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RESUMO

REIS, E. L. Efeito da dose e do momento da administragao de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) no protocolo de sincronizagao da ovulagdo para
transferéncia de embrides em tempo fixo. [Effect of dose and moment of equine
chorionic gonadotrophin (eCG) administration in the synchronization of ovulation
protocol for fixed-time embryo transfer]. 2004. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2004.

Este estudo avaliou os efeitos da administracao de diferentes doses de eCG em dois
momentos distintos no protocolo de sincronizacao da ovulacao para inovulacido em
tempo fixo. No dia 0, as receptoras foram tratadas com dispositivo intravaginal
contendo progesterona (DIP) e 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE) associados a
50 mg de progesterona (P4) IM. A partir desse momento, os animais foram divididos
homogeneamente para receberem 0,15 mg de d-cloprostenol (PGF3,) e 400, 500 ou
600 Ul de eCG no dia 5 (G-400d5, n=101; G-500d5, n=98; G-600d5, n=100,
respectivamente) ou no dia 8 (G-400d8, n=100; G-500d8, n=99; G-600d8, n=96,
respectivamente; fatorial 3x2). O DIP foi retirado no dia 8 e foi administrado 1 mg de
BE no dia 9. No dia 17 os animais foram submetidos a ultra-sonografia ovariana e os
que apresentaram mais que um corpo luteo (CL) ou CL unico maior que 18 mm de
didmetro receberam um embrido produzido in vitro. Em um grupo de animais,
colheu-se amostras de sangue no dia 17 para determinagdo da concentragao
plamatica de P4 (CPP4). Os animais tratados com eCG no dia 5 apresentaram maior
taxa de aproveitamento [87,0 (260/299) vs. 81,7% (241/295), P<0,05], tendéncia de
maior taxa de concepgao [51,8 (132/255) vs. 45,0% (108/295), P=0,07], maior taxa
de prenhez [44,1 (132/299) vs. 36,6% (108/295), P<0,05], maior numero de CL (1,74
+ 0,09 vs. 1,13 + 0,03, P<0,05) e maior proporcao de receptoras com CL uUnico de
maior tamanho [CL 22: 65,7 (111/169) vs. 43,1% (94/218), P<0,05] que os tratados
no dia 8. Nao se observou efeito de dose sobre a taxa de aproveitamento [400: 82,1
(165/201) vs. 500: 83,8 (165/197) vs. 600: 87,2% (171/196), P>0,05], de concepcéo
[400: 51,8 (85/164) vs. 500: 44,1 (71/161) vs. 600: 49,4% (84/170), P>0,05], de
prenhez [400: 42,3 (85/201) vs. 500: 36,0 (71/197) vs. 600: 42,9% (84/196), P>0,05]
e sobre a quantidade de receptoras com CL unico de maior tamanho [400: 46,8
(65/139) vs. 500: 54,9 (73/133) vs. 600: 57,4 (66/115), P>0,05]. Os animais tratados

com 600 Ul de eCG apresentaram maior numero de CL que os que receberam 400



ou 500 UI (400: 1,17 £ 0,03 vs. 500: 1,33 + 0,06 vs. 600: 1,82 + 0,12, P<0,05). No
grupo que se determinou a CPP4 verificou-se que os animais que receberam eCG
no dia 5 apresentaram maiores CPP4 que os do dia 8 (4,68 + 0,43 vs. 2,73 + 0,17
ng/ml, P<0,05). As novilhas tratadas com 600 Ul de eCG apresentaram maiores
CPP que as tratados com 400 ou 500 Ul (400: 2,96 + 0,22 vs. 500: 3,45 + 0,38 vs.
600: 4,69 + 0,55, P<0,05). Receptoras com mais de 1 CL apresentaram tendéncia de
menores perdas gestacionais entre 30 e 60 dias de gestacdo que as com CL unico
[10,2 (4/49) vs. 17,5% (33/189), P=0,0547]. Os resultados sao indicativos de maior
eficiéncia do protocolo de sincronizagao da ovulagao para transferéncia de embrides
em tempo fixo com o uso de eCG no dia 5. A dose de eCG n&o influenciou na

eficiéncia do tratamento.

Palavras-chave: Transferéncia de embrides. Horménios progestacionais.
Gonadotropina. Sincronizagao do cio. Aborto.



ABSTRACT

REIS, E. L. Effect of dose and moment of equine chorionic gonadotrophin (eCG)
administration in the synchronization of ovulation protocol for fixed-time embryo
transfer. [Efeito da dose e do momento da administragcdo de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) no protocolo de sincronizagdao da ovulagdao para
transferéncia de embrides em tempo fixo]. 2004. 101 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2004.

The aim of this study was to compare the effects of different doses of eCG
administrated at two moments in a fixed-time embryo transfer protocol. On day 0, the
heifers received a progesterone releasing vaginal insert (PRVI) and an injection of
2.0 mg Estradiol Benzoate (EB) associated with 50 mg progesterone (P4) i.m. The
animals were randomly assigned to six treatment groups in a tree by two factorial
design to receive 0.15 mg d-cloprostenol (PGF2,) i.m. and 400, 500 or 600 IU eCG
on day 5 (G-400d5, n=101; G-500d5, n=98; G-600d5, n=100, respectively) or on day
8 (G-400d8, n=100; G-500d8, n=99; G-600d8, n=96, respectively). On day 8, the
PRVI was removed and an injection of 1 mg EB was administered on day 9. On Day
17, all heifers were examined by ultrasonography to determine the number of CL and
those with more than one CL or a single CL with a diameter >18 mm received an in
vitro produced embryo. A subset of heifers were bled on day 17 for plasma P4
determination. The animals treated with eCG on day 5 presented higher proportion of
heifers selected/treated [87.0 (260/299) vs. 81.7% (241/295), P<0.05], tendency to
higher proportion of heifers pregnant/transferred [51.8 (132/255) vs. 45.0%
(108/295), P<0.1], higher proportion of heifers pregnant/treated [44.1 (132/299) vs.
36.6% (108/295), P<0.05], higher CL number (1.74 + 0.09 vs. 1.13 £ 0.03, P<0.05)
and higher proportion of recipients with larger single CL [CL 22: 65.7 (111/169) vs.
43.1% (94/218), P<0.05] than those treated with eCG on day 8. Dose effects were
not observed in the proportion of heifers selected/treated [400: 82.1 (165/201) vs.
500: 83.8 (165/197) vs. 600: 87.2% (171/196), P>0.05], pregnant/transferred [400:
51.8 (85/164) vs. 500: 44.1 (71/161) vs. 600: 49.4% (84/170), P>0.05],
pregnant/treated [400: 42.3 (85/201) vs. 500: 36.0 (71/197) vs. 600: 42.9% (84/196),
P>0.05] and proportion of recipients with larger single CL [400: 46.8 (65/139) vs. 500:
54.9 (73/133) vs. 600: 57.4 (66/115), P>0.05]. The animals that received 600 IU eCG



presented higher CL number than those received 400 and 500 IU (400: 1.17 + 0.03
vs. 500: 1.33 £+ 0.06 vs. 600: 1.82 + 0.12, P<0.05). In a subset of heifers that was
performed a plasma P4 determination, the group that received eCG on day 5
presented higher plasmatic P4 concentration than those received eCG on day 8
(4.68 £ 0.43 vs. 2.73 + 0.17 ng/ml, P<0.05). The use of 600 IU eCG presented higher
plasmatic P4 concentration than 500 and 600 IU (400: 2.96 + 0.22 vs. 500: 3.45 +
0.38 vs. 600: 4.69 + 0.55, P<0.05). Recipients with more than 1 CL tended to present
lower pregnancy losses between 30 and 60 days than those with a single CL [10.2
(4/49) vs. 17.5% (33/189), P=0.0547]. The results suggest higher efficiency in the
synchronization of ovulation protocol for fixed-time embryo transfer with eCG

administration on day 5. The dose of eCG did not affect the efficiency of treatment.

Key words: Embryo transfer. Progesterone. Gonadotrophin. Synchronization of
estrus. Pregnancy loss.
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INTRODUCAO 17

1 INTRODUGAO

Em publicagdo datada de agosto de 2004, a Confederagdo da Agricultura e
Pecuaria do Brasil (CNA) relata que a balanga comercial do agronegécio brasileiro
registrou saldo recorde de US$ 19,44 bilhdes nos sete primeiros meses de 2004,
resultado 44,0% superior em relagdo ao apresentado no mesmo periodo de 2003
(US$ 13,49 bilhdes). As receitas de exportagdo cresceram 37,2% no periodo,
alcancando a cifra de US$ 22,24 bilhdes. Assim, a participagdo das exportacdes do
agronegocio no total das exportagdes brasileiras passou de 41,5% para 42,5%.
Merece destaque o desempenho das exportagcbes do complexo de carnes no
periodo. As receitas do setor alcangaram US$ 3,31 bilhdes, o que representa um
aumento de 59,5% sobre o valor exportado no mesmo periodo do ano anterior, de
US$ 2,07 bilhdes. As exportacdes de carne bovina aumentaram 69,9%, alcangando
USS$ 1,33 bilhao, contra US$ 784,5 milhdes exportados nos sete primeiros meses de
2003.

Nesse contexto, a bovinocultura de corte merece destaque como foco de
emprego de biotecnologias que aumentem a produtividade do setor. O
melhoramento genético e o aumento da eficiéncia reprodutiva das matrizes de corte
sao fundamentais para o alcance de metas anuais superiores as do ano que se
antecedeu. Assim a transferéncia de embrides (TE), que € o método mais
empregado no mundo para a disseminagdao de material genético feminino de alto
valor, acelera o ganho genético (BO, 2000) e possibilita a comercializacdo de

material genético entre continentes (THIBIER, 2001).
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O dultimo relatorio da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(THIBIER, 2003) relata as estatisticas de TE durante o ano de 2002 e atenta ao
aumento no numero de embrides bovinos produzidos por multipla ovulacdo e
transferéncia de embrides inovulados e comunicados (538.312), 20 % maior do que
o registrado no ano anterior (2001). Destaque para o aumento no numero de
embrides bovinos produzidos in vitro (83.329), particularmente pela participacéo do
Brasil e da Republica Popular da China. Esse aumento do nimero de embrides
transferidos no mundo deveu-se, principalmente, ao aumento no numero de paises
que reportaram ou aumentaram a abrangéncia dos relatos da atividade, como nos
casos da China, india, Coldmbia, Croacia, Moldavia, Namibia, Sud&o, Zambia,
Zimbabwe e Australia. Em outros paises houve um aumento real na atividade,
particularmente no caso do Brasil. Em contrapartida, observou-se uma reducéo da
atividade na Europa e nos Estados Unidos.

O numero de embrides bovinos produzidos in vitro e transferidos (83.329)
também apresentou um aumento significativo, sendo mais do que o dobro das
transferéncias comunicadas no ano anterior, e representando 15,5% das realizadas
no mundo. Novamente, o Brasil aparece em posi¢do de destaque, contribuindo com
quase 50% do total. Estes numeros confirmam a expansao observada no mercado
nacional de producéo in vitro de embrides, particularmente alavancado pelo mercado
de corte e, em especial, pelos altos valores alcancados por matrizes de ragas
zebuinas.

Dentre os inumeros fatores determinantes para o sucesso de programas de
TE as receptoras merecem grande destaque por serem fator determinante no
sucesso desta biotecnologia (HASLER, 2001; SPELL et al., 2001). O alto custo de

manutencdo de fémeas cruzadas Bos indicus x Bos taurus nao gestantes como
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receptoras de embrido aliado a baixas taxas de aproveitamento’ (BO et al., 2002)
eleva o custo de aplicagdo desta biotecnologia. O aumento da eficiéncia reprodutiva
destes animais é de grande importancia para a maior viabilidade econémica de
programas de TE bovinos. Dessa forma, tratamentos hormonais que visem aumentar
a taxa de aproveitamento e a de concepgé\o2 dessas receptoras serdo de grande

valia para a rentabilidade da técnica e da propriedade rural.

! Taxa de aproveitamento = [(numero de receptoras aptas 4 TE) / (nimero de receptoras tratadas)] * 100
% Taxa de concepgdo = [(nimero de receptoras gestantes) / (nimero de receptoras inovuladas)] * 100
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO ESTRAL

O ciclo estral em bovinos apresenta duracdo média de 17 a 25 dias (SIROIS;
FORTUNE, 1988) e é regido por interagdes e antagonismos endocrinolégicos de
horménios secretados pelo hipotalamo, hipofise, gbnadas e utero (MACMILLAN;
BURKE, 1996). Esse periodo pode ser dividido em duas fases distintas: a folicular ou
estrogénica, que se estende do pro-estro ao estro culminando na ovulacéo, e a
luteinica ou progesterbnica, que compreende o metaestro e o diestro terminando na
lutedlise (MACMILLAN; BURKE, 1996).

Quanto ao desenvolvimento dos foliculos nesses estagios, a fase folicular
consiste no periodo apdés a lutedlise em que ocorre o crescimento folicular sob
baixas concentragdes plasmaticas de progesterona (P4) e alta pulsatilidade de
hormdnio luteinizante (LH), culminando na ovulagdo. Na fase luteinica ocorre o
crescimento folicular sob maiores concentragdes de P4 secretada pelo corpo luteo
(CL), ocorrendo crescimento e atresia dos foliculos devido a diminuicdo da
pulsatilidade e auséncia do pico de LH.

A ultra-sonografia possibilitou a confirmagdo da existéncia de ondas de
crescimento folicular durante o ciclo estral e em outras fases da vida reprodutiva da
fémea bovina (GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989; GINTHER; KNOPF;
KASTELIC, 1989; KNOPF et al., 1989; PIERSON; GINTHER, 1988; SAVIO et al.,

1988; SIROIS; FORTUNE, 1988). Uma onda apresenta duragdo de 7 a 10 dias,,
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sendo descritas 2 a 3 ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral
(GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989). Em B¢, Baruselli e Martinez (2003)
comparou-se a dindmica folicular durante o ciclo estral entre fémeas Bos taurus e
Bos indicus, verificando-se a presenga de até 4 ondas de crescimento folicular
durante o ciclo estral de animais Bos indicus (4/25), enquanto nao foi constatado
esse numero de ondas em Bos taurus (0/17). Esse relato também foi descrito
anteriormente por Rhodes, De'ath e Entwistle (1995) e por Zeitoun, Rodriguez e
Randel (1996).

Townson et al. (2002) avaliaram a fertilidade de vacas Holandesas,
submetidas a inseminagao artificial (IA), que apresentaram 2 ou 3 ondas de
crescimento folicular. Os animais que apresentavam 3 ondas durante o ciclo
obtiveram maior taxa de concepgado que os com 2 ondas (81,2 vs. 62,5%, P<0,05).
Esses achados também foram verificados em vacas de corte (AHMAD et al., 1997),
apesar de nao ter sido verificada diferenca estatistica.

Esses dados sugerem que as fémeas com 3 ondas de crescimento folicular
durante o ciclo estral apresentam maior fertilidade que as de 2 ondas. Essa
diferenga pode ser explicada pelo menor tempo de crescimento do foliculo ovulatério
em animais de 3 ondas, melhorando a qualidade do odcito (TOWNSON et al., 2002).

Ainda quanto as diferencas encontradas entre Bos indicus e Bos taurus,
verificou-se que os didametros do foliculo dominante e do CL em Bos indicus séo
menores que em Bos taurus (FIGUEIREDO et al., 1997). No que diz respeito a
populagdo folicular demonstrou-se que os ovarios de novilhas Bos indicus
apresentam maior numero de foliculos < 5 mm no inicio da onda de crescimento
folicular que novilhas Bos taurus (BURATINI JR. et al.,, 2000; CARVALHO et al.,

2004; SEGERSON et al., 1984).
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Algumas diferengas endocrinolégicas também tém sido relatadas. O gado
Zebu apresenta menor capacidade de secregdo de LH (D’OCCHIO; NEISH;
BROADHURST, 1990; RANDEL, 1976) e reduzidos niveis circulantes de estradiol
(E2) e P4 (RANDEL, 1984; SEGERSON et al., 1984) em relagao as ragas européias.

Cada onda de crescimento folicular é dividida em 4 fases: emergéncia,
selecdo, dominancia e atresia ou ovulacdo (DISKIN; AUSTIN; ROCHE, 2002;
GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989). A emergéncia de uma onda é caracterizada
por um repentino crescimento de mais de 20 pequenos foliculos, detectados por
ultra-sonografia, com didmetro de 2 a 4 mm (CARVALHO et al., 2004; GINTHER;
KASTELIC; KNOPF, 1989), sendo estimulada pela secre¢ao de hormdnio foliculo
estimulante (FSH) pela hipéfise (ADAMS et al., 1992).

O numero de ondas foliculares em um animal corresponde exatamente com o
numero de descargas de FSH (ADAMS et al.,, 1992). Apdés o pico de FSH e o
declinio dos niveis circulantes desse horménio, por retroalimentacdo negativa dos
produtos intra-foliculares da nova onda ocorre atresia dos foliculos subordinados
recrutados no inicio da nova onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1997).

A taxa de crescimento folicular € semelhante para todos os foliculos até o
momento da selecdo (GINTHER, 2000). No entanto, na selecdo um foliculo passa a
apresentar maior taxa de crescimento que os outros (DISKIN; AUSTIN; ROCHE,
2002; GINTHER, 2000; MAPLETOFT: BO: ADAMS, 2000), caracterizando o desvio
ou a divergéncia folicular. Nesse momento o foliculo dominante apresenta diametro
em torno de 8,5 mm em animais Bos taurus (GINTHER et al., 1999; KULICK et al.,
1999) e de 6,0 mm em Bos indicus (SARTORELLI et al., 2003).

A partir do desvio fica estabelecida a dominéancia folicular, na qual o foliculo

dominante permanece crescendo continuamente enquanto os foliculos subordinados
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diminuem sua taxa de crescimento e entram em atresia (GINTHER et al., 2001). O
foliculo dominante é caracterizado pelo seu crescimento constante e pela crescente
capacidade de produzir E2, por menores concentragcées de proteinas ligantes aos
receptores do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP) 2, 4, 5 e
folistatina, e pelo aumento nas concentragdes intrafoliculares de fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) do tipo | (GINTHER et al., 2001; MIHM; AUSTIN, 2002).
Contrariamente, os foliculos destinados a subordinacédo tém reduzida capacidade de
produzir E2, elevadas concentragdes de IGFBP 1 e 3 (MIHM et al., 2002) e bloqueio
do crescimento.

Durante a dominéancia ocorre a queda das concentragbes de FSH e aumento
da secregao de LH, quando a partir deste momento, o foliculo selecionado passa a
ser LH dependente (GINTHER et al., 1996). Caso ocorra a lutedlise, a P4 plasmatica
entrara em declinio e proporcionara condicbes favoraveis para que as células da
teca e da granulosa do foliculo dominante secretem E2 (NISWENDER et al., 2000) e
por um sistema de retroalimentacao positiva estimule a secrecdo de LH, levando a
ovulacdo (BINELLI et al., 2001).

Ap0ds o processo ovulatério ocorre a formagao do CL no local em que estava
presente o foliculo ovulatorio. Predominantemente, as células foliculares da
granulosa dao origem as células grandes do CL, e as da teca dao origem as
pequenas (NISWENDER et al., 2000). Gradualmente ocorre o aumento do tamanho
do CL e da sua capacidade de secretar P4 (NISWENDER et al., 2000). Depois de
atingida a capacidade maxima, a producéo de P4 se estagna até em torno do dia 16-
17 do ciclo estral (RATHBONE et al., 2001) quando ocorrera a lutedlise. A P4 age
sobre o eixo hipotalamo-hipofisario e no trato reprodutivo para preparar este tecido

para receber e manter a gestagcéo (GEISERT et al., 1992; RATHBONE et al., 2001).
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A P4 interfere diretamente na dindmica folicular do ciclo estral, no
reconhecimento materno da gestagcdo e no seu estabelecimento (BINELLI et al;,
2001). Existem relatos de interferéncia das altas concentragbes plasmaticas da P4
durante o diestro sobre o crescimento folicular neste periodo (BERGFELT;
KASTELIC; GINTHER, 1991; LUCY et al., 1992). Adams, Matteri e Ginther (1992)
relataram que fémeas de 3 ondas de crescimento folicular apresentaram menor
didmetro maximo do foliculo dominante da segunda onda, quando comparado ao da
primeira. Os autores creditam este efeito a fase do ciclo estral que ocorre o
crescimento folicular (o foliculo da primeira onda cresce durante o metaestro sob
menores concentragdes plasmaticas de P4, e o da segunda cresce durante o diestro
sob maiores concentragcbes plasmaticas de P4). As concentracbes de FSH néo
foram afetadas pelas concentragdes circulantes de P4. Desta forma, este efeito pode
ter ocorrido pela inibicdo exercida sob a secregédo de LH (FIKE et al., 2004; NETT et
al., 2002; SANCHEZ et al., 1995), que reduziu o didmetro folicular apos a selegéo do
foliculo dominante.

Caso o concepto esteja presente no utero entre os dias 14 e 17, e ocorra
secrecao adequada de interferon-t (proteina secretada pelo trofoderma do concepto
responsavel pelo reconhecimento materno da gestagéo), ndo ocorrera a liberagéo de
protaglandina F,, (PGF,,) € a P4 continuara a ser secretada para a manutengao da
prenhez (NORTHEY; FRENCH, 1980; RATHBONE et al., 2001). Caso exista
comprometimento na producao de interferon-t ou auséncia do feto nesse periodo
ocorrera a liberacdo de PGF,, e a queda dos niveis plasmaticos de P4,
proporcionando condicbes favoraveis para o crescimento folicular e ovulagao

(BINELLI et al., 2001; RATHBONE et al., 2001). A PGF,, € responsavel pelo
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fendbmeno da lutedlise e é secretada em pulsos pelo endométrio uterino (OKUDA,;
MIYAMOTO; SKARZYNSKI, 2002).

Em ovelhas tem sido proposto que o inicio da lutedlise depende da ativagao
de receptores de ocitocina no endométrio uterino, estimulada pela exposi¢gao do
utero a adequadas concentragdes de esterdides ovarianos — P4 e E2 (SILVIA, 1999;
SPENCER et al., 2004). Assim, um pulso de ocitocina desencadeado pela hipdfise
liga-se aos receptores de ocitocina no utero, desencadeando a producéo de PGF;,
(MCCRACKEN et al., 1995), que por um mecanismo de retroalimentagdo positiva
com o CL, culmina na lutedlise. Em vacas também foi proposto essa teoria, no
entanto o bloqueio dos receptores de ocitocina por um antagonista especifico (CAP-
527) ndo impediu a secrecao de PGF,,, nem a lutedlise. Os animais tratados com
CAP-527 tiveram a duragdo do ciclo estral semelhante a do grupo controle
(KOTWICA et al., 1997). Em bovinos existem indicios de o mecanismo da lutedlise
nao ser dependente apenas dos receptores de ocitocina.

Diversos autores mostraram o envolvimento do E2 na lutedlise e na secreg¢ao
de PGFy,. A irradiacdo dos foliculos ovarianos, eliminando a producao folicular de
E2 (HUGHES et al., 1987), assim como a cauterizag¢ao dos foliculos (VILLA-GODOY
et al., 1985) retardaram a lutedlise e aumentaram a duragdo do ciclo estral em

bovinos e ovinos.
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2.2 CONTROLE FARMACOLOGICO DO CICLO ESTRAL DE FEMEAS BOVINAS

PARA TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

2.2.1 Tratamento com Prostaglandina F,.. para Sincronizagédo do Estro

A PGF,, foi descoberta no inicio da década de 70 como um potente agente
luteolitico (MCCRACKEN, 1972). A partir de entdo, esta substancia e seus analogos
tém sido os agentes farmacoldgicos mais utilizados nos tratamentos para
sincronizagao do estro em fémeas bovinas (LARSON; BALL, 1992; ODDE, 1990). O
sucesso da sincronizagao do estro com PGF,, depende da presenga de um CL, ja
que a acgao da luteolisina € provocar a regressao morfoldgica e funcional dessa
estrutura (RATHBONE et al., 2001), o que leva a queda dos niveis endégenos de
P4. A resposta ao tratamento com PGF,, é influenciada pela maturidade do CL.
Tratamentos realizados até o dia 5 do ciclo estral ndo induzem efetivamente a
lutedlise (PARFET et al., 1989; REFSAL; SEGUIN, 1980).

O CL maduro possui um sistema de retroalimentagao positiva que resulta na
produgcao intraluteinica de PGF,,, possibilitando a continuidade do processo
luteolitico iniciado por uma unica aplicagao exdgena de dessa luteolisina (OKUDA,;
MIYAMOTO; SKARZYNSKI, 2002; WILTBANK, 1997). Apos a lutedlise, o estro e a
ovulacédo sao distribuidos ao longo de 6 dias e sao influenciados pelo estagio de
desenvolvimento do foliculo dominante (KASTELIC; GINTHER, 1991).

Kastelic, Knopf e Ginther (1990) constataram que quando o tratamento com

PGF,, é realizado no dia 5 do ciclo estral (momento em que o foliculo dominante da
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primeira onda ainda estd em fase de crescimento) o intervalo entre a aplicagéo e a
ovulacao é de 3 dias. Se o tratamento é realizado no dia 12 do ciclo estral (quando o
foliculo dominante da segunda onda encontra-se no inicio da fase de crescimento) a
ovulagao ocorre 4,5 dias apos a aplicagao. Bovinos tratados no dia 8 do ciclo estral
freqientemente apresentam ovulagdo do foliculo dominante da primeira onda
folicular 2 dias apds a aplicacao de PGF;,. No entanto, ocasionalmente pode ocorrer
a ovulagéo do segundo foliculo dominante 6 dias apos o tratamento. Baruselli et al.
(2000a) trataram receptoras de embrido ciclicas com PGF;, e detectaram por ultra-
sonografia as ovulagbes nesses animais. O estro e a ovulagédo foram distribuidos
uniformemente de 42 a 102 h apds o tratamento.

Em bovinos de ragas européias, a administracdo de PGF,, tem induzido
elevadas porcentagens (70 a 100 %) de manifestagéo de estro (LAVERDIERE et al.,
1995; TANABE; HANN, 1984), no entanto em Bos indicus geralmente ndo séo
observadas essas taxas. Moreno et al. (1986) avaliaram previamente os ovarios de
vacas Bos indicus para detectar a presenca de CL e as trataram com PGFy,.
Observaram 80 a 100% de lutedlise, no entanto apenas 47 a 60% das vacas foram
detectadas em estro apds o tratamento.

Em funcédo dos fatores relatados, faz-se necessaria a detecgcao do cio das
receptoras apds a administracao de PGF,, para a realizacdo da TE, impossibilitando
programas de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF).

A alta variabilidade das respostas ao tratamento com PGF;,, e o fato de
animais criados a pasto em condi¢des tropicais apresentarem alta incidéncia de
anestro (auséncia de CL) tém comprometido a eficiéncia do tratamento. Assim,
torna-se necessario o emprego de métodos que controlem o desenvolvimento

luteinico e folicular para sincronizar o crescimento dos foliculos e a ovulagao,
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permitindo o emprego da TETF sem a deteccdo de cio (BO; BARUSELLI;

MARTINEZ, 2003).

2.2.2 Controle da Dinamica Folicular para Realizagao da Transferéncia de Embribes

em Tempo Fixo

A sincronizagéo da ovulagéo para TETF procura induzir a emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular sincronizada, controlar a duragao do crescimento
folicular e da fase luteinica sincronizando a retirada da P4 exdgena (dispositivo) e

endoégena (PGF,,), e induzir a ovulagao sincronizada em todos os animais tratados.

2.2.2.1 Sincronizagdo da Emergéncia de Nova Onda de Crescimento Folicular

por Métodos Mecanicos

A cauterizagdo do foliculo dominante (KO et al., 1991) ou a sua ablagéo
guiada por ultra-sonografia (BERGFELT; LIGHTFOOT; ADAMS, 1994; BO et al,
1995a) anula os efeitos de dominéncia levando a uma descarga de FSH, que induz
a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em aproximadamente 2
dias (BERGFELT; LIGHTFOOT; ADAMS, 1994). Martinez et al. (2000) encontraram

a emergéncia de nova onda de crescimento folicular 1,0 £ 0,1 dias apds a ablagéo
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dos foliculos maiores que 5 mm. No entanto, estes métodos apresentam alto grau

de dificuldade de aplicagao no campo, apesar da sua eficiéncia.

2.2.2.2 Sincronizagao da Emergéncia de Nova Onda de Crescimento Folicular

por Métodos Farmacoldégicos - Estrogenos Associados a Progesterona

Os E2, quando administrados na presenca de P4 enddgena ou exdgena,
causam a diminuicdo dos niveis circulantes de FSH e LH provocando a regressao
dos foliculos gonadotréficos dependentes. Apds a metabolizagao e a diminuigdo das
concentracdes plasmaticas de E2 verifica-se o surgimento de um pico de FSH e a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. Esses efeitos foram
demonstrados em uma série de estudos na década de 90 (BO etal. 1993: BO et al.,
1994, BO et al., 1995ab; BO; PIERSON; MAPLETOFT, 1991; MARTINEZ et al.,
2000).

O estradiol 17-p produzido pelo foliculo na auséncia de P4 leva a liberagao de
GnRH pelo hipotalamo, que estimula a producao de LH pela hipéfise culminando na
ovulagcdo (RATHBONE et al., 2001). Assim, a administracdo de E2 durante a fase
folicular do ciclo estral associado ao E2 enddgeno leva a um efeito ovulatorio,
contrariando os efeitos descritos até o momento. Por isso é importante que elevados
niveis de P4 estejam presentes no momento do tratamento com E2 para evitar um
pico pré-ovulatério de LH (BO et al., 1994). Para isso, o tratamento com P4 exégena

bloqueia o pico de LH (BERGFELD et al., 1995; KOJIMA et al., 1992; ROBERSON
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et al., 1989), evitando a ovulagéo do foliculo dominante em animais tratados com E2
que estejam na fase estrogénica do ciclo estral.

Existem diferentes ésteres de E2 [Estradiol 173, Benzoato de estradiol (BE),
Valerato de estradiol (VE) e Cipionato de Estradiol (CE)]. O VE (BO et al., 1995b) e
o CE (COLAZO; KASTELIC; MAPLETOFT, 2003), na presengca de P4, causam a
regressao dos foliculos antrais presentes no ovario. No entanto, a meia vida longa
desses ésteres, pela baixa solubilidade em agua, leva a um atraso e a uma alta
dispersdo do dia da emergéncia da onda de crescimento folicular. O BE (SA FILHO
et al., 2004) e o estradiol 17 (BO et al., 1995b) apresentam meia vida mais curta
que os anteriores, induzindo a emergéncia sincronizada de uma nova onda de
crescimento folicular em um grupo de animais tratados.

Bo et al. (1995b) testaram a hipotese que a administragao intra muscular (IM)
de estradiol-17f associado a um implante Syncro-Mate-B em qualquer fase do ciclo
estral levaria a emergéncia sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular
em um grupo de animais. Para os dias 3, 6 e 9 do ciclo estral, encontraram a
emergéncia da onda 4,3 + 0,3; 4,7 £ 0,2 e 4,1 + 0,3 dias ap6s o tratamento,
respectivamente, obtendo uma média de 4,3 + 0,2 dias para todos os animais,
confirmando a hipotese testada.

Martinez et al. (2000) realizaram um experimento testando diversas
estratégias de indugdo de nova onda de crescimento folicular. Para os animais
tratados com dispositivo intravaginal contendo P4 e 5 mg de estradiol 17-8
encontraram um valor de 3,4 + 0,1 dias de intervalo entre o tratamento e a
emergéncia. Esses valores discrepantes entre o trabalho de B6 et al. (1995b) e
Martinez et al. (2000) s&o creditados a qualidade das imagens ultra-sonograficas,

pois uma diferenca de 5 anos esta presente entre as duas publicacoes.
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Sa Filho et al. (2004) detectaram uma nova onda de crescimento folicular em
3,6 £ 0,7 dias apds o tratamento com 2 mg de BE, 50 mg de P4 injetavel e
dispositivo intravaginal contendo P4 em novilhas cruzadas Bos indicus x Bos taurus.
Os autores nao observaram diferenga entre animais que se encontravam no diestro
e animais que se encontravam na fase folicular do ciclo estral.

A administracdo de P4 injetavel no inicio do tratamento com dispositivo
intravaginal e E2 levou a um maior sincronismo da emergéncia de nova onda de
crescimento folicular quando comparada ao tratamento apenas com o dispositivo e
E2 (MORENO et al., 2001). Para verificar esse efeito Nasser et al. (2004) testaram a
exclusao da P4 injetavel no inicio do tratamento de receptoras Bos indicus x Bos
taurus com BE e dispositivo intravaginal contendo P4. Independentemente dos
tratamentos a partir desse momento, os efeitos principais ndo mostraram beneficio
da P4 injetavel sobre a taxa de aproveitamento das receptoras (sem: 86,7 vs. com:
87,4%), taxa de concepgéo (sem: 52,3 vs. com: 48,5%) e de prenhez1 (sem: 45,3
vs. com: 42,4). Conclusdes semelhantes foram relatadas para a inseminagao
artificial em tempo fixo (COLAZO et al., 2004; CUTAIA et al., 2001) em bovinos de

corte.

! Taxa de prenhez = [(namero de receptoras gestantes) / (nimero de receptoras tratadas)] * 100
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2.2.2.3 Sincronizagdo da Emergéncia de Nova Onda de Crescimento Folicular

por Métodos Farmacolégicos - Ovulagao do Foliculo Dominante

A ovulagao do foliculo dominante e a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular estao estreitamente relacionadas. O processo ovulatério pode
ser induzido diretamente, administrando farmacos (LH e hCG) que se ligam aos
receptores de LH do foliculo ou pela indugao da secrecgéo pulsatil do LH enddgeno
com a administracdo de GnRH ou E2 (o E2 age como indutor da ovulagao somente
sob baixas concentragdes de P4). Durante o processo de ovulagao verifica-se uma
queda da secrecao de E2 e de fatores responsaveis pelo bloqueio da secrec¢ao de
FSH na hipdéfise (ADAMS et al., 1992). Como consequéncia, ocorrera uma descarga
de FSH, responsavel pela emergéncia e pelo desenvolvimento de uma nova onda
de crescimento folicular (GINTHER et al., 1996). Apds a ovulagao verifica-se a
emergéncia de uma nova onda entre 1 e 2 dias.

O trabalho de pesquisa que deu origem ao protocolo “Ovsynch” (PURSLEY;
MEE; WILTBANK, 1995) relata que a emergéncia da onda de crescimento folicular
apos a ovulacao do foliculo dominante foi de 2,10 + 0,31 dias para vacas e de 1,50
+ 0,47 dias para novilhas.

Para a inducao da ovulacdo, a fase em que se encontra o foliculo é fator
determinante. Martinez et al. (1999) avaliaram a eficiéncia da administracao de
GnRH e LH em cada fase da onda de crescimento folicular em novilhas. Os
tratamentos foram realizados no dia 3 (crescimento), 6 (estatica inicial) e 9 (estatica
final) do ciclo estral. Os autores verificaram que animais que apresentavam foliculos

grandes (fase de crescimento ou platé inicial) tiveram as melhores respostas ao
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tratamento para se induzir a ovulagdo. Foram encontradas as seguintes taxas de
ovulacao para os dias 3, 6 e 9, respectivamente: LH (67, 100 e 67%) e GnRH (89,
56 e 22%) com uma taxa média de 78 e 56% para o LH e o GnRH, respectivamente.
Os animais que nao ovularam nao tiveram seu desenvolvimento folicular alterado.
Neste experimento, o tratamento (GnRH ou LH) ndo foi associado ao um
consistente intervalo para a emergéncia de uma nova onda (3,1 + 0,7 dias apds o

tratamento no dia 3 vs. 0,4 + 0,4 dias apds o tratamento no dia 9).

2.2.2.4 Controle da Fase Progesterdnica do Ciclo Estral - Prostaglandina Fy,

E preconizada a aplicagdo de PGF,, no momento da retirada da fonte de
P4/progestagenos para indugéo da lutedlise e queda dos niveis endégenos de P4,
propiciando condicdes favoraveis a ovulacdo. O mecanismo de acédo da PGF,, foi

descrito anteriormente nessa dissertac&o.

2.2.2.5 Controle da Fase Progesterénica do Ciclo Estral - Progesterona /

Progestagenos

A P4 e os progestagenos sédo substéncias que podem ser administradas por
via oral, por implantes subcutdneos ou por dispositivos intravaginais. Esses

compostos tém sido utilizados por periodos prolongados desde a década de 60 com
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o intuito de permitir a regressdo espontéanea do CL, o que leva a sincronizagdo do
estro entre 2 e 4 dias apds a remogéao da fonte de P4/progestageno (RATHBONE et
al., 2001). Esses tratamentos longos (14 a 21 dias) séo efetivos para sincronizar o
estro, no entanto a fertilidade dessa ovulagdo é reduzida (HANSEL; MALVEN,;
BLACK, 1961; WILTBANK et al., 1965) por induzir a ovulagdo de foliculos
persistentes (ODDE, 1990), com consequente envelhecimento do odcito que
provoca baixa fertilidade (REVAH; BUTLER, 1996).

Revah e Butler (1996) descreveram a maturagdo espontanea do odcito
(quebra da vesicula germinativa e expansao do cumulus) em 23/23 foliculos
dominantes persistentes comparados aos 5/29 dos foliculos dominantes em
crescimento. No entanto, para receptoras de embrido que o interesse é pelo CL
formado, o foliculo persistente resulta em um CL de maior didmetro e com maior
capacidade de secretar P4 (MANTOVANI et al., 2004a).

O tratamento com P4/progestagenos associado ao E2 para sincronizagao da
nova onda de crescimento folicular e a PGF,, como agente luteolitico proporciona
adequadas taxas de sincronizacdo do cio e da ovulacgéo possibilitando a TETF (BO

et al., 2002).

2.2.2.6 Controle da Fase Progesterdénica do Ciclo Estral - Efeito Luteolitico do

Tratamento com Estradiol

Wiltbank, Ingalls e Rowden (1961) observaram que os estrégenos eram

capazes de induzir a regressdao luteal. Pensando nesse efeito, o primeiro
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experimento que empregou dispositivo intravaginal contendo P4 para I|ATF
(ROCHE, 1976) com sincronizagdo da emergéncia da nova onda de crescimento
folicular utilizou 5 mg de BE no inicio do protocolo para regresséo do CL.

Martinez, Kastelic e Mapletoft (2004) trataram novilhas de corte durante o
diestro com 2 mg de BE com intuito de sincronizar a emergéncia folicular utilizando
a P4 endogena (CL) para realizacédo da IATF e obtiveram 27,6% de lutedlise
(manifestagdo de cio e ovulagdo antes da segunda aplicagdo de PGF;,). Os E2 de
meia vida longa sdo incorporados em alguns protocolos de sincronizagdo da
ovulagéo para TETF com o objetivo de provocar lutedlise e eliminar a administragao

de PGFy,.

2.2.2.7 Indugao Sincronizada da Ovulagao

Os farmacos utilizados para a indugdo da ovulagdo agem por
retroalimentacdo positiva na liberagdo pulsati de LH (E2 e GnRH) ou agem
diretamente nos receptores de LH das células da granulosa dos foliculos (hCG e
LH). Os indutores de ovulagdo quando administrados isoladamente ndo sao
capazes de sincronizar adequadamente a ovulacdo para a TETF. No entanto,
quando associados a P4/progestagenos, E2 e PGF,, induzem ovulagao
sincronizada do foliculo dominante presente no final do tratamento, possibilitando o

emprego da TETF.
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2.3 PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DA OVULAGAO PARA TETF

2.3.1 GnRH/PGF2,/GnRH - “Ovsynch”

Para viabilizar a TETF em bovinos é necessario diminuir a variacao do
tempo de ovulagdo apds o tratamento com PGF;,,. Assim, alguns pesquisadores
investigaram o emprego de analogos do GnRH (com a finalidade de induzir a
ovulagéo e a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular), seguido da
aplicacao de PGF,, depois de 6 (TWAGIRAMUNGU; GUILBAULT; DUFOUR, 1995)
ou 7 dias (THATCHER et al., 1993).

O tratamento com GnRH em dias desconhecidos do ciclo estral promove a
ovulagédo do foliculo dominante presente no momento do tratamento (WILTBANK,
1997) e uma nova onda de crescimento folicular emerge apés 1 a 2 dias
(BODENSTEINER et al., 1996; PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995;
TWAGIRAMUNGU; GUILBAULT; DUFOUR, 1995). Twagiramungu, Guilbault e
Dufour (1995) propuseram o uso de um segundo tratamento com GnRH apds a
PGF,, para assegurar a ovulagcdo do novo foliculo dominante, melhorando a
precisdo do estro e da ovulagao.

Uma modificagdo do esquema de duas doses de GnRH foi proposto por
Pursley, Mee e Wiltbank (1995) e foi denominado de protocolo “Ovsynch” para IATF
sem detecc¢ao do estro em vacas de leite. Esse método consiste em uma injegao de
GnRH seguida por PGF,, 7 dias mais tarde e uma segunda injegdo de GnRH 48 h

depois do tratamento com PGF,,, seguida da IATF 18 a 24 horas mais tarde.



REVISAO DE LITERATURA 37

Vasconcelos et al. (1999) obtiveram 64% de taxa de ovulagdo apos a primeira
aplicacao de GnRH em 156 vacas Holandesas tratadas em diferentes periodos do
ciclo estral. Os autores observaram variacdo das taxas de ovulagao conforme a fase
do ciclo estral em que as fémeas foram tratadas, com menores indices nos animais
que se encontravam entre os dias 1 e 4 (23%), e maiores naqueles que estavam
entre os dias 5 e 9 (96%). As taxas de ovulagdo apds a segunda dose de GnRH
(87%) néo foram influenciadas pela fase do ciclo estral, mas variaram de acordo com
a resposta a primeira aplicagédo do horménio (92% quando houve ovulagdo e 79%
quando n&o houve ovulagao).

Transpondo o raciocinio da uma ovulagdo sincronizada permitindo a IATF
para a TETF, diversos estudo foram realizados com o intuito de eliminar a detecgao
de cio em programas de TE. Baruselli et al. (2000a) verificaram que novilhas
cruzadas Bos indicus x Bos taurus tratadas com o protocolo “Ovsynch” apresentam
maior taxa de ovulagdo (74,3%; 26/35) que aquelas tratadas com dose unica de
PGF2, (58,8%; 20/34). Verificaram ainda que os animais sincronizados somente com
PGF,, apresentaram maior dispersao das ovulagbes, confirmando que somente a
aplicacao de PGF,, ndo sincroniza eficientemente a ovulagao.

Em um programa comercial de transferéncia de embrides, os mesmos
tratamentos descritos anteriormente foram testados a campo (BARUSELLI et al.,
2000b). Novilhas Bos indicus x Bos taurus (n=345) foram submetidas ao tratamento
com PGF;, (n=177) e observagao de cio por 5 dias com posterior ultra-sonografia e
TE 7 dias ap6s a detecgao do estro, ou tratadas com protocolo “Ovsynch” (n=168) e
submetidas a ultra-sonografia 7 dias depois do ultimo GnRH para detectar a
ovulagdo. As novilhas do grupo “Ovsynch” apresentaram maior taxa de

aproveitamento que as do grupo PGF,, (72,6 vs. 45,2%, P<0,05). As taxas de
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concepgao dos grupos “Ovsynch” e PGF,, foram estatisticamente semelhantes (49,2
vs. 56,3%, respectivamente). A taxa de prenhez do grupo “Ovsynch” foi superior
(35,7 vs. 25,4 %, P<0,05). Os resultados demonstraram um maior numero de
receptoras aptas a serem inovuladas, e consequentemente, uma maior taxa de
prenhez, sem a necessidade da detecc¢do do cio.

No entanto em outro trabalho (ZANENGA et al., 2000) nao se verificou esses
efeitos descritos anteriormente. Os autores encontraram taxa semelhantes entre os
mesmos grupos experimentais, no entanto enfatizam a vantagem de se eliminar a
deteccdo do cio. Para novilhas, encontrou-se taxas de aproveitamento de 66,6 %
(PGFy,) e 74,4 % (“Ovsynch”); de concepgdo de 68,0 % (PGFy,) e 750 %
(“Ovsynch”); e de prenhez de 45,3 % (PGFy,) e 55,8 % (“Ovsynch”). Para vacas,
encontrou-se taxas de aproveitamento de 51,7 % (PGF.,) e 63,6 % (“Ovsynch”); de
concepcgao de 60,0 % (PGFy,) e 57,1 % (“Ovsynch”); e de prenhez de 31,0 %
(PGF2,) € 36,4 % (“Ovsynch”).

Ambrose et al. (1999) hipotizaram que vacas de leite de alta produgao
(n=404) sob stress térmico apresentariam maior taxa de prenhez se recebessem um
embrido ao invez de serem inseminadas artificialmente. Os autores testaram
também as taxas de concepgado de embrides frescos e congelados produzidos in
vitro. Empregou-se o protocolo “Ovsynch” para todos os animais e os grupos foram
divididos quanto ao procedimento empregado (IA vs. TE) e quanto ao embrido
(fresco vs. congelado). Pela concentragdo plasmatica de P4 (< 1,5 ng/minodiaOe >
2,0 ng/ml) ap6s a ovulagéo determinou-se a taxa de aproveitamento, encontrando-se

um total geral de 76,2 %.
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Com o uso do protocolo “Ovsynch” aumentou-se a taxa de aproveitamento e
a taxa de prenhez final. Ainda, eliminou-se a necessidade de deteccao de estro de

receptoras em programas de TE.

2.3.2 Progesterona, Benzoato de Estradiol e PGF,

Atualmente existem no mercado diversos dispositivos liberadores de
P4/progestageno com a finalidade de sincronizar a ovulagado para a IATF e TETF
(DIB®, CIDR®, Cronipress®, PRID®, Crestar®). Estes produtos s&o inseridos na
vagina ou sob a cartilagem auricular por um determinado periodo e sua finalidade é
manter concentracdes subluteais de P4, evitando a ovulagcdo nesse periodo e
permitindo o crescimento folicular. O trabalho que descreve o desenvolvimento de
um dos dispositivos intravaginais contendo P4 encontrados no mercado
(MACMILLAN et al.,, 1991) relata que novilhas ovarectomizadas tratadas com o
dispositivo por 12 dias apresentaram uma concentracdo plasmatica de P4 média de
5,6 £ 0,1 ng/ml. Os valores médios diarios variaram de 8,7 + 0,3 ng/ml (6 horas apds
a insergao) a 2,5 + 0,2 ng/ml (retirada do dispositivo).

Para evitar a formacao de um foliculo persistente preconiza-se sincronizar a
onda de crescimento folicular, para que todos os animais tenham um novo foliculo
em crescimento com capacidade ovulatéria apds a remogéao da fonte de P4, e desse
modo formar um CL saudavel para a realizacdao da TETF 7 dias depois. Assim,
verificou-se que a associagao de P4 e estrogenos no inicio do tratamento suprime o

crescimento dos foliculos e sincroniza a emergéncia de nova onda de crescimento
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folicular como descrito anteriormente nessa dissertagdo. A regresséo luteinica em
animais ciclicos é alcancada pela aplicacdo de E2 no inicio do tratamento ou pela
administracdo de PGF,, no momento da remocéao da fonte de P4.

Com a finalidade de aumentar a taxa de ovulagéo, pesquisadores estudaram
o efeito da administracdo de E2 24 horas apds a retirada dos dispositivos de P4,
visando induzir um pico de LH sincronizado (HANLON et al., 1996; MACMILLAN;
BURKE, 1996;: MARTINEZ et al., 1998). Verificaram que a aplicagdo de BE aumenta
e sincroniza a ovulagdo no grupo de animais tratados. Os efeitos dessa
administragdo de BE foram descritos por Marques et al. (2003), que mostraram que
a administracdo de BE 24 horas ap6s a retirada do CIDR® em primiparas Bos indius
X Bos taurus aumenta a taxa de ovulacéo (80,8 vs. 54,2 %, P<0,05), antecipa e
sincroniza eficientemente a ovulagéo (69,4 + 2,0 vs. 86,3 + 4,8; Teste de Bartlet:
P<0,05).

Os tratamentos com E2/P4/PGF,, foram utilizados em receptoras de embridao
para eliminar a necessidade de deteccdo do estro (TRIBULO et al., 2000). Vacas do
grupo E2/P4 receberam um dispositivo intravaginal contendo P4 (CIDR-B) associado
a 2 mg de BE e 50 mg de P4 IM no dia 0, PGF;,, no momento da remogéo do CIDR-
B (dia 7) e 1 mg de BE no dia 8. Nao observou-se o estro (considerado o dia 9). As
vacas do grupo controle foram tratadas com 2 doses de PGF,, com 14 dias de
intervalo e submetidas a observagdo de estro por 5 dias. Sete dias apds o estro
(grupo controle) ou apés o dia esperado do estro (grupo E2/P4), todos os animais
que apresentavam um CL (> 15 mm estimado por palpacéao retal) receberam por
transferéncia direta um embrido descongelado. As taxas de aproveitamento

(controle: 60,0% vs estrogeno/progesterona: 59,0%; P>0,05) e de prenhez nao
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diferiram entre os tratamentos (controle: 32,0% vs estrégeno/progesterona: 37%;
P>0,6).

Em um seguinte experimento o mesmo grupo de pesquisa comparou as taxas
de prenhez em receptoras tratadas com CIDR por 7 ou 8 dias (BO et al., 2001). Nao
observou-se diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos sobre a taxa de
aproveitamento das receptoras [7 dias: 46,2 % (30/65) vs. 8 dias: 56,3 % (36/64)],
taxa de concepcgéo [7 dias: 43,3 % (13/30) vs. 8 dias: 41,7 % (15/36)] e de prenhez
[7 dias: 20,0 % (13/65) vs. 8 dias: 23,4 % (15/64)].

Baruselli et al. (2001) trataram novilhas Bos indicus x Bos taurus receptoras
de embrido com CIDR por 7 dias, 2 mg de BE no dia 0, PGF;, no momento da
retirada do CIDR (dia 7) e 0,5 mg de BE no dia 8. O dia do estro foi considerado o
dia 9 e no 16 todos os animais foram examinados por ultra-sonografia para avaliacao
ovariana. Animais que apresentaram CL > 12 mm de didmetro receberam um
embrido descongelado produzido por MOET. Os autores verificaram uma taxa de
aproveitamento para TETF de 34,0 % (17/50), de concepgéo de 29,4 % (5/17) e de
prenhez de 10,0 % (5/50).

Por esses trabalhos conclui-se que esse tratamento eliminou a necessidade
de deteccdo de cio, sem comprometimento das taxas de prenhez, comparado aos
tratamento com PGF,, e subsequente observacao de estro. Apesar do uso de E2 e
P4 ter eliminado a detecgéo do cio, as taxas de prenhez mantiveram-se em torno de
20 a 35%, necessitando serem aumentadas (BO et al., 2002). Esse fato deve-se as
baixas taxas de ovulagédo encontradas em novilhas tratadas com E2 e dispositivos
intravaginais contendo P4.

As baixas taxas de ovulagcdo foram confirmadas em duas dinamicas

foliculares realizadas no Brasil pelo nosso grupo de pesquisa. Marques et al. (2003)
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trataram primiparas Bos indicus x Bos taurus com esse protocolo a base de E2 e P4
(CIDR por 8 dias). Os animais foram examinados por ultra-sonografia a partir do
momento da retirada do CIDR, por 5 dias a cada 12 horas, para caracterizacao da
dindmica folicular do tratamento. Os autores verificaram uma taxa de ovulacido de
60,0 % (15/25) nesses animais.

Na segunda dindmica, Baruselli et al. (2004) trataram novilhas Nelore (Bos
indicus) com CIDR por 8 dias, 2 mg de BE no dia 0, PGF2, no momento da retirada
do CIDR e 1 mg de BE para indugdo da ovulagédo no dia 9. Os exames ultra-
sonograficos foram realizados nos mesmos moldes que Marques et al. (2003).
Encontrou-se taxa de ovulagédo de 50% (10/20).

Carvalho et al. (2004), em um grande experimento, compararam a dinamica
folicular de animais Bos indicus, Bos indicus x Bos taurus e Bos taurus de aptidao
para corte (Nelore, Nelore x Angus e Angus) e para leite (Gir, Girolando e Holandés)
durante o tratamento com 2 mg de BE no dia 0, CIDR por 8 dias, PGF,, na retirada
do dispositivo (dia 8) e 1 mg de BE no dia 9. A ultra-sonografia foi realizada a cada
24 horas do dia 0 ao dia 8, e a cada 12 horas do dia 8 a ovulagao. Agrupando-se os
animais quanto a genética, encontrou-se taxa de ovulagao de 39,1 % para animais
Bos indicus, 72,7 % para Bos taurus e 84,0 % para Bos indicus x Bos taurus. Os
animais Bos indicus continuaram com uma baixa taxa de ovulacdo ao tratamento, no
entanto os Bos indicus x Bos taurus apresentaram taxa de ovulagdo maiores que as
até aqui descritas.

Os trabalhos relataram baixas taxa de ovulagdo em novilhas Bos indicus e
suas cruzas e esta peculiaridade da espécie promulgava aos pesquisadores de todo

mundo descobrirem estratégias para solver esse problema.



REVISAO DE LITERATURA 43

Uma estratégia pensada e testada por pesquisadores da América do Sul foi a
alteragdo do momento de administragédo de PGF,, no protocolo a base de P4. Esses
pesquisadores justificam que o crescimento do foliculo dominante em um ambiente
com menores concentragdes plasmaticas de P4 levaria o foliculo a atingir um maior
didmetro no estagio pré-ovulatério (STOCK; FORTUNE, 1993). Esse fato justifica-se
pela inibicdo exercida pela P4 sobre a pulsatilidade de LH (FIKE et al., 2004; NETT
et al.,, 2002; SANCHEZ et al.,, 1995). O didmetro de um foliculo saudavel em
crescimento esta diretamente correlacionado com a sua capacidade ovulatéria
(BURKE et al., 2001; SARTORI et al., 2001).

Um experimento (MORENO et al., 2002) foi elaborado para determinar se
com a alteragao da PGF;, do dia 8 para o dia 4, no tratamento com E2 e P4 para
sincronizacdo da ovulacdo, ocorreria um aumento na taxa de aproveitamento,
comparada ao tratamento padrao (PGF,, no dia 8). Ainda, foi sugerido que esse
foliculo atingiria um maior didmetro pré-ovulatorio e formaria um CL de maior
tamanho e com maior capacidade de secretar P4. Vacas Bos indicus x Bos taurus
foram tratadas com DIB®, 2 mg de BE e 50 mg de P4 IM no dia 0 e foram divididas
aleatoriamente para receber PGF,, no dia 4 (esperado dia da emergéncia da nova
onda de crescimento folicular) ou no dia 8 do tratamento (retirada do DIB). No dia 9
todos os animais foram tratados com 1 mg de BE e o dia 10 foi considerado o dia do
estro. No dia 16 todas as receptoras foram examinadas por ultra-sonografia e as que
apresentavam CL > 10 mm de didmetro foram selecionadas para TE. O tratamento
aumentou (P<0,05) a taxa de aproveitamento [Dia 4: 70,5 % (67/95) vs. Dia 8: 52,7
% (49/93)] e a taxa de prenhez [Dia 4: 41,1 % (39/95) vs. Dia 8: 21,5 % (20/93)], no

entanto ndo aumentou o tamanho do CL.
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Em outro experimento (MANTOVANI et al., 2004b), testou-se a mesma
hipotese que Moreno et al. (2002), mas com tratamentos diferentes. Quarenta
novilhas ciclicas (detecgdo de CL por palpagéo retal) foram sincronizadas com duas
administracées de PGF,, com 12 dias de intervalo. Os animais foram tratados com 2
mg de BE IM e com CIDR® no dia 0. O G1 foi tratado com CIDR novo e recebeu
PGF;, no dia 8, o G2 recebeu o mesmo tratamento do primeiro, no entanto a PGFy,
foi administrada no dia 5. O G3 e o G4 receberam o mesmo tratamento do segundo,
no entanto o CIDR foi previamente utilizado por 8 e 14 dias, respectivamente. No dia
8 retirou-se o CIDR e no dia 9 foi administrado 1 mg de BE em todos os animais. Os
exames ultra-sonograficos foram realizados a cada 24 horas do dia 5 ao dia 9 e a
cada 12 horas do dia 9 a ovulagdo. Verificou-se diferenca (P<0,05) nas
concentragdes plasmaticas de P4 médias (G1: 3,3 + 0,5% G2: 2,0 + 0,2°; G3: 1,9 +
0,2° e G4: 1,5 + 0,1° ng/ml) durante o tratamento. O crescimento folicular foi
negativamente correlacionado com a P4 plasmatica (r = -0.41, P<0,05). Os autores
verificaram um aumento no didmetro do foliculo pré-ovulatério, conforme era menor
a concentragao plasmatica de P4 (G1: 0,87 + 0,07° vs. G2: 1,00 + 0,062 vs. G3: 1,04
+ 0,072 vs. G4: 1,06 + 0,03* mm, P<0,05) e verificaram tendéncia de aumento da
taxa de ovulagdo pelo tratamento com PGF,, no dia 5 (G1: 60,0% (6/10)° vs. G2:
80,0% (8/10)% vs. G3: 77,8% (7/9)° vs. G4: 90,9% (10/11)°, P=0,086).

Carvalho et al. (2004) verificaram que novilhas tratadas com 2 mg de BE no
dia 0, CIDR por 8 dias, PGF3, na retirada do dispositivo (dia 8) e 1 mg de BE no dia
9 que recebiam uma aplicagao adicional de PGF;, no inicio do tratamento (dia 0)
apresentavam aumento da taxa de ovulagdo, quando comparados a animais que

nao receberam PGF;, no dia 0 [54,0 (30/37) vs. 78,8 % (26/33), P<0,05].
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Com esses tratamentos conseguiu-se aumentar a taxa de ovulagdo em
novilhas Bos indicus x Bos taurus e consequentemente a taxa de aproveitamento de
receptoras de embrides bovinos. Outra estratégia foi desenvolvida para aumentar as
taxas de aproveitamento, de concepgao e de prenhez em receptoras, o uso da

Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG).

2.4 USO DA GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA EM PROTOCOLOS DE

TETF

O eCG, previamente chamado de PMSG, é uma gonadotrofina glicoproteica
de peso molecular de 70.000 daltons (SCHAMS et al., 19782 apud KURAN;
HUTCHINSON; BROADBENT, 1996, p. 10) produzida pela placenta de equinos
durante a gestagcdao (COMBARNOUS, 1992). Entre os dias 25 e 35 da gestacéo da
égua, células do trofoblasto formam um tecido avascularizado chamado de cinta
coribnica que circunda o concepto. No dia 35 essas células passam a invadir o
endométrio uterino e em 48 horas formam-se estruturas de 0,5 a 1,0 cm chamadas
de calices endometriais (LUNN; VAGNANI; GINTHER, 1996). As células da cinta
coridnica passam a secretar o eCG, aproximadamente, do dia 33 ao 120 da
gestacao (MCDOWELL; ADAMS; BAKER, 1993).

Essa gonadotrofina é formada por duas cadeias (o e ), sendo a a idéntica

em todas as gonadotrofinas existentes (96 aminoacidos), e a B denota a diferencga

2 SCHAMS, S.; MENZER, C.; SCHALLENBERGER, E.; HOFFMAN, B.; HAHN, J.; HAHN, R. Some
studies on pregnant mare serum gonadotrophin (PMSG) and on endocrine responses after application
for superovulation in cattle. In. CONTROL OF REPRODUCTION IN THE COW, COMMISSION OF
THE EUROPEAN COMMUNITIES, Luxembourg, p. 25-80, 1978.



REVISAO DE LITERATURA 46

entre elas (149 aminoacidos), ou seja, a cadeia 3 é responsavel pela agdo de cada
gonadotrofina (COMBARNOUS, 1992). Na égua, o eCG estimula a formagao de
glandulas luteais acessorias para auxiliarem na manutencdo da gestacdo (LUNN;
VAGNANI; GINTHER, 1996).

Quando administrado em outras espécies, o eCG se liga aos receptores de
FSH e de LH, sendo a unica gonadotrofina capaz de se ligar simultaneamente a
receptores de LH e FSH em mamiferos, exceto nos equinos (MURPHY; MARTINUK,
1991). Essa gonadotrofina apresenta prolongado tempo de agao nos bovinos (50 a
120 horas) devido a propor¢cdo de &cido sidlico (10 a 15 %) presente na sua
molécula (SCHAMS et al., 1978° apud KURAN; HUTCHINSON; BROADBENT,
1996, p. 10). A remocgao do terminal sialico na cadeia de carboidratos diminui o
tempo de agdo do eCG (COMBARNOUS, 1992). Ainda, o eCG tem a capacidade de
se ligar aos receptores de LH no CL (STEWART,; ALLEN, 1981) levando a um
aumento da produgédo de P4 (BARUSELLI, et al., 2001; BARUSELLI et al., 2004;
MARQUES et al., 2003).

Devido a acado FSH do eCG, ele foi extensivamente utilizado a campo em
programas de superovulagdo de doadoras e em diversos estudos com doadoras de
embrides (BOLAND; GOULDING; ROCHE, 1991; ELSDEN, NELSON, SEIDEL,
1978; GOULDING et al., 1991; LOPEZ DA COSTA; CHAGAS E SILVA; ROBALO
SILVA, 2001). Dessa forma o uso de eCG em programas de sincronizagcao da
ovulagao para IATF e TETF tém sido cada vez maior no intuito de aumentar a

eficiéncia desses programas.

® SCHAMS, S.; MENZER, C.; SCHALLENBERGER, E.; HOFFMAN, B.; HAHN, J.; HAHN, R. Some
studies on pregnant mare serum gonadotrophin (PMSG) and on endocrine responses after application
for superovulation in cattle. In. CONTROL OF REPRODUCTION IN THE COW, COMMISSION OF
THE EUROPEAN COMMUNITIES, Luxembourg, p. 25-80, 1978.
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Na sincronizacdo da ovulacdo de receptoras de embrido, o eCG vem sendo
utilizado na superestimulacdo ovariana para a formacdo de multiplos CL,
aumentando a taxa de aproveitamento e a concentracdo plasmatica de P4 das
receptoras.

A P4 desempenha papel fundamental na gestagao que se inicia, agindo sobre
o epitélio endometrial para induzir a secrecdo de fatores indispensaveis para o
desenvolvimento embrionario (BARNES, 2000). A sincronizagéo entre o embrido e o
endométrio é regulada pela elevagdo pds-ovulatéria da P4. E provavel que tanto o
momento da elevagdo da P4 como sua concentracdo na fase lutea sejam
importantes para a manutengdo da gestagdo (GOFF, 2002). Demonstrando esse
fator, trabalho recente (HOMMEIDA; NAKAO; KUBOTA, 2004) acompanhou a curva
de crescimento da P4 em vacas Holandesas apos a IA e verificou efeito significativo
do padrdo de aumento da curva da P4 sobre a taxa de concepcéo. Animais que
alcancaram 1 ng/ml de P4 apos 5 dias da IA apresentaram reduzidas taxas de
concepgao (dia 6: 57%; dia 7: 40%; dia >7: 0%), comparados aos animais que
tiveram um aumento até o dia 5 (85%).

As concentragdes plasmaticas de P4 parecem ter correlagdo positiva com o
reconhecimento materno da gestacdo em vacas. Mann, Lamming e Fray (1995)
analisaram diariamente as concentracdes plasmaticas de P4 durante 30 dias apds a
IA, tendo verificado que fémeas que se tornaram gestantes apresentavam maiores
concentragdes de P4 que as nao gestantes.

Assim, o mecanismo pelo qual a P4 mantém a prenhez é através do estimulo
da producédo de interferon-t pelo concepto. Mann et al. (1999) demonstraram que
vacas com alta concentracdo plasmatica de P4 durante o periodo critico,

apresentam conceptos maiores e com maior capacidade de secretar interferon-r.
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Baixas concentracdo de P4 podem alterar as secre¢des do endométrio, resultando
em baixas secregdes de interferon-t por um concepto subdesenvolvido. De fato
Mann e Lamming (2001) recuperaram conceptos 16 dias apoés a IA e os
classificaram como bem ou mal desenvolvidos. Observaram que baixas
concentracdes plasmaticas de P4 durante a fase luteinica, bem como o atraso na
elevacdo da concentracdo plasmatica de P4, estavam relacionadas com embrides
mal desenvolvidos e com menor capacidade de secretar interferon-t. Esse fato havia
sido verificado por Geisert et al. (1988), que observaram que a suplementacao da P4
enddgena aumentou a taxa de crescimento dos embrides e, consequentemente, sua
capacidade de secretar interferon-r.

Kerbler et al. (1997) trataram novilhas com 1500 Ul de hCG no dia 5 apds a |IA
para induzir a ovulagdo do foliculo dominante da segunda onda de crescimento
folicular e a formacdo de um CL acessorio com intuito de aumentar as
concentragbes plasmaticas de P4 durante o diestro. Verificaram que os embrides
dos animais tratados apresentaram uma tendéncia de maior producao de interferon-t
que os dos animais nao tratados. Os autores verificaram uma correlagdo positiva
(r=0,6; P < 0,05) entre a area sob a curva da concentragédo plasmatica de P4 durante
o ciclo estral e a secregao de interferon-t pelo concepto. O tratamento com hCG
aumentou a P4 estatisticamente 8 dias apds a IA.

Reis et al. (2004) compararam a concentragcdo plasmatica de P4 em novilhas
receptoras de embrido no dia da inovulagéo (dia 7) com a subsequente taxa de
concepcgao 30 dias ap6s a TE. Observaram que animais que apresentavam a P4
plasmatica entre 0 e 0,99 ng/ml apresentaram taxa de concepgao de 39,2%

(40/102)%; entre 1,00 e 1,99 ng/ml, de 44,6% (70/157)ab; entre 2,00 e 2,99 ng/ml, de
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46,0% (52/113)*; entre 3,00 e 3,99, de 55,7% (34/61)° e > 4,00 ng/ml, de
52,3%(57/109)°, diferencas estatisticamente significativas (P<0,05).

Ainda, Remsen e Roussel (1982) observaram que, quando as concentragoes
de P4 em receptoras de embrido estavam abaixo de 2,0 ng/ml, as taxas de prenhez
eram de 20%, enquanto que concentragdes de 2,0 a 5,0 ng/ml estavam relacionadas
com taxas de 74%.

Esses achados estdo de acordo com Niemann, Sacher e Elsaeser (1985) que
obtiveram taxas de concepc¢ado de 51,1 % em receptoras de embrides bovinos
descongelados quando a concentragdo plasmatica de P4, no dia da inovulagdo néo
cirargica, estava entre 2 e 5 ng/ml; quando a P4 estava abaixo de 2 ng/ml as taxas
de concepgao foram de 35,3 %.

No entanto, outros autores nao verificaram efeito benéfico de maiores
concentracbes plasmaticas de P4 sobre a taxa de concepcdo em receptoras de
embrido (HASLER et al., 1980; NOGUEIRA et al., 2004; PAYAS et al., 1989; SPELL
et al., 2001).

Fuentes e De La Fuente (1997) foram os primeiros a reportar que o
tratamento com 1000 Ul de eCG no dia 4 do tratamento com 17 estradiol e PRID®
por 6,5 dias em novilhas Holandesas resultou em multiplos CL (2 a 5 por ovario),
maior (P<0,05) numero de receptoras selecionadas para TE (89,7%) e maior taxa de
prenhez (58,6%) quando comparados as novilhas sincronizadas com o mesmo
tratamento sem eCG (49,1% e 22,2%, respectivamente). As receptoras tratadas com
dose unica de PGFy, (44,8% e 19,0%, respectivamente) ou que receberam um
embrido 7 dias apds o cio natural (50,0% e 28,8%, respectivamente) também

apresentaram menor eficiéncia.
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Em outro estudo (BARUSELLI et al., 2001), novilhas Bos indicus x Bos taurus
foram tratadas com CIDR por 7,5 dias, combinado com 2 mg de BE e 50 mg de P4
IM no dia 0. Metade das novilhas receberam 800Ul de eCG no dia 5 e todas
receberam PGF,, no dia 7 e 1 mg de BE im no dia 8. O dia do estro foi considerado
o dia 9. Todos animais foram examinados por ultra-sonografia 1 dia antes da TE e
uma amostra de sangue foi colhida para determinagdo da concentragcao plasmatica
de P4. Os resultados revelaram que o tratamento com eCG aumentou (P<0,05) o
namero de ovulagdes (0,5 + 0,5 vs. 2,6 + 2,9 CL), a concentragao plasmatica de P4
(1,3 £ 0,8 vs. 4,2 + 3,7 ng/ml), a taxa de aproveitamento [34,0 (17/50) vs. 84,0%
(42/50)] e a taxa de prenhez [10,0 (5/50) vs. 42,0% (42/50)]. A taxa de concepgéao
também apresentou um aumento numérico [29,4 (5/17) vs. 55,3% (21/38)], no
entanto nao foi estatisticamente significativo. E também digno de nota que,
considerando apenas as receptoras com 1 CL, a area do CL (P<0,05) e a
concentragdo plasmatica de P4 (P<0,05) também foram maiores nas novilhas
tratadas com eCG (2,9 + 0,6 cm? e 2,3+1,6 ng/ml; n=8), que nas nao tratadas
(2,2+0,5 cm? e 1,3%0,8 ng/ml; n=17).

Tribulo et al. (2002) realizaram um posterior estudo para avaliar se uma menor
dose de eCG também poderia aumentar as taxas de prenhez em receptoras
inovuladas em tempo fixo. Vacas Bos taurus x Bos indicus foram tratadas com DIB
combinado com 2 mg de BE e 50 mg de P4 IM no dia 0. Metade das vacas
receberam 400Ul de eCG no dia 5 e todas receberam PGF,, no dia 5. O DIB foi
retirado no dia 8 e 1mg de BE foi administrado no dia 9. Todas as vacas foram
examinadas por ultra-sonografia um dia antes da TE. Embora esse tratamento néo
tenha resultado em muitas multiplas ovulagcdes como nos estudos anteriores, o

tratamento com eCG aumentou (P<0,05) o didmetro do CL (17,7 £+ 0,4 vs. 18,5+ 0,4
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mm), a taxa de concepgéao [41,7 (53/127) vs. 57,6% (76/132)] e a taxa de prenhez
[33,9 (53/156) vs. 48,7% (76/156)]. Em uma amostra de 55 receptoras inovuladas
colheu-se sangue para determinagdo das concentragdes plasmatica de P4. A
concentracao plasmatica de P4 em receptoras tratadas com eCG que apresentaram
2 ou 3 CLs (30,2+8,2 ng/mL; n=8) ou apenas 1 CL (7,5t£0,7 ng/mL; n=18) no
momento da TE foi significativamente maior (P<0,05) que nas receptoras nao
tratadas com eCG (5,7+0,4 ng/mL; n=29).,

Apesar de pesquisas anteriores terem demostrado a eficiéncia desse
protocolo, os animais sdo manejados por, no minimo, 4 vezes durante o tratamento.
Estudos anteriores mostraram satisfatérias taxas de ovulacdo e aumento das
concentragdes plasmaticas de P4 em animais tratados com eCG no momento da
retirada do dispositivo de P4 (BARUSELLI et al., 2004; MARQUES et al., 2003).

Dessa forma, um estudo recente foi realizado para tentar simplificar o
protocolo, reduzindo o numero de dias ou de injegbes durante o tratamento
(NASSER et al., 2004). Novilhas Bos indicus x Bos taurus receberam um DIB® e
tiveram a emergéncia da nova onda de crescimento sincronizada com BE e P4. As
novilhas foram tratadas com PGF5, e 400Ul de eCG no dia 5 ou no dia 8. O DIB® foi
removido no dia 8 e administrou-se 1 mg de BE em todos os animais. No dia 17,
todas as novilhas foram examinadas por ultra-sonografia e as consideradas aptas
receberam um embrido produzido in vitro. O numero de CL foi maior no grupo
tratado com eCG no dia 5 (1,35 + 0,08 vs. 1,13 + 0,04, P<0,05). A taxa de
aproveitamento [dia 5: 89,4 (135/151) vs. dia 8: 84,7% (127/150)] e de concepgéao
[dia 5: 52,6 (71/135) vs. dia 8: 48,0% (61/127)] foram estatisticamente semelhantes.
No entanto, a taxa de prenhez apresentou tendéncia (P=0,1) de melhores resultados

em novilhas tratadas com eCG no dia 5 [dia 5: 47,0 (71/151) vs. dia 8: 40,7%
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(61/150)]. Em um grupo de 154 receptoras foi determinada a concentragao
plasmatica de P4 no dia da TE (dia 7). O tratamento com eCG no dia 5 resultou em
maior concentracado plasmatica de P4 (2,4+0,3 vs. 1,7+0,2 ng/ml). Nesse grupo de
receptoras verificou-se maior taxa de concepgao (P<0,05) nos animais tratados com

eCG no dia 5 [55, 8 (43/77) vs. 41,6% (32/77)].

2.5 MORTALIDADE EMBRIONARIA E FETAL

A eficiéncia da propriedade rural depende da eficiéncia reprodutiva de seus
animais. No caso de leite, a quantidade de leite/ano da propriedade, e de corte, o
namero de bezerros nascidos por ano. As perdas embrionaria/fetais podem ter
efeitos devastadores sobre essa eficiéncia. Os animais sdo diagnosticados como
gestantes em torno do dia 40 de gestagao, e pouca atencado se emprega a partir de
entdo até momentos préximos ao parto, ao menos que hajam sinais evidentes de
perdas gestacionais.

O advento da ultra-sonografia e outros métodos para deteccdo precoce da
gestacdo propiciaram a caracterizagdo do momento das perdas gestacionais em
bovinos. Segundo o Comité de Nomenclaturas Reprodutivas em Bovinos* (1972
apud LOPEZ-GATIUS et al., 2002, p. 1252) o periodo embrionario estende-se da
concepgao ao final do periodo de diferenciagao (em torno de 42 dias), e o periodo

fetal estende-se do dia 42 ao parto.

* Committee on Bovine Reproductive Nomenclature. Recommendations for standardizing bovine
reproductive terms. Cornell Veterinarian, v. 62, p. 216-237, 1972.
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Diversos fatores influenciam a mortalidade embrionaria/fetal como o manejo,
idade do animal, lactagéo e procedéncia do embrido (SARTORI, 2004). Em bovinos
acasalados por IA ou por monta natural relatam-se perdas do diagnostico ao parto
de 5 a 6 % (DUNNE; DISKIN; SREENAN, 2000) chegando a 10% (LOPEZ-GATIUS
et al., 2002).

Resultados apresentados em Santos et al. (2004) mostraram uma perda
detectada por ultra-sonografia de 4,2% das gestacdes em novilhas de corte
primigravidicas entre 30-35 e 60-90 dias de gestagdo. Em novilhas de leite, Dunne,
Diskin e Sreenan (2000) também relataram perdas de 4,2 % entre o diagndstico aos
30 dias e o término da gestacdo. No entanto, Rivera, Lopez e Fricke (2004)
mostraram perdas muito mais elevadas (10,2%) entre 30 e 75 dias de gestagcéo. Em
vacas de leite de alta producéo estressadas esse indice pode chegar a 42,7% entre
27-30 e 40-50 dias (CARTMILL et al., 2001).

Na TE esse fator torna-se mais importante pelos maiores indices de perdas
relatados, principalmente em gestagdes resultantes de transferéncia de embrides
produzidos in vitro, os quais possuem padrdes de expressdo génica completamente
diferentes dos produzidos in vivo (NIEMANN; WRENZYCKI, 2000). Perdas
econdmicas causadas por perdas embrionarias/fetais sdo substanciais, ndo somente
pelo feto abortado, mas pela genética, custos da biotecnologia empregada e periodo
em aberto da fémea (JONKER, 2004).

Em gestagdes resultantes de TE produzidos in vivo, Zanenga e Pedroso
(1995) relataram perdas gestacionais entre 23-30 e 53-60 dias de 4,4 %. Esse indice
€ baixo comparado a Sartori et al. (2003), que avaliaram as perdas

embrionarias/fetais entre 25-32 a 60-66 em vacas de leite de alta producao criadas
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nos Estados Unidos. Os animais foram submetidos a TE de embrides produzidos in
vivo e encontrou-se perdas de 26,2 %.

Na transferéncia nuclear existe o relato de grandes perdas gestacionais, nao
comuns a gestagées normais (edema de placenta, hipertensdo pulmonar crénica,
hidroalantéide, sindrome do gigantismo). Mello (2003) obteve 9 gestagbes bovinas
aos 30 dias, chegando 7 aos 90 dias. No entanto, apenas 2 animais nasceram
viaveis, mostrando o alto indice de perdas gestacionais até o nascimento.

O CL é a principal fonte de produgdo de P4 na fémea bovina gestante, e o
embrido e o feto sdo dependentes da P4 luteinica por no minimo 200 dias de
gestacao (NISWENDER et al., 2000). O papel da P4 nas perdas embrionarias entre
a primeira e a terceira semana de gestagdao foi extensivamente estudada. No
entanto, poucos estudos analisaram o CL e a manutencido da gestacao a partir do
diagnostico. Foi relatada uma associagdo positiva entre CL adicionais e a
manutencéo da gestagcédo entre os dias 38 e 90: animais com CL adicionais tinham
8,3 vezes menos chance de perder a gestagcado que animais com CL unico (LOPEZ-
GATIUS et al., 2002).

Em um grande estudo (LOPEZ-GATIUS et al., 2004), 1098 gestagbes em
vacas de leite foram diagnosticadas nos dias 36-42 de gestacado e confirmadas no
dia 90. Os animais gestantes foram distribuidos em dois grupos experimentais. O
grupo controle ndo recebeu tratamento algum, enquanto nos animais do grupo
tratado foi inserido um PRID por 28 dias com o objetivo de suprir concentragdes
plasmaticas de P4 sub-6timas durante o periodo embrionario tardio e o fetal inicial,
diminuindo as perdas embrionarias/fetais nesse periodo. Os autores obtiveram 95

perdas (8,7%): 66 (12%) no grupo controle e 29 (5,3%) no grupo tratado. O grupo
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tratado apresentou 2,4 vezes menos chance de perder a gestacdo que o grupo
controle.

No entanto, um trabalho recente (NOGUEIRA et al., 2004) n&o verificou efeito
do numero de CL e da concentragdo plasmatica de P4 sobre as perdas
embrionarias/fetais entre 21 e 83 dias de gestagcdo em receptoras de embrides
bovinos superovuladas com eCG. Os animais com P4 de 3,93 + 0,73 ng/ml e 0,82
CL apresentaram 5,3% (1/18) de perdas; 4,24 + 0,43 ng/ml e 1,07 CL, 5,9% (1/16);
5,95 + 0,41 ng/ml e 1,16 CL, 0% (0/11); e 7,81 + 0,61 ng/ml e 1,68 CL, 18,2% (2/9).
Os resultados ainda mostram controvérsias sobre esse assunto e essa area

apresenta-se como uma area promissora para pesquisas futuras.
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3 HIPOTESE DO TRABALHO

Este trabalho testa a hipdtese de que, no protocolo de sincronizagdo da
ovulagdo com dispositivo intravaginal contendo progesterona para transferéncia de
embrides em tempo fixo, a administracao de eCG no dia 8 do tratamento apresenta
resultados semelhantes ao tratamento com eCG no dia 5. Verifica ainda, que a
administragao de reduzidas doses de eCG sao suficientes para se obter a mesma

eficiéncia.



OBJETIVOS 57

4 OBJETIVOS

e Determinar o momento mais apropriado para a administracdo de eCG no
protocolo de sincronizagdo da ovulacdo para transferéncia de embribes em

tempo fixo;

e Adequar a dosagem de eCG no protocolo de sincronizagdo da ovulagdo para

transferéncia de embrides em tempo fixo;

e Verificar as concentragbes plasmaticas de progesterona de acordo com o

tratamento;

e Mensurar a mortalidade embrionaria/fetal entre 30 e 60 dias de gestacdo de
acordo com as concentragdes plasmaticas de progesterona e com o numero de

corpos luteos no dia da inovulacéo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado na Fazenda Sonho Real, localizada no municipio
de Terenos — MS distante 70 Km de Campo Grande — MS, que ja adotava
rotineiramente programas de transferéncia de embrides, apresentando instalagbes
compativeis com a técnica.

Foram utilizadas 594 novilhas Bos indicus x Bos taurus sem prévio servigo
com idade entre 20 e 30 meses e escore de condicio corporal médio de 3,36 + 0,01
(escala 1-5). As ragas predominantes nos cruzamentos eram Nelore com: Simental,
Angus e Brangus. Os animais foram previamente submetidos a exame ultra-
sonografico para detecgdo de ciclicidade, apresentavam-se livre de Brucelose e
Tuberculose e estavam devidamente vacinados contra Leptospirose, Aftosa,
Clostridioses, IBR, BVD, PI3 e BRSV. Todos os animais eram suplementados com

sal mineral de boa qualidade e agua ad libitum.
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Figura 1 — Novilhas receptoras de embrido utilizadas no experimento. Terenos
- MS, 2003

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados. Os 4 blocos
apresentaram quantidades de animais semelhantes em cada tratamento. A raca
predominante das receptoras, o escore de condicido corporal, os acasalamentos e o
estagio de desenvolvimento embrionario foram levados em consideragéo para uma

divisao equitativa dos grupos experimentais.
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5.3 TRATAMENTOS

Ao inicio de cada réplica os animais foram distribuidos homogeneamente em
6 grupos experimentais (fatorial 3x2) de acordo com escore de condigdo corporal e
raca. Em dia aleatério do ciclo estral (dia 0) todas novilhas foram tratadas com um
dispositivo intravaginal contendo P4' e 2,0 mg de BE associados a 50,0 mg de P4
IM?. A partir desse momento os animais foram divididos para receberem 0,15 mg de
d-cloprostenol® IM (PGFa..) e 400, 500 ou 600 Ul de eCG* IM na manha do dia 5
(Grupos G-400d5, n=101; G-500d5, n=98; e G-600d5, n=100) ou na manhéa do dia 8
(Grupos G-400d8, n=100; G-500d8, n=99; e G-600d8 n=96). Os dispositivos foram
removidos na manha do dia 8 e 1 mg de BE? IM foi administrado na manha do dia 9.
O dia 10 foi considerado o dia do estro. No dia 17 foi inovulado um embrido
produzido in vitro nos animais aptos a TE, sem a observagédo de sintomatologia de

estro. Os grupos experimentais estdo descritos na tabela 1.

' DIB®, Syntex, Argentina.

% Index Farmacéutica, Brasil.

3 Prolise®, ARSA, Argentina.

* Novormon®, Syntex, Argentina.
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Tabela 1 — Grupos experimentais do presente experimento de acordo com a dose e
com o momento de administracdo de eCG. Terenos — MS, 2003

GRUPO DOSE (Ul) DIA
G-400d5 400 5
G-500d5 500 5
G-600d5 600 5
G-400d8 400 8
G-500d8 500 8
G-600d8 600 8

5.4 EXAMES ULTRA-SONOGRAFICOS

No dia 17 foi realizada a ultra-sonografia dos ovarios direito e esquerdo em
todos os animais para avaliar a presenca, didmetro e quantidade de CL. O aparelho
utilizado (B-mode) era munido de transdutor linear transretal de 5,0 Mhz’. A
visualizacdo ovariana foi obtida posicionando-se o transdutor em diferentes planos
até que o maior didmetro do CL fosse visualizado, quando entdo, era classificado de
acordo com o seu diametro (CL 18 — 18,0 a 19,9 mm; CL 20 — 20,0 a 21,9 mm; CL
22 - >22,0 mm). Nos animais superovulados era realizada a verredura da superficie
ovariana para contagem do numero de CL. As novilhas que apresentaram CL unico
> 18 mm de didmetro ou mais que 1 CL foram consideradas aptas a receberem um
embrido. Essas receptoras foram examinadas aos 30 e 60 dias de gestagao para o

diagndstico de gestagao e sexagem fetal, respectivamente.

> Aloka SSD 500 — Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japio.
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55 COLHEITA DE SANGUE E DOSAGEM DAS CONCENTRACOES

PLASMATICAS DE PROGESTERONA

No dia da avaliagao ultra-sonografica, em um grupo de animais (n=222) foram
colhidas amostras de sangue por punc¢éo da veia caudal, em tubos de vacuo de 10
ml contendo heparinae. Apos a colheita, as amostras permaneciam refrigeradas até
o momento que fossem centrifugadas a 823 g por 15 minutos’ para separagdo do
plasma. Este era retirado do tubo com o auxilio de pipeta, envasado em criotubo
previamente identificado e armazenado a —-20°C em freezer até o momento da
realizacdo da dosagem hormonal.

As dosagens de P4 foram realizadas por radioimunoensaio (RIE)® no
Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reprodugédo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ/USP). A sensibilidade de deteccdo do teste foi de 0,0076 ng/ml, e o
coeficiente de variagao intra e interensaio foram inferiores a 10%. A figura 2 resume

0 experimento descrito anteriormente.

8 Vacutainer®, Becton Dickinson & Company, EUA.
7 Centrifuga Excelsa Baby, Fanem®, Brasil.
¥ Progesterone Coat-A-Count®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA.
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BE (2 mg) PGF3,
+ +
P4 (50 mg) eCG (400, 500 ou 600 UI) e US
e sangue
BE (1 mq) e T[TEIE
\ 4 \ 4
1 1 1 >
dia 0 dia 5 dia 8 dia 9 dia 17
BE (2 mg) PGF;,
+ +
P4 (50 mg) eCG (400, 500 ou 600 Ul) « US
e sangue
BE (1 mq) e TETF
A\ 4 \ 4
I [ >
dia 0 dia 8 dia 9 dia 17

Figura 2 — Diagramas esquematicos dos tratamentos empregados nas receptoras
para transferéncia de embrides em tempo fixo
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5.6 PRODUGAO DOS EMBRIOES

Os embrides (Figura 3) foram produzidos in vitro por uma empresa comercial
brasileira® com protocolo previamente descrito (DAYAN et al., 2002). Apenas
embrides de qualidade | foram utilizados no experimento. Todos os embrides foram
transferidos pelo mesmo veterinario para se evitar variagbes quanto ao

procedimento da técnica de TE.

Figura 3 — Embrides utilizados no experimento. Terenos — MS, 2003

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram obtidos pelo programa SAS System for Windows (Statistical
Analyses System, 2000). Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados

foram testados quanto a normalidade dos residuos e a homogeneidade das

? Vitrogen Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia da Reprodugio Animal S/C Ltda.
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variancias. Caso ndo obedecessem as premissas, eram transformados (logaritmo na
base 10 — Log+oX ; Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X2) e se a normalidade nao
fosse obtida, empregava-se entdo o procedimento NPAR1WAY de analise de
variancia nao paramétrica.

Para a descrigdo dos resultados, foram empregadas as médias e seus
respectivos erros padrdes (média + erro padrdo da média) dos dados originais e os
niveis de significancia (P) dos dados originais, quando obedecessem as premissas;
dos transformados, quando necessaria a transformacio; e dos analisados pela
analise nao paramétrica, quando ndo obedecessem as premissas e nao houvessem
transformagdes possiveis. As variaveis resposta binomiais foram descritas pelas
suas propor¢des (porcentagens).

O nivel de significancia para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto
€, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram
diferencas estatisticas entre as variaveis classificatérias para uma determinada
variavel resposta. Para nivel de significancia de 0,05 até 0,1 considerou-se
tendéncia estatistica entre as variaveis comparadas.

Na variavel numero de CL em todos os animais, 2 receptoras do grupo G-
400d5, 2 do G-500d5, 1 do G-600d5, 1 do G-400d8 e 1 do G-600d8 foram removidas
das analises por se comportarem como outliers. Mesmo procedimento foi adotado na
variavel numero de CL nos animais selecionados para determinacdo da
concentragao plasmatica de P4 em 1 receptora do grupo G-400d5, 1 do G-500d5 e 1
do G-400d8. Para a variavel concentragao plasmatica de P4 no dia da inovulagao,
mesmo procedimento adotou-se para 1 animal do G-400d5, 1 do G-500d5, 1 do G-

600d5 e 1 do G-600d8.
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A variadvel resposta concentracdo plasmatica de P4 ndo obedeceu a
normalidade dos residuos, sendo a mesma obtida pela transformagao para fungao
logaritmica na base 10 de seus valores. O valor transformado da concentragcéo
plasmatica de P4 e a variavel numero de CL no momento da inovulagédo foram
analisadas pelo procedimento ONEWAY ANOVA.

As variaveis resposta taxa de aproveitamento, taxa de concepcgédo, taxa de
prenhez, classificacdo do CL e perda embrionaria/fetal foram analisadas pelo

procedimento NPARTWAY.



RESULTADOS

67

6 RESULTADOS

N&o se observou interagao estatistica entre blocos e tratamentos (P>0,05) e

entre dose e dia (P>0,05) sobre as variaveis apresentadas. Os efeitos dos

tratamentos sobre a taxa de aproveitamento, de concepgado, de prenhez e numero

de CL estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 — Taxa de aproveitamento, de concepcao, de prenhez e numero de CL em
receptoras de embrido bovino tratadas com dispositivo intravaginal
contendo P4 associado a 2 mg de BE e 50 mg de P4 no dia 0, PGF,, e
eCG no dia 5 ou 8, 1 mg de BE no dia 9 e inovuladas dia 17. Terenos —

MS, 2003
Taxa de Taxa de Taxa de NUmero de
Dose Dia N aproveitamento concepgao prenhez .
(%) (%) (%) corpos luteos

101
100

98
99

100
96

81,2 (82/101)°
83,0 (83/100)°

86,7 (85/98)°
80,8 (80/99)°

93,0 (93/100)°
81,3 (78/96)°

58,0 (47/81)°
45,8 (38/83)*

48,8 (40/82)*
39,2 (31/79)°

48,9 (45/92)
50,0 (39/78)™

46,5 (47/101)°
38,0 (38/100)

40,8 (40/98)®
31,3 (31/99)°

45,0 (45/100)™
40,6 (39/96)

1,24 + 0,05
1,10 + 0,04°

1,54 +0,11°
1,11 + 0,05°

2,37 +0,21°
1,17 + 0,06°

Efeitos principais

299
295

87,0 (260/299)°
81,7 (241/295)°

51,8 (132/255)F
45,0 (108/240

44,1 (132/299)
36,6 (108/295)°

1,74 + 0,09°
1,13 + 0,03°

400 5
500 5
8
600
8
5
8
400
500
600

201
197
196

82,1(165/201)
83,8 (165/197)
87,2 (171/196)

51,8 (85/164)
44,1 (71/161)
49,4 (84/170)

42,3 (85/201)
36,0 (71/197)
42,9 (84/196)

1,17 + 0,03°
1,33 + 0,06°
1,82 + 0,122

As médias ou proporgbes nas colunas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga
estatistica (a,b P<0,05; x,y P=0,07)
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Os efeitos principais séo indicativos de que a administracdo de eCG no dia 5
do tratamento apresenta taxa de aproveitamento estatisticamente superior (P<0,05)
a administracédo no dia 8. Ainda, de que as doses de eCG empregadas apresentam
taxas de aproveitamento semelhantes (P>0,05).

A taxa de concepgéao dos animais que receberam eCG no dia 5 do tratamento
apresentou tendéncia a ser superior que nos tratados com eCG no dia 8 (P=0,07).
Nao se observou diferenca estatistica entre as doses sobre a taxa de concepgao
(P>0,05).

A taxa de prenhez dos animais que receberam eCG no dia 5 do tratamento foi
superior a dos animais tratados com eCG no dia 8 (P<0,05). Nao se observou
diferenga estatistica entre as doses sobre a taxa de prenhez (P>0,05).

A administragéo de eCG no dia 5 induziu a formagédo de um maior numero de
CL que a administragao no dia 8 (P<0,05). Ainda, a administragao de 600 Ul de eCG
levou a formagao de maior numero de CL que as de 400 e 500 Ul (P<0,05). Nao se
observou diferenga quanto ao numero de CL entre 400 e 500 Ul (P>0,05).

As figuras 4a e 4b apresentam imagens ultra-sonograficas, no dia da
inovulagéo, de ovarios de animais superestimulados, no entanto sem a ocorréncia de

ovulagdes. As figuras 4c e 4d mostram ovarios superovulados.
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Figura 4 — Imagens ultra-sonograficas, no dia da inovulagao, ilustrando ovarios
superestimulados sem ocorréncia de ovulagdes (A e B) e superovulados
(CeD)

No grupo de receptoras em que foi determinada a concentragéo plasmatica
de P4 no dia da inovulagéo, ndo se observou interagao estatistica entre dose e dia
(P>0,05) sobre as variaveis apresentadas. A tabela 3 mostra o numero de CL e a

concentracéo plasmatica de P4 nesses animais.
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Tabela 3 — Numero de CL e concentragdo plasmatica de P4 em receptoras de
embrido bovino tratadas com dispositivo intravaginal contendo P4
associado a 2 mg de BE e 50 mg de P4 no dia 0, PGF,, e eCG no dia 5
ou 8, 1 mg de BE no dia 9 e inovuladas dia 17. Terenos — MS, 2003

Nl'lmero de Concentragﬁo
Dose Dia N corpos liteos plasmatica de P4
(ng/ml)
400 5 36 1,26 + 0,09 3,53 + 0,34
8 39 1,05 + 0,04° 2,45+ 0,26°
500 37 1,58 +0,15° 4,33 £ 0,69°
8 36 1,06 + 0,04° 2,56 + 0,29°
600 5 38 2,18 £ 0,272 6,10 + 0,98°
36 1,06 + 0,04° 3,20 + 0,34
Efeitos principais
5 111 1,69 + 0,122 4,68 + 0,432
8 111 1,06 + 0,02° 2,73+0,17°
400 75 1,15 + 0,05° 2,96 + 0,22°
500 73 1,33 £ 0,08° 3,45+0,38°
600 74 1,65 +0,16° 4,69 + 0,55°

As médias ou proporgdes nas colunas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca
estatistica (a,b P<0,05)

Os efeitos principais sao indicativos de que a administragdo de eCG no dia 5
induz a formagado de maior numero de CL que a administragdo no dia 8 (P<0,05).
Ainda, de que a administracdo de 600 Ul de eCG induz a formagao de maior nimero
de CL que a administracao de 400 e 500 ULI.

A administracdo de eCG no dia 5 resultou em maiores concentragdes

plasmaticas de P4 que no dia 8 (P<0,05). Ainda, o uso de 600 Ul apresentou
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maiores concentragdes plasmaticas de P4 que 400 e 500 Ul (P<0,05), sendo estes
semelhantes entre si (P>0,05).

N&do se observou interagdo estatistica entre dose e dia (P>0,05) sobre a
frequéncia de animais nas classificagbes do CL unico. Os efeitos principais sobre

essa variavel estdo demonstrados nos graficos 1 e 2.

a
80 - Mdiad @Ediag 65.7
(111/169)

60 - a 43,1
o a b 326 (94/218)
Yo 40 - b 24.8 007 (711218)

13,6 (53/218) (35/1’69)
20 - (23/169)
0 -

18 20 22

Diametro do corpo liteo Unico

Grafico 1 — Frequéncia dos animais de acordo com a classificacdo de CL unico e

com o dia de administracdo de eCG. Terenos — MS, 2003 (colunas na
mesma classificagdo com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca
estatistica, P<0,05)
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H400 @500 @600

80 -
549 57,4
60 i a 46,8 (73/133)(66/115)
(65/139)
o 34,5
Yo 40 - 226 (48/139) 27,1
18,7 18,0 o115 36/133) 20,0
(26/139) (24/133) (23/115)
20 -
0 - -

18 20 22

Diametro do corpo luteo Unico

Grafico 2 — Freqliéncia dos animais de acordo com a classificacdo de CL unico e

com a dose de eCG administrada. Terenos — MS, 2003 (colunas na mesma
classificacdo com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga estatistica,
P<0,05)

A tabela 4 mostra a propor¢do de animais superovulados, bem como a

distribuicdo em cada grupo.
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Tabela 4 — Porcentagem de superovulagéo e frequéncia dos animais de acordo com
o numero de CL em cada grupo experimental. Terenos — MS, 2003

Corpos lateos (%) Animais
Dose Dia N superovulados
1 2 3 >3 (%)
400 5 82 76,8 (63) 18,3 (15) 2,4 (2) 2,5(2) 23,2 (19/82)°
83 91,6 (76) 4,8 (4) 2,4 (2) 1,2 (1) 8,4 (7/83)°
500 5 85 69,4 (59) 15,3 (13) 5,9 (5) 9,4 (8) 30,6 (26/85)°
80 92,5 (74) 3,7 (3) 3,8 (3) 0 (0) 7,5 (6/80)°

600 5 93 50,5(47) 17,2(16) 10,8(10) 21,5(20) 49,5 (46/93)°
78 87,2(68) 6,4 (5) 5,1 (4) 1,3 (1) 12,8 (10/78)°

Efeitos principais

5 260 650(169) 17,0(44) 65(17) 11,5(30) 35,0 (91/260)

8 241 905(218) 5,0 (12) 3,7 (9) 0,8 (2) 9,5 (23/241)°
400 165 84,2 (139) 11,6 (19) 2.4 (4) 1,8(3) 158 (26/165)°
500 165 80,6 (133) 9,7(16) 4,9 (8) 48(8) 19,4 (32/165)°
600 171 67,3(115) 12,3(21) 82(14) 122(21) 32,7 (56/171)°

As proporgdes nas colunas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga estatistica (a,b
P<0,05)

Observou-se maior porcentagem de animais superovulados quando o eCG foi
administrado no dia 5 (P<0,05). A dose de 600 Ul de eCG induziu a superovulagéo
em uma maior porcentagem de animais, comparada a de 400 e 500 Ul (P<0,05),
sendo estas semelhantes entre si (P>0,05).

Nao foi verificada interagdo estatistica entre acasalamento e numero de CL
(P>0,05); entre estagio de desenvolvimento embrionario e numero de CL (P>0,05);
entre acasalamento e concentragdo plasmatica de P4 no dia da inovulagéo (P>0,05);
entre estagio de desenvolvimento embrionario e concentragéo plasmatica de P4 no

dia da inovulagao (P>0,05) sobre as perdas embrionarias/fetais. Assim criaram-se
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variaveis aleatdrias para mostrar as perdas gestacionais de acordo com o numero de

CL e com a concentragéo plasmatica de P4 (Graficos 3, 4 e 5).

20,0 - 2
15,0 - 17,5
33/189 b
X 10,0 -
10,2
5.0 - 4/49
0,0 T ]
unico multiplos

CL

Grafico 3 — Efeito da ovulagéo unica e da superovulagao em receptoras de embriao
bovino sobre a perda embrionaria/fetal entre 30 e 60 dias de gestagao.
Terenos — MS, 2003. Terenos — MS, 2003 (colunas com letras sobrescritas
diferentes, P=0,0547)
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20,0 - a
ab
15,0 - 175
2 100 A 33/189 14,3 ab b
’ 428
50 - 7,7 0,0
00 113 0/8
1 2 3 >3

numero de CL

Grafico 4 — Efeito do numero de CL em receptoras de embrido bovino sobre a perda

embrionaria/fetal entre 30 e 60 dias de gestagdo. Terenos — MS, 2003
(colunas com letras sobrescritas diferentes, P=0,0976)

20,0 +
15,0 - 17.9 17,4
15,2 7139 4123 143
2 100 | " s
’ 18
5,0
0,0
0-1,99 2-3,99 4-5,99 6-7,99 >8
P4 (ng/ml)

Grafico 5 — Efeito da concentragdo plasmatica de P4 no dia da inovulagdo em
receptoras de embrido bovino sobre a perda embrionaria/fetal entre 30
e 60 dias de gestagéo. Terenos — MS, 2003
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O grafico 3 mostra que as receptoras que apresentavam mais que um CL no
dia da inovulacédo tiveram uma tendéncia de menores perdas embrionarias/fetais
entre 30 e 60 dias de gestagdo (P=0,0547). Estratificando as superovulagdes,
verifica-se no grafico 4 que animais com mais de 3 CL apresentaram uma tendéncia
(P=0,0976) de menores perdas.

No grafico 5, apesar da redugdo numérica, nao verificou-se efeito da
concentracido plasmatica de P4 no dia da inovulagdo sobre as perdas

embrionarias/fetais.
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7 DISCUSSAO

No presente experimento verificou-se que receptoras sincronizadas com
dispositivo intravaginal contendo P4 associado ao eCG apresentaram altas taxas de
aproveitamento (acima de 80%) em todos os grupos experimentais. Os estudos
existentes na literatura, com a adicdo de eCG no protocolo a base de P4 para
sincronizacao de receptoras, também relatam taxas de aproveitamento semelhantes
as encontradas nessa investigagdo (BARUSELLI et al., 2001; FUENTES; DE LA
FUENTE, 1997; MORENO et al., 2003; NASSER et al., 2004; TRIBULO et al., 2002).

As receptoras tratadas com eCG no dia 5 apresentaram maior taxa de
aproveitamento que as tratadas no dia 8. A administragdo de eCG no inicio da onda
de crescimento folicular (dia 5) faz com que os foliculos cresgam sob a estimulagéo
de FSH e de LH, uma vez que o eCG permanece na corrente sanguinea por até 120
h e se liga aos receptores foliculares de FSH e de LH (MURPHY; MARTINUK, 1991).
Assim, animais que apresentariam um turn-over folicular antes da indugcédo da
ovulagdo, mantiveram o crescimento dos foliculos até o final do tratamento. No
grupo que recebeu eCG no dia 8, provavelmente, alguns animais apresentaram
regressao do foliculo dominante antes da administracdo de eCG, levando a uma
menor taxa de ovulacao e de aproveitamento.

Essa justificativa também pode explicar a menor taxa de aproveitamento,
apesar de apenas numeérica, encontrada por Nasser et al. (2004) em animais que
receberam eCG no dia 8 do tratamento com dispositivo intravaginal contendo P4

quando comparados aos animais tratados no dia 5 (84,7 vs. 89,4%).
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N&o se observou efeito de dose de eCG administrada sobre a taxa de
aproveitamento das receptoras. Dessa forma, o tratamento com 400 Ul de eCG se
mostrou eficiente para atingir satisfatorias taxas de aproveitamento, reduzindo os
custos do protocolo de sincronizagao.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos comparando doses de eCG
para a sincronizacdo de receptoras com dispositivo contendo P4. No entanto, nos
trabalhos publicados verificam-se taxas de aproveitamento semelhantes, apesar da
discrepancia entre as doses utilizadas. Fuentes e De La Fuente (1997), utilizaram
1000 Ul e encontraram 89,7% de taxa de aproveitamento; Baruselli et al. (2001),
empregaram 800 Ul e verificaram 84%; Tribulo et al. (2002) trataram as receptoras
com 400 Ul e relataram 84,6%; Nasser et al. (2004), utilizaram 400 Ul e observaram
87,0%, sugerindo que a dose de 400 Ul de eCG é suficiente para se alcangar
elevadas taxas de aproveitamento.

Nogueira et al. (2004) compararam doses de eCG em um protocolo com
observacao de estro para inducido de superovulagao de receptoras de embrido. No
dia 0 as receptoras foram tratadas com PGF,, e detectadas em estro apos 2 a 7
dias, sendo tratadas com 0, 200, 400 ou 600 Ul de eCG no dia 14. Receberam outra
aplicacao de agente luteolitico no dia 16 e foram submetidas a detecg¢ao de estro do
dia 18 ao 22. As taxas de aproveitamento (animais aptos a TE/animais tratados com
eCG) néo diferiram (0 = 58,1 %; 200 = 52,5 %; 400 = 58,7 %; e 600 = 57,3 %) de
acordo com a dose de eCG empregada. A detecgao de estro pode ter comprometido
a taxa de aproveitamento em todos os grupos, pois na literatura foi relatado que
animais com sangue Bos indicus apresentam estro de duragdo curta, quando
comparados a Bos taurus (MIZUTA, 2003), e elevado percentual de manifestagéo

durante o periodo noturno (PINHEIRO et al., 1998).
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A taxa de concepc¢ao apresentou tendéncia a ser superior nas receptoras que
receberam eCG no dia 5. Dois mecanismos podem ter proporcionado esse aumento,
sendo ambos relacionados com a elevacdo da concentracdo plasmatica de P4
durante o diestro, a qual foi superior nos animais tratados com eCG no dia 5.

Primeiro, elevadas concentragdes de P4 no ciclo subsequente a ovulagao
levam a reducdo do didmetro do foliculo dominante da segunda onda de
crescimento (ADAMS; MATTERI; GINTHER,1992; BERGFELT; KASTELIC;
GINTHER, 1991; LUCY et al., 1992), em virtude da diminuicdo da freqiéncia dos
pulsos de liberagdo de LH (FIKE et al., 2004; NETT et al., 2002; SANCHEZ et al.,
1995). Assim, menores concentracdes de estradiol - menor didmetro do foliculo
dominante da segunda onda - levariam ao atraso no mecanismo de lutedlise. A
diminuicdo do estradiol durante o diestro aumenta a duracdo do ciclo estral em
bovinos (HUGHES et al., 1987; MANN; LAMMING; FRAY, 1995; VILLA-GODOY et
al., 1985), proporcionando ao concepto alguns dias a mais de crescimento antes da
lutedlise.

Em ovelhas, além da diminuigdo do E2 produzido pelo foliculo da segunda
onda de crescimento folicular, a P4 bloqueia a expressao génica dos RNAm para os
receptores de E2 e ocitocina (responsaveis pelo desencadeamento dos pulsos de
PGF2,) no endométrio uterino durante os primeiros 2/3 do ciclo estral (SPENCER et
al., 2004), dessa forma o desencadeamento da lutedlise poderia ser dificultado por
uma maior bloqueio desses receptores em funcdo de maiores concentracdes
plasmaticas de P4. Em bovinos, existem relatos de que ocorre bloqueio na
expressao de receptores de E2 e P4 em diferentes momentos do diestro (BOOS et

al., 1996). O mecanismo para esse fato ainda néo esta elucidado.
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Segundo, o aumento da concentragdo plasmatica de P4 no diestro estimula
uma maior secregao de nutrientes pelo endométrio uterino (GEISERT et al., 1992).
Com isso, um melhor desenvolvimento dos embrides poderia aumentar a produgao
de interferon-t pelo concepto (KERBLER et al., 1997; MANN; LAMMING, 2001) e
bloquear a lutedlise de maneira mais eficiente (MANN; LAMMING; FRAY, 1995;
MANN et al., 1999; WATHES et al., 1998), aumentando as taxas de concepcéo.

Dois fatos demonstrados no presente experimento podem estar relacionados
com maiores concentragdes plasmaticas de P4 no dia da inovulagao. Primeiramente,
0s animais tratados com eCG no dia 5 apresentaram maior nimero médio de CL,
achado também relatado por Nasser et al. (2004), e maior propor¢ao de animais
superovulados. Esse fato pode ser devido ao status folicular no momento de
administracdo do eCG. O tratamento com 2 mg de BE e 50 mg de P4 administrado
no momento da inser¢do do dispositivo intravaginal contendo P4 resulta na
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular apdés 2 a 5 dias. Moreno et
al. (2001) encontraram 4,0 + 0,2 dias em Bos taurus, e Sa Filho et al. (2004), 3,6 +
0,7 dias em novilhas Bos indicus x Bos taurus de intervalo entre o tratamento e a
emergéncia da onda de crescimento folicular. Assim, quando o eCG foi administrado
no dia 5, a onda apresentava-se no inicio, em estagio anterior a dominancia folicular.
Devido ao seu prolongado tempo de agédo nos bovinos (MURPHY; MARTINUK,
1991), o tratamento com eCG no dia 5 estimulou o crescimento de mais de um
foliculo a ovulagéo, culminando em multiplas ovulagdes. Por outro lado, quando o
eCG foi administrado no dia 8, a dominancia estava estabelecida e resultou na
estimulacao e na ovulacdo de apenas um foliculo e, em poucos casos, também do

maior foliculo subordinado.
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O segundo fato que pode ter contribuido para o aumento das concentragdes
plasmaticas de P4 pode estar relacionado aos animais que apresentaram CL unico
no dia da inovulacdo. O aumento da producao de P4 pelo CL unico induzida apés o
tratamento com eCG pode ter levado ao incremento dos niveis plasmaticos de P4. O
eCG se liga aos receptores de LH do CL (STEWART; ALLEN, 1981) melhorando a
luteinizacdo e aumentando a producgao de P4. Experimentos anteriores (BARUSELLI
et al., 2004; MARQUES et al., 2003) que compararam o uso ou nado de eCG,
verificaram que nos animais tratados houve aumento da P4 plasmatica sem que
houvesse aumento significativo do tamanho do CL unico. Assim, o uso do eCG no
dia 5 pode ter luteinizado mais eficientemente os CL unicos pelo maior tempo de
exposicao a essa gonadotrofina, apresentando maior produgéo de P4 pelo CL que
as receptoras tratadas com eCG no dia 8.

Ainda, as receptoras que foram tratadas com eCG no dia 5 apresentaram
menor propor¢do de animais com CL pequeno (classificagdo 18) e,
consequentemente, maior porcentagem com CL grande (classificacdo 22). A
estimulagao prolongada pelo eCG a partir do dia 5 do protocolo pode ter induzido
maior crescimento dos foliculos ovulatérios, quando comparado aos dos animais
tratados com eCG no dia 8. Devido a isso, pode-se supor que um maior diametro
pré-ovulatorio foi alcancado pelos foliculos estimulados a partir do dia 5. Na
literatura, o didmetro do foliculo ovulatério foi positivamente correlacionado com o
diametro do CL formado, e este, com sua capacidade de producido de P4
(MANTOVANI et al., 2004a; VASCONCELOS et al., 2001). Santos et al. (2001)
também encontraram correlagao positiva e estatisticamente significativa entre a area
do CL e a sua capacidade de produzir P4. Ainda, maior area do CL influenciou de

maneira positiva as taxas de concepcdo em receptoras de embrido bovino
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(BARUSELLI et al., 2000b; TRIBULO et al., 2002) e em vacas de leite nos Estados
Unidos (VASCONCELOS et al., 2001). No presente experimento, ndo se verificou
efeito da dose de eCG empregada sobre a propor¢do de animais nos diferentes
tamanhos de CL.

Baruselli et al. (2001) observaram aumento da area do CL unico em
receptoras tratadas com 800 Ul de eCG no dia 5 do tratamento com CIDR® por 7,5
dias, comparadas as nao tratadas (2,15 + 0,46 vs. 2,86 + 0,63 cm?). Esse fato
também foi relatado por Tribulo et al. (2002) que administraram 400 Ul de eCG no
dia 5 do tratamento com DIB® por 8 dias e observaram aumento do diametro do CL
unico (18,5 + 0,4 vs. 17,7 + 0,4 mm), observando apenas 2 % de animais
superovulados.

Nessa investigacdo nao se observou efeito estatistico da dose de eCG
administrada sobre a taxa de concepc¢do. Mostrando que, assim como na taxa de
aproveitamento, 400Ul de eCG sao suficientes para se alcancar taxas de concepcao
satisfatorias. No entanto, o aumento das doses de eCG levou a um aumento do
namero médio de CL, da porcentagem de animais superovulados e das
concentracdes plasmaticas de P4 no dia da inovulagao.

Provavelmente, exista um limite para a taxa de concepcédo em relagdo a
concentracao plasmatica de P4. A partir desse momento outros fatores passam a ser
responsaveis por um possivel aumento da concepgdo (ambientais, inerentes ao
embrido, técnicos, etc.). Remsen e Roussel (1982) observaram aumento da taxa de
concepgao quando a concentragao plasmatica de P4 passou de 2 para 2 a 5 ng/ml
(20 para 74%). No entanto, quando a P4 passou de 2 a 5 para acima de 5 ng/ml, a
taxa de concepgdo manteve-se em 60%. Esse fato também foi observado por Reis

et al. (2004) que verificaram aumento da taxa de concepgdo em receptoras Bos
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indicus x Bos taurus de acordo com o aumento da P4 plasmatica no dia da
inovulagédo, com estabilizagdo da concepgéao a partir de 4 ng/ml.

Nogueira et al. (2004) encontraram taxas de concepg¢ao aos 21 dias apos a
TE de 44,2% para os animais controle, 53,1% para os tratados com 200 Ul de eCG,
25,0% para os tratados com 400 Ul e 25,6% para os tratados com 600 Ul. Os
autores discutem que essa queda da taxa de concepc¢ao nos grupos 400 e 600 Ul de
eCG deve-se a acao de LH do eCG sobre os foliculos maiores que 9 mm antes do
pico de LH enddégeno (maiores doses de eCG luteinizariam esses foliculos) e a
elevacado prematura da P4 devido ao numero elevado de ovulagdes por animal, o
que levaria a uma descarga prematura de PGF,,. No entanto, os resultados do
presente experimento indicam que mesmo o grupo com o maior numero de CL (G-
600d5 = 2,4 + 0,2) ndo apresentou reducdo da taxa de concepgédo. Baruselli et al.
(2001) também verificaram que receptoras com elevado numero de CL (2,6 + 2,9)
nao apresentaram comprometimento da taxa de concepcgéo.

A taxa de prenhez de um programa de TE caracteriza-se pelo produto entre a
taxa de aproveitamento e a taxa de concepgdo. Desse forma, qualquer alteragao
nesses dois fatores afetara a taxa de prenhez na mesma proporgédo. Como descrito
anteriormente, os resultados dessas duas variaveis foram afetados pelos tratamento,
de forma que se refletiu na taxa de prenhez que foi estatisticamente superior nos
animais tratados com eCG no dia 5 e semelhante entre as doses empregadas.

Um maior numero de CL apresentou tendéncia de reduzir as perdas
embrionarias/fetais entre 30 e 60 dias de gestacao. O aumento das concentragdes
plasmaticas de P4 mostraram apenas uma reducdo numérica das perdas
gestacionais de acordo com o aumento da P4, ndo sendo encontrada diferenga

estatistica, possivelmente, pelo numero de dados disponiveis para a realizacao
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dessa analise. Como citado anteriormente, o CL € principal fonte de producao de P4
na fémea bovina gestante e o embrido e o feto sdo dependentes dessa P4 do CL
por, pelo menos, 200 dias de gestagcdo (NISWENDER et al., 2000). Ainda, a
associagao direta encontrada por Lopez-Gatius et al. (2002) entre a manutengao da
gestacdo e o numero de CL; e a redugdo das perdas gestacionais em animais
tratados com fonte de P4 por 28 dias apds o diagnéstico (LOPEZ-GATIUS et al.,
2004) mostram relagao entre a progesterona e as perdas gestacionais.

O mecanismo para esse fato ainda ndo foi elucidado, no entanto, uma
hipotese poderia ser proposta. Em ovelhas, do dia 15 ao 50 de gestagédo ocorre uma
série de modificagdes morfolégicas e ultra-estruturais no tecido uterino para a
aderéncia do concepto e placentagao. Ocorre o desenvolvimento dos placentomas
nas areas carunculares do endometrio uterino, remodela¢gdes do tecido vascular e
crescimento substancial das glandulas endometriais intercarunculares (SPENCER et
al., 2004). A partir desse momento as células epiteliais do endométrio uterino
produtoras de PGF,, sao substituidas pelas ramificacbes das glandulas
endometriais (GUILLOMOTT, 1995), eliminando a capacidade do endométrio
produzir PGF,,. Transpondo esse raciocinio para bovinos, esse processo de
transicdo da fase embrionaria para fetal ocorre dos 28 aos 45 dias (NODEN;
LAHUNTA, 1990; ROBERTS, 1986). Apoés a IA, o tecido fetal responsavel pela
secregcao de interferon-t mostrou-se produtivo até 43 dias em cultivo in vitro
(STOJKOVIC et al., 1995) e até, no minimo, 38 dias in vivo (GODKIN; LIFSEY;
GILLESPIE, 1988). Pensando que o interferon-t produzido nesse periodo
embrionario tardio ainda estaria ativo no bloqueio da lutedlise (células produtoras de

PGF,, presentes), um concepto de maior tamanho seria mais eficiente em bloquear
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a lutedlise que um de menor tamanho, como acontece entre os dias 16 e 23 apds a
IA (MANN; LAMMING; FRAY, 1995; MANN et al., 1999; WATHES et al., 1998).

Assim o aumento do numero de CL e, consequentemente, de P4 plasmatica
levaria aos efeitos descritos anteriormente nessa dissertacao sobre o crescimento
embrionario, e um embrido de maior tamanho no periodo embrionario tardio seria
menos suscetivel a perda gestacional. Esse raciocinio pode ser reforcado pelo fato
de Beal, Perry e Corah (1992) terem relatado que a maioria das perdas gestacionais
em bovinos ocorrem durante o periodo embrionario (até o dia 42-45).

Sendo a manutencgéo de receptoras ndo gestantes um dos maiores custos em
programas de TE, o eCG associado a dispositivo intravaginal de P4 torna-se uma
ferramenta fundamental para obtengdo de maior taxa de aproveitamento das
receptoras em uma propriedade e, consequentemente, aumento da eficiéncia
produtiva e da lucratividade. Este protocolo eleva a taxa de prenhez de 10 a 20%
(em um programa com PGF;, e detecgao de estro ou com dispositivo intravaginal de
P4 sem o uso de eCG) para 35 a 45%, eliminando ainda a necessidade de detecgao

do cio.
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8 CONCLUSAO

A hipotese de que, no protocolo de sincroniza¢ao da ovulagédo com dispositivo
intravaginal contendo progesterona para transferéncia de embriées em tempo fixo, a
administracdo de eCG no dia 8 do tratamento apresenta resultados semelhantes a
no dia 5 foi rejeitada. A segunda hipotese de que a administracdo de reduzidas
doses de eCG sdo suficientes para se obter a mesma eficiéncia do protocolo foi

aceita.

Dentro das finalidades propostas, € possivel concluir que:

¢ A administracdo de eCG no dia 5 do protocolo de sincronizag¢ao da ovulacao para
transferéncia de embrides em tempo fixo apresentou maior taxa de
aproveitamento, de concepcao, de prenhez, numero de corpos luteos e
proporcdo de animais com CL uUnico de maior tamanho que o protocolo com

administragao no dia 8;

e O uso de 400 Ul de eCG foi adequado no protocolo de sincronizacdo da

ovulacao para transferéncia de embrides em tempo fixo;

e Maiores concentragdes plasmaticas de P4 foram obtidas com o uso de eCG no
dia 5. Receptoras tratadas com 600 Ul de eCG apresentaram elevagédo da P4

plasmatica;

e As perdas gestacionais entre 30 e 60 dias de gestagdo foram reduzidas em
animais superovulados. Nao se verificou reducédo das perdas embrionarias/fetais

nos animais com maiores concentragdes plasmaticas de progesterona.
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