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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido para testar a eficiéncia do protocolo
superestimulatorio P36 em vacas da raga Bonsmara (s Africaner e ¥ Hereford e
Shorton) e Nelore. No experimento 1, doze vacas da raga Bonsmara foram
divididas aleatoriamente em trés grupos (P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG),
sendo que cada fémea recebeu os trés protocolos (cross-over). Em todos os
tratamentos os animais receberam um dispositivo intravaginal contendo
progesterona (CIDR-B®, 1,9 g progesterona) e benzoato de estradiol (BE,
Estrogin®, 3,0 mg, via IM) no Dia 0. Os animais foram superestimulados com FSH
(Folltropin-V®, via IM), administrado 2 vezes ao dia, em concentracdes
decrescentes do D5 ao D8, exceto o grupo P36/LH48/eCG em que as duas
ultimas aplicagdes de FSH foram substituidas por uma aplicagdo de gonadotrofina
coriénica eqliina (eCG, Novormon®, 200 Ul, via IM, Dia 8). No Dia 7, todos os
animais receberam uma dose luteolitica de PGF2a e o CIDR-B foi retirado 36 h
apd6s a administragdo da PGF2a. No Dia 9, a ovulagao foi induzida as 7:00 h
(P36/LH48 e P36/LH48/eCG) ou as 19:00 h (P36/LH60) por meio da
administragdo de LH (Lutropin-V®, 12,5mg, via IM). Os animais foram
inseminados 12 e 24 h apds a administragao de LH, sem observacao do estro. As
colheitas dos embrides foram realizadas nos dias 16 e 17. Os dados foram
analisados por meio da ANOVA (Proc Mixed do SAS). Quando detectada
diferenca entre tratamentos, realizou-se o teste de Tukey. Os resultados para os
animais dos grupos P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG foram,
respectivamente: numero de foliculos maiores que 6 mm presentes nos ovarios
no momento da administracédo de LH (10,7+£1,8, 13,6+1,6 e 13,1+1,9; p>0,05),
taxa de ovulagdo observada até 36 h apos administracdo de LH (30,6+6,2,
66,7+7,8 e 50,8+17,0; p<0,01), numero de estrutura colhidas (7,2+1,9, 11,4+3,5 e
9,842,0; p>0,05) e embrides viaveis (4,61£1,5, 8,4+2,4 e 6,6+1,3; p>0,05). Além
disso, a qualidade dos embrides nao diferiu entre os grupos. No experimento 2,
vacas Nelore (n=20) foram divididas ao acaso em dois grupos: P36/LH48 e
P36/LH48/eCG. Cada fémea recebeu os dois tratamentos de forma alternada
(cross-over). Os tratamentos foram similares aos descritos para os grupos da raca
Bonsmara, exceto que os animais do Grupo P36/LH48/eCG receberam duas
doses de 200 Ul de eCG no D8. A analise estatistica foi semelhante a realizada
no experimento 1. Os resultados para os animais dos grupos P36/LH48 e
P36/LH48/eCG foram, respectivamente: numero de foliculos com didmetro maior
que 6 mm presentes no momento da administragado de LH (15,3+2,1 e 21,1+2,8;
p<0,01), taxa de ovulagdo observada até 48 h apds administragcdo de LH
(77,7£5,6 e 83,9+2,6; p>0,05), numero de estruturas totais colhidas (6,7+1,2 e
10,0+1,5; p<0,03), e embrides viaveis (5,1+1,1 e 7,3+1,2; p>0,05). Além disso, a
qualidade dos embrides nao diferiu (p>0,05) entre os grupos P36/LH48 e
P36/LH48/eCG. Conclui-se que na raca Bonsmara o atraso de 12 h na
administracdo de LH apesar ter promovido aumento significativo na taxa de
ovulagdo, determinada 36 h apdés a aplicacdo de LH (Grupo P36/LH60 vs
P36/LH48), ndo aumentou significativamente o numero total de estruturas e
embrides viaveis. Além disso, a substituicdo das duas ultimas doses de FSH por
200 Ul de eCG nao aumentou significativamente a taxa de ovulagao e produgéo
de embrides em vacas tratadas com o protocolo P36/LH48. Entretanto, na raca
Nelore, a substituicdo das duas ultimas doses de FSH por 400 Ul de eCG (Grupo



P36/LH48/eCG) aumentou o numero de foliculos maiores que 6 mm presentes
nos ovarios no dia da administracdo de LH e também o numero de estruturas
totais colhidas. Porém, ndo foi observado aumento significativo no numero de
embrides viaveis, apesar do aumento numérico destes nas vacas que receberam
eCG quando comparadas as do grupo P36/LH48 (146 vs 102, respectivamente).



ABSTRACT

The present study was developed in order to test the efficiency of
superstimulatory protocol coined P36 in Bonsmara (5/8 Africaner; 3/8 Hereford
and Shorthorn) and Nelore cows. In experiment 1, twelve cows were allocated
randomly to three Groups: P36/LH48, P36/LH60 and P36/LH48/eCG, and each
cow received all treatments (cross-over design). In all treatments the animals
received a progesterone intravaginal device (CIDR-B®, 1.9 g progesterone) plus
estradiol benzoate (EB, Estrogin®, 3.0 mg i.m.) on day 0. The animals were
superstimulated with FSH (Folltropin-V®, i.m.), administered twice daily in
decreasing doses from Day 5 to 8; except Group P36/LH48/eCG, where the last
two doses of FSH were switched by one dose of equine chorionic gonadotrophin
(eCG, Novormon®, 200 IU, i.m., Day 8). All cows were treated with PGF2a on Day
7 at 7:00 h, and CIDR-B was removed 36 h after PGF2a administration. On Day 9,
ovulation was induced by LH administration (Lutropin-V®, 12.5mg i.m.) at 7:00 h
(P36/LH48 and P36/LH48/eCG) or at 19:00 h (P36/LH60). The animals were
inseminated at 12 and 24 h after LH administration, without estrus detection.
Embryos were recovered on Days 16 and 17. Data were analyzed by ANOVA
(Proc Mixed, SAS) followed by Tukey test. Results for animals from groups
P36/LH48, P36/LH60 and P36/LH48/eCG were, respectively: number of follicle
with diameter larger than 6 mm at the time of LH administration (10.7+1.8,
13.6£1.6 e 13.1£1.9; p>0.05), ovulation rate observed up to 36 h after LH
administration (30.6+6.2, 66.7+7.8 e 50.8+7.0; p<0.01), total number of structures
recovered (7.2+1.9, 11.4+£3.5 and 9.842.0; p>0.05) and viable embryos (4.6%1.5,
8.412.4 and 6.6+1.3; p>0.05). Additionally, embryo quality was similar among
groups. In experiment 2, Nelore cows (n=20) were randomly allocated to two
Groups: P36/LH48 and P36/LH48/eCG. Each female received both treatments in a
cross-over design. The treatments were similar to those described for Bonsmara
cows, except that the animals from Group P36/LH48/eCG received two doses of
eCG (200 Ul each) on D8. The statistical analysis was the same described above
for experiment 1. Results for animals from groups P36/LH48 and P36/LH48/eCG
were, respectively: number of follicle with diameter larger than 6 mm at the time of
LH administration (15.3+2.1 and 21.1+2.8; p<0.01), ovulation rate observed up to
48 h after LH administration (77.7£5.6 and 83.9+2.6; p>0.05), total number of
structures recovered (6.7+1.2 and 10.0+1.5; p<0.03) and viable embryos (5.1+1.1
and 7.3%1.2; p>0.05). Additionally, embryo quality was similar among groups
P36/LH48 and P36/LH48/eCG. It is concluded that in Bonsmara breed, delaying
LH administration for 12 did not significantly increase the total number of
structures and viable embryo, in spite of the increase in ovulation rate 36 h after
LH administration (Group P36/LH60 versus P36/LH48). Additionally, switching the
last two doses of FSH by one dose of eCG did not significantly increase ovulation
rate and embryo production from cows treated with protocol P36/LH48. However,
in Nelore cows, replacement of the two last doses of FSH by two doses of eCG
(Group P36/LH48/eCG) increased the number of follicles larger than 6 mm, at the
time o LH administration, and the total number of structures recovered.
Nevertheless, the number of viable embryos did not increase significantly, in spite
of the perceptible increase on viable embryo production in cows the received eCG
as compared to those from Group P36/LH48 (146 vs 102, respectively).
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1. INTRODUGAO E OBJETIVO

Devido a facilidade de adaptagdo ao ambiente tropical, os zebuinos (sub-
espécie Bos taurus indicus, Meirelles et al., 1999) sobressaem em muitos paises
do hemisfério sul, contrastando com o hemisfério norte onde prevalecem as ragas
européias (Bos taurus taurus). No Brasil predomina o gado Nelore (mais de 90
milhdes de cabegas; ACNB, 2006), criado principalmente em regime extensivo.
Na Africa do Sul destaca-se a raca Bonsmara (5/8 Afrikanner e 3/8 de sangue
Hereford e Shorhorn), selecionada para a criagdo extensiva (Bonsma, 1980). O
fato desta raga possuir facilidade de adaptacdo ao ambiente tropical e bom
desempenho produtivo, motivou a sua introdugao no Brasil.

Além da inseminagcdo artificial, a indugdo de ovulagdo multipla
(superovulagéo) para a produgado e transferéncia de embrides (TE) € uma das
biotecnologias mais importantes para acelerar o melhoramento genético de nosso
gado zebuino. Entretanto, a variabilidade de resposta das doadoras de embrides
ao tratamento superestimulatério com gonadotrofinas, continua a ser um dos
maiores problemas nos programas comerciais de TE (Adams, 1994; Armstrong,
1993; Boland & Roche, 1993; Barros & Nogueira, 2001), apesar das diversas
pesquisas realizadas nesta area (Callesen et al. 1987; Del Campo et al., 1990;
Hytell et al., 1991; Stock et al., 1996; Nogueira et al., 2002).

Varios tipos de gonadotrofinas foram propostos para induzir superovulagéao
(Gordon, 1996; Barros & Nogueira, 2001, Baruselli et al., 2006). Entre os agentes
superovulatérios testados destacam-se a gonadotrofina coriénica equina (eCG ou
PMSG) administrada isoladamente (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976;

Boland et al., 1978) ou associada ao soro anti-PMSG (Dieleman et al., 1987;



16

Alfuraiji et al., 1993; Gonzalez et al., 1994) e o horménio foliculo estimulante
(FSH) proveniente de extrato de pituitarias de suinos, ovinos e equinos
(Donaldson, 1989) ou ainda, FSH recombinante bovino (Looney & Bondioli, 1988;
Bellows et al., 1991; Wilson et al., 1993).

A meia-vida do FSH na vaca foi estimada em 5 h ou menos, por isso deve
ser aplicada duas vezes ao dia, durante 4 dias, para induzir superovulagao
(Monniaux, D., 1983). A gonadotrofina coribnica equina é uma glicoproteina
complexa que contém atividade dos dois hormoénios, FSH e LH (Murphy &
Martinuk, 1991). Sua meia-vida é de 40 h na vaca e persiste por até 10 dias na
circulagado das fémeas bovinas; assim é administrada normalmente em dose unica
para promover superestimulacao (Dieleman et al., 1993). Esta meia-vida longa da
eCG pode provocar uma estimulagdo continua dos ovarios, foliculos
anovulatérios, perfis enddcrinos anormais e reducdo da qualidade embrionaria
(Saumande et al., 1978; Mikel-Jenson et al., 1982 e Moor et al., 1984). Entretanto,
estes problemas podem ser amenizados pela administragdo intravenosa de
anticorpos contra eCG no momento da primeira inseminacéo, 12 a 18 h apds o
inicio do estro (Gonzalez et al., 1994). Mais recentemente Martins et al. (2006a)
relataram que a utilizagdo de dose unica de eCG (2000 Ul) na raga Nelore, apds a
sincronizagdo do inicio da onda folicular com progesterona e benzoato de
estradiol, originou numero semelhante de embrides viaveis comparado ao grupo
qgue recebeu 8 aplicagdes de FSH em doses decrescentes.

No gado zebuino, a detecgdo do estro é particularmente dificil devido a
curta duracdo do comportamento estral e elevada incidéncia de estro noturno
(Pinheiro et al., 1998). Para superar este problema varios tratamentos hormonais

foram desenvolvidos para controlar o desenvolvimento folicular e o momento da
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ovulagao, a fim de permitir a inseminacgao artificial em tempo fixo (Bo et al., 2003;
Barros et al., 2004; Baruselli et al., 2004). De forma similar, o desenvolvimento
folicular e a ovulagédo tem sido manipulados farmacologicamente para melhorar
programas de superestimulagdo e transferéncia de embrides bovinos (Barros &
Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006, Nogueira et al.,
2007).

Dentre os tratamentos superovulatérios utilizados em racgas zebuinas,
Barros e Nogueira (2001) desenvolveram um protocolo, denominado protocolo
P36, no qual a fonte de progesterona (CIDR-B® ou DIB®) é mantida por até 36
horas apos a aplicagdo de Prostaglandina F2a (PGF2a) e a ovulagao é induzida
com horménio luteinizante (LH) exdgeno, administrado 12 horas mais tarde
(P36/LH48). Gragas a administracdo exogena de LH €& possivel controlar o
momento da ovulagdo, que ocorre entre 24 e 36 horas apos a injecédo de LH
(Nogueira & Barros, 2003; Nogueira et al.,, 2006). Consequentemente, a
inseminacgao artificial € realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apos a
aplicagao de LH, dispensando a detecc¢ao do cio das doadoras.

Entretanto, a utilizagdo do protocolo P36 em algumas ragas européias
originou taxas de embrides viaveis inferiores aos protocolos convencionais,
motivando alteragdes neste protocolo. Na raca Holandesa (Martins et al., 2005;
Baruselli et al., 2006) e Angus (Chesta et al., 2007), o protocolo P36 se mostrou
mais eficaz quando a administragdo de LH era atrasada por 12 horas, ou seja, o
agente indutor da ovulagao era administrado 60 horas ap6s a aplicagdo de PGF2a
(P36/LH60).

Além de ter sido utilizado como agente superestimulatério, atualmente o

eCG esta sendo associado a protocolos hormonais para IATF de vacas em
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anestro pods-parto ou transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF) para
receptora de embrides bovinos. Nestes protocolos a aplicacdo de eCG visa
estimular o crescimento final do foliculo dominante (atividade LH do eCG) e
facilitar a sincronizagdo da ovulagdo, no caso da IATF (Baruselli et al., 2004), ou
promover dupla ovulacdo e/ou aumentar o diametro do CL, a fim de melhorar as
taxas de concepgédo das receptoras de embrides (B6 et al., 2006).

Objetiva-se com o presente trabalho testar a hipotese de que a substituicdo
das duas ultimas doses de FSH pela administracdo de eCG, acelera o
crescimento folicular e aumenta o numero de foliculos capazes de responder a
administragcdo exogena de LH, promovendo aumento nas taxas de ovulagédo e de
embrides viaveis, nas racas Bonsmara e Nelore. Além disso, sera testado em
uma raga “taurina adaptada” (Bonsmara) se o atraso na administragao de LH, no
protocolo P36, € capaz de aumentar a taxa de ovulacéo e, consequentemente, de

embrides viaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Dinamica Folicular

O processo continuo de crescimento e regresséo dos foliculos, que leva ao
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério, é conhecido como dinamica folicular,
enquanto que o padrdo de crescimento e atresia de um grupo de foliculos
ovarianos é denominado onda de crescimento folicular (Lucy et al., 1992).

Durante um ciclo estral ocorrem duas (Pierson & Ginther, 1988, Knopft et al.,
1989, Ginther et al., 1989) ou trés (Ireland & Roche, 1987, Savio et al., 1988,
Sirois & Fortune, 1988) ondas de crescimento folicular e ocasionalmente uma ou
quatro (Savio et al., 1988, Sirois & Fortune, 1988, Murphy et al., 1990, Figueiredo
et al., 1997), sendo apenas a ultima onda ovulatoria.

O desenvolvimento folicular na espécie bovina envolve o recrutamento de
um grupo de foliculos para iniciar o crescimento (fase de recrutamento). Dentre
estes, um foliculo é selecionado, ndo sofre atresia e potencialmente pode ovular
(fase de selecdo). O foliculo selecionado passa a exercer dominancia sobre o0s
demais foliculos, suprimindo o crescimento dos mesmos e inibindo o
recrutamento de um novo grupo de foliculos (fase de dominéncia; Hodgen, 1982;
Ireland & Roche, 1987; Ginther et al., 1989 e 1996; Sirois & Fortune, 1990).

O aumento nas concentragdes sanguineas de FSH, observado um a dois
dias antes de cada onda folicular, € fundamental para o recrutamento folicular no
inicio das ondas foliculares durante o ciclo estral (Adams et al., 1992; Ginther,
1999). Quando o maior foliculo da nova onda folicular atinge 4-5 mm de diédmetro
os niveis de FSH comegam a declinar e aproximadamente trés dias mais tarde

ocorre o “desvio” ou “divergéncia” folicular, momento no qual o foliculo
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selecionado passa a ter uma taxa de crescimento maior que os outros foliculos
recrutados na mesma onda (Ginther et al., 2001b). Apds o inicio do desvio as
concentragdes de FSH continuam a diminuir. A partir deste momento, somente o
foliculo dominante contribui para o declinio de FSH, mesmo dependendo deste
horménio para continuar seu crescimento. De acordo com Ginther et al. (2001b),
no inicio da divergéncia folicular ocorrem alteragdes no desenvolvimento do maior
foliculo que o tornam responsivo a baixas concentracbes de FSH, as quais sao
inadequadas para o desenvolvimento dos outros foliculos. Acredita-se que um
aumento de estradiol plasmatico ocasionado pelo futuro dominante, no momento
em que se espera a ocorréncia do desvio, esteja envolvido na supressdo dos
niveis de FSH abaixo do nivel requerido pelos foliculos menores (futuros
subordinados; Ginther et al., 2000). A inibina, produzida pelo foliculo dominante,
também ¢é responsavel pela supressao sistémica do FSH durante a fase de
crescimento que antecede a divergéncia folicular nos bovinos. Deste modo, tanto
a inibina quanto o estradiol contribuem para o continuo declinio nas
concentragdes de FSH apds o desvio.

Do ponto de vista ultra-sonografico, pode-se definir a selecdo pelo
momento do “desvio” folicular. Os mecanismos de selecdo sao controversos, mas
provavelmente o foliculo selecionado apresenta mais precocemente a capacidade
de responder ao estimulo promovido pelo LH (Driancourt, 2001; Sartori et al.,
2001). Em resposta ao LH o foliculo selecionado continua a crescer e sua
capacidade de produzir estradiol e inibina aumenta. Desta forma, o foliculo
selecionado exerce “dominéncia” sobre os demais foliculos, ou seja, inibe o

crescimento dos outros foliculos ovarianos. A taxa de crescimento do foliculo
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dominante € maior quanto maior for a frequéncia de pulsos de LH, sendo esta
controlada diretamente pelo GnRH (Karsh et al., 1997).

Na presenca de altas concentragbes plasmaticas de progesterona, ha
decréscimo na frequéncia de pulsos de LH (Roberson et al., 1989).
Consequentemente, o foliculo dominante falha em ovular, perde a dominéancia e
sofre atresia (Ginther et al., 1989, Lucy et al., 1992; Stock & Fortune, 1993 ).
Portanto, € somente por ocasido da lutedlise, quando as condi¢gdes hormonais
sdo favoraveis (progesterona < 1,0 ng/ml), que o foliculo dominante podera

ovular.

Controle da dinamica folicular para a superestimulagao

Aproximadamente 20 a 30 foliculos emergem em cada onda folicular, e
boa parte deles tem o potencial de atingir o estagio pré-ovulatorio, fato que pode
ser demonstrado pela possibilidade de se estimular o crescimento e a ovulagao
de varios foliculos através da administragdo de gonadotrofinas (Adams, 1994).

Varios tratamentos para induzir ovulagdo multipla (superovulagéo) foram
propostos (Gordon, 1996; Barros & Nogueira, 2001, Baruselli et al., 2006). Entre
0s agentes superovulatorios testados destacam-se a gonadotrofina coribnica
equina (eCG ou PMSG) administrada isoladamente (Rowson et al., 1972; Elsden
et al., 1976; Boland et al., 1978) ou associada a soro anti-PMSG (Dieleman et al.,
1987; Alfuraiji et al., 1993; Gonzalez et al., 1994) e o horménio foliculo estimulante
(FSH) proveniente de extrato de pituitarias de suinos, ovinos e equinos
(Donaldson, 1989) ou ainda, FSH recombinante bovino (Looney & Bondioli, 1988;

Bellows et al., 1991; Wilson et al., 1993).
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Apesar de algumas publicagdes discordantes (Rajamahendran & Calder,
1993; Wilson et al., 1990), existem evidéncias na literatura de que a presenca de
um foliculo dominante é prejudicial para a indugdo da ovulagdo (Adams et al.,
1993; Bungartz & Niemann, 1994; Guibault et al., 1991; Huhtinen et al., 1992;
Lussier et al., 1995). Foi sugerido que a presenga de um foliculo dominante no
inicio do tratamento superovulatério suprime o crescimento de foliculos menores
nao dominantes, reduzindo as taxas de ovulacdo e recuperacdo de embrides,
quando comparado a tratamentos com gonadotrofinas iniciados na auséncia de
um foliculo dominante. Entretanto, Stock et al. (1996), ndo demonstraram prejuizo
no recrutamento de novos foliculos em resposta ao tratamento com FSH exdégeno
na presenca de um foliculo dominante, mas sim, uma reducdo na taxa de
ovulagdo. Estes autores sugeriram que a presenga de um foliculo dominante no
inicio do tratamento superovulatorio pode afetar a resposta superovulatéria
somente se o foliculo ovular prematuramente e formar um corpo luteo. Esse corpo
luteo recém formado seria refratario a agdo luteolitica da prostaglandina
administrada no protocolo de superovulacdo e estaria determinando niveis
elevados de progesterona suficientes para inibir a ocorréncia dos picos
endogenos preé-ovulatorios de estradiol e de LH. Assim, nos animais com a
formacédo atipica de um corpo Iuteo proveniente da ovulagdo de um foliculo
dominante presente no inicio de um tratamento superovulatério, ocorreriam falhas
tanto na manifestacdo comportamental do cio como no pico enddégeno pre-
ovulatério de LH, levando a uma diminuicdo na taxa de ovulagcdo e,
consequentemente, na produgédo de embrides viaveis (Stock et al., 1996).

Considerando que apds a manifestacdo de cio ocorre ovulacio e inicio de

uma nova onda folicular, varios autores propuseram que o tratamento para induzir
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superovulagado fosse realizado no inicio do ciclo estral (Goulding et al., 1990;
Fricke et al., 1994; Roberts et al., 1994; Stock et al., 1996). A desvantagem deste
sistema €& que o tratamento com gonadotrofinas deve ser realizado por um
periodo mais prolongado (6 dias) de forma a permitir que o corpo luteo recém
formado tenha idade suficiente para responder a administracédo de PGF2a.

Outra possibilidade € a aspiracdo do foliculo dominante ou de todos os
foliculos acima de 5 mm de diametro antes de iniciar a superestimulagdo com
gonadotrofinas (Bergfelt et al., 1994; Bodensteiner et al., 1996; Hill & Kuehner,
1996). Entretanto, este procedimento requer a utilizagdo de equipamentos de
custo elevado.

A forma mais pratica de se evitar a presenca de um foliculo dominante no
inicio do tratamento superestimulatorio, foi desenvolvida a partir de uma série de
trabalhos publicados por R. J. Mapletoft e G. A. B6 (revisto por B6 et al., 1995,
2003). Nestes trabalhos ficou caracterizado que o uso de dispositivos
intravaginais & base de progesterona (CIDR-B® ou DIB®) e a aplicagdo
concomitante de estrogenos (estradiol 17-3 ou benzoato de estradiol) promove a
atresia folicular e, consequentemente, origina uma nova onda folicular, cerca de 4
a 5 dias apos o inicio dos tratamentos. A fim de evitar a presenca de um foliculo
dominante o tratamento superestimulatorio com FSH comeca justamente no inicio
da nova onda folicular, ou seja, 4 ou 5 dias apds a colocagdo do dispositivo
intravaginal e administracdo de estrégeno. Dois dias apds a primeira aplicagéo de
FSH, é administrada uma dose luteolitica de PGF2a e 12 horas mais tarde o
dispositivo intravaginal é removido. As doadoras s&o inseminadas artificialmente
12 e 24 horas apds a detecgcado do cio. Seis a sete dias mais tarde os embrides

séo colhidos, classificados e inovulados ou congelados. Este protocolo apresenta
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duas vantagens: pode ser iniciado em qualquer dia do ciclo estral e dispensa a
observacdo do cio base. Porém, ainda requer a deteccdo do estro para a

inseminacao artificial das doadoras.

Inseminacao artificial em tempo fixo nas doadoras superestimuladas

Foi sugerido que foliculos que ndo ovulam, apds superestimulagdo com
FSH, ndo se desenvolveram normalmente ou ndo possuem quantidade suficiente
de receptores de LH para responderem ao pico pré-ovulatério de LH (Xu et al.,
1995; D'Occhio et al., 1997; Liu et al., 1998). Portanto, estratégias que atrasam o
pico pré-ovulatério de LH tem sido utilizadas na tentativa de aumentar o numero
de embrides (D'Occhio et al., 1997; Van de Leemput et al., 2001) ou ainda para
viabilizar a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) apés a superovulagéo
(Barros & Nogueira, 2001 e 2005; Baruselli et al., 2006).

Baseando-se em experimentos realizados por pesquisadores holandeses
(Vos et al., 1994; Vos et al., 1995; Van de Leemput et al. 2001) e australianos
(D’Occhio et al.,, 1997), Barros & Nogueira (2001) testaram a eficacia de
protocolos, nos quais o momento esperado da ovulagéo era atrasado por 6 a 12
horas e a ovulagdo era induzida pela administracdo de LH ou GnRH (Barros &
Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002). Estes protocolos n&o aumentaram
significativamente o numero de embrides viaveis, entretanto forneceram duas
informagdes importantes: os tratamentos hormonais foram eficazes em controlar o
momento da ovulagdo de forma a permitir a IA com tempo fixo (IATF) e a
manutencdo de niveis plasmaticos médios (ao redor de 1,5 a 2,5 ng/mL) de

progesterona apdés a Uultima aplicagdo de FSH poderia ser prejudicial ao
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desenvolvimento embrionario, se mantida durante tempo prolongado (Barros &
Nogueira, 2001; Melo et al., 2004).

A partir dos dados acima foi desenvolvido um protocolo denominado P36
(Barros & Nogueira, 2001), no qual a fonte de progesterona (CIDR-B® ou DIB®) é
mantida por até 36 horas apds a aplicacdo de PGF2a e a ovulagao € induzida com
LH exdégeno, administrado 12 horas mais tarde. Gragas a administragdo exdégena de
LH é possivel controlar o momento da ovulagédo, que ocorre entre 24 e 36 horas
apos a injecao de LH (Nogueira & Barros, 2003). Consequentemente, a inseminagao
artificial é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apds a aplicagdo de LH,
dispensando a detecc¢ao do cio das doadoras.

Ja foi demonstrado que a redugédo da dose de 25 para 12,5 mg de LH em
vacas Nelore nao altera significativamente o numero de embrides viaveis ou a taxa
de viabilidade (Nogueira et al., 2002; Nogueira & Barros 2003). Além disso, podem
ser utilizadas diversas fontes exdgenas de progesterona (CIDR, DIB ou Cronipress)
sem que ocorram alteragbes na produgcdo de embrides (Barros & Nogueira, 2005;

Baruselli et al., 2006, Nogueira & Barros, 2006).

Modificag6es no Protocolo P36
Uma variagédo do protocolo P36, onde o dispositivo intravaginal é retirado
24 h apos a PGF2a (protocolo P24) e o LH continua a ser administrado 48 h apos
a PGF2a, também pode ser utilizada em fémeas Nelore, com resultados
comparaveis aos obtidos com o P36 (Zanenga et al., 2003, Baruselli et al. 2006).
Os protocolos superestimulatérios associados a IATF apresentam bons
resultados para doadoras zebuinas (Bos indicus, Nogueira et al., 2002),

entretanto, quando doadoras taurinas (Bos taurus) s&do submetidas aos mesmos
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tratamentos, o numero de estruturas colhidas tem sido insatisfatorio (Baruselli et
al., 2006). Estes resultados podem ser atribuidos as particularidades fisiologicas
que diferenciam vacas Bos indicus de Bos taurus. Dentre elas, o diametro
folicular, sendo que fémeas Bos taurus atingem a fase de desvio folicular com
diametro superior ao de fémeas Bos indicus (6,1 mm; Sartorelli et al., 2005 para
Bos indicus e 8,5 mm; Ginther et al., 1996 para Bos faurus). Deste modo, supde-
se que os foliculos de fémeas taurinas, para atingirem capacidade ovulatoria,
necessitam alcancar didametros superiores aos de fémeas zebuinas. De fato
Sartori et al. (2001) verificaram que fémeas Bos taurus ovulam a administragéo de
LH somente quando os foliculos atingem diametro acima de 10 mm ao passo que
Gimenes et al. (2005) observaram que fémeas Bos indicus ja adquirem elevada
capacidade ovulatéria com diametros ao redor de 8,5 mm. Desta forma,
protocolos nos quais a administragao do indutor da ovulagao (LH) é atrasada por
12 horas (P36/LH60), talvez por disponibilizar maior tempo para que os foliculos
atinjam didmetros condizentes com a capacidade ovulatoria, sdo mais efetivos em
fémeas taurinas (Martins et al., 2005) do que o protocolo P36/LH48.

Estudos realizados em fémea das ragas Holandesa (Martins et al., 2005)
ou Angus (Chesta et al.,, 2007), onde o tratamento com LH 60 horas apds a
PGF2a (protocolo P36/LH60) resultou, nestas ragas, em um aumento da resposta
superovulatéria e maior numero de embrides viaveis quando comparado aos
protocolos que utilizavam o LH 48 horas (P36/LH48) apds a PGF2a.

Por outro lado, Martins et al., 2006b observaram que a administracao de
LH 12 horas mais tarde (P36/LH60) em doadoras da raga Nelore aumentou
(p<0,01) o numero de embrides degenerados e diminuiu (p<0,005) o numero de

embrides transferiveis e congelaveis. De acordo com estes autores, a diminuigédo
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da qualidade embrionaria promovida pelo atraso da indug¢ao das ovulagdes pode
ser explicada pelo aumento (p<0,05) do intervalo entre a primeira e a ultima
ovulagcdo e pela tendéncia (p=0,08) de aumento na dispersdo das ovulagdes

quando se atrasou a administracdo de LH em fémeas Nelore.

Uso de eCG

A gonadotrofina coridnica equina € uma glicoproteina complexa que
contém atividade FSH e LH (Murphy, B.D., 1991).

Atualmente a eCG esta sendo largamente utilizada em protocolos de
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) e de transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) em receptoras com o objetivo de promover crescimento final do
foliculo dominante (atividade LH do eCG) e facilitar a sincronizagdo da ovulagéo,
no caso da IATF (Baruselli et al., 2004), ou promover dupla ovulacdo e/ou
aumentar o didmetro do CL, a fim de melhorar as taxas de concepg¢ado nas
receptoras de embrides (Bo et al., 20006).

A eCG também pode ser administrada isoladamente para induzir
superovulagao (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al., 1978). Esta
gonadotrofina possui uma meia-vida longa (40 h) e persiste por até 10 dias na
circulagado das fémeas bovinas; assim € administrada normalmente em uma unica
aplicacao para promover superestimulagao (Dieleman et al., 1993). Enquanto que
a meia-vida do FSH na vaca foi estimada em 5 h ou menos, por isso deve ser
administrada duas vezes ao dia, durante 4 dias, para induzir superovulagio
(Monniaux et al.,, 1983). Esta meia-vida longa da eCG pode provocar uma

estimulacdo continua dos ovarios, foliculos anovulatorios, perfis enddcrinos
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anormais e redugcdo da qualidade embrionaria (Saumande et al., 1978; Mikel-
Jenson et al., 1982 e Moor et al., 1984).

Mais recentemente, Martins et al., (2006a) relataram que a utilizagdo de
dose unica de eCG (2000 Ul) para promover superestimulagdo em vacas Nelore,
apos a sincronizagao do inicio da onda folicular com progesterona e benzoato de
estradiol, originou numero semelhante de embrides viaveis e congelaveis quando
comparado ao grupo que recebeu 8 aplicagbes de FSH em doses decrescentes.

Foi demonstrado que apds o tratamento superestimulatério com FSH,
ocorre aumento nas concentragbes de estradiol e progesterona plasmaticas
devido ao maior numero de foliculos e atividade esteroidogénica em vacas
superovuladas (Alcivar et al., 1992, Armstrong et al., 1983 e Donaldson et al.,
1985). O aumento nos niveis destes esterdides estaria relacionado a inibigdo
tanto da frequéncia (progesterona) quanto da amplitude (estradiol) dos pulsos de
LH (Goodman & Karsch., 1980, Price et al., 1988, Roberson et al., 1989 e Stumpf
et al.,, 1999). Essa diminuigdo dos pulsos de LH durante o tratamento
superovulatério, inicia-se logo apds a primeira aplicacédo de FSH e se acentua ao
redor das ultimas aplicagbes e do periodo pré-ovulatorio (Price et al., 1999). Além
do decréscimo da pulsatiidade de LH em vacas superestimuladas, ocorre
também diminuigdo do tempo necessario para que os foliculos ovarianos atinjam
o estagio pré-ovulatorio, o que poderia prejudicar a completa pré-maturagdo dos
foliculos, até o momento do pico pré-ovulatério de LH (Dieleman & Bevers, 1993,
Roberge et al, 1995).

Devido ao fato da administragdo exdégena de FSH (geralmente extrato de
pituitaria suina contendo FSH e baixas concentracdes de LH) n&o ser capaz de

suprir a deficiéncia enddégena de pulsos de LH, Price et al. (1999) propuseram
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repor o padréo fisiologico dos pulsos de LH mediante administragcdes frequentes
de GnRH e conseguiram aumentar o numero de foliculos pré-ovulatorios
provenientes de tratamento superestimulatorio. Resultados semelhantes foram
obtidos por Melo et al. (2004) apds aplicagbes frequentes de GnRH em vacas

Nelore submetidas a tratamento superovulatério.
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3. MATERIAL E METODO

Experimento 1

O experimento foi realizado na Fazenda Nova América (municipio de
Taruma-SP) com vacas da raga Bonsmara (n=12). Os animais foram mantidos a
pasto (Tifton) e suplementados com silagem de milho, bagagco de cana e sal
mineral.

As vacas foram distribuidas ao acaso em trés grupos: P36/LH48,
P36/LH60 e P36/LH48/eCG. Posteriormente os animais foram trocados de grupo
de maneira que todas as doadoras fossem submetidas aos trés tratamentos
(cross-over). Cada periodo em que a doadora recebeu um tratamento obteve a
denominacio de rodada.

Grupo P36/LH48: em dia aleatdrio do ciclo estral, denominado dia zero
(DO) as 12 vacas foram avaliadas com o ultra-som para verificar a condig&o
ovariana (populacédo de foliculos, presenca de corpo luteo (CL) e ocorréncia de
cisto folicular) e receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona
(CIDR-B®, 1,9 g, InterAg, Hamilton, Nova Zelandia) e administracdo de benzoato
de estradiol (BE, 3 mg , via IM, Estrogin® ; Farmavet, Sdo Paulo, Brasil). Cinco
dias mais tarde (D5) foi iniciado o tratamento superestimulatorio (pFSH, Folltropin-
V®, via IM, NIH-FSH-P1, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 2 vezes ao
dia, durante 4 dias consecutivos, em concentragdes decrescentes de 96 mg, 72
mg, 48 mg e 24 mg, totalizando 240 mg por animal.

No D7 as 7:00 h, foi administrada uma dose luteolitica de um analogo da
PGF2a (d-cloprostenol, Veteglan®, 150 mcg, via IM, Sorono, Italia). Trinta e seis

horas apos a aplicagdo de PGF2a (D8 as 19:00 h) o dispositivo intravaginal
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contendo progesterona foi removido. A inducdo da ovulagéo foi realizada através

da administracdo de LH (Lutropin®, 12,5 mg, via IM, Bioniche Animal Health,

Ontario, Canada) no D9 as 7:00 h. Os animais foram inseminados artificialmente

em tempo fixo (IATF), sem a observagao de cio, 12 e 24 horas apos a aplicagéo

de LH (Figura 1).

FSH IATF
LH 12e24h Colheita
| CIDR 1 CIDR| 7.00 b pés-LH de
BE (3mg) PGF2a 19:00h embrides
DO D5 D6 D7 D8 D9 D10 D16/17
US US US7h US7el19h US

Figura 1: Tratamento superestimulatorio utilizado nas vacas Bonsmara do Grupo

P36/LH48. US = ultra-som; IATF = inseminagéo artificial em tempo fixo.

Os animais do grupo P36/LH60 foram tratados de forma similar aos do

protocolo P36/LH48, exceto que o LH (Lutropin® 12,5 mg, via IM), foi

administrado as 19:00 h do D9 e os exames ultra-sonograficos terminaram no

D11.

Os animais do grupo P36/LH48/eCG receberam tratamento semelhante

aos do grupo P36/LH48, exceto que as duas ultimas aplicagdes do FSH foram

substituidas por uma unica aplicagéo as 7:00 h de gonadotrofina coriénica equina

(eCG, 200 Ul, via IM, Novormon®, D8).
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FSH
eCG IATF Colheita
| CIDR t CIDR| LH | 12€24h de
BE (3mg) PGF 2q 19:00h | 7:00h pos-LH embrides
DO D5 D6 D7 D8 D9 D10 D16/17
US US US7h US 7 e1%h US

Figura 2: Tratamento superestimulatério utilizado nas vacas Bonsmara do Grupo

P36/LH48/eCG. US = ultra-sonografia; IATF = inseminagao artificial em

tempo fixo.

O exame ultra-sonografico dos ovarios (Aloka SSD 500, transdutor

transretal linear de 7,5 MHz, Aloka Co. Ltd. Tokyo, Japao) foi realizado nos dias

indicados acima, para acompanhar a eficacia do tratamento superestimulatorio e a

taxa de ovulagdo apds administracdo do LH.

A colheita de embribes foi realizada pelo método n&o cirurgico (D16 e D17),

através de lavagem uterina com tampao fosfato-salina (PBS). Os embrides foram

avaliados e classificados como viaveis, degenerados ou n&o fertilizados (Lindner

& Wright, 1983). Os embrides viaveis foram classificados de acordo com a

qualidade em grau 1 (Gl, excelente), grau 2 (Gll, bom), grau 3 (Glll, regular) e

grau 4 (GIV, pobre; IETS).
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Experimento 2

O experimento 2 foi realizado na Fazenda Santa Maria (municipio de Trés
Lagoas-MS) com doadoras da raga Nelore (n=20). Os animais foram mantidos a
pasto (Brachiaria brizantha) e suplementados com sal mineral.

As vacas foram distribuidas ao acaso em dois grupos: P36/LH48 e
P36/LH48/eCG. Posteriormente os animais foram trocados de grupo de maneira
que todas as doadoras passaram pelos dois tratamentos. Cada periodo em que a
doadora foi submetida a um tratamento recebeu a denominacéo de rodada.

Grupo P36/LH48: em dia aleatério do ciclo estral, denominado dia zero
(DO) as 20 vacas foram avaliadas com o ultra-som para verificar a condig&o
ovariana (populacéo de foliculos, presenga de corpo luteo e ocorréncia de cisto
folicular) e receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona (DIB®,
1,0 g, Syntex S.A., Argentina) e administracdo de benzoato de estradiol (BE, 2,5
mg , via IM, Estrogin® ; Farmavet, Sdo Paulo, Brasil). Cinco dias mais tarde (D5)
foi iniciado o tratamento superestimulatério (pFSH, Folltropin-V®, via IM, NIH-FSH-
P1, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 2 vezes ao dia, durante 4 dias
consecutivos, em concentragdes decrescentes de 53,2 mg, 39,9 mg, 26,6 mg e
13,3 mg, totalizando 133 mg por animal.

No D7 as 7:00 h foi administrada uma dose luteolitica de um analogo da
PGF2a (d-cloprostenol, Veteglan®, 150 mcg, via IM, Sorono, Italia). Trinta e seis
horas apos a aplicagdo de PGF2a (D8 as 19:00 h) o dispositivo intravaginal
contendo progesterona foi removido. A inducdo da ovulagéo foi realizada atraves
da administracdo de LH (Lutropin®, 12,5 mg, via IM, Bioniche Animal Health,

Ontario, Canada) no D9 as 7:00 h.
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Os animais foram inseminados artificialmente em tempo fixo (IATF), sem
a observagéao de cio, 12 e 24 horas apos a aplicagao de LH (similar a figura 1). Foi
utilizada a mesma partida de um unico touro para cada vaca/rodada.

Os animais do grupo P36/LH48/eCG receberam tratamento semelhante
aos do grupo P36/LH48, exceto que as duas ultimas aplicagdes do FSH foram
substituidas por duas aplicagbes (uma as 7:00 e outra as 19:00 h) de
gonadotrofina coriénica eqiiina (eCG, 200 UI, via IM, Novormon®, D8), totalizando
400 Ul de eCG (similar a figura 2).

O exame ultra-sonografico dos ovarios (Aloka SSD 900, transdutor
transretal linear de 7,5 MHz, Aloka Co. Ltd. Tokyo, Japao) foi realizado nos dias
indicados nas Figuras 1 e 2, para acompanhar a eficacia do tratamento
superestimulatério, taxa de ovulagcédo apos administragdo do LH e taxa de prenhez
apods inovulacdo dos embrides.

As colheitas dos embrides foram como descrito no experimento 1.
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4. ANALISE ESTATISTICA

O numero de foliculos, estruturas totais colhidas, embrides viaveis,
estruturas fertilizadas e qualidade embrionaria foram transformados em raiz
quadrada e os dados de porcentagem (taxa de ovulagdo e taxa de prenhez)
transformados em arco seno. Todos os resultados foram submetidos a Analise de
Variancia, cujo modelo incluiu efeito de rodada, tratamento, interacdo entre
rodada e tratamento e efeito de doadora, sendo que este ultimo foi considerado
como efeito aleatério. Quando detectado diferenca entre tratamentos, realizou-se
o teste de Tukey para compara-los dois a dois. Para os calculos utilizou-se o
Mixed Procedure do SAS. Foram considerados estatisticamente significantes

valores de p<0,05 e tendéncia valores de p<0,1.
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5. RESULTADOS

Experimento 1

O numero de foliculos maiores que 6 mm presentes nos ovarios das
doadoras no momento da administracdo de LH (D9) foi semelhante nos animais
tratados com os grupos P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG (Figura 3 e Tabela
1). Entretanto a taxa de ovulagdo obtida 36 h apds a administracdo de LH, foi
superior nos animais do grupo P36/LH60 quando comparados aos do grupo

P36/LH48 (Figura 4 e Tabela 1).

Tabela 1. Numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no D9 do protocolo
superestimulatério, taxa de ovulacédo 24 e 36 h apos a administracédo de
LH, numero de corpos luteos e relagdo CL/foliculos (numero de CL no
dia da colheita multiplicado por 100 e dividido pelo numero de foliculos
maiores que 6 mm presentes no D9), em vacas Bonsmara tratadas com
os protocolos P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG (n=12 por grupo).

Média £+ EPM
Numero Taxa de Ovulagao (%) Numero Relagao
foliculos 24h 36h de CL CL/fol.

P36/LH48 10,7+1,8 2,615 30,616,2° 12,0+1,4 76,5+5,0

P36/LH60 13,6+1,6 7,2+3,9 66,7+7,8" 13,4+1,7 80,1+5,8

P36/LH48/eCG 13,1+1,9 6,1+3,9 50,8+7,0% 13,8+1,5 87,3+5,2

b Diferenca significativa entre linhas (*°; p = 0,0060).
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Figura 3: Numero de foliculos (Média + EPM) maiores que 6 mm presentes nos

ovarios das doadoras Bonsmara no momento da administragdo de LH
(D9) nos grupos P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG.
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Figura 4. Taxa de ovulacdo 24 e 36 h apds a administragdo de LH nos grupos
P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG. Letras diferentes, indicam
diferencga significativa (p=0,0060) e as letras “ab” tendéncia (p=0,062).

N&o foi observada diferenga significativa entre os tratamentos quanto ao

numero total de estruturas colhidas, embrides viaveis, estruturas fertilizadas e

taxa de viabilidade (Tabela 2). Além disso, a qualidade dos embrides no foi

alterada de forma significativa nos diversos tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 2. Numero total de estruturas colhidas, embrides viaveis, estruturas
fertilizadas (MédiatEPM), taxa de viabilidade (porcentagem) e total de
embrides viaveis, obtidos em vacas Bonsmara dos grupos P36/LH48,
P36/LH60 e P36/LH48/eCG (n=12 vacas por grupo).

o Grupo Experimental
Caracteristicas

P36/LH48 P36/LH60 P36/LH48/eCG
Estruturas colhidas 72+1,9 11,4+£3,5 9,8+2,0
Embrides viaveis 46+15 84+24 6,6 £1,3
Estruturas fertilizadas 52+1,6 10,3+ 3,0 7,7+1,7
Taxa de viabilidade (%) 64,0 73,7 67,5
Total embrides viaveis 55 101 79

N&o houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05 ANOVA).

Tabela 3. Numero de embrides classificados como excelente, bom, regular e
pobre de acordo com suas caracteristicas morfolégicas, obtidas em
vacas Bonsmara dos grupos P36/LH48, P36/LH60 e P36/LH48/eCG
(n=12 vacas por grupo, porcentagem entre parénteses).

Qualidade P36/LH48 P36/LH60 P36/LH48/eCG
Excelente 30 (54,55) 54 (53,47) 34 (43,04)
Bom 11 (20) 24 (23,76) 24 (30,38)
Regular 3 (5,45) 8 (7,92) 16 (20,25)
Pobre 11 (20) 15 (14,85) 5 (6,33)

N&o houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05 ANOVA).
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Experimento 2

O numero de foliculos maiores que 6mm presentes nos ovarios das
doadoras no momento da administragao de LH (D9) foi significativamente superior
nos animais tratados com eCG (p<0,01, Figura 5). Entretanto, o numero de CL,
taxa de ovulacao e relacdo do numero de CL por foliculos foi semelhante nos dois

grupos experimentais (Tabela 4 e Figura 6).
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Figura 5: Numero de foliculos (Média + EPM) presentes no ovario das doadoras
Nelore no momento da administragdo de LH (D9) nos grupos P36/LH48
e P36/LH48/eCG. *Diferenca significativa (p=0,0046).
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Figura 6. Taxa de ovulagao 24, 36 e 48 h apds a administragado de LH nos grupos
P36/LH48 e P36/LH48/eCG (p>0,05).
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Tabela 4. Numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no D9 do protocolo
superestimulatério, taxa de ovulagao 24, 36 e 48 h apos a administracao
de LH, numero de corpos luteos e relagao CL/foliculos (numero de CL
no dia da colheita multiplicado por 100 e dividido pelo numero de
foliculos maiores que 6 mm presentes no D9), em vacas Nelore tratadas
com os protocolos P36/LH48 (n=20) e P36/LH48/eCG (n=20). Média +
EPM

Numero Taxa de Ovulagao (%) Numero Relagdo
foliculos 24h 36h 48h de CL CL/fol.

P36/LH48 15,3+2,1 14,3+4,4 55,6%6,7 77,7+56 11,2+1,7 70,345,2

P36/LH48/ 21,1+28* 19,7+4,7 61,150 83,9426 14,9+20 69,8+3,9
eCG

** Diferenca significativa entre linhas (p=0,0046).

O numero total de estruturas colhidas aumentou significativamente nos
animais tratados com o protocolo P36/LH48/eCG (p<0,03). Entretanto o numero
de embrides viaveis, estruturas fertilizadas e taxa de viabilidade foi semelhante
entre os dois grupos (Tabela 5). Do mesmo modo, a qualidade dos embrides

também foi similar entre os dois grupos experimentais (Tabela 6).

Tabela 5. Numero total de estruturas colhidas, embrides viaveis, estruturas
fertilizadas (MédiatEPM), taxa de viabilidade (porcentagem) e total de
embrides viaveis, obtidas em vacas Nelore dos grupos P36/LH48 e
P36/LH48/eCG (n=20 vacas por grupo).

o Grupo Experimental
Caracteristicas

P36/LH48 P36/LH48/eCG
Estruturas colhidas 6,7+1,2 10,0+1,5*
Embrides viaveis 51+1,1 7,3+1.2
Estruturas fertilizadas 6,1+1,2 84+13
Taxa de viabilidade (%) 76,7 73,0
Total de embrides viaveis 102 146

" Diferenca significativa entre colunas (p=0,028).
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Tabela 6. Numero de embrides classificados como excelente, bom, regular e
pobre de acordo com suas caracteristicas morfolégicas, obtidos em
vacas Nelore dos grupos P36/LH48 e P36/LH48/eCG (n=20 vacas por
grupo, porcentagem entre parénteses)

Qualidade P36/LH48 P36/LH48/eCG
Excelente 43 (42,16) 71 (48,63)
Bom 38 (37,25) 38 (26,03)
Regular 21 (20,59) 32 (21,92)
Pobre 0 (0) 5 (3,42)

N&o houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05 ANOVA).
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6. DISCUSSAO

Em doadoras da raga Bonsmara, apesar do numero de foliculos com
diametro superior a 6 mm presentes no ovario no D9 ter sido semelhante,
observou-se um aumento significativo (p<0,01) na taxa de ovulagdo dos animais
que receberam o agente indutor de ovulagdo (LH) 12 horas mais tarde (Grupo
P36/LH60) do que os tratados com o protocolo P36/LH48, e tendéncia de
aumento (p=0,062) desta mesma taxa nas doadoras tratadas com o protocolo
P36/LH48/eCG em relagao as tratadas com o P36/LH48.

E importante destacar que a taxa de ovulacdo foi determinada até 36 h
apés a administragcao de LH. No entanto, ao se calcular a relacdo entre numero
de foliculos pouco antes da aplicacdo de LH e o numero de CLs visualizados no
dia da colheita de embrides, verificou-se que a taxa final de ovulagdo foi
satisfatoria nos trés tratamentos (superior a 76%, tabela 1). O fato dos animais do
Grupo P36/LH60 apresentarem taxa de ovulagdo mais elevada do que os do
P36/LH48, 36 h apds a aplicagdo de LH, indica que houve melhor sincronizagao
da ovulagdo nos animais que receberam LH exdgeno12 horas mais tarde. Em
vacas da raga Nelore, submetidas ao protocolo P36/LH48, Nogueira et al. (2003)
observaram que 80% das ovulagdes ocorreram entre 24 e 36 h apos a
administragdo de LH. Por outro lado, na raga Holandesa, Martins et al. (2005)
observaram taxa de ovulacéo de 60,9+4,8% em animais tratados com o protocolo
P36/LH48.

Apesar de ndo ter havido aumento significativo no numero total de
estruturas colhidas e embrides viaveis nos animais tratados com o protocolo

P36/LH60 quando comparados aos do grupo P36/LH48, os resultados indicam
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que o atraso de 12 horas na administracdo de LH pode ser benéfico para a
producdo de embrides em doadoras Bonsmara (101 vs 55 embrides viaveis,
respectivamente LH60 vs LH48). Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos em fémeas da raca Holandesa (Martins et al., 2005) ou Angus (Chesta et
al., 2007), onde a aplicagdo de LH 60 horas apés a PGF2a promoveu aumento
significativo no numero de embrides viaveis, quando comparada a utilizagdo de
LH 48 horas ap6s a PGF2a.

Entretanto, em doadoras da raca Nelore, Martins et al., 2006b observaram
que a administragdo de LH 12 horas mais tarde (P36/LH60), diminuiu o numero
de embrides viaveis e aumentou o numero de embrides degenerados. De acordo
com estes autores, a diminuigcdo da qualidade embrionaria promovida pelo atraso
da inducao das ovulagdes pode ser explicada pelo aumento (p<0,05) do intervalo
entre a primeira e a ultima ovulagcdo e pela tendéncia (p=0,08) de aumento na
dispersao das ovulagdes quando se atrasou a administragdo de LH em fémeas
Nelore.

Dentre as possiveis explicagbes para estes resultados conflitantes entre
racas européias e zebuinas estdo as particularidades fisiolégicas que diferenciam
vacas Bos indicus de Bos taurus, mais especificamente o diametro folicular. As
fémeas Bos taurus atingem a fase de desvio folicular, fase em que o foliculo
dominante passa a adquirir receptores de LH (Xu et al., 1995), com didametro
superior ao de fémeas Bos indicus (6,1 mm; Sartorelli et al., 2005 para Bos
indicus e 8,5 mm; Ginther et al., 1996 para Bos taurus). Deste modo, supde-se
que os foliculos de fémeas taurinas, para atingirem capacidade ovulatoria,
necessitam alcangar diametros superiores aos de fémeas zebuinas. De fato,

fémeas Bos taurus (raga HPB) ovulam a administragdo de LH somente quando os
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foliculos atingem diametro acima de 10 mm (Sartori et al. ,2001), enquanto que
fémeas Bos indicus (raga Nelore) adquirem capacidade ovulatéria quando os
foliculos atingem diametros de 8,5 mm (Gimenes et al., 2005). Desta forma,
protocolos nos quais a administragao do indutor da ovulagao (LH) é atrasada por
12 horas (P36/LH60), disponibilizando maior tempo para que os foliculos atinjam
diametros condizentes com a capacidade ovulatoria, sdo mais efetivos em fémeas
taurinas (Martins et al., 2005) do que o protocolo P36/LH48.

O fato da adicdto de eCG no protocolo P36/LH48 ter melhorado
numericamente a quantidade de estruturas colhidas e de embrides viaveis nas
doadoras da ragca Bonsmara, em relacdo as tratadas com o protocolo P36/LH48
motivou a realizagdo de um novo experimento comparando estes dois tratamentos
(P36/LH48 e P36/LH48/eCG) na raca Nelore.

Em vacas da raga Nelore (experimento 2), a adicdo de eCG ao protocolo
P36 aumentou significativamente (p<0,01) o numero de foliculos maiores que 6
mm presentes no ovario no momento da administragcdo de LH e o numero de
estruturas totais colhidas (p<0,03), corroborando a hipotese de que a substituigdo
das duas ultimas doses de FSH pela administracdo de eCG, acelera o
crescimento folicular e aumenta o numero de foliculos capazes de responder a
administracao exégena de LH.

Foi demonstrado que apds o tratamento superestimulatério com FSH,
ocorre aumento nas concentragbes de estradiol e progesterona plasmaticas
devido ao maior numero de foliculos e atividade esteroidogénica em vacas
superovuladas (Alcivar et al., 1992, Armstrong et al., 1983 e Donaldson et al.,
1985). O aumento nos niveis destes esteroides estaria relacionado a inibigao

tanto da frequéncia (progesterona) quanto da amplitude (estradiol) dos pulsos de
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LH (Goodman & Karsch., 1980, Price et al., 1988, Roberson et al., 1989 e Stumpf
et al.,, 1999). Essa diminuigdo dos pulsos de LH durante o tratamento
superovulatério, inicia-se logo apds a primeira aplicacédo de FSH e se acentua ao
redor das ultimas aplicagbes e do periodo pré-ovulatorio (Price et al., 1999). Além
do decréscimo da pulsatiidade de LH em vacas superestimuladas, ocorre
também diminuigdo do tempo necessario para que os foliculos ovarianos atinjam
o estagio pré-ovulatorio, o que poderia prejudicar a completa pré-maturagdo dos
foliculos, até o momento do pico pré-ovulatério de LH (Dieleman & Bevers, 1993,
Roberge et al, 1995).

Devido ao fato da administragdo exdégena de FSH (geralmente extrato de
pituitaria suina contendo FSH e baixas concentracées de LH) n&o ser capaz de
suprir a deficiéncia enddégena de pulsos de LH, Price et al. (1999) propuseram
repor o padréo fisiologico dos pulsos de LH mediante administragcdes frequentes
de GnRH e conseguiram aumentar o numero de foliculos pré-ovulatorios
provenientes de tratamento superestimulatorio. Resultados semelhantes foram
obtidos por Melo et al. (2004) apds aplicagbes frequentes de GnRH em vacas
Nelore submetidas a tratamento superovulatério.

No presente experimento o aumento no numero total de estruturas colhidas
(p<0.01), implica que houve aumento no numero de foliculos responsivos a
administracdo exogena de LH. Este resultado pode ser atribuido a atividade LH
da gonadotrofina coribnica equina, responsavel pelo crescimento final (apos a
fase de divergéncia; Ginther et al., 2001a) e maturagdo dos foliculos preé-
ovulatorios (Hyttel et al., 1997; Dieleman et al., 2002). Entretanto, o uso de eCG

nao promoveu aumento na qualidade do embrides ou nas taxas de prenhez,
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indicando que o efeito principal desta gonadotrofina esta mais relacionado ao
crescimento do que a maturacéao folicular.

Os dados do presente trabalho, em concordancia com outros (Gradela et
al., 1996; Nogueira et al., 2002), mostrou uma variagdo expressiva na resposta
individual das doadoras em relagdo ao tratamento superestimulatério. Algumas
das vacas produziram grande quantidade de embrides viaveis em qualquer um
dos tratamentos experimentais a que foram submetidas (5 vacas Nelore
originaram, em meédia, 11,3 e 4 vacas Bonsmara originaram 12,3 embrides viaveis
por colheita), enquanto outras produziram um baixo numero de embrides viaveis
independentemente do protocolo utilizado (5 vacas Nelore originaram, em média,
1,3 e 4 vacas Bonsmara 2,3 embrides viaveis por colheita). Deste modo, o
delineamento utilizado nestes dois experimentos, no qual cada animal passou por
todos os tratamentos superovulatorios, foi essencial para atenuar o efeito da
variagao individual nos tratamentos.

Com relacédo as doses de eCG empregadas no presente trabalho,
inicialmente (experimento 1) foi utilizada uma dose baixa (200 Ul) para evitar uma
possivel luteinizacdo dos foliculos e, consequentemente, falha nas ovulagdes.
Levando-se em consideragao os resultados do experimento 1 e a informacéo de
que em protocolos para IATF de vacas em anestro pos-parto utiliza-se a dose de
400 Ul para induzir crescimento folicular e sincronizacdo da ovulagdo, no
experimento 2, optou-se por administrar duas doses de 200 Ul de eCG a fim de
aumentar a dose total (400 Ul) desta gonadotrofina e minimizar as chances de
luteinizacdo dos foliculos. Entretanto, novos experimentos sdo necessario para
determinar a melhor dose de eCG a ser utilizada no protocolo P36 para ragas

zebuinas e taurinas.
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7. CONCLUSAO

Na raca Bonsmara, o atraso de 12 h na administracdo de LH promoveu
aumento significativo na taxa de ovulagdo, determinada 36 h apos a aplicagao de
LH (Grupo P36/LH60 vs P36/LH48). Entretanto, ndo foi observado aumento
significativo no numero total de estruturas e embrides viaveis, apesar do aumento
numeérico de embrides viaveis nas vacas tratadas com o protocolo P36/LH60
quando comparadas as do grupo P36/LH48 (101 vs 55, respectivamente). Além
disso, a substituicdo das duas ultimas doses de FSH por 200 Ul de eCG néao
aumentou significativamente a taxa de ovulagdo e produgdo de embrides em
vacas tratadas com o protocolo P36/LH48.

Na raga Nelore, a substituicdo das duas ultimas doses de FSH por 400 Ul
de eCG aumentou o numero de foliculos maiores que 6 mm presentes nos
ovarios no dia da administracdo de LH e também o numero de estruturas totais
colhidas. Entretanto, ndo foi observado aumento significativo no numero de
embrides viaveis, apesar do aumento numérico destes nas vacas que receberam
400 Ul de eCG quando comparadas as do grupo P36/LH48 (146 vs 102,

respectivamente).
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