovulagdo mais adequadas, assim

como avaliar protocolos mais adaptados.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

e Dentre as doses de FSH testadas, a de 200 mg se mostrou mais

indicada para a superovulagdo de vacas Sindi;

e O protocolo utilizado permitiu a recuperacéo de elevada porcentagem de

embrides de boa qualidade;

e Vacas da raca Sindi se mostraram pouco responsivas ao protocolo

utilizado;

e As respostas das doadoras Sindi aos protocolos superovulatorios
utilizados foram semelhantes as descritas para vacas do subgrupo

genético VIII-C.
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