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RESUMO

MOGOLLON, Waltero Edgar Mauricio, M.S., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Dezembro de 2009. Superovulagédo de fémeas
bovinas utilizando hormonio foliculo estimulante veiculado em uma matriz
polimérica biodegradavel de liberagcdo controlada. Professor orientador:

Reginaldo da Silva Fontes. Coorientador: Ricardo Lopes Dias da Costa.

O processo convencional de superovulacdo na espécie bovina precisa
de um grande numero de aplicacdes intramusculares do horménio FSH,
procedimento que aumenta o grau de manipulacdo e estresse dos animais.
Sendo assim, objetivou-se, neste trabalho, utilizar uma aplicacdo Unica de
horménio FSH com a dose total ou metade, incorporada a uma matriz
polimérica biodegradavel e biocompativel. Neste trabalho, foram utilizadas 30
novilhas da raca Nelore, separadas aleatoriamente em trés grupos: grupo-
controle, 100 mg de FSH divididos em trés injecOes a cada 36 horas; grupo 1,
apenas uma injecdo de 100 mg de FSH; e o grupo 2, 50 mg de FSH veiculado
na matriz polimérica. A resposta superovulatoria foi determinada por
ultrassonografia, segundo o nimero e o tamanho dos foliculos em crescimento
nos dias 0, 4, 6, 8 e 14 do protocolo, o0 numero de corpos lateos observados
dois dias antes da coleta de embribes, a quantidade e o grau de
desenvolvimento das estruturas coletadas no dia 7, apds a inseminacgao.
Observou-se efeito tanto das doses, do numero de aplicagbes de horménio
FSH, quanto do namero de estruturas coletadas (P> 0,05), sendo o resultado
superior no grupo 1, com média de 4,0 embrides por coleta Vs. 1,7 e 0,5 dos
grupos controle e 2 (50 % FSH) respectivamente. Conclui-se que o FSH
veiculado em uma matriz polimérica é eficiente em produzir superovulagédo em

novilhas Nelore, com apenas uma aplicagao subcutanea.

Palavras chave: FSH, Matriz polimérica, Nelore, Superovulacao.



ABSTRAC

MOGOLLON, Waltero Edgar Mauricio, M.S., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Dezembro de 2009. Superovulation of bovine heifers
using FSH hormone carried into biodegradable and control delivery polimeric
matrix. Advisor teacher: Reginaldo da Silva Fontes. Counselor: Ricardo Lopes

Dias da Costa.

The conventional process of superovulation in cattle need eight
intramuscular injections of FSH hormone which increases handling and stress
degree of animals. The aim of this work were to reduce the number of injections
for one and the amount of hormone FSH to 50% by incorporating it into a
biodegradable and biocompatible polymeric matrix. In this work were used 30
Nelore heifers were randomly divided in three groups. The control group
received 100 mg of FSH in three injections each 36 hours, while the other
groups received only one injection of 100 or 50 mg of hormone loaded in the
polymer matrix. The superovulatory response was determined according to the
number and size of growing follicles, in days 0, 4, 6, 8 and 14 of the protocol
and the number of corpora lutea (CL) two days before collection, by ultrasound
examination furthermore the quantity and development state of the collected
structures in the uterine washed. There was effect of the injections number or
FSH amount when compared to each treatment with the control group in the
number of collected structures, but presented statistical differences between
treatments, being superior result by 100% a single dose injection. It is
concluded that FSH loaded in polimeric matrix produce efficient super ovulation

in Nelore heifers.

Key words: Superovulation, polymeric matrix, Nelore cattle, FSH.
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1. INTRODUCAO

Na ultima década, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial de
embrides bovinos. Atualmente, encontra-se em posicdo de destaque com
quase 50% do total de embrides produzidos mundialmente. A atividade
concentrou-se, principalmente, nas racas zebuinas e taurinas de corte, com as
transferéncias realizadas a fresco, preferencialmente. (VARAGO et al., 2008)

Dentre as biotecnologias reprodutivas usadas nos ultimos tempos na
indUstria pecuaria, € cada vez mais comum 0 uso das que precisam da
ovulacdo multipla ou superovulacdo. Porém, ainda ndo é possivel diminuir o
efeito negativo gerado pelo manejo dos animais por causa da meia-vida curta
do horménio FSH que varia de 5 a 12 horas aproximadamente. (CALLEJAS et
al., 2002)

Os protocolos convencionais de superovulacdo requerem oito aplicacdes
de hormoénio FSH, o que causa estresse pela aplicacdo seriada em um
protocolo tradicional, aumentando a mé&o de obra envolvida no trabalho, o
manejo dos animais no curral, quando é necessario injetar o horménio
superestimulatorio a cada 12 horas.

Polimeros degradaveis em processos hidroliticos e/ou enzimaticos a
hidroxiacidos ndo toxicos sao usados comumente na medicina por oferecer
vantagens, como a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, além de a
possibilidade de constituir dispositivos apropriados para a veiculagdo de
medicamentos e diminuir a toxicidade dos medicamentos veiculados. (AMARAL
et al., 2007)

Atualmente, a industria farmacéutica tem conseguido grandes avancos
com matrizes poliméricas biocompativeis, biodegradaveis e termo-sensiveis,
capazes de encapsular e fazer liberagao controlada de medicamentos.

O custo dos hormdénios para sincronizacdo e superovulacdo é também
um dos problemas que enfrenta a TE. Sendo assim, neste trabalho, foram
avaliadas ndo s6 a diminuicdo do numero de vezes em que 0S animais entram
no curral, mas também a quantidade de horménio FSH injetada, visto que a

matriz polimérica permite a liberagcdo controlada e constante, diferente do
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sistema de duas injecdes diarias. Por isso, abaixar os custos da superovulacao
na TE tradicional representa uma interessante alternativa na industria pecuaria.

Neste trabalho, testou-se uma matriz polimérica, constituida por Pluronic
F127 e Poli vinil alcool, incorporando, na mesma, o horménio FSH para
conseguir a superovulacdo com uma sO injecdo subcutdanea em novilhas da

raca Nelore, além de testar o uso de uma dose mais baixa de FSH.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.

Realizar superovulacdo em fémeas bovinas, utilizando o horménio FSH
veiculado em uma matriz polimérica biodegradavel de liberacdo controlada.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Avaliar o efeito de uma so6 injecdo de hormdnio foliculo estimulante
(FSH), veiculada numa matriz polimérica biodegradavel de liberacdo
controlada, na estimulacdo ovariana, mediante a contagem das estruturas
ovarianas (foliculos ou corpos luteos) por ultrassonografia.

Avaliar o efeito da reducdo da dose hormonal na superovulacgéo.

Avaliar quantidade e a qualidade dos embrides obtidos mediante estes

protocolos de superovulacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 OOGENESE E FOLICULOGENESE.

A oogénese pode ser definida como o desenvolvimento e diferenciagéo
das células germinativas primordiais da fémea, culminado com a formacéo do
ovocito haploide apto para a fecundagéao. O processo inicia-se na vida fetal da
fémea bovina (120-140 dias de gestacdo) e finaliza com a formagédo dos
foliculos primordiais. (WANDJI et al., 1992; FERNANDES et al., 2009)

Os ovérios dos mamiferos contém milhares de ovocitos inclusos em
foliculos ovarianos (antrais e pré-antrais). Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90% da populacdo folicular e sdo responsaveis pela constante
renovacdo de foliculos antrais no ovario. No entanto, cerca de 99,9% dos
foliculos de um ovario ndo ovulam, param de desenvolver por um processo
fisiol6gico conhecido como atresia. (Saumande, 1991, citado por ANDRADE et
al., 2005)

Por outro lado, a foliculogénese corresponde ao processo de formacao,
crescimento (por aumento do didametro ovocitario, multiplicacdo das células da
granulosa e desenvolvimento do antro) e maturacéo folicular (Figura 1). Esse
processo tem inicio com a formacdo do foliculo primordial e culmina com o
estagio conhecido como foliculo de De Graaf ou pré-ovulatorio. (Saumande,
1991, citado por ANDRADE et al, 2005; FERNANDES et al., 2009)

Figura 1: Representacdo esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos. 1- Foliculo
Primordial; 2 - Foliculo Priméario; 3 - Foliculo Secundério; 4 - Foliculo Terciario com antro
pequeno; 5 - Foliculo Pré-ovulatério (adaptado de ANDRADE et al., 2005).
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O foliculo é a unidade morfofuncional do ovario mamifero e apresenta
uma dupla fung&o: proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e a
maturacdo do odécito e produzir substancias, principalmente esteroides, além de
diferentes peptideos. (FORTUNE et al., 2000)

O oocito desempenha um papel muito ativo na promocéo e crescimento
do foliculo, e orienta a diferenciacéo de células da granulosa. O odcito faz isso,
em parte, pela secrecdo de fatores de crescimento paracrinos soluveis que
atuam sobre suas vizinhas células da granulosa que, por sua vez, regulam o
desenvolvimento oocitario. (GILCHRIST et al., 2004)

O odcito ndo € um mero expectador ou receptor de acdes paracrinas
oriundas das células vizinhas, na fase pré-antral. Ele participa ativamente na
inducdo da proliferacdo e da diferenciacdo das células da granulosa.
(GILCHRIST et al., 2004)

A comunicacao entre o odcito e as células da granulosa é proporcionada
por processos citoplasmaticos trans-zonais (TZP) e pela secrecdo de
mediadores paracrinos. As TZPs sdo extensdes das células da granulosa que
penetram por meio da zona pellcida e atingem a membrana do ovdcito, onde
juncdes do tipo gap (gap junction) permitem transporte bidirecional de
moléculas reguladoras. (ALBERTINI et al., 2001)

J& a comunicacdo paracrina entre o ovécito e as células da granulosa,
embora também bidirecional, € mediada por varios fatores de crescimento
produzidos por ambos os tipos celulares, dentre os quais, destacam-se o fator
de células-tronco (SCF; também conhecido como kit-ligante: KL) e os membros
da familia dos Fatores de Crescimento e Transformacdo-b (TGF-b),
particularmente o Fator de Crescimento e Diferenciacdo-9 (GDF-9) e a Proteina
Morfogenética Ossea-15 (BMP-15, também conhecida como GDF-9B)
(BURATINI, 2007)

Ha muitos hormbnios que regulam o desenvolvimento folicular, mas os
chamados gonadotrofinas, FSH e LH, sdo os mais importantes. Eles sé&o
glicoproteinas produzidos no l6bulo anterior da pituitaria, e sua funcéo principal
€ a estimulacdo das gonadas. A funcdo primaria do FSH nas fémeas é a
estimulagdo do crescimento dos foliculos antrais, e a do LH é causar ovulagéo
e formacéo dos corpos luteos. (SENGER, 2003)
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3.2 CICLO ESTRAL BOVINO.

O ciclo estral nos bovinos tem variacdo de 17 até 25 dias, apresentando
grandes semelhancas entre as fémeas zebuinas e as taurinas. (FORTUNE,
1993; BARROS et al., 1995)

O ciclo estral dos bovinos pode ser dividido em duas fases distintas. A
primeira é a fase folicular, caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo,
estrutura no ovario que contém o ovécito, que ocorre durante a etapa
denominada proestro e culmina com a liberagdo do mesmo (ovulagéo) no final
do estro. A segunda, denominada de fase luteinica, € caracterizada pelo
desenvolvimento do corpo liteo nas etapas de metaestro e diestro. Esta
estrutura, formada ap6s a ruptura do foliculo, produz progesterona, que é o
hormonio responsavel pela manutencéo da gestacao. (HAFEZ e HAFEZ, 2004)

Durante o ciclo estral, podem-se diferenciar as etapas de crescimento
dos foliculos ovarianos que, nas fémeas bovinas, podem ser divididas em trés
fases:

- Recrutamento - Quando varios foliculos primarios passam a se
desenvolver concomitantemente. Esta fase é dependente do FSH.

- Selecao e dominancia - Na qual, um foliculo cresce mais que 0s outros,
tornando-se dominante e inibindo o crescimento dos demais (subordinados).
Esta fase é dependente do LH.

- Ovulacédo e atresia - O foliculo dominante ovula apds um pico de
liberacdo de LH. No entanto, se houver um corpo liteo ativo, os niveis de
progesterona estaréo altos (fase luteal), inibindo a liberacdo de LH (feed back
negativo), e entdo o dominante entra em atresia, e uma nova onda de
crescimento folicular se inicia. A ultima onda folicular de cada ciclo culmina com
a regressdo do corpo luteo, induzida pela prostaglandina F2a, liberada no
atero. Com a diminuigdo dos niveis de progesterona, cessa a inibicdo sobre a
hipofise para a producéo de LH que é liberado, induzindo o crescimento final do
foliculo, a ovulacédo e a posterior luteinizacdo, formando um novo corpo lateo.
(BARUSELLI et al., 2008)
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3.3 DINAMICA FOLICULAR.

No final da década de 80, trabalhos utilizando a ultrassonografia em
tempo real documentaram que o crescimento folicular nos bovinos acontece
em ondas (BO, 2002; ERENO, 2002), que podem ocorrer desde antes da
puberdade, e cujo numero pode variar de duas até quatro em cada ciclo.
(HOPPER et al., 1993; GINTHER et al., 1989)

Duas hipoteses foram propostas inicialmente para explicar a dinamica
folicular durante o ciclo estral dos bovinos: 1 - o desenvolvimento folicular em
duas ondas; 2 - o desenvolvimento folicular é continuo.

A primeira hipétese foi descrita por Rajakoski (1960), que realizou
estudos histoldgicos dos ovérios provenientes dos matadouros. Este prop6s um
modelo no qual o crescimento folicular acontece em duas ondas, durante o
ciclo estral: sendo que a primeira onda inicia-se logo apdés a manifestacao do
cio e a segunda, entre os dias 12 e 14, que, de acordo com Pierson e Ginther
(1988), cada uma delas apresenta um foliculo que cresce até o diametro pré-
ovulatorio.

A segunda hipotese prop6s que o crescimento folicular apresenta-se
continuo e independente da etapa do ciclo. (SIROIS e FORTUNE, 1988).

A primeira hip6tese foi avaliada posteriormente em 1981, comprovando,
histologicamente, a teoria das duas ondas. (GINTHER et al., 1996; ADAMS et
al., 2008)

Na segunda metade da década de 80, entretanto, o desenvolvimento da
ultrassonografia transretal permitiu fazer o acompanhamento continuo dos
eventos ovarianos durante a totalidade do ciclo estral, conseguindo a solucéo

das controveérsias nas duas hipoteses (Figura. 2).
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Ciclo estral de duas ondas
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Figura 2: Dindmica de desenvolvimento folicular ovariano e secrecdo de gonadotrofinas nos
ciclos estrais de duas e trés ondas em vacas (Adaptado de Adams et al., 2008).

E, assim, chegou-se a conclusdo de que o crescimento folicular pode
apresentar duas, trés e até quatro ondas foliculares dentro de um sé ciclo
estral. O numero de ondas foliculares é influenciado por muitos fatores, como
nutricdo, paricéo e status de lactacédo. (GINTHER et al., 1996)

Diferentes horménios regulam o desenvolvimento dos foliculos, mas os
horménios gonadotropicos, FSH e LH séo considerados os mais importantes. A
funcdo principal do FSH nas fémeas é a estimulacdo do crescimento dos
foliculos antrais, enquanto o LH induz a ovulacdo e a formacdo do CL.
(SENGER, 2003)

Nas primeiras etapas de desenvolvimento dos foliculos (3-5 mm), estes
respondem as gonadotrofinas. Tal etapa é denominada de recrutamento. Ela
esta associada a elevagdo das concentra¢des plasmaticas do horménio FSH. A
concentracdo de FSH atinge o seu pico maximo quando o maior foliculo, o
dominante, atinge o tamanho de 4-5 mm. A partir desse momento, o foliculo
dominante cresce por seis dias de forma linear, conseguindo aumentar as
concentracdes periféricas de estrogenos e andrégenos. (ADAMS et al., 1992;
GINTHER et al., 1989; SUDERLAND et al., 1994)
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O FSH esta relacionado a emergéncia da onda de crescimento folicular,
momento no qual atinge concentragbes maximas, quando os foliculos
recrutados apresentam diametro médio de 4 mm. Deste momento em diante,
as concentracdes decrescem até alcancarem o nadir proximo ao desvio, com
relatos variando desde 32 horas antes até 10 horas apds a selecao folicular.
(KULICK, 1999; GINTHER, 2000)

Em bovinos da raca Holandesa, a divergéncia folicular € marcada pela
diferenca nas taxas de crescimento dos dois maiores foliculos. Esta
divergéncia estd associada a eventos endocrinos e celulares, como o
decréscimo dos niveis de FSH, aumento das concentragdes circulantes de 173-
estradiol, aumento de IGF-I e aumento na expressao de receptores para LH.
(GINTHER, 2001 e SARTORI et al., 2001)

Perto do terceiro dia, com 8,5 mm de diametro, nas fémeas Bos taurus
taurus e 7,2 mm nas fémeas Bos taurus indicus, o foliculo dominante adquire
receptores para o LH, nas células da granulosa, considerado o momento do
desvio, a partir do qual passa a exercer a dominancia (Figura 3). Mesmo com
niveis basais de FSH, o foliculo dominante atinge o seu platd ap6s o desvio,
gracas ao efeito positivo do LH, cujo crescimento € limitado pela progesterona
(P4) secretada pelo corpo luteo (CL), que promove a diminui¢do da frequéncia
e aumenta a amplitude dos pulsos de LH. (GARVERICK et al., 1992;
RAJAMAHENDRAN et al., 1994; BERGFELT et al., 1995)

Subespécie B. taurus taurus B. taurus indicus

Fase da Novilha Vaca Novilha Vaca
Dinamica folicular

Emergéncia 3,6 (mm) 4,2(mm) 3,0(mm) 3,5 (mm)
Desvio 85(mm) 7,2(mm) 6,2(mm) 5,9 (mm)
Ovulagéo 16,5 (mm) 17,2 (mm) 11,3(mm) 12,1 (mm)

Figura 3: Comparacéo do diametro, em milimetro, dos foliculos de novilhas e vacas B. taurus
taurus e B. taurus indicus. Kulick. 1999; Ginther, 2003; Gimenez, 2006
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Apés a mudanca na dependéncia gonadotroéfica, o LH passa a assumir
papel fundamental na fase final de crescimento e maturacéo folicular. Embora
uma elevacao transitéria, nas concentracbes deste horménio, tenha inicio 32
horas antes até um periodo de 48 horas, apds a divergéncia folicular, seu
envolvimento no processo de sele¢do ainda ndo esta claramente definido.
Sabe-se, entretanto, que o LH estimula a producéo intrafolicular de esteroides
e de sistemas de fatores de crescimento envolvidos nos mecanismos de
desvio. (DRIANTCOURT, 2001; GINTHER, 1998)

A queda nos niveis de FSH ocorre devido a retroalimentacdo negativa
sobre a hipdfise, causada pela acdo combinada da inibina e do estradiol,
produzidos por foliculos maiores que 5 mm, em fémeas Holandesas. Porém,
esta acdo conjunta dos foliculos ocorre somente até a fase de crescimento
comum. ApoOs a divergéncia folicular, apenas o foliculo dominante é o
responsavel pela inibicdo desta gonadotrofina. (GINTHER, 2003; GIBBONS et
al., 1997; FORTUNE et al., 2004)

Ao atingir o platd, o foliculo dominante entra na fase denominada
estatica, na qual exerce sua dominancia sobre os foliculos subordinados por
mais seis dias, causando a atresia destes. Depois e jA& sem a secrecdo
continua dos andrégenos produzidos pelo foliculo dominante, ocorre um novo
pico de FSH, responsavel pelo inicio da nova onda de crescimento folicular.
(ADAMS et al., 1992)

No mecanismo de dominancia, € muito importante o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1). Este fator estd envolvido na estimulacdo da
célula da granulosa, na proliferacdo da teca e na esteroidogénese, as quais
sdo responsaveis pela biodisponibilidade de receptores para FSH. Essa
biodisponibilidade de receptores ja estd presente em maior quantidade no
foliculo dominante tdo logo este € identificado morfologicamente como
dominante, o que demonstra a sua atuagdo de dominéncia concomitante a
emergéncia da onda folicular. (FORTUNE et al., 2004)

O crescimento do foliculo dominante promove o aumento das
concentracbes de estrogenos, que desencadeiam o0 mecanismo de
retroalimentacdo positiva para a liberagdo do hormonio liberador das
gonadotrofinas (GnRH) e o consequente pico de LH, promovendo a ovulacéo.
(FORTUNE, 1993)
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Embora existam inUmeros trabalhos acerca das interrelacdes entre as
gonadotrofinas e o desenvolvimento folicular no momento ou nas proximidades
da divergéncia folicular, desenvolvidos na raca holandesa, ha escassez de
estudos em zebuinos e, principalmente, na raca Nelore ou em seus
cruzamentos. Na literatura vigente, constam apenas duas recentes
investigacdes sobre a divergéncia folicular na raca Nelore, sendo que, em
apenas uma delas, foi descrito o perfil de FSH ao longo da primeira onda
folicular. (GIMENES et al., 2007)

3.4 SUPEROVULACAO.

Denomina-se superovulagdo o aumento do numero fisiolégico de
ovulacbes proprias da espécie, provocada pela administracdo de
gonadotrofinas. No bovino, considera-se uma resposta ao tratamento, quando
se produzem mais de duas ovulagdes. A superovulacdo deve complementar-se
com um regime Otimo de inseminacdo artificial, utilizando sémen de boa
qualidade. O fato de a espécie bovina ser monovular impossibilita a obtencéo
de varios descendentes de maneira natural, em curto tempo a partir de uma
fémea geneticamente superior. (CABODEVILA e TORQUATI, 2001)

A aplicacdo de biotecnologias embrionarias requer, em primeira
instancia, o processo denominado superovulacdo (SO) ou ovulacdo mudltipla
(MO), que se consegue mediante o uso de horménios exdgenos. Essa
biotecnologia permite a producdo de varios embrides no mesmo ciclo estral,
diferindo da producéo unitaria que, normalmente, alcangca uma fémea bovina
em cada ciclo estral. (ERENO, 2002)

Uma boa resposta ao tratamento superovulatério € a condi¢do
fundamental para que um programa de transferéncia de embrides tenha éxito e
para o desenvolvimento cientifico de biotecnologias mais avancadas que
dependam da disposicdo de embribes e ovocitos, como material de
investigacdo (micromanipulagdo e sexagem de embrides, clonagem e
transgénese). (ELIGIO, 1998)
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A grande variabilidade na resposta aos tratamentos hormonais pode ser
influenciada por fatores relacionados aos tratamentos ou, na maioria das
vezes, por fatores individuais associados as caracteristicas da dinamica
folicular. (MACHADO, 2002)

3.4.1 Hormonios para superovulagao

Os principais hormoénios utilizados para superovular fémeas sdo a
gonadotrofina coriénica equina (eCG) e o extrato de pituitaria suina contendo
maior percentual de horménio foliculo estimulante (FSH-p). (MACHADO, 2002)

Dentre as gonadotrofinas utilizadas para promover a superovulacdo nas
doadoras, destacam-se a gonadotrofina coridnica equina (eCG ou PMSG),
administrada isoladamente ou associada ao soro anti-PMSG, e o hormoénio
foliculo estimulante (FSH), oriundo do extrato de pituitaria de suinos, ovinos e
equinos, ou ainda o FSH recombinante bovino e a somatotropina bovina (bST).
(MARQUES et al., 2008)

A eCG permite conseguir uma resposta superovulatéria com apenas
uma dose, entre os dias 8 e 12 do ciclo estral, mas, por ter meia-vida longa no
sangue (mais de 10 dias), resulta em prolongada estimulacdo do crescimento
folicular, provocando um crescimento disperso com altos niveis de estrogenos
que afetam tanto as taxas de fertilizacdo quanto a qualidade embrionaria. Além
disso, este hormdnio também induz resposta imunoldgica, levando a producao
de anticorpos anti-eCG, tornando-se necessario o aumento da dose em
aplicagcdes subsequentes para se obter o mesmo efeito nos tratamentos
posteriores. (TAKEDOMI et al., 1994; KIMURA et al., 2007)

O hormoénio mais usado em programas de transferéncia de embrides
(TE) é o FSH-p, cujo tratamento é realizado com a aplicacdo de duas doses
diarias, durante quatro dias, comecando a superestimulacdo entre os dias 8 e
12 do ciclo estral. Outros horménios que podem causar superovulacdo, ainda
que pouco utilizados, sdo o EPE (Extrato de pituitaria equina), FSH-O (extratos
de pituitaria ovina), HMG (gonadotrofina isolada de mulheres em menopausa).
(TAKEDOMI et al., 1994)

Devido a meia-vida curta do FSH (aproximadamente cinco a 12 horas), é

preciso realizar multiplas aplicacdes intramusculares para conseguir o efeito
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de superovulagdo nas fémeas bovinas. (DEMOSTIER et al., 1988; MACHADO
et al., 2002)

Os protocolos mais comuns de superovulacdo requerem de seis a oito
aplicacdes de FSH com intervalos de 12 horas, a fim de que varios foliculos se
desenvolvam, e possa ocorrer uma ovulagdo multipla. Este processo permite

uma maior obtencao de embrides na coleta. (FONSECA et al., 2001)

3.4.2 Evolucao da superovulacao

Apesar do fato de a eCG apresentar um menor custo no mercado, seu
uso ndo é muito difundido hoje, visto que sua ac¢éo prolongada (de 40 até 123
horas) pode induzir o crescimento folicular na primeira onda apds ovulagéo,
causando incremento nas concentracdes de estradiol no sangue, o que, por
sua vez, tem efeito deletério nas etapas iniciais do desenvolvimento
embrionario. Alem disso, a eCG também pode provocar um crescimento
folicular continuo, levando a aumento de tamanho dos ovarios e a formacéo de
cistos foliculares. (GOULDING, 1995)

A injecédo de FSH duas vezes ao dia, em doses decrescentes, promove
uma melhor resposta superovulatéria em gado bovino que a eCG. Porém, as
multiplas inje¢cBes ndo levam s6 a inconvenientes técnicos para o veterinario,
mas também causam excessivo estresse nas fémeas. (TAKEDOMI et al., 1994)

A utilizagcdo do FSH, como agente indutor de superovulacdo, tem sido
extensivamente estudada. Foi testado o uso de diferentes concentracdes
(GONZALEZ et al., 1990; SAUNDERS et al., 1990), vias de administracido
(HOCKLEY et al.,, 1992; TRIBULO et al., 1993), eficiéncia de produtos
comerciais das mais variadas marcas e procedéncias (TRIBULO et al., 1993;
DONALDSON, 1995) e variacbes na relacdo FSH/LH entre os preparados
comerciais. (DONALDSON, 1990; BRAILEANU et al., 1998)

Foi demonstrado que concentracdes elevadas de LH numa preparagao
de FSH tém efeitos negativos na producdo e na qualidade de embribes
bovinos. O nivel maximo de contaminacdo com LH deve ser de 15 a 20%.
(DONALDSON, 1986 citado por BARROS et al., 2004)

Os resultados inconstantes tém sido associados com as ovulagdes

prematuras, durante o tratamento com o FSH, com a consequente formacéo
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precoce de corpo luteo, que secreta niveis subluteais de progesterona no
periodo esperado do estro e, por fim, com a inibicdo do pico pré-ovulatério de
LH e, consequentemente, de ovulacdes. (STOCK et al., 1996)

Pesquisadores holandeses realizaram experimentos que permitiram,
posteriormente, o desenvolvimento de protocolos de superovulagdo para
realizar inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF). Este protocolo foi chamado
de P-36, por manter a fonte de progesterona por até 36 horas apos a aplicacéo
de PGF2a, e a ovulacéo ser induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas
apos a remocao da fonte de P4 (ou seja, 48 horas ap6s a aplicacdo de
PGF2a), evitando a inconveniéncia da detec¢cdo do estro. Este protocolo tem
demonstrado ser eficaz na raca Nelore. (VOS et al., 1995; VAN DE LEEMPUT
et al., 2001; BARROS et al., 2007)

Em fémeas da raca Nelore, tem sido utilizada uma variagéo do protocolo
P-36, segundo o qual, o dispositivo intravaginal é retirado 24 horas apés a
prostaglandina F2a, que passou, assim, a ser chamado de P-24. Esta variacao
pode ter resultados comparaveis com os de P-36, porque a capacidade
ovulatéria em Bos taurus indicus € adquirida com diametros inferiores aos
observados em Bos taurus taurus. (BARUSELLI et al., 2007)

Surpreendentemente, a utilizagdo do protocolo P-36 em racas europeias
diminuiu o nimero de embribes viaveis, quando comparado a protocolos
convencionais com observacdo do estro. Esta observacdo motivou pequenos
ajustes no protocolo P-36. Na raca Holandesa e Angus, o protocolo P-36 se
mostrou mais eficaz quando o agente indutor da ovulacdo (LH ou GnRH) foi
aplicado 60 horas (P36/LH60), ao invés de 48 horas (P36/LH48), apls a
administracao de PGF2 a. (CHESTA et al., 2007; BARUSELLI et al., 2006)

Numa pesquisa realizada na Universidade de Brisbaine — Australia,
comprovou-se que uma unica aplicacdo de FSH, em fémeas Brahman, por via
intramuscular, estimula o crescimento folicular por dois dias. Esse trabalho
sugeriu uma revisdo de conceitos pré-estabelecidos sobre o real tempo de
acdo do FSH em foliculos em desenvolvimento. (D"OCCHIO, citado por
www.tecnopec.com.br 2008; BARUSELLI et al., 2008)

A grande vantagem dessa descoberta foi diminuir o nuamero de

aplicacoes de FSH, que, tradicionalmente, eram realizadas em oito aplicac¢des,
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de 12 em 12 horas, passando para trés aplicacdes em momentos estratégicos
do protocolo, a cada 36 horas (figura 4). (www.tecnopec.com.br 2008)

FSH cada —
36 horas Dia 8 o
= N | Lavado de
Dia 0 Dia'4 Dia 5 Dia6 D’a 7 Embrioes
Primer
+ BE

Primer

Figura 4: Processo de superovulagcdo com trés inje¢c8es de FSH a cada 36 horas.

Alguns trabalhos fazem referéncia a aplicacdo Unica, subcutanea, do
hormdnio FSH, diluido em salina 0,9% NaCl, existindo, entretanto, diferentes
opinides. Bo et al. (1994) e Lovie et al. (1994) observaram que a aplicacéo
Unica apresenta resultados similares aos da aplicagdo multipla (oito inje¢ées).
No entanto, Takedomi et al (1995) ndo obtiveram resposta ao realizar esse
protocolo.

Pesquisadores japoneses relataram que uma Unica aplicacdo de pFSH
dissolvida em salina 0,9% NaCl causa, primeiramente, um drastico incremento
e, logo a seguir, uma subita diminuicdo na concentracdo plasméatica desse
horménio, o que expde os ovarios a uma alta concentracado de pFSH, maior do
que o normal, causando falha no desenvolvimento folicular e na ovulagéo.
(TAKEDOMI et al., 1995)

Outros estudos tém mostrado que a inje¢cao subcutanea de FSH resulta
em multiplas ovulac¢des, ainda que o niumero de ovulagdes seja menor que com
as injec6es intramusculares multiplas. (BO et al., 1994; LOVIE et al., 1994)

A injecdo unica de FSH, aplicada por via subcutanea, é suficiente para
induzir uma superovulacdo em bovinos. No entanto, esta inje¢cdo aumenta as
concentracbes plasmaticas de FSH durante um curto periodo, de forma que

uma parte dos foliculos estimulados pode parar seu crescimento na auséncia
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de niveis adequados de FSH na etapa final da maturacdo. (MARTINEZ et al.,
2008)

O efeito de diferentes métodos de administracdo do horménio FSH tem
sido examinado e o0s resultados sugerem que a injecdo Unica, pela via
subcutanea, pode ser tdo efetiva quanto as multiplas inje¢des intramusculares.
Porém, ainda que a injecdo Unica também cause superovulacdo nas fémeas
bovinas, a administracdo de multiplas injecbes do horménio FSH produz uma
maior quantidade de embrides congelaveis e transferiveis quando comparada
com a da primeira. (KELLY et al., 1997)

3.4.3 Manipulacao da onda folicular

Existem duas formas basicas de controlar a emergéncia de uma nova
onda folicular para superovulagdo em fémeas bovinas: a ablagdo mecénica do
foliculo dominante, mediante o uso do equipamento de aspiracdo folicular
guiado por ultrassom, e a ablacéo farmacoldgica, com diferentes combinacdes
de produtos hormonais. (BURATINI et al., 2000)

A ablacéo do foliculo dominante, para a sincronizacdo da emergéncia de
uma onda de crescimento folicular, pode ser conseguida usando um
equipamento de aspiracdo folicular guiado por ultrassom. Pode realizar-se a
aspiracao de todos os foliculos maiores que 5 mm de didametro ou a ablacédo do
foliculo dominante da primeira onda de crescimento folicular, produzindo queda
prematura dos estrogénios e, indiretamente, do FSH, sincronizando a
emergéncia de uma nova onda de crescimento. Para melhorar o
desenvolvimento folicular, este tratamento pode ser acompanhado por injecdes
de somatotropina bovina. (BURATINI et al., 2000)

O tratamento hormonal mais comum é aquele que se usa o estradiol 173
(E-17B) ou o benzoato de estradiol (BE) combinado com progesterona (P4),
injetados no mesmo momento da insercdo de um dispositivo intravaginal de
liberagéo de P4. GnRH e pLH também tém sido utilizados para induzir ovulagéo
do foliculo dominante e sincronizar a emergéncia da nova onda, embora sua
eficiéncia dependa do estadio do foliculo dominante no momento do
tratamento, podendo a emergéncia da onda folicular resultante ser variavel

para a superestimulacao. (BO et al., 2007; BO et al., 2008 a)
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Uma dificuldade apresentada, atualmente, € a proibicdo do uso de
estradiol em alguns paises. Uma abordagem alternativa poderia ser a de
aumentar a resposta ovulatéria do foliculo dominante ao tratamento com GnRH
e iniciar os tratamentos com FSH no momento da emergéncia da nova onda
folicular. (BO et al., 2008 b)

Durante a superovulacdo, a fim de evitar a presenca de um foliculo
dominante, que poderia causar atresia dos foliculos subordinados, o tratamento
com FSH deve comecar justamente no inicio da nova onda folicular, ou seja,
quatro dias ap06s a colocacdo do dispositivo intravaginal e a administracdo do
estrogeno. Dois dias ap0s a primeira aplicacdo de FSH, € administrada uma
dose luteolitica de PGF2a e, 12 horas mais tarde, o dispositivo intravaginal é
removido. As doadoras sdo inseminadas artificialmente 12 e 24 horas apos a
detecgéo do cio. (BO, 2002)

Seis a sete dias mais tarde, os embrides séo colhidos, classificados e
congelados ou inovulados. Este protocolo apresenta duas vantagens: pode ser
iniciado em qualquer dia do ciclo estral e dispensa a observacdo do cio base.
Porém, ainda requer a deteccao do estro para a inseminacado artificial das
doadoras. (BARROS, 2007)

Alguns pesquisadores testaram a eficacia de protocolos, nos quais o
momento esperado da ovulacdo era atrasado por 6 a 12 horas, mantendo a
liberacdo de P4 (CIDR ou DIB), e a ovulacao era induzida pela administracéo
de LH ou GnRH. (BARROS e NOGUEIRA, 2001; NOGUEIRA, 2002 citados por
BARROS, 2007)

Tais protocolos ndo aumentaram significativamente o ndamero de
embrides viaveis, quando comparados ao dos protocolos com deteccdo do
estro. Entretanto, com estes tratamentos hormonais, foi possivel controlar o
momento da ovulagcdo, permitindo a utilizacdo da IATF. Assim, sO a partir
destes experimentos, é que foi possivel o desenvolvimento do novo protocolo,
o P-36, aquele que consiste em manter a fonte de progesterona até 36 horas
depois da aplicacdo do agente luteolitico. (BARROS e NOGUEIRA, 2005)
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3.4.4 Fatores gque afetam a resposta superovulatoria

Dentre os fatores que afetam a resposta tanto na superovulagdo quanto
na producdo de embrides, ha alguns considerados fisiolégicos, como a raca,
idade, estado nutricional, sanidade, estado reprodutivo, etc. Igualmente,
devem-se considerar aqueles fatores relacionados com o tratamento de
superovulacdo, como o tipo e dose de horménio, superovulacdes repetidas e
suas respostas. (SILVA, et al., 2002)

Os programas tradicionais de superovulacdo ainda apresentam algumas
limitagbes, como: 1) manejo para deteccao de cio; 2) necessidade de iniciar o
tratamento superestimulatério em momento especifico do ciclo estral; 3)
necessidade de deteccdo do cio para inseminacdo das fémeas
superestimuladas; 4) baixa repetibilidade na producdo de embrides viaveis por
doadora; 5) cerca de 20 a 30% das doadoras nédo respondem ao tratamento.
(BARUSELLI et al., 2008)

Por outro lado, a variabilidade na resposta das doadoras de embrides, a
tratamentos superestimulatérios com gonadotrofinas, continua sendo um dos
maiores problemas nos programas comerciais de transferéncia de embrides.
(ARMSTRONG, 1993; BOLAND e ROCHE, 1993; BARROS e NOGUEIRA,
2001; BARUSELLI, 2006 citados por BARROS, 2007)

O estresse € responsavel por diversas alteracdes fisiologicas nos
animais, incluindo a subfertilidade. A interferéncia do estresse no rendimento
reprodutivo dos bovinos mostra maior importancia quando se emprega manejo
intensivo. Além disso, tanto o cortisol (principal horménio indicador de
estresse), quanto a progesterona séo liberados pela glandula adrenal em
condicdes de estresse. Nos bovinos, considera-se, como valor basal de
cortisol, 10 ng/ ml, e tem sido demonstrado que 0s manejos no curral elevam
0s niveis plasmaticos desse horménio para acima desse valor. (MAZIERO et
al., 2007)

Estados repetidos de estresse agudo podem afetar o pico pré-ovulatorio
de LH no gado, e inje¢cdes de hormoénio adrenocorticotropico (ACTH) exdgeno
diminuem significativamente a frequéncia de pulsos do LH. (STOEBEL e
MOBERG, 1982; RIBADU et al., 2000)
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Adicionalmente ao estresse por manejo, nas regides tropicais, deve ser
levado em consideracdo o estresse produzido pelas altas temperaturas, que,
em alguns casos, € capaz de produzir largos periodos de aciclicidade (niveis
de progesterona < 1 ng/ ml), ou a ocorréncia de ciclos irregulares e, sobretudo,
ciclos de curta duracdo. Sendo assim, conclui-se que o estresse calorico afeta
negativamente a dindmica ovariana. (TORRES et al., 2007)

Alguns trabalhos tém reportado que o estresse do transporte causa
diminuicdo do numero de corpos luteos nas novilhas superovuladas com
incremento nas concentracdes plasméaticas de cortisol. (MONNLAUX et al.,
1983)

Os processos de superovulacédo tém entédo a possibilidade de diminuir o
estresse provocado pelas multiplas injecbes diarias, utilizando um hormdnio
como a eCG, com resultados pouco consistentes, ou usar um hormdnio que
apresenta melhores resultados, o que requer multiplas aplicacdes, acarretando
problemas de estresse (FSH). Sendo assim, a situacéo ideal seria utilizar FSH
numa dose Unica, que permita garantir sua lenta liberacdo durante o tempo

apropriado para a estimulacao do crescimento folicular multiplo.

3.5 POLIMEROS VEICULADORES DE FARMACOS.

Existe grande interesse na busca de materiais cada vez menos
agressivos ao meio ambiente, particularmente na indastria farmacéutica. Tém
sido desenvolvidos polimeros chamados inteligentes devido a sua habilidade
de controlar a liberagdo dos medicamentos injetados no corpo, tanto humano
qguanto animal. (CASTRO, 2006)

Os polimeros tém demonstrado potencial em aplicacbes biomédicas,
como a reparacao de tecidos; matrizes de PEG-PLGA polietileno glicol-
polidcido lactico-co-acido glicélico tém sido usadas para promover a cura da
diabetes, como liberadoras de genes de transformacgéao do fator 1 (TGF- p1).
Este € um importante fator de crescimento relacionado com a reparacdo do
tecido e, hoje, tem sido usado experimentalmente na reparacdo de defeitos de
tecido cartilaginoso em jung¢do com condrécitos. (YU e DING, 2008)
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Os polimeros podem ser classificados, segundo sua origem, em:
homopolimeros compostos de um so tipo de monémero e heteropolimeros ou
copolimeros constituidos por mondémeros diferentes, caso da unido entre PEO
(polietilieno oOxido) e PPO (polipropileno 0xido). Também podem ser
classificados, segundo o padrao de repeticdo dos mondémeros nas cadeias dos
copolimeros, como copolimeros alternantes, em bloco, aleatérios e
copolimeros de inserto (figura 5). (IUPAC, 2002)

DOBBEEMEE ooroinero
3 _ 8 8 @& copolimero alterno
S | | I | copolimero em bloco

Copolimero aleatorio

Copolimero de inserto

Figura 5: Classificacdo dos polimeros segundo a ligagdo das unidades monoméricas

Outras classificacfes dos polimeros podem ser feitas baseadas em seu
mecanismo de polimeriza¢do, sua composi¢do quimica, suas aplicacdes e seu
comportamento sob elevagao de temperatura. (IUPAC, 2002)

Os materiais introduzidos nos tecidos corporais com propositos
terapéuticos especificos, de diagndstico ou propositos preventivos sao
chamados de biomateriais. Estes devem ser biocompativeis, ou seja, nao
devem causar resposta fisiol6gica que possa deteriora-los no meio onde sao
introduzidos; e, ap0s sua interacdo com os tecidos e fluidos corporais, devem
biodegradar-se em componentes ndo téxicos tanto quimica quanto fisicamente,
ou pela combinacdo fisico-quimica. Existem outros termos para falar da
biodegradac&o, que s&o bioerosio e bioabsorcdo. (SAEZ, 2004)

Héa quase trés décadas, vem sendo utilizado um material polimérico para
fios de sutura, baseado em derivados do poliacido lactico, tanto por sua
biocompatibilidade como pelas propriedades ndo imunogénicas e nao toxicas
deste material nos tecidos. Ele se decompde simplesmente em acido lactico,
presente em todos os animais e micro-organismos. (CASTRO, 2006)

Se a matriz polimérica nao for degradada dentro do corpo, ela deve ser
cirurgicamente removida, o que implica um alto custo e risco para o0 paciente.

Por exemplo, nos sistemas alternativos para administracdo de vacinas, foi
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demonstrado que a producgéo de anticorpos, em camundongos imunizados com
uma unica dose de um antigeno, contido numa matriz polimérica néo
degradavel, mantinha-se por mais de seis meses em niveis comparados aos
dos camundongos imunizados por duas vezes. Mas, a aplicacdo desta
estratégia suscitou preocupacdo pelos possiveis efeitos adversos que o
material poderia ocasionar no organismo, criando-se a necessidade de
remocao cirurgica do implante, apds a liberacdo do antigeno. Neste sentido, a
sintese de polimeros biodegradaveis contribuiu para a melhoria destes
sistemas, visto que eles ndo requerem remocao cirargica e apresentam poucos
efeitos colaterais. (MANTOVANI, 2002)

Hoje, o mercado mundial tem polimeros que oferecem vantagens, como
liberacdo de farmacos a uma velocidade determinada (liberacdo temporal:
controle sobre a velocidade da liberacdo do farmaco) e/ou uma localizacao
indicada para a necessidade do corpo ou estado da doenca em um periodo
especificado de tempo (liberacdo espacial: controle sobre a localizacdo do
farmaco). (GHANDEHARI, 2008)

Os poliésteres biodegradaveis, como o poliacido lactico, policaprolactona
e poliacido glicélico e os seus copolimeros, tém sido sintetizados (poliésteres
biodegradaveis sintéticos) devido a sua biodegradabilidade desde a década de
70. Os biomateriais derivados do poliacido lactico tém conquistado atencéo
clinica nos dltimos anos, pela sua aceitacdo em organismos vivos. Estes tém
sido utilizados como elementos de fixacdo em materiais para reposicdo de
0sso0s, fios de suturas e matrizes de encapsulacao de drogas, em sistemas de
liberacdo controlada. (SODERGARD e STOLT, 2002)

Matrizes poliméricas biodegradaveis degradam in vivo em fragmentos
menores que podem ser excretados pelo corpo. Estes produtos de degradacao
nao sao toxicos, e ndo devem criar nenhuma resposta inflamatéria. Outra
caracteristica importante é a ocorréncia da degradacdo em um razoavel

periodo de tempo, requerido pela aplicagdo. (MANTOVANI, 2002)

3.5.1 Polimeros de gelificagéo termorreversivel

Alguns pesquisadores ja conseguiram misturar substancias poliméricas

com medicamentos, para 0 uso no controle de doencas cancerigenas, com
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sucesso. Outros buscam a liberacdo regulada de medicamentos e hormoénios
no corpo. Nestas buscas, foram encontradas caracteristicas muito
interessantes além da biocompatibilidade e biodegradabilidade, como a
termossensibilidade de alguns polimeros, que permite a alteracdo de liquido
para gel quando ocorre um aumento na temperatura. (CHAOLIANG, 2008;
CHUNG, 2008)

Nas formas de administracdo convencionais (spray, injecdo, pilulas), a
concentragdo da droga na corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge
um pico maximo e, entdo, declina. Cada droga possui uma faixa de acédo
terapéutica, na qual, acima da dose, é toxica, e abaixo, é ineficaz. Os niveis
plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Este fato €
problematico se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica. O objetivo dos
sistemas de liberacdo controlada é manter a concentracdo do farmaco entre
estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica
dosagem. (MANTOVANI, 2002)

A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em funcdo do tempo,
entre sistemas convencionais e de liberagdo controlada, pode ser melhor

visualizado na figura 6.

B | dose 3 dose 4

dose 2 | jheracido Controlada
dose 1 sub torIpauhca

Concentracio sanguines

Figura 6: Perfis de liberacdo de medicamentos em fungédo do tempo (adaptado de Mantovani,
2002).

No desenvolvimento dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos,
deve-se levar em conta: 1. tipo de material polimérico, 2. rota de preparacéo, 3.

tamanho das particulas, 4. quantidade de farmaco incorporado, 5. carga, 6.
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farmaco liberado (in vivo e in vitro), 7. estabilidade do farmaco, 8. estabilidade
do sistema de liberacdo, 9. efeito de estocagem, 10 propriedades da superficie,
11. apresentacdo, 12. antigenicidade, 13. toxicidade do sistema de liberacao,
14. farmaco e biocinética do sistema de liberacdo. (SAEZ, 2004)

O uso de copolimeros em bloco para liberacdo de drogas foi proposto na
década de 1980. Os copolimeros que possuem blocos hidrofilicos e
hidrofébicos (anfifilicos) tendem a formar micelas na agua, para reduzir a
energia livre, principalmente desde suas interacfes hidrofébicas; suas solu¢cdes
aquosas mostram gelificacdo termorreversivel com as mudancas de
temperatura. Baseados na termossensibilidade e biodegradabilidade, o material
polimérico tem sido utilizado para a formacéo in situ de depésitos de liberacdo
de drogas, por injecdo de solucbes dentro do corpo. (JEONG, et al.,, 1999
citados por SIBAO e JAGDISH, 2005)

3.5.2 Pluronic F 127.

Uma alternativa para conseguir que o horménio FSH seja liberado
lentamente, partindo de uma Unica aplicacdo, é a sua veiculacdo em polimeros
gue o liberem lentamente no sangue e que, adicionalmente, sejam indcuos ou
de muito baixa toxicidade. (ESCOBAR, 2006)

Alguns ensaios de veiculagdo de hormonios e de outras substancias
(proteinas, medicamentos, etc.) tém sido realizados com sucesso, 0 que
demonstra a utilidade dos chamados “polimeros inteligentes”, na lenta e
sustentada liberagdo de substancias por tempos controlados. Como exemplo,
pode-se citar a administracdo de analogos de GnRH, ou testosterona,
dissolvidos em polimeros termossensiveis de lenta liberacéo, e a veiculacdo de
FSH em polivinilpirrolidona, ja realizada em vacas Holandesas. (TAKEDOMI,
1995; CALLEJAS, 2002; WENSEL, 2002; SIBAO, 2005)

O Pluronic F 127, também chamado de Poloxamer 407, € um gel
termorreversivel, ou seja, que pode virar de liquido para gel e/ou voltar para
liquido, de acordo com a temperatura do meio. Esta caracteristica permite seu
uso como veiculador de medicamentos por via oral, topica, intranasal, vaginal,
retal, ocular e parenteral. (ESCOBAR, 2006)
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O PF 127 apresenta forma liquida em baixas temperaturas (4°a 5°C) e
vira gel na temperatura ambiente, por isso, ele pode misturar-se com o
horménio em temperatura de refrigeracdo e manter-se desse jeito até sua
injecdo no corpo do animal, onde se torna gel pelo aumento da temperatura.
Este tipo de polimero pode veicular e liberar lentamente o horménio FSH no
sangue, permitindo sua acdo sobre os foliculos recrutados, evitando a
formacdo de um foliculo dominante e apresentando crescimento e ovulagéo
multiplos.

O PF 127 tem uma duracdo média dependente das cadeias que ele
forma com outros polimeros, como o alcool polivinilico (PVA), podendo
melhorar a estabilidade e a dura¢éo dentro do corpo. (CONH, et al., 2006)

O PVA, associado com PF 127, é utilizado basicamente para aumentar a
tensdo superficial da matriz polimérica, aumentando sua meia-vida e, portanto,
prolongando a degradacéo do polimero e a liberacdo do medicamento.

A biodegradacado e a bioabsorcédo destes polimeros sdo uma sucessao
de eventos. Exposto ao ambiente aquoso, o material sofre inicialmente
hidratacdo. Com a presenca de moléculas de agua, o processo de degradacdo
ocorre por meio da hidrélise das ligacdes ésteres, originando produtos na forma
de oligbmeros (ou mondmeros) sollveis e ndo toxicos. A degradacao
prossegue por um processo biologicamente ativo (por enzimas) ou pela
clivagem hidrolitica passiva, sendo caracterizada pela perda de massa,
diminuicio de massa molar ponderal média e pela perda das suas
propriedades mecanicas. (ZHAO, 2007)

Algumas pesquisas realizadas permitem presumir que a liberagdo das
drogas, dentro do corpo, realizada pelos polimeros, faz com que sua agéo seja
mais duradoura ou que sua dose possa ser diminuida em funcdo da veiculacdo
inteligente exercida pelo polimero.

Em estudos realizados em vacas Holandesas, nos quais foram
realizadas superovula¢cdes com uma so injecado subcutanea de FSH, veiculada
em polivinilpirrolidona (PVP), podem-se observar resultados similares dos da
superovulacao tradicional de oito injecbes. Nos grupos que foram injetados
com FSH veiculado em PVP (25 - 50%), encontraram-se 6,3 a 8,8 estruturas

com ate 5,0 embrides transferiveis, no entanto, no grupo em que foram
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injetados oito vezes, obtiveram-se 9,5 estruturas e 6,0 embrides transferiveis.
(TAKEDOMI, 1995, CONH, 2006)

Do mesmo jeito, Kimura et al. (2007) conseguiram veicular FSH em
hidroxigel de aluminio, para a realizagdo com sucesso de superovulacdo em
fémeas bovinas da raca preta japonesa. Porém, em trabalhos realizados, na
Argentina, veiculando FSH em PVP, n&o se conseguiu obter o efeito
superovulatério, quando comparado com o do tratamento tradicional de oito
injecdes em dose decrescente. (CALLEJAS, 2002)

Em estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, testou-se a
veiculacdo de Ibuprofeno em PF 127, a fim de diminuir os efeitos nocivos da
manipulacdo, durante o procedimento de transferéncia nas receptoras de
embrido. Verificou-se que os resultados foram significativamente melhores
quando o anti-inflamatério foi usado por via intramuscular sem o polimero
(NARVAEZ, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL.

Os testes in vitro foram realizados no Laboratério de Reproducéo e
Melhoramento Genético Animal da UENF (RJ), e os testes in vivo, na Unidade
de Pesquisa e Desenvolvimento da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA), Regional do Extremo Oeste - Andradina (SP), localizada
a 20° 50’ de latitude Sul e 51° 21’ de longitude Oeste. O clima pode ser
caracterizado como tropical chuvoso com inverno seco. A precipitacdo

pluviométrica média do municipio é de cerca 1.268 mm ao ano.

4.2 ANIMAIS

De um grupo de 45 novilhas da raca Nelore Mocho, foram selecionadas
30 para formacao de trés grupos de 10 animais cada. A média de peso foi de
385,36 £ 32,92 kg, e o escore de condi¢ao corporal foi de 3,0 a 3,5 (na escala
de 1 a 5), com média de idade de 30 meses. Todos 0s animais estiveram nas
condi¢des-padrdo de pastagem da fazenda com sal mineral e agua ad libitum e
foram submetidas a avaliacdo clinica geral e ultrassonografias para avaliar

atividade ovariana.

4.3 PREPARACAO DA MATRIZ POLIMERICA.

O Pluronic F127® (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados Unidos) foi
diluido em solucéo salina fosfatada e tamponada (PBS), numa relacao entre 15
e 30% (Peso/ Volume) e estocado sob refrigeracdo (4 - 6°C) por 12 horas para

sua diluicdo total. Apos a refrigeracéo, o composto formado foi misturado com o
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alcool polivinilico (PVA) (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados Unidos) numa
relacéo de 0,5 a 2,0% (P/ V). Uma vez misturado, o composto foi armazenado
sob refrigeracéo (4-6°C) 24 horas. Antes do momento do uso, foi adicionado
FSH (100 mg), misturando todo o composto no agitador (vortex), e 0 composto

final foi estocado entre 4 e 6°C até o momento da sua administracao.

4.4 TESTE IN VITRO

O primeiro teste realizado foi a verificacdo da gelificacdo da matriz, pelo
qual foram testados trés diferentes volumes (5, 10 e 15 ml), com o objetivo de
verificar o tempo de gelificacdo que apresentou variagdo em funcdo da
quantidade de matriz utilizada. Neste experimento, a matriz gelificou sempre
entre 1,5 e 2,0 minutos a temperatura de 37°C.

Para determinar se uma maior concentracdo de PVA na matriz
polimérica conjugada ao hormdénio FSH faz com que a meia-vida, tanto do
polimero quanto do hormdnio, se prolongue, foram testadas diferentes
concentracfes deste produto (PVA).

A matriz polimérica foi preparada com PF 127 (0,2- 0,3 g/ml) mais 0,5%,
1,0% ou 2,0% de PVA, a qual foi adicionado o FSH (10 mg/ml). Para cada
concentragéo de PVA, foram realizadas trés repeti¢des.

Foram acondicionados 2,0 ml da matriz polimérica com 20 mg de FSH
em tubos de ensaio, deixando-os gelificar por trés minutos em estufa (37-
38°C). Logo apos, foram adicionados 2,0 ml de PBS (solugéo salina fosfatada e
tamponada) sobre a matriz gelificada, mantendo sempre uma temperatura de
37- 38°C (figura 7). A cada 12 horas, foi retirado e substituido todo o PBS no
tubo. O PBS retirado foi armazenado em aliquotas de 500 pl (figura 8) e
congelado para posterior quantificacdo de FSH presente.

A quantificagdo do FSH foi realizada pelo método de espectrofotometria
com o corante de Bradford, e realizada no Laboratério de Quimica e Funcéo
de Peptideos e Proteinas da UENF, no espectrofotometro (Shimadzu UV

1240), em um comprimento de onda de 595 nm. Foi realizada uma curva-
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padrdo de FSH diluido em PBS para comparar com os valores de absorbancia
das amostras e determinar a concentracdo de horménio a cada 12 horas.

Figura 7. Matriz gelificada, contendo FSH e Figura 8. Aliquotas de 500ul de PBS

2 ml de PBS, pronta para tirar amostra. recolhidas a cada 12 horas.
4.5 SINCRONIZACAO E SUPEROVULACAO DAS NOVILHAS.

As fémeas foram sincronizadas, utilizando-se um dispositivo intravaginal
de liberagéo controlada com 1 mg de progesterona (Primer® Tecnopec, Brasil)
e uma injecdo intramuscular (IM) de 3 ml de Benzoato de Estradiol (3 mg
Gonadiol® Schering-Plough, Brasil), aplicados em dia aleatério do ciclo estral
considerado como dia zero (DO).

Quatro dias apdés a introducdo do Primer (D4), foi iniciada a
superovulacdo. Foram feitas aplicacdes intramusculares de Foltropin® (FSH,
Bioniche, Canada) em concentracfes decrescentes para o grupo-controle. No
dia 6 (D6), administrou-se uma dose IM de 0,52 mg de Cloprostenol analogo da
PGF2a (2 ml Sincrocio®Ouro Fino, Brasil) pela manh4, e outra a tarde. No dia
7 (D7), o implante de P4 foi retirado pela manha e, no dia 8 (D8), aplicaram-se
12,5 mg IM de LH (10 ml Lutropin®, Bioniche, Canada) pela manha. A primeira
inseminacao foi realizada a tarde do mesmo dia, e a segunda pela manha do
dia seguinte (Fig. 9). (BARUSELLI. 2006)

Os animais foram inseminados pelo mesmo técnico e foi utilizado sémen

comprovadamente viavel de um mesmo reprodutor. Sete dias apés da primeira
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inseminacdo, os animais foram submetidos & colheita n&o cirargica dos
embrides.

Para avaliacdo dos diferentes protocolos de superovulacéo, as fémeas
foram separadas em trés grupos com 10 novilhas cada. No grupo-controle
foram realizadas trés aplicacbes de FSH a cada 36 horas, sendo as duas
primeiras com 40% da dose total, e a terceira com 20%. No grupo 1, foram
injetados 50 mg de FSH, veiculado na matriz polimérica em dose Unica por via
subcutanea (SC), e no grupo 2, foram injetados 100mg de FSH em dose Unica
(figura. 9).

GRUPO-CONTROLE
PGF2a LH 1°1A  2°1A
PGF2a

\

5 6 7/24 48 60
Dias FSH Horas

Dispositivo Intravaginal P4 !

L Lt >

E FSH FSH FSH Coletae
40% 40% 20% congelamento
GRUPOS 1e?2
PGF2a LH 1°1A  2°IA
PGF2a

\

O 1 2 3 4 5 6 724 48 60
Dias FSH Horas

Dispositivo Intravaginal P4

_____________________________________________

BE FSH Unico Coletae
50 ou 100% congelamento

Figura 9. Esquema dos protocolos de sincronizagdo do ciclo estral e superovulacdo de vacas
do grupo-controle, injecdo de FSH a cada 36 horas, e dos grupos 1 e 2, injecdo Unica de FSH,
veiculado em matriz polimérica com a metade e o total da dose, respectivamente.
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4.6 COLETA E AVALIACAO DOS EMBRIOES.

A coleta dos embrides foi realizada sete dias depois da primeira
inseminacdo. As fémeas foram submetidas a anestesia epidural (4 ml de
Lidocaina® 2%) e foi realizado o lavado uterino mediante o uso de cateteres de
“Foley”. A lavagem foi realizada com PBS enriquecida com soro fetal bovino
(Cultilab, Brasil) e utilizou-se um filtro, no final do sistema de conducéo, para
manter os embrides na solucdo o tempo todo e recupera-los por meio da
lavagem da rede do filtro.

O liguido contido no filtro foi transferido para uma placa de Petri, onde se
realizou a selecdo e a classificacdo dos embrides. A triagem e a classificacao
dos embribes foram realizadas segundo as normas contempladas pela
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (L.E.T.S).
(STRINGFELLOW, 1998) Foram utilizadas apenas morulas compactas e
blastocistos iniciais, classificados como excelentes (grau |) ou bons (grau II)
para congelamento.

Para o congelamento, os embrides foram lavados em 10 gotas de meio
Holding®, acondicionados em etilenoglicol (crioprotetor) e congelados

utilizando maquina de congelamento TK 3000 (TK congelamento, Brasil).

4.7 VARIAVEIS AVALIADAS

Para avaliagcdo do numero de foliculos, crescimento e formacao posterior
dos corpos lateos (CL), as novilhas foram submetidas a exame
ultrassonografico nos dias 0, 4, 6, 8 e 14 dos protocolos (Falco 100, Pie
medical), no qual foi utilizado um transdutor convexo multifrequencial de 5,0 e
7,5 Mhz, por via transretal. Além de avaliar o efeito dos tratamentos sobre a
producdo de foliculos e corpos luteos, foi avaliada também a quantidade e a
gualidade dos embrides obtidos.

O numero e a qualidade dos embrifes obtidos de cada tratamento foram

comparados com aos do grupo-controle (FSH 100% 3X) e, igualmente, foram



42

comparadas as quantidades de foliculos e de corpos lateos, conforme

avaliacdo ultrassonografica dos ovarios, realizada previamente.

4.8 ANALISE DOS DADOS.

Foi utilizado um delineamento inteiramente ao acaso com trés
tratamentos e 10 repeticdes. Foi realizada a analise de variancia (Proc GLM,
SAS, 1999) das variadveis: numero meédio de foliculos maiores de 6 mm,
namero médio de foliculos menores de 6 mm (nos dias 8 e 14), nUumero médio
de corpos luteos no dia 14 e numero de embrides coletados. Quando os dados
nao apresentaram distribuicdo normal, os mesmos foram transformados
mediante o logaritmo na base 10. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste t. (SAS, 1999)

No grupo FSH 100% (1X), uma novilha foi excluida por apresentar
abundante secrecéo de aparéncia purulenta na manipulacéo no dia 8, ficando,

assim, apenas nove animais nesse grupo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 TESTE IN VITRO.

A adicao de 2% de PVA apresentou maior duracdo da matriz polimérica
e, consequentemente, um maior tempo de liberacdo de FSH, além de uma
maior estabilidade no padréo de liberacdo do horménio, quando comparada as

das demais concentragdes. (Figura 10)
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Figura 10. Padrdo de liberagdo in vitro de FSH (20 mg) em matriz polimérica de Pluronic F
127associada a diferentes concentracdes de PVA (0,5%, 1,0% e 2,0%)

Foi observado que o tempo de dissolucdo da matriz coincide com o
tempo de liberacdo do hormdnio, tendo uma variacdo de 108 a 120 horas,
dependendo da concentracdo de PVA presente na matriz polimérica, sendo
que a maior duracdo foi para a matriz com PVA a 2%. Isso significa que o
tempo de liberacdo do hormonio apresenta similaridade com o tempo requerido
para causar efeito superovulatério nas fémeas bovinas, como foi reportado por
Kelly (1996); Mapletof (2002) e Chebel (2008).
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Wensel (2002) e Chung (2007) realizaram veiculacdo de GnRH e de
hormonio do crescimento em Pluronic F 127, conseguindo 6tima veiculacdo
desses hormonios. Estes achados unidos aos resultados observados no
presente estudo permitem concluir que o FSH pode ser veiculado em uma
matriz polimérica construida com Pluronic F 127® (20- 30%) e PVA (0,5 a
2,0%).

Considerando que o comportamento da matriz polimérica in vitro tenha
apresentado respostas adequadas para a veiculacéo e a liberacdo do FSH, séo
importantes novos estudos que permitam aprofundar os conhecimentos em
relacdo ao comportamento da matriz polimérica in vivo. E, levando-se em
consideracdo os efeitos que podem ser causados pela variacdo de alguns
parametros, como a temperatura corporal, pH e resposta imunolégica, que a
longa duracdo do horménio causa no animal. Todavia, ja foi relatado que as
vacas apresentam anticorpos contra FSH de origem suina, mas esta resposta
imunoldgica nao interfere na producdo de corpos liteos e embribes viaveis.
(DUARTE, 2008)

5.2 TESTE IN VIVO

Neste estudo, os ovarios das novilhas apresentaram resposta ao
aumento dos niveis de FSH, mostrando crescimento folicular em todos os
grupos. Tais resultados foram semelhantes aos observados por Takedomi
(1994) e Kimura (2007).

O teste in vivo mostrou que o horménio FSH misturado com a matriz
polimérica conseguiu promover o crescimento dos foliculos até um tamanho em
que pudessem responder ao horménio LH, que, na raca Nelore, acontece ao
atingir diametro de 5,8 a 6,2 + 0,2 mm, no momento da divergéncia. Este
diametro foi atingido ainda no grupo que recebeu s6 50% da dose total de
horménio, porém esta demonstrado que a taxa de ovulacéo € superior quando
os foliculos atingem maior diametro (7 a 10 mm) neste periodo. (CARVALHO,
2005; GIMENES, 2008)
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Nos dias 4 e 6 do protocolo, foram observadas quantidades muito
similares no numero total de foliculos em todos os grupos, porém, no D8, pbde-
se verificar diferenca estatistica quando comparadas ao numero de foliculos

maiores e menores de 6 mm. (figura 11).

O< 6 mm

m> 6 mm

Numero de foliculos ovarianos
>
or

1 2 3
Controle 100% 50%
FSH 3X FSH 1X FSH 1X
Figura 11: Nimero médio de foliculos maiores e menores de 6 mm nos trés tratamentos
superovulatorios no dia 8. Valores com sobrescritos iguais ndo diferem entre si (p>0,05).

Os valores apresentados, pelos tratamentos controle (3X) e FSH 100%
(1X), mostraram diferenca estatistica (p > 0,05) na quantidade de foliculos em
crescimento até o dia 8 (dia da aplicacdo de LH), mas o tratamento FSH 50%
(1X) apresentou aumento nos foliculos menores que 6 mm e diminuicdo nos
maiores que 6 mm, em relacdo aos outros grupos (figura 10).

Os valores anteriores tém demonstrado que a dose de FSH 50% néo
permitiu o desenvolvimento normal da maioria dos foliculos, no entanto, a dose
100% apresenta melhores resultados nesta etapa, tanto na aplicagdo Unica
guanto na triplice.

No dia 14, as estruturas ovarianas, observadas com auxilio do
ultrassom, em todos o0s grupos, mostraram que as que tiveram foliculos
maiores de 6 mm nao conseguiram ovular e que também havia quantidades

variaveis, mas nao significativas, de foliculos em crescimento (menores de 6
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mm), porém, o grupo-controle apresentou maior quantidade de corpos luteos,

conforme mostra a figura 12.
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Figura 12. Namero médio de foliculos maiores e menores de 6 mm e corpos lateos nos trés
tratamentos superovulatérios do dia 14. Valores com sobrescritos iguais ndo diferem entre si
(p>0,05).

Estes achados permitem observar que foi superior o comportamento dos
protocolos que tinham a dose 100% de FSH na medida em que eles mostraram
um maior numero de corpos luteos e, portanto, de ovulacdes. Isto evidencia
que a quantidade de FSH usada no grupo 3 (50 mg) foi muito baixa, sendo
insuficiente para produzir uma superovulacdo eficientemente, jA que o0s
foliculos alcancaram seu desenvolvimento tardiamente (D14), afetando assim
sua ovulagéo.

Além disso, os dados do dia 14 mostraram também a existéncia de um
namero crescente de foliculos menores de 6 mm, nos grupos 2 e 3, com
horménio veiculado em matriz polimérica. Esse resultado nos permite sugerir
gue pode estar ocorrendo a permanéncia de pequenas quantidades de FSH na
circulacao, causando, assim, o desenvolvimento folicular tardio.

Foi observado, no presente experimento, que a maioria dos foliculos
ainda que atingisse o grau de desenvolvimento necessario para responder ao

estimulo do horménio LH (6 mm no dia 8), ndo conseguiu ovular. Porém,
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alguns animais conseguiram fazer multiplas ovulacdes e outros apresentaram
foliculos persistentes (anovulatérios) e/ou formacgédo de cistos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Kimura et al. (2007). Entretanto, Callejas et al.
(2002) observaram resultados diferentes, visto que o numero de foliculos
maiores no momento da coleta foi baixo (1,2 a 2 foliculos) quando comparado
ao da superovulagdo com FSH veiculado em PVP (dose Unica) ou injetado por
via intramuscular (doses multiplas).

Dentre as possiveis explicacbes em relacdo aos foliculos terem
apresentado desenvolvimento, embora sem ovular, esta a possibilidade de a
matriz polimérica ter feito liberacdo do FSH muito rapidamente em alguns
animais, que poderiam ter apresentado metabolismo acelerado e, portanto,
aumento da temperatura corporal e/ou pH do sangue. Essas alteracdes podem
afetar o comportamento dos polimeros, como reportado por Jeong e
Vandamme citados por Castro (2006), que afirmam que alguns copolimeros
apresentam degradacdo mais rapida in vivo que in vitro, fato este atribuido a
atuacao enzimatica.

Outra possivel explicacdo seria de que a duracdo da matriz polimérica e,
portanto, dos niveis de FSH no animal foi muito prolongada e, por isso,
apresentaram grande quantidade de foliculos maiores de 6 mm ainda depois
da aplicacdo do hormbénio LH, como indutor da ovulacdo, no dia 8 dos
protocolos.

Ja foi demonstrado que tanto na raca Nelore quanto na Holandesa, sob
condiges fisioldgicas, ocorre declinio nas concentracdes plasméticas de FSH
proximo ao momento da divergéncia folicular, o que, na raca Nelore, acontece
perto dos 6 mm de didmetro e 2,5 dias depois da ovulacdo do ciclo anterior.
Esse declinio nos niveis de FSH pode ser necessario para o adequado
desenvolvimento dos foliculos e pode ser prejudicado pela acdo da liberacéo
constante do hormdnio pela matriz polimérica, fato que ndo acontece gquando
se utiliza um protocolo de multiplas inje¢des. (Gimenes, 2008)

Segundo Amsterdam (2002), as células gonadais podem ser
superestimuladas pelas gonadotrofinas FSH ou LH onde existe um mecanismo
de dessensibilizacéo, essencial para impedir esta estimulacdo. Pode acontecer,

por exemplo, o processo denominado lutedlise funcional, no qual as células da
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granulosa vao-se luteinizando, que mostra reducdo da sensibilidade ao LH
ainda que tenha receptores para esse hormonio.

Na figura 13, verificou-se efeito significativo (p < 0,05) do grupo-controle,
guando comparado ao do grupo 50% FSH (1X) para o numero de corpos lateos
observados por ultrassonografia no dia 14 (dois dias antes da coleta), mas néo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo 100% FSH (1X).
Entretanto, os corpos lateos ndo apresentam concordancia com os achados, no
momento do lavado uterino, visto ndo corresponderem com 0 numero de
estruturas encontradas, fato que pode ser explicado pela dificuldade de
transposicdo do aplicador, devido ao estreitamento da cérvix dos animais, o
que impediu a coleta.

O grupo 2 FSH 100% (1X), veiculado em matriz polimérica, apresentou
maior quantidade de embrides, mostrando diferenca estatistica com a dos
outros grupos, da mesma maneira que apresentou diferenca significativa em

relagdo ao numero de foliculos maiores de 6 mm de didmetro no dia 14 do

protocolo.
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Figura 13. Nimero médio de foliculos maiores de 6 mm, corpos luteos no dia 14 e embrides
coletados nos trés tratamentos superovulatérios. Valores com sobrescritos iguais ndo diferem
entre si (p>0,05).

Os resultados do presente estudo mostram que o grupo de animais
tratados com a dose total, normalmente usada em novilhas Nelore (100 mg),

veiculada numa matriz polimérica biodegradavel de liberacdo controlada,
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injetada por via subcutanea, como dose Unica, conseguiram resultados
melhores que os tratados com mudltiplas aplicac6es do hormdnio FSH.

Em relagdo a matriz polimérica, considera-se necessario realizar ainda
mais testes in vivo, a fim de estabelecer com preciséo quais os mecanismos de
liberacdo dos horménios e as propriedades intrinsecas aos polimeros que a
formam.

Estudos futuros devem ser realizados com animais de maior
desenvolvimento, tanto corporal quanto uterino, para evitar dificuldades no
momento do lavado uterino. Da mesma forma, seria ideal trabalhar com
animais pré-sincronizados e de histérico reconhecido para a producdo de
embrides.

A realizacdo de um maior nimero de pesquisas que utilizem matrizes
poliméricas como veiculadoras de hormonios permitira a definicdo de uma dose
intermédia entre 50 e 100 % do horménio FSH. Ou que ainda a diminui¢cao da
dose total, com uma segunda dose intramuscular de 20 a 30% do total como

suporte para melhorar a finalizacdo do processo de crescimento dos foliculos.
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6. CONCLUSOES.

e O horménio FSH veiculado numa matriz polimérica constituida por Pluronic
F 127 e polivinil &lcool, em dose Unica, foi capaz de produzir superovulacéo
em novilhas da raca Nelore.

e Pode-se reduzir, para uma dose Unica, 0 numero de aplicacdes do
horménio FSH veiculado numa matriz polimérica biodegradavel de liberacéo
controlada.

e A aplicacdo de 50mg de FSH veiculada na matriz polimérica implica uma
insuficiente resposta ao tratamento superovulatério na raca Nelore, quando
utilizada dose unica.

e O fato de ndo apresentar diferenca significativa no niamero de embrides
produzidos, entre o grupo-controle e o grupo 100% FSH, esclarece os
beneficios obtidos quando se injeta uma s6 dose, porque gera menor
estresse e menos méo de obra.

e Estudos futuros devem ser realizados com o intuito de diminuir a variacéo

individual apresentada na resposta superovulatéria dos animais
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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