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O protocolo denominado P-36 tem sido amplamente utilizado para induzir
ovulacdo mdltipla, por permitir a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e
facilitar o manejo de doadoras de embribes. Estudos recentes com o P-36,
mostram que a substituicao das ultimas duas doses de FSH por eCG melhora a
producédo de embribes. Entretanto, aplicacdes sucessivas de eCG podem
induzir a formagéo de anticorpos e diminuir a produgao de embrides bovinos.
Objetiva-se com o presente trabalho verificar a eficiéncia do Protocolo P-
36/eCG em vacas da raca Angus e testar a possibilidade de substituir a eCG
pelo LH, no dultimo dia do tratamento superestimulatorio. No primeiro
experimento, 22 vacas Angus foram distribuidas em 4 grupos: LH60 (controle)
LH60/eCG, LH60/LH e LH60/FSH+LH. Cada doadora foi superovulada 3 vezes,
de forma que um mesmo animal recebeu 3 dos 4 tratamentos, totalizando 17
vacas nos dois primeiros grupos e 16 nos demais, em um delineamento
experimental de blocos incompletos. Em dia aleatério do ciclo estral (D0), as
doadoras receberam um dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de
progesterona (DIV) e benzoato de estradiol (3 mg, via IM). No grupo controle,
os animais foram superestimulados com pFSH (via IM, dose total = 200 mg)
duas vezes ao dia em doses decrescentes do D4 ao D7, enquanto que no
grupo LH60/eCG e LH60/LH as duas ultimas doses de FSH foram substituidas
por eCG (totalizando 400 Ul via IM) ou pLH (totalizando 2 mg, via IM),
respectivamente. Finalmente, as vacas do grupo LH60/FSH+LH receberam
duas doses de 1,0 mg de pLH juntamente com as duas Ultimas doses de pFSH.
Todas as vacas foram tratadas com d-cloprostenol (150 mg, via IM) no dia 6, e
o DIV foi removido 36 h apds a administracdo da PGF2a. No dia 8, a ovulagao
foi induzida com 12,5 mg de pLH (via IM,) e os animais foram IATF 12 e 24 h
ap6s a aplicacdo de pLH. No segundo experimento, 17 vacas foram
distribuidas aleatoriamente em 3 grupos LH48, LH60 e LH48/FSH+LH. A
diferenca em relacdo ao experimento 1 é que nos grupos P36LH48 e
LH48/FSH+LH o agente indutor da ovulacdo foi administrado 48 h apéds a
administracdo de PGF2q, ao invés de 60 h. Cada doadora foi superestimulada
3 vezes e recebeu todos os tratamentos (delineamento cross-over). Tanto no
experimento 1, como no 2 a coleta de embrides foi realizada nos dias 15 e 16.
Os dados foram analisados por meio da ANOVA (Proc Mixed do SAS). No
experimento 1, a substituicdo de eCG por LH (grupo LH60/LH) resultou em
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diminuicdo significativa no numero de estruturas colhidas e de embribes
viaveis, em relacdo aos demais grupos. Entretanto, a adicdo de LH as duas
tltimas doses de FSH (LH60/FSH+LH) melhorou a qualidade dos embrides e
aumentou numericamente o total de embrides viaveis produzidos (87) em
relacéo ao grupo controle (43) e grupo LH60/LH (13). No experimento 2 ndo se
observou diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao numero de
estruturas colhidas e embrides viaveis, porém o grupo LH48/FSH+LH
apresentou maior nimero de embrides grau | e Il que os demais grupos
(p<0,05). Conclui-se que o eCG pode ser substituido por FSH e LH, no ultimo
dia do tratamento superestimulatério do protocolo P-36, sem haver prejuizo na

producdo de embrides viaveis.

Palavras-chave: FSH, LH, eCG, transferéncias de embrides, superovulacao,

Angus, Bos taurus.
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The protocol called P-36 has been broadly used to induce multiple ovulations,
due to the fact that it allows fixed-time artificial insemination (FTAI), and
facilitates embryo donors handling. Recent studies with P-36 protocol, have
shown that replacement of the last two doses of FSH by eCG improves embryo
yield. However, after consecutive use, eCG may induce antibody and decrease
bovine embryo production. The objective of the present study is to verify the
efficiency of protocol P-36/eCG in Angus breed, and to test the replacement of
eCG by LH in the last day of superestimulatory treatment. In experiment 1, 22
Angus cows were randomly allotted to 4 groups: LH60 (Control), LH60/eCG,
LH60/LH and LH60/FSH+LH. Each donor was superovulated 3 times, in such a
way that each animal received 3 of 4 treatments, totaling 17 cows in the first
two groups and 16 in the others (incomplete block design). At a random stage
of the estrous cycle (D0), the embryo donors received an intravaginal device
(IVD) containing 1.0 g of progesterone and estradiol benzoate (3.0 mg, i.m.). In
the control group the animals were superestimulated with pFSH (i.m., total dose
= 200 mg) twice a day in decreasing doses from D4 to 7, whereas in groups
LH60/eCG and LH60/LH the last two doses of FSH were replaced by eCG (i.m,
total dose = 400 IU) or LH (i.m., total dose = 2.0 mg), respectively. Finally, the
cows from group LH60/FSH+LH received two doses of 1.0 mg of LH
simultaneously with the last two doses of FSH. All animals were treated with d-
cloprostenol (150 mg, i.m.) on day 6, and the IVD was removed 36 h after
PGF2a administration. Ovulation was induced with 12.5 mg of pLH (i.m.), on
day 8, and the animals were FTAI 12 and 24 h after pLH. In experiment 2, 17
cows were randomly allocated in 3 groups: LH48, LH60 and LH48/FSH+LH.
The difference between the first and the second experiment is that in groups
LH48 and LH48/FSH+LH the hormone used to induce ovulation was
administered 48 h after PGF2a, instead of 60 h. Each donor was
superestimulated 3 times and received all treatments (cross-over design).
Embryo flushing was performed on day 15 and 16, in both experiments. The
data was analyzed by ANOVA (Proc Mixed, SAS). In experiment 1,
replacement of eCG by LH (group LH60/LH), resulted in a significant decline on
number of structures recovered (total ova/embryos) and number of viable
embryos, when compared to the other groups. However, addition of pLH to the

last two doses of pFSH (LH60/FSH+LH) improved embryo quality and
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numerically increased the total embryo yield (87) when compared to Control
(43) and LH60/LH group(13). In experiment 2, there was no significant
difference among treatments for total structures recovered and viable embryos.
Nevertheless, group LH48/FSH+LH had a higher number of embryos qualities |
and Il than the others groups (p<0.05). It is concluded that eCG can be
replaced by FSH and LH, in the last day of superestimulation treatment of P-36

protocol, without affecting viable embryos yield.

Keywords: FSH, LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Angus, Bos taurus.
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As criagbes de gado de corte na regido sul do Brasil contam com a
predominancia de animais de racas européias (Bos taurus). Entre elas, a raca
Angus se destaca devido as suas caracteristicas como: rusticidade,
precocidade, fertilidade, facilidade de partos, habilidade materna e,
principalmente, qualidade da carne. Esse item & fundamental, uma vez que
atende as exigéncias do mercado moderno: animais jovens e com uma camada
de gordura suficiente para satisfazer o gosto do consumidor.

Além da inseminacdo artificial, a inducdo de ovulacdo multipla
(superovulacdo — SO) para a producao e transferéncia de embrides (TE) € uma
das biotécnicas da reproducdo mais importantes para acelerar o melhoramento
genético do gado, tendo como objetivo, obter o maximo niamero de embrides com
altas taxas de prenhezes (Mapletoft e Pierson, 1993). Entretanto, a variabilidade
de resposta das doadoras de embribes ao tratamento superestimulatério com
gonadotrofinas e a dificuldade de deteccéo de cio das doadoras ainda estédo entre
0S maiores problemas nos programas comerciais de transferéncia de embribes
(TE) (Adams, 1994; Armstrong, 1993; Boland & Roche, 1993; Barros & Nogueira,
2001).

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular (Savio et al.,
1988; Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989) tornou-se possivel o
desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o crescimento
folicular e 0 momento da ovulacéo, viabilizando a inseminacéo artificial com
tempo fixo (IATF) (Barros et al., 1998). De forma similar, o desenvolvimento
folicular e 0 momento da ovulacdo podem ser controlados farmacologicamente
para melhorar os tratamentos superovulatérios empregados na transferéncia de
embrides (Barros e Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006;
Barros et al., 2010).

Barros e Nogueira (2001) desenvolveram um protocolo denominado P-36
no qual a fonte de progesterona é mantida por até 36 horas apos a aplicacdo de
PGF2a e a ovulacdo é induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas mais
tarde. Gracas a administracdo exdégena de LH é possivel controlar o momento da
ovulacdo, que ocorre entre 24 e 36 horas apés a injecdo de LH (Nogueira &
Barros, 2003). Conseguentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24

horas apos a aplicacdo de LH, dispensando a detecg¢&o do cio das doadoras.
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O protocolo P-36 tem se mostrado eficaz em animais da raca Nelore
(Barros e Nogueira, 2001; Barros & Nogueira 2005; Baruselli et al., 2006,
Nogueira et al. 2007). Em publicacdo recente, Nogueira et al. (2007)
reportaram em 136 colheitas a média de 13,3+0,75 estruturas totais e 9,4+ 0,63
embrides viaveis, com 71,0% (1279/1807) de viabilidade, em doadoras da raca
Nelore tratadas com o protocolo P-36.

No entanto, a utilizagdo do protocolo P-36 em ragas européias diminui o
namero de embrides vidveis quando comparado a protocolos convencionais
com observacao do estro. Esta observacado motivou ajustes no protocolo P-36,
a fim de torn&-lo eficaz, também, em racas européias. Nas racas Holandesa
(Martins et al., 2005) e Angus (Chesta et al., 2007) 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), apos a administracao
de PGF2a. De forma similar, resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na
raca Bonsmara (3% Africaner e 3% Hereford e Shorthorn) indicam que a
aplicacdo de pLH 60 h apds a PGF2a, pode ser vantajosa também para esta
raca. Além disso, estes autores testaram uma outra modificagcdo no protocolo
P-36, ou seja, substituiram as duas ultimas doses de pFSH por uma Unica
aplicacdo de eCG (200 Ul) para estimular tanto o crescimento final (apos a
fase de divergéncia) quanto a maturacdo dos foliculos ovarianos (atividade LH
da eCG). Apesar de nao haver diferenca significativa entre os tratamentos, os
resultados promissores estimularam novos experimentos com a eCG na raca
Nelore.

Em 2007, Barcelos et al. testaram se a substituicdo do pFSH por eCG,
no ultimo dia do tratamento superestimulatério, aumentaria o crescimento
folicular, a taxa de ovulacdo e a producédo de embribes. Tanto 0 niumero de
foliculos com diametro superior a 6 mm presentes no momento da
administracdo de pLH quanto o numero de estruturas totais colhidas foram
superiores (p<0,03) nos animais que receberam eCG. Apesar de nao ter
ocorrido aumento estatisticamente significativo na média de embribes viaveis
nas vacas tratadas com eCG (7,30+£1,20) quando comparadas as que néao
receberam esta gonadotrofina (5,10+1,10), o nimero total de embriées viaveis

produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG (146) vs P-36 (102)
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evidencia a vantagem de se substituir as duas Ultimas doses de pFSH por
eCG.

Entretanto, Baruselli et al. (2008) demonstraram uma diminuicdo na
resposta superovulatoria apds a terceira aplicacdo consecutiva de 2.000 Ul de
eCG, devido, provavelmente, a producéo de anticorpos anti-eCG.

Levando-se em consideracdo os resultados favoraveis do uso do eCG
no protocolo P-36 e a possibilidade da formac&o de anticorpos contra esta
gonadotrofina, objetivou-se com o presente trabalho verificar a eficiéncia do
protocolo P-36/eCG em vacas da raca Angus e testar a possibilidade de se
substituir a eCG pelo pLH, no ultimo dia do tratamento superestimulatorio.

Hipotese a ser testada:
A substituicdo do eCG pelo pLH ou adicdo de pLH as duas ultimas
doses de pFSH, no protocolo P-36, é tdo eficaz quanto a utilizacdo de eCG no

ultimo dia do tratamento superestimulatorio.
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Dinamica folicular

O processo continuo de crescimento e regressdo dos foliculos antrais
ovarianos que induz o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério € conhecido
como dinamica de crescimento folicular, enquanto que o padrdo de
crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos, é denominado onda
de crescimento folicular (Lucy et al., 1992). O crescimento folicular em padréo
de ondas ocorre em varios estagios da vida reprodutiva, como no periodo
anterior a puberdade (6 a 8 meses de idade, Adams et al., 1992; Evans et al.,
1994), durante o ciclo estral, a gestacdo (Ginther et al., 1996b) e no pés-parto
(Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a, b).

A dinamica de crescimento folicular dos bovinos € caracterizada pela
presenca de duas ou trés ondas de crescimento folicular (Savio et al., 1988;
Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997; Viana et al.,
2000; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008) e,
esporadicamente, uma ou quatro ondas (Savio et al., 1988; Sirois & Fortune,
1988; Murphy et al., 1990; Viana et al., 2000).

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

A emergéncia da onda folicular, também denominada de recrutamento
folicular, consiste na emergéncia simultanea de um grupo de foliculos com
diametro aproximado de 4 a 5 mm (Ginther et al., 1996a) estimulados por um
aumento transitério do FSH (Fortune, 1993). Mais recentemente, com 0 avanco
na qualidade dos aparelhos de ultrassonografia acoplados a transdutores de
9,0 MHz, foi possivel a visualizacdo de foliculos com diametro a partir de 1,0
mm (Jaiswal, et al., 2004; Ereno, 2008). Além disso, pode-se observar a
emergéncia da onda folicular cerca de 12 (Ereno, 2008) ou 48 (Jaiswal, et al.,
2004) horas antes da ovulacéao.

Aproximadamente trés dias apds a emergéncia folicular (foliculos com 4
a 5 mm), quando o maior foliculo atinge o diametro médio de 8,5 mm para Bos

taurus (Ginther et al.,, 1996a), ocorre 0 evento denominado desvio folicular,
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momento em que ocorre a maior diferenca na taxa de crescimento entre os
dois maiores foliculos da onda (Ginther et al., 1996a, 1997).

Na presenca de um corpo luteo (CL) funcional e de altas concentracdes
plasmaticas de progesterona, ha decréscimo na freqiéncia de pulsos de LH
(Roberson et al., 1989). Consequentemente, o foliculo dominante sofre atresia
e falha em ovular (Ginther et al., 1989; Lucy et al., 1992; Stock & Fortune,
1993).

De 17 a 20 dias ap6s a ovulacdo o corpo luteo sofre regresséo
morfolégica e funcional causada pela liberacdo de PGF2a proveniente do
endométrio (Horton & Poyser, 1975). Este processo, denominado lutedlise, é
caracterizado pela queda na producdo de progesterona e fragmentacdo dos
componentes celulares, incluindo a reducdo do suporte vascular, a proliferacao
do tecido conjuntivo, a desorganizacéo celular, a degeneracéo e a fagocitose
das células luteais (Milvae et al., 1996). Como resultado, ocorre queda nas
concentragcdes plasmaticas de progesterona (<1 ng/mL), permitindo a ovulacdo

do foliculo dominante por meio do pico pré-ovulatorio de LH.

Tratamentos para induzir ovulacao multipla

Varios tratamentos para induzir ovulagdo mdultipla (superovulagcédo) foram
propostos (Gordon, 1996; Barros & Nogueira, 2001, Baruselli et al., 2006;
Barros et al., 2010). Entre os agentes superovulatérios testados destacam-se a
gonadotrofina coribnica equina (eCG) administrada isoladamente (Rowson et
al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al., 1978) ou associada a soro anti-
PMSG (Dieleman et al., 1987; Alfuraiji et al., 1993; Gonzalez et al., 1994) e o
horménio foliculo estimulante (pFSH) proveniente de extrato de pituitarias de
suinos, ovinos e equinos (Donaldson, 1989) ou ainda, FSH recombinante
bovino (Looney & Bondioli, 1988; Bellows et al., 1991; Wilson et al., 1993).

O uso do FSH foi amplamente estudado como agente indutor de
ovulacdo. Essas pesquisas envolviam dose, eficiéncia de produtos comerciais
e as variacdes nos indices FSH:LH de diferentes produtos comerciais
(Donaldson & Ward, 1987; Donaldson, 1990). Nestes trabalhos ficou
caracterizada a diferenca de poténcia do FSH (Braileanu et al., 1998) e a

variacdo da relacdo FSH:LH existente entre diferentes produtos comerciais e
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dentro de um mesmo produto. Além disso, evidenciou-se que uma resposta
superovulatéria melhor e mais consistente pode ser obtida com preparacdes
contendo FSH quando comparadas com ou eCG (Donaldson & Ward, 1987).

Donaldson et al. (1986), Gonzalez et al. (1990) e Mapletoft et al. (1993)
mostraram o efeito negativo de altas concentracdes de LH sobre a producéo e
a qualidade de embrides bovinos, sugerindo que o nivel maximo de
contaminacao de LH no FSH seja de aproximadamente 15 a 20%.

Existem evidéncias na literatura de que a presenca de um foliculo
dominante no inicio do tratamento superestimulatério pode diminuir a producéo
de embrides (Guibault et al., 1991; Lussier et al.,, 1995). A fim de evitar o
foliculo dominante no inicio dos tratamentos, algumas estratégias foram
desenvolvidas, como por exemplo, comecar a superestimulagdo com FSH no
primeiro dia do ciclo estral (Goulding et al., 1990; Roberts et al., 1994; Stock et
al., 1996), aspirar o foliculo dominante ou todos os foliculos acima de 5 mm de
diametro antes da superestimulacdo com gonadotrofinas (Bergfelt et al., 1994,
Bodensteiner et al.,, 1996; Hill & Kuehner, 1996) e sincronizar o inicio das
ondas foliculares (B0 et al., 1995, 2003).

Ja foi amplamente demonstrado que o uso de uma fonte de
progesterona (dispositivos intravaginais), associada a administracao
intramuscular de estrogeno, promove atresia folicular e origina uma nova onda
folicular, cerca de 4 dias ap0s o inicio dos tratamentos (revisto por Bo6 et al.,
1995, 2003). A fim de evitar a presenca de um foliculo dominante o tratamento
superestimulatério com FSH comeca justamente no inicio da nova onda
folicular, ou seja, 4 dias apos a colocacdo do dispositivo intravaginal e
administracdo de estrégeno. Dois dias apds a primeira injecdo de FSH, é
administrada uma dose luteolitica de PGF2a e 12 horas mais tarde o
dispositivo intravaginal € removido. As doadoras s&o inseminadas
artificialmente 12 e 24 horas ap0s a deteccdo do cio. Seis a sete dias mais
tarde os embriBes séo colhidos, classificados e congelados ou inovulados. Este
protocolo apresenta duas vantagens: pode ser iniciado em qualquer dia do ciclo
estral e dispensa a observacao do cio base. Porém, ainda requer a deteccdo
do estro para a inseminacgao artificial das doadoras.

Foi sugerido que foliculos que ndo ovulam, apds superestimulagdo com

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

Barros & Nogueira (2001) testaram a eficicia de protocolos, nos quais o
momento esperado da ovulagéo era atrasado por 6 a 12 horas e a ovulagéo era
induzida pela administracdo de pLH ou GnRH (Barros & Nogueira, 2001;
Nogueira et al., 2002). Estes protocolos ndo aumentaram significativamente o
namero de embrides viaveis quando comparados a protocolos com deteccao
do estro. Entretanto, com estes tratamentos hormonais foi possivel controlar o
momento da ovulagédo, permitindo a utilizagcdo da IATF. A partir destes
experimentos foi desenvolvido um novo protocolo denominado P-36 (Barros &
Nogueira, 2001; 2005), no qual a fonte de progesterona (CIDR-B® ou DIB®) é
mantida por até 36 horas apds a aplicacdo de PGF2a (dai a denominacéo P-
36) e a ovulacao € induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas apos a
remocao da fonte de progesterona (ou seja, 48 horas apds a aplicacdo de
PGF2a). Uma vez que a ovulacdo ocorre entre 24 e 36 horas apos a
administracdo de pLH (Nogueira et al., 2003) a IATF é realizada 12 e 24 horas
apos a injecdo de pLH, evitando a inconveniéncia da deteccao do estro.

Ja foi demonstrado que a reducéo da dose de 25 para 12,5 mg de pLH
em vacas Nelore ndo altera significativamente o nimero de embrides viaveis
(9,8+1,09, e 9,2+0,77, respectivamente) ou a taxa de viabilidade (73,7 e
69,5%, respectivamente; Nogueira et al., 2002; Nogueira & Barros 2003). Além
disso, podem ser utilizadas diversas fontes exdgenas de progesterona sem que
ocorram alteracdes na producdo de embrides (Barros & Nogueira, 2005;
Baruselli et al., 2006, Nogueira & Barros, 2006).

O protocolo P-36 tem se mostrado eficaz em animais da raca Nelore
(Barros e Nogueira, 2001; Barros & Nogueira 2005; Baruselli et al., 2006,
Nogueira et al. 2007). Em publicacdo recente, Nogueira et al. (2007)
reportaram em 136 colheitas a média de 13,3+0,75 estruturas totais e 9,4+0,63
embrides viaveis, com 71,0% (1279/1807) de viabilidade, em doadoras da raca

Nelore tratadas com o protocolo P-36.
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Modificagdes no protocolo P-36 pararagas taurinas.

O protocolo P-36 apresenta bons resultados para doadoras zebuinas
(Bos indicus; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006; Barcelos et al., 2007;
Nogueira et al., 2007), entretanto, quando doadoras taurinas (bos taurus) séo
submetidas a este protocolo, 0 numero de estruturas totais tem sido
insatisfatorio (Baruselli et al., 2006). Estes resultados podem ser atribuidos as
particularidades fisiolégicas que diferenciam vacas Bos taurus e Bos indicus.
Dentre elas, o diametro folicular, sendo que fémeas Bos taurus atingem a fase
de desvio folicular com diametro superior ao de fémeas Bos indicus (8,5 mm
para Bos taurus; Ginther et al., 1996a e 6,1 mm para Bos indicus; Sartorelli et
al., 2005). Deste modo supde-se que os foliculos de fémeas taurinas, para
atingirem capacidade ovulatéria, necessitem alcangar didmetros maiores do
gue as fémeas zebuinas.

De fato Sartori et al. (2001) verificaram que fémeas Bos taurus ovulam a
administracdo de LH somente foliculos com diametro acima de 10 mm ao
passo que Gimenes et al. (2008) e Simdes et al. (2010) observaram que
fémeas Bos indicus apresentaram capacidade ovulatéria com foliculos de
diametro em torno de 8 mm, sendo que, a capacidade ovulatéria esta
relacionada ao aumento do diametro folicular e expressao de receptores de LH
nas células da granulosa (Simdes et al., 2010). Desta forma, protocolos nos
guais, a administracdo do indutor da ovulacdo (pLH) € atrasada 12 horas (P-
36/LH60), talvez por disponibilizar maior tempo para que os foliculos atinjam
diametros condizentes com a capacidade ovulatéria, sdo mais efetivos em
fémeas taurinas do que o protocolo P-36/LH48 (Martins et al., 2005).

Esta hipotese motivou alteracbes no protocolo P-36, tanto na raca
Holandesa (Martins et al., 2005) quanto na Angus (Chesta et al., 2007) 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), apds a administracdo de PGF2a. De forma similar, resultados
obtidos por Barcelos et al. (2006), na raga Bonsmara (36 Africaner e % Hereford
e Shorthorn) indicam que a aplicacdo de pLH 60 h apés a PGF2a, pode ser

vantajosa também para esta raca.
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Uso do eCG

A gonadotrofina coriénica eqlina é uma glicoproteina complexa que tem
atividade de FSH e LH (Murphy, 1991). No Brasil esta gonadotrofina é
amplamente utilizada em protocolos de inseminagao artificial em tempo fixo
(IATF) e de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF) em receptoras,
com o objetivo de promover o crescimento final do foliculo dominante (atividade
LH da eCG) e facilitar a sincronizagéo da ovulacdo no caso da IATF (Baruselli
et al., 2004) ou promover a dupla ovulagdo e/ou aumentar o diametro do CL, a
fim de melhorar as taxas de concepcao nas receptoras de embrides (B6 et al.,
2006).

A eCG também pode ser administrada isoladamente para induzir
superovulacdo (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al., 1978).
Esta gonadotrofina possui uma meia-vida longa (40 horas) e persiste por até 10
dias na circulacdo das fémeas bovinas. Assim é administrada normalmente em
uma unica aplicagcdo para promover a superestimulacdo (Dieleman et al.,
1993). Enquanto que a meia vida do FSH na vaca foi estimada em 5 horas ou
menos, por isso deve se administrada duas vezes ao dia, durante 4 dias, para
induzir superovulacdo (Monniaux et al., 1983). Essa meia vida longa da eCG
pode provocar uma estimulacdo continua dos ovarios, foliculos anovulatorios,
perfis enddcrinos anormais e reducao da qualidade embrionaria (Saumande et
al., 1978; Mikel-Jenson et al., 1982; Moor et al., 1984).

Martins et al. (2006) relataram que a utilizacdo de eCG em dose Unica
(2000 UIl) para promover superestimulacdo em vacas Nelore, apos a
sincronizacdo do inicio da onda folicular com progesterona e benzoato de
estradiol, originou um namero semelhante de embrides viaveis e congelaveis
guando comparado ao grupo que recebeu 8 aplicacbes de FSH em doses
decrescentes.

Foi demonstrado que apdés o tratamento superestimulatério com FSH, os
pulsos de LH diminuem logo apds a primeira aplicacdo de FSH e se acentuam
ao redor das ultimas aplicacdes e do periodo pré-ovulatoério. Isso ocorre devido
ao aumento nas concentracdes de estradiol e progesterona pela alta atividade
esteroidogénica das vacas superovuladas (Price et al., 1999). Como se sabe, 0
LH é imprescindivel para o crescimento final dos foliculos e para a completa

maturacdo dos odcitos. Xu et al. (1995) caracterizaram a importancia da



31

expressdo de receptores de LH nas células da granulosa em bovinos como
ponto chave para a transicdo da dependéncia de FSH para LH. Uma maneira
de suprir a deficiéncia endégena dos pulsos de LH pela administracdo de FSH
exdgeno (geralmente extrato de pituitaria suina contendo FSH e baixa
concentragdo de LH), seriam administracbes frequentes de GnRH,
aumentando, assim, o numero de foliculos pré-ovulatérios provenientes do
tratamento superestimulatoério (Price et al., 1999; Melo et al., 2004).

Recentemente, Barcelos et al. (2007) testaram se a substituicdo do
pFSH por eCG, no ultimo dia do tratamento superestimulatério, aumentaria o
crescimento folicular, a taxa de ovulagdo e a producdo de embrides. Vacas
Nelore (n=20) foram divididas ao acaso em dois grupos: P-36 e P-36/eCG, e
cada fémea recebeu os dois tratamentos de forma alternada (cross-over). Os
animais do grupo P-36 receberem o tratamento P-36 e no grupo P-36/eCG as
duas ultimas aplicacdes de pFSH foram substituidas por duas doses de 200 Ul
de gonadotrofina coridnica eqtina (eCG, total de 400 Ul IM). Tanto o numero
de foliculos com diametro superior a 6 mm presentes no momento da
administracdo de pLH quanto o numero de estruturas totais colhidas foram
superiores (p<0,03) nos animais que receberam eCG. Estes dados séo
indicativos de que a eCG estimulou o crescimento folicular final, resultando em
maior numero de foliculos capazes de ovular em resposta a administracao
exdgena de LH e, consequientemente, aumentou o numero total de estruturas
recuperadas. Apesar de nao ter ocorrido aumento estatisticamente significativo
na média de embrides viaveis nas vacas tratadas com eCG (7,30+1,20) quando
comparadas as que nao receberam esta gonadotrofina (5,10+1,10), o niamero
total de embrides viaveis produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo P-
36/eCG (146) vs P-36 (102) evidencia a vantagem de se substituir as duas
Ultimas doses de pFSH por eCG.

Outros estudos na raca Brangus (Bos taurus x Bos indicus; Reano et al.,
2009) e na Sindi (Bos indicus; Mattos et al., 2010) também reportaram aumento
na producéo de embrides com a substituicdo de pFSH pelo eCG no ultimo dia
do tratamento superestimulatério do protocolo P-36.

Entretanto, Baruselli et al. (2008) demonstraram uma diminuicdo na
resposta superovulatoria ap6s a terceira aplicacdo consecutiva de 2.000 Ul de

eCG, devido, provavelmente, a producao de anticorpos anti-eCG. Em cabras,
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ja foi demonstrada a presenca desses anticorpos apos a utilizacdo de eCG em
protocolos de IATF, com consequente diminui¢cdo na fertilidade apos a IA (Roy
et al., 1999).
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CAPITULO 2

Eficiéncia do protocolo superestimulatorio P-
36, associado a administracado de eCG ou LH,

em animais da raca Angus

Este artigo cientifico estd de acordo com as normas para publicacdo na

Theriogenology, exceto a apresentacéo das figuras, tabelas e idioma
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Resumo

O protocolo denominado P-36 tem sido amplamente utilizado para induzir
ovulacdo mudltipla, por permitir a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e
facilitar o manejo de doadoras de embrides. Estudos recentes com o P-36
mostram que a substituicdo das ultimas duas doses de FSH por eCG melhora a
producédo de embribes. Entretanto, aplicacdes sucessivas de eCG podem
induzir a formacdo de anticorpos e diminuir a producédo de embrides bovinos.
Objetiva-se com o presente trabalho verificar a eficiéncia do Protocolo P-
36/eCG em vacas da raca Angus e testar a possibilidade de substituir a eCG
pelo pLH, no dultimo dia do tratamento superestimulatério. No primeiro
experimento, 22 vacas Angus foram distribuidas em 4 grupos: LH60 (controle)
LH60/eCG, LH60/LH e LH60/FSH+LH. Cada doadora foi superovulada 3 vezes,
de forma que um mesmo animal recebeu 3 dos 4 tratamentos, totalizando 17
vacas nos dois primeiros grupos e 16 nos demais, em um delineamento
experimental de blocos incompletos. Em dia aleatério do ciclo estral (DO), as
doadoras receberam um dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de
progesterona (DIV) e benzoato de estradiol (3 mg, via IM). No grupo controle,
os animais foram superestimulados com pFSH (via IM, dose total = 200 mg)
duas vezes ao dia em doses decrescentes do D4 ao D7, enquanto que no
grupo LH60/eCG e LH60/LH as duas ultimas doses de FSH foram substituidas
por eCG (totalizando 400 Ul via IM) ou pLH (totalizando 2 mg, via IM),
respectivamente. Finalmente, as vacas do grupo LH60/FSH+LH receberam
duas doses de 1,0 mg de pLH juntamente com as duas Ultimas doses de pFSH.
Todas as vacas foram tratadas com d-cloprostenol (150 mg, via IM) no dia 6, e
o DIV foi removido 36 horas apdés a administragcdo da PGF2a. No dia 8, a
ovulacao foi induzida com 12,5 mg de pLH (via IM,) e os animais foram IATF 12
e 24 horas apo6s a aplicacdo de pLH. No segundo experimento, 17 vacas foram
distribuidas aleatoriamente em 3 grupos LH48, LH60 e LH48/FSH+LH. A
diferenca em relacdo ao experimento 1 é que nos grupos P36LH48 e
LH48/FSH+LH o agente indutor da ovulacao foi administrado 48 horas ap6s a
administracdo de PGF2a, ao invés de 60 horas. Cada doadora foi
superestimulada 3 vezes e recebeu todos os tratamentos (delineamento cross-

over). Tanto no experimento 1, como no 2 a coleta de embrides foi realizada
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nos dias 15 e 16. Os dados foram analisados por meio da ANOVA (Proc Mixed
do SAS). No experimento 1, a substituicdo de eCG por LH (grupo LH60/LH)
resultou em diminuicdo significativa no ndmero de estruturas colhidas e de
embrides viaveis, em relacdo aos demais grupos. Entretanto, a adicao de LH
as duas ultimas doses de pFSH (LH60/FSH+LH) melhorou a qualidade dos
embrides e aumentou numericamente o total de embrides viaveis produzidos
(87) em relagéo ao grupo controle (43) e grupo LH60/LH (13). No experimento
2 ndo se observou diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao
namero de estruturas colhidas e embriGes viaveis, porém o0 grupo
LH48/FSH+LH apresentou maior niumero de embrides grau | e Il que os demais
grupos (p<0,05). Conclui-se que 0 eCG pode ser substituido por FSH e LH, no
ultimo dia do tratamento superestimulatério do protocolo P-36, sem haver

prejuizo na producéo de embrides viaveis.

Palavras-chave: FSH, LH, eCG, transferéncias de embrides, superovulagéo,

Angus, Bos taurus

1. Introducéao

As criacbes de gado de corte na regido sul do Brasil contam com a
predominancia de animais de racas européias (Bos taurus). Entre elas, a raca
Angus se destaca devido as suas caracteristicas como: rusticidade,
precocidade, fertilidade, facilidade de partos, habilidade materna e,
principalmente, qualidade da carne. Esse item é fundamental, uma vez que
atende as exigéncias do mercado moderno: animais jovens e com uma camada
de gordura suficiente para satisfazer o gosto do consumidor.

Além da inseminacdo artificial, a inducdo de ovulacdo mdultipla
(superovulacdo — SO) para a producéo e transferéncia de embriées (TE) é uma
das biotécnicas da reproducdo mais importantes para acelerar o melhoramento
genético do gado, tendo como obijetivo, obter o maximo nimero de embrides com
altas taxas de prenhezes [20]. Entretanto, a variabilidade de resposta das
doadoras de embribes ao tratamento superestimulatério com gonadotrofinas e a

dificuldade de deteccdo de cio das doadoras ainda estdo entre 0s maiores
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problemas nos programas comerciais de transferéncia de embrides (TE)
[1,6,10,13].

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular [16,32,35]
tornou-se possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de
regular o crescimento folicular e o momento da ovulacgdo, viabilizando a
inseminacdo artificial com tempo fixo (IATF) [5]. De forma similar, o
desenvolvimento folicular e o momento da ovulagdo podem ser controlados
farmacologicamente para melhorar o0s tratamentos superovulatorios
empregados na transferéncia de embrides [4,6,9,25].

Barros e Nogueira [6] desenvolveram um protocolo denominado P-36 no
qgual a fonte de progesterona € mantida por até 36 horas apds a aplicacdo de
PGF2a e a ovulagdo é induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas mais
tarde. Gracas a administracdo exdgena de LH é possivel controlar o momento da
ovulagdo, que ocorre entre 24 e 36 horas apés a injegcdao de pLH [26].
Consequentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apoés a
aplicacao de pLH, dispensando a detecc¢ao do cio das doadoras.

O protocolo P-36 tem se mostrado eficaz em animais da raca Nelore [6-
7,9,24]. Em publicacdo recente, Nogueira et al. [24] reportaram em 136
colheitas a média de 13,3%0,75 estruturas totais e 9,4+0,63 embrides viaveis,
com 71,0% (1279/1807) de viabilidade, em doadoras da raca Nelore tratadas
com o protocolo P-36.

No entanto, a utilizacdo do protocolo P-36 em racas européias diminui o
namero de embrides viaveis quando comparado a protocolos convencionais
com observacao do estro. Esta observacdo motivou ajustes no protocolo P-36,

a fim de torna-lo eficaz, também, em racas européias. Nas racas Holandesa
[22] e Angus [11] 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), apds a administracdo de PGF2a. De forma similar,
resultados obtidos por Barcelos et al. [3], na raga Bonsmara (¥ Africaner e ¥
Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicacdo de pLH 60 h apés a PGF2q,
pode ser vantajosa também para esta raca. Além disso, estes autores testaram
uma outra modificagdo no protocolo P-36, ou seja, substituiram as duas ultimas
doses de pFSH por uma Unica aplicagdo de eCG (200 Ul) para estimular tanto

o crescimento final (apos a fase de divergéncia) quanto a maturagdo dos
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foliculos ovarianos (atividade LH da eCG). Apesar de ndo haver diferenca
significativa entre os tratamentos, os resultados promissores estimularam
novos experimentos com a eCG na raga Nelore.

Em 2007, Barcelos et al. [2] testaram se a substituicdo do pFSH por
eCG, no ultimo dia do tratamento superestimulatério, aumentaria o crescimento
folicular, a taxa de ovulacdo e a producdo de embrides. Tanto 0 numero de
foliculos com didametro superior a 6 mm presentes no momento da
administracdo de pLH quanto o numero de estruturas totais colhidas foram
superiores (p<0,03) nos animais que receberam eCG. Apesar de nao ter
ocorrido aumento estatisticamente significativo na média de embrifes viaveis
nas vacas tratadas com eCG (7,30+1,20) quando comparadas as que nao
receberam esta gonadotrofina (5,10+1,10), o nimero total de embrides viaveis
produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG (146) vs P-36 (102)
evidencia a vantagem de se substituir as duas ultimas doses de pFSH por
eCG.

Entretanto, Baruselli et al. [8] demonstraram uma diminuicdo na resposta
superovulatéria apOs a terceira aplicacdo consecutiva de 2.000 Ul de eCG,
devido, provavelmente, a producéo de anticorpos anti-eCG.

Levando-se em consideracdo os resultados favoraveis do uso do eCG
no protocolo P-36 e a possibilidade da formacdo de anticorpos contra esta
gonadotrofina, objetivou-se com o presente trabalho verificar a eficiéncia do
protocolo P-36/eCG em vacas da raca Angus e testar a possibilidade de se

substituir a eCG pelo LH, no ultimo dia do tratamento superestimulatorio.

2. Material e método

2.1. Experimento 1

O experimento foi realizado na Fazenda Bananeiras no municipio de
Macambara, no estado do Rio Grande do Sul (latitude 29°08'34" S, longitude
56°03'54" E, altitude 110 m). As doadoras da raca Angus foram mantidas em
pastagem de pensacola (Paspalum notatum), consorciada com pastagens de

papua (Brachiaria plantaginea) e milhd (Digitaria sanguinalis), recebendo sal
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mineral e agua a vontade. Durante o periodo de Setembro de 2008 a Janeiro
de 20009.

As vacas (n=24) foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos:
Controle (P36/LH60), LH60/eCG, LH60/LH e LH60/FSH+LH. Todos os animais
passaram por trés dos quatro grupos, exceto duas doadoras. Sendo que, em
uma vaca, a P4 foi mantida até a IA durante a segunda rodada e na outra
observou-se que estava prenhe no inicio da terceira rodada. Sendo assim,
foram retiradas do experimento, totalizando dessa forma, 17 vacas nos grupos
Controle (P36/LH60) e LH60/eCG e 16 nos grupos LH60/LH e LH60/FSH+LH,
em um delineamento experimental de blocos incompletos, divido em 3 rodadas,
onde cada doadora é considerada um bloco. Foram utilizados 10 touros da
raca Angus. Em cada uma dessas rodadas as doadoras receberam o sémen
do mesmo touro e da mesma partida.

Em dia aleatorio do ciclo estral, denominado dia zero (D0), as 22 vacas
foram avaliadas com ultrassom para verificar a condicdo ovariana (populacao
de foliculos, presenca de corpo luteo (CL) e ocorréncia de cisto folicular) e
receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona (1 g, PRIMER®,
Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) e administracdo de 3 ml de benzoato de estradiol
(BE, 3 mg, via IM, Estrogin® ; Farmavet, S&o Paulo, Brasil). Quatro dias mais
tarde (D4) foi iniciado o tratamento superestimulatério (FSH, Folltropin-V®, via
IM, NIH-FSH-P1, Folltropin-V®, IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada),
2 vezes ao dia, durante 4 dias consecutivos (40, 30, 20 e 10% da dose total
respectivamente).

No dia seis (D6) as 7 h, foi administrada uma dose luteolitica de um
anélogo da PGF2o. (150 mg de d-cloprostenol, via IM, Prolise®). Trinta e seis
horas apos a aplicacdo de PGF2a (D7 as 19 h), o dispositivo intravaginal
contendo progesterona foi removido. A inducdo da ovulacdo foi realizada
através da administracdo de LH (Lutropin® 12,5 mg, via IM, BionicheAnimal
Health, Ontario, Canadd) no dia oito (D8) as 19 h, ou seja, sessenta horas apés
a aplicacdo de PGF2a. Os animais foram inseminados artificialmente em tempo
fixo (IATF), sem a observacdo de cio, 12 e 24 horas apds a aplicacdo de LH
(Figura 1).
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Figura 1. Tratamento superestimulatdrio utilizado nas vacas Angus do Grupo controle.
BE= benzoato de estradiol; US = ultrassom; IATF = inseminacéo artificial em

tempo fixo.

Os animais do grupo LH60/eCG foram tratados de forma semelhante
aos do grupo controle, porém as duas ultimas doses de FSH foram substituidas
por duas doses de gonadotrofina coridnica equina (eCG, totalizando 400 Ul via
IM, Novormon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina). Por outro lado, nas vacas
de grupo LH60/LH as duas ultimas doses de FSH foram substituidas por duas
injecbes de LH contendo 1,0 mg cada uma delas (dose total = 2,0 mg; Figura
2).
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Figura 2. Tratamento superestimulatério utilizado nas vacas Angus do Grupo
LH60/eCG ou P-36/LH60/LH. BE= benzoato de estradiol; US = ultrassom;
IATF = inseminacéo artificial em tempo fixo.
No grupo LH60/FSH+LH além das doadoras serem tratadas com FSH
no dia 7, receberam também duas doses de 1,0 mg de LH (totalizando 2 mg)
(Figura 3).
LH .
Colheita
FSH dos
embribes
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Figura 3. Tratamento superestimulatério utilizado nas vacas Angus do Grupo
LH60/FSH+LH. BE= benzoato de estradiol;

inseminacéo artificial em tempo fixo.

US = ultrassom;

IATF =
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O exame ultrassonografico dos ovéarios (Mindray DP 3300-Vet.,
transdutor transretal linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-Medical eletronics Co.Ltda,
Sheuzheu, China) foi realizado nos dias indicados acima, com o objetivo de
observar todos os foliculos maiores que 6 mm (D8) e dos corpos lUteos presentes
no ovario no momento de coleta de embriées (D15).

A coleta de embrides foi feita pelo método néo cirtrgico (D 15), através
de lavagem uterina com tampao fosfato-salina (PBS). Os embrides foram
avaliados e classificados como viaveis, degenerados ou nao fertilizados (19). Os
embrides viaveis foram classificados de acordo com a qualidade em grau 1 (Gl,
excelente), grau 2 (Gll, bom), grau 3 (GlII, regular) e grau 4 (GIV, pobre).

2.2. Experimento 2

O experimento 2 foi realizado na mesma fazenda do experimento 1, com
17 vacas da raca Angus, sendo que 9 dessas participaram também do
experimento 1. Durante o més de julho (inicio do experimento 2), devido a
estiagem no municipio, as doadoras foram alimentadas com feno (Brachiaria
plantaginea e Digitaria sanguinalis) e silagem de milho e do més de agosto em
diante além do feno e da silagem, as doadoras eram mantidas no periodo da
tarde em pastagem de aveia (Avena stigosa schreb), recebendo sal mineral e
agua a vontade. O experimento foi realizado no periodo de julho a outubro de
20009.

As vacas foram distribuidas ao acaso em trés grupos: P-36/LH60, P-
36/LH48 e P-36/LH48/FSH+LH. Posteriormente, os animais foram trocados de
grupo de maneira que todas as doadoras recebam os trés tratamentos no final
do experimento (cross-over).

O grupo P-36/LH60 recebeu tratamento idéntico ao descrito no grupo
controle do experimento 1. No grupo P-36/LH48 os animais foram tratados de
forma semelhante aos do grupo controle. Porém, o agente indutor de ovulacao
(LH) foi administrado 48 horas apés aplicacdo de PGF2a, e, no grupo P-
36/LH48/FSH+LH, duas doses de LH (totalizando 2 mg) foram administradas

juntamente com o FSH (Figura 4).
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Figura 4. Tratamento superestimulatério utilizado nas vacas Angus do Grupo P-
36/LH48/FSH+LH. BE= benzoato de estradiol; US = ultra-som; IATF =

inseminacgao artificial em tempo fixo.

Além dos exames ultrassonograficos descritos no experimento 1,
também foi realizado um exame no dia 10 para verificar a taxa de ovulacéo 48
horas apods a administracéo de LH. A coleta e a classificagdo morfologica dos

embrides foram idénticas as descritas no experimento 1.

2.3. Andlise estatistica

Doadoras Angus (n=22) receberam 3 dos 4 tratamentos em um
delineamento experimental de blocos incompletos, onde cada vaca foi
considerada como um bloco. As variaveis, numero de foliculos maiores que 6
mm no dia 8, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas e néo fertilizadas,
embrides viaveis e numero de CL no dia da coleta foram transformados em raiz
guadrada e submetidas a analise de variancias (Mixed Procedure do programa
SAS), considerando o efeito da doadora como aleatério, enquanto 0s outros
fatores (periodo da coleta, tratamento e interacdo periodo/tratamentos) foram
considerados como efeitos fixos. Para os efeitos fixos significativos, foi usado o
teste de Tuckey (a posteriori) para comparar pares de médias.

No experimento 2, todas as doadoras (n=17) passaram por todos os

grupos (cross-over) e a analise estatistica foi similar a do experimento 1. Além
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disso, os dados de porcentagem das taxas de ovulacdo foram transformados
em arco seno para analise de variancia, considerando o efeito da doadora
dentro da sequéncia como aleatério e os efeitos de tratamento e periodo como
efeitos fixos.

Para comparar cada qualidade embrionéaria (excelente, bom, regular e
pobre) foi usado o teste de Kruskal-Walis no experimento 1 (blocos
incompletos) e Friedman no experimento 2 (cross-over). Para todas as
andlises, a significancia foi considerada quando p<0,05.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

N&o foi observado efeito da época no ano nos periodos de coleta
(setembro, novembro de 2008 e janeiro de 2009). O numero de foliculos com
didmetro superior a 6 mm presentes no ovario no dia 8 foi semelhante entre os
tratamentos, porém o namero de corpos luteos no dia da coleta foi maior no
grupo LH60/FSH+LH. Ja o numero de estruturas colhidas, estruturas
fertilizadas e embrides viaveis foram menores no grupo LH60/LH em relacdo
aos demais (Tabela 1). Além disso, observou-se diminuicdo significativa dos
embrides grau | e Il do grupo LH60/LH em relacdo aos demais tratamentos
(Tabela 2).
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Tabela 1. Numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no D8 do protocolo
superestimulatorio, nimero de corpos liteos nho momento da coleta, média
observada de estruturas colhidas, estruturas fertilizadas, estruturas ndo
fertilizadas, embrides viaveis e a taxa de viabilidade e o numero total de
embribes vidveis em vacas Angus tratadas com os protocolos P36/LH60
(Controle), LH60/eCG (eCG), LH60/LH (LH) e LH60/FSH+LH (FSH+LH).

MédiatEPM
Controle eCG LH FSH+LH

(n=17) (n=17) (n=16) (n=16)
Foliculos > 6 mm (D8) 14,59+1,202 12,94+1,132 11,751,132 13,75+1,222
Corpos lGteos 9,06+1,34° 8,82+1,38" 3,44+0,82° 14,81+1,92°
Estruturas totais 7,94+1,502° 7,06+1,24 2,88+0,83" 11,00+1,872
Estruturas fertilizadas 3,41+0,892 4,53+0,982 1,13+0,42° 6,69+1,202
N&o fertilizados 4,41+0,68?2 2,53+0,85% 1,75+0,242 4,60+1,012
Embrides viaveis 2,530,672 3,94+0,852 0,81+0,23° 5,441,012
Taxa de viabilidade 31,86 55,81 28,13 49,45
Total embrifes viaveis 43 67 13 87

abe Diferenca significativa entre as colunas (p<0,05)

Tabela 2. Namero total de embrides classificados como G | e G Il (excelente e bom),
G Il (regular) e G IV (pobre) de acordo com suas -caracteristicas
morfologicas obtidos em vacas Angus tratadas com os protocolos P36/LH60
(Controle), LH60/eCG (eCG), LH60/LH (LH) e LH60/FSH+LH (FSH+LH).

Classificacéo Controle eCG LH FSH+LH
GleGll 292 552 10° 672
Glli 142 9a 32 172
Glv 0 3 02 32

ab biferenca significativa entre as colunas (p<0,05)
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Os tratamentos LH48, LH48/FSH+LH e LH60 ndo apresentaram

diferenca significativa quanto ao namero de foliculos superiores a 6 mm no D8,

taxa de ovulagdo, corpos liteos no momento da coleta, estruturas colhidas,

estruturas fertilizadas, estruturas nao fertilizadas e embrides viaveis (p>0,05)

(Tabela 3).

Tabela 3. Média observada do numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no

D8 do protocolo superestimulatério, taxa de ovulacdo 48 horas apos a

administracdo de LH (D10), ndamero de corpos liteos no momento da coleta

de embrides, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas, estruturas néo

fertilizadas, embrides viaveis e a taxa de viabilidade e o numero total de

embribes viaveis em vacas Angus tratadas com os protocolos P36/LH48
(LH48), P36/LH48/FSH+LH (LH48/FSH+LH)

P36/LH60  (LH60).

MédiatEPM
LH48 LH48/LH+FSH LH60

Foliculos > 6 mm (D8) 14,41+1,50 15,47+1,53 15,47+1,52
Taxa de ovulagéo (D10) 49,39 55,89 51,71
Corpos luteos 10,24+1,96 9,12+1,91 9,65+1,78
Estruturas totais 8,12+1,84 7,71+1,93 8,59+1,92
Estruturas fertilizadas 3,71+1,04 6,18+1,52 6,12+1,42
Estruturas néo fertilizadas 4,12+0,86 1,53+0,50 2,41+0,72
Embrides viaveis 2,24+0,63 3,41+0,93 3,59+0,95
Taxa de viabilidade 27,59 44,23 41,79
Total embriBes viaveis 34 57 59

Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos

O tratamento LH48/FSH+LH originou maior nimero de embrides Grau |

e Il em relagdo aos demais tratamentos (p=0,03) e o grupo LH60 maior nimero

de embrides Grau lll (p=0,01) do que os outros grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Namero total de embriGes classificados como G | e G Il (excelente e bom),
G Il (regular) e G IV (pobre) de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas obtidos em vacas Angus tratadas com P36/LH48 (/LH48),
P36/LH48/FSH+LH (LH48/FSH+LH) e P36/LH60 (LH60).

Classificacéo LH48 LH48/LH+FSH LH60
GleGill 28" 462 24"
Gl 4° 10° 32°
GIV 2a 12 3

ab Diferenca significativa entre as colunas (p<0,05)

4. Discussao

Em doadoras da raca Angus, os resultados indicam aumento numeérico
dos embrides viaveis nos tratamentos com eCG e com adicdo de LH as duas
Ultimas doses de pFSH, quando comparados ao grupo controle. Além disso,
observou-se aumento numeérico dos embrides viaveis do grupo em que a
inducdo da ovulacdo foi atrasada 12 horas (P36/LH60) em relacdo ao grupo
P36/LH48.

O uso de eCG em substituicdo as duas ultimas doses de pFSH
(LH60/eCG) causou aumento numérico dos embrides viaveis em relacdo ao
controle, corroborando trabalhos em doadoras da raca Bonsmara [3], Nelore
[2], Brangus [28] e Sindi [37]. Uma das possiveis explicacdes para este efeito
benéfico do uso de eCG é sua atividade similar a do LH [2], responsavel pelo
crescimento final dos foliculos (apés a fase de divergéncia; [15]) e maturacéo
dos foliculos pré-ovulatérios [12,18].

Por outro lado, Baruselli et al. [8] demonstraram uma diminuicdo na
resposta superovulatéria apds a terceira aplicacdo consecutiva de 2000 Ul de
eCG, devido, provavelmente, a producao de anticorpos anti-eCG. Em cabras,
ja foi demonstrada a presenca desses anticorpos apés a utilizacdo de eCG em

protocolos de IATF, com consequente diminuicdo na fertilidade apds a IA [30].
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A fim de evitar uma possivel formacdo de anticorpos contra eCG, no
presente trabalho administrou-se pLH junto com as duas Ultimas doses de
pFSH (LH60/FSH+LH) e observou-se aumento significativo na quantidade de
CL (p<0,01) em comparagdo aos demais tratamentos, e 0 aumento de
estruturas totais quando comparado aos tratamentos com eCG (p=0,02) ou
somente pLH (p<0,001). Entretanto, houve apenas aumento numérico nos
embrides viaveis do grupo LH60/FSH+LH (87) quando comparado aos
tratamentos LH60/eCG (67) e Controle (43; Experimento 1).

Price et al. [27] observaram que durante o tratamento superestimulatério
ocorre uma diminuicdo dos pulsos de LH, os quais sdo imprescindiveis para o
crescimento final dos foliculos e para a completa maturagdo dos odcitos. O
ponto chave para a transicdo da dependéncia de FSH para LH apds o desvio
folicular € a expressado de receptores de LH nas células da granulosa em
bovinos [36]. Assim, a substituicdo das duas ultimas doses de pFSH por pLH
ou a adicdo de pLH as duas ultimas doses de pFSH estaria fornecendo a
concentracdo necessaria de LH.

Entretanto, quando as duas ultimas doses de pFSH foram substituidas
por pLH (LH60/LH), observou-se, um menor numero de CL, de estruturas
totais, de estruturas fertilizadas, de embrides viaveis e de embrides grau | e II
em relacdo aos demais tratamentos. Este resultado inesperado talvez possa
ser explicado pela baixa dose de pLH utilizada. Considerando que o Folltropin-
V possui 16% de contaminacdo de pLH [21], as duas Ultimas doses de pFSH
no presente trabalho teriam aproximadamente 3,2 mg de contaminacdo de
pLH. Quando as duas ultimas doses de pFSH foram substituidas por pLH, foi
administrado apenas 2 mg de pLH, enquanto nos animais em que o pLH foi
administrado juntamente com as duas Ultimas doses de pFSH, a dose total de
pLH fornecida foi ao redor de 5 mg.

Por outro lado, em experimento recente com vacas Nelore tratadas com
o protocolo P-36, no qual as duas ultimas doses de pFSH foram substituidas
por 4 mg de pLH, ndo se observou aumento no numero de estruturas totais (6,8
vs 8,1) e embribes viaveis (3,4 vs 3,6) em relacdo ao grupo controle (P-36;
Oliveira et al., dados nao publicados).

Dentre as possiveis explicacbes para estes resultados, estaria a

necessidade de uma pequena quantidade de pFSH no dltimo dia do tratamento
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superestimulatério, visto que os tratamentos que apresentaram aumento
numérico dos embrides viaveis incluiam horménios com atividade FSH (eCG
ou FSH+LH). Pode ser que esta atividade FSH estimule o crescimento dos
foliculos que ainda nao atingiram o desvio, de modo a tornarem-se responsivos
ao LH administrado no D8.

Existe ainda, a possibilidade do FSH favorecer o aumento na expressao
de receptores de LH nas células da granulosa, como indicam os resultados
obtidos in vitro por Nogueira et al.[(23]. Estes autores observaram células da
granulosa de zebuinos (Bos indicus) cultivadas in vitro na presenca de FSH,
apresentam aumento na expressao de algumas isoformas de LHR.

O atraso de 12 horas na aplicagcdo do indutor da ovulagéo (P36/LH60)
promoveu aumento numeérico nos embrides viaveis em relacdo ao grupo P36,
corroborando estudos realizados em animais de racas europeéias, nos quais se
observou aumento significativo no numero de embrides viaveis em vacas
tratadas com o protocolo P-36/LH60 vs P-36/LH48 [11,22]. Estes resultados
podem ser explicados pela diferenca de diametro para adquirir capacidade
ovulatdria entre as fémeas taurinas (foliculos acima de 10 mm; [31] e zebuinas
(foliculos acima de 8 mm; [14,33]), sendo que, a capacidade ovulatéria esta
relacionada ao aumento do diametro folicular e expressao de receptores de LH
nas células da granulosa [33].

No grupo em que foi adicionando pLH as duas ultimas doses de pFSH
(LH48/FSH+LH) apresentou apenas aumento numeérico dos embrides viaveis,
guando comparados aos do grupo P-36/LH48. Além disso, houve aumento
significativo no nuamero de embriées grau | e Il (p=0,03) no tratamento
LH48/FSH+LH em relacdo aos demais grupos. Por outro lado, no experimento
1, foi observado aumento numérico, dos embrides grau | e Il do grupo
LH60/FSH+LH, quando comparado aos demais tratamentos.

Este fato pode ser explicado pela necessidade de LH durante a
maturacao oocitaria, uma vez que a competéncia e maturacdo meidtica dos
odcitos sdo desencadeadas pelo LH, assim como a maturacdo citoplasmatica
[34]. Além disso, Greve et al. [17], observaram que em animais
superestimulados pode haver atraso na maturacdo citoplasméatica do odcito,
prejudicando fertilizacdo e, consequentemente, diminuindo as taxas de

prenhezes.
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No experimento 2, a taxa de ovulacao apds a administracdo de 12,5 mg
de LH foi menor que a relatada por Nogueira e Barros [26] em doadoras da
raca Nelore (80%). E possivel que doadoras da raca Angus necessitem uma
dose maior de pLH para induzir a ovulagdo, ou seja, 25 mg de pLH.
Recentemente, Ree et al. [29] observaram em animais Bos taurus, a
diminuicdo nas taxas de ovulacao (32, 58 e 84%) proporcional a dose de LH
utilizada (8, 12,5 e 25 mg, respectivamente), indicando a necessidade do
emprego de doses mais elevadas de pLH nas racas européias (25 mg) em
comparagao com as preconizadas na raca Nelore (12,5 mg).

Entretanto, € possivel que no Ultimo dia do tratamento
superestimulatério, a utilizacdo de hormbénios com atividade LH associados ao
atraso na aplicacéao do indutor da ovulacao (P-36/LH60) favoreca o crescimento
folicular e a aquisicéo de receptores de LH suficientes para induzir a ovulacao
de cerca de 80% dos foliculos, como observado no grupo LH60/FSH+LH do
experimento 1 (Tabela 1).

Em resumo, no protocolo P-36/LH60, a substituicdo do eCG (400 UI)
pelo pLH (2,0mg) no ultimo dia do tratamento superestimulatorio, resultou em
diminuicao significativa na producao de embrides viaveis. Entretanto, a adicao
de pLH as duas ultimas doses de pFSH (P-36/FSH+LH) melhorou a qualidade
dos embribes e aumentou numericamente o total de embrides viaveis
produzidos em relacdo ao grupo controle (P-36). Portanto, na raca Angus, 0
eCG pode ser substituido pelo pFSH e pLH, no ultimo dia do tratamento
superestimulatorio do protocolo P-36, sem afetar a producdo de embrides

viaveis.
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Baixar livros de Literatura

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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