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OLIVEIRA, A.C.S. Eficiéncia do protocolo superestimulatério P-36,
associado a administracdo de eCG ou LH, em animais da raca Nelore.
Botucatu, 2011. 77p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho verificar em doadoras da raca Nelore, o
uso de pLH em substituicho a eCG, no Uultimo dia do tratamento
superestimulatorio P-36. Vinte e cinco vacas foram distribuidas em 4 grupos: P-
36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Todos 0s animais receberam os
quatro tratamentos superovulatorios de forma alternada (“cross-over”). Em dia
aleatorio do ciclo estral (D0), as doadoras receberam um dispositivo intravaginal
contendo 1,0 g de progesterona (DIV) e benzoato de estradiol (2 mg, via IM). No
grupo controle, os animais foram superestimulados com pFSH (via IM, dose
total = 133 mg) duas vezes ao dia em doses decrescentes do D5 ao D8,
enquanto que no grupo P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 as duas ultimas doses
de FSH foram substituidas por eCG (totalizando 400 Ul via IM) ou pLH
(totalizando 2 mg e 4 mg, via IM), respectivamente. Todas as vacas foram
tratadas com d-cloprostenol (150 ug, via IM) no dia 7, e o DIV foi removido 36 h
apos a administracdo do analogo da prostaglandina F,4. No dia 9, a ovulacao foi
induzida com 12,5 mg de pLH (via IM,) e as doadoras foram inseminadas em
tempo fixo 12 e 24 h apos a aplicacdo de pLH. A coleta de embribes foi
realizada no dia 16. Os dados foram analisados por ANOVA considerando vaca
como efeito aleatorio (Proc Mixed do SAS), apos transformacdo da variavel
resposta quando necessario. Observou-se diferenca no numero de CL quando
comparado o grupo eCG (19,2+2,4) com os grupos LH2 (12,7+2,0) e LH4
(12,3£1,5; p<0,05). Além disso, a taxa de ovulacdo tendeu a ser menor quando
comparados os grupos LH2 e eCG (50,6 e 67,8%, respectivamente; p=0,06).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) no niumero de embribes
viaveis entre os grupos P-36 (3,310,7), P-36/eCG (4,5+0,5), P-36/LH2 (3,7+0,8)
e P-36/LH4 (4,2+1,0). Conclui-se que a substituicdo de eCG por pLH no ultimo
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dia do tratamento superestimulatério pode ser realizada sem alterar

significativamente a producéo de embrides viaveis.

Palavras-chave : FSH, LH, eCG, transferéncias de embrides, superovulagao,
Nelore, Bos indicus.
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OLIVEIRA, A.C.S. Efficiency of P-36 protocol associated with eCG or LH
administration in the last day of superestimulatory treatment in Nelore
cows. Botucatu, 2011. 77p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of pLH in replacement of
eCG on the last day of P-36 superstimulatory treatment in Nelore donors.
Twenty-five Nelore cows were randomly allocated in four groups: P-36 (Control),
P-36/eCG, P-36/LH2, and P-36/LH4. All animals underwent four treatments in a
crossover design. At a random stage of the estrous cycle (D0), donors received
an intravaginal device (IVD) containing 1.0 g of progesterone and estradiol
benzoate (2.0 mg, i.m.). Control group cows were superestimulated with
decreasing doses of pFSH (133 mg, i.m.). In P-36/eCG, P-36/LH2 and P-36/LH4
the last two doses of pFSH were replaced by 2 doses of eCG (200 IU each
dose, i.m.) or pLH, (1 and 2 mg each dose, i.m) respectively. All animals were
treated with PGF,, (150 pg d-cloprostenol) on D7, and the IVD was removed
after 36 h. Ovulation was induced with 12.5 mg of pLH (i.m.) on D9 and all
animals received fixed-time artificial insemination (FTAI) 12 and 24 h after pLH.
Embryo flushing was performed on D16. Data were analyzed by ANOVA (Proc
Mixed, SAS). There was a significant difference in the number of CL in eCG
group (19.2+2.4) when compared to LH2 (12.7£2.0) and LH4 groups (12.3£1.5;
p<0.05). Morover, there was a tendency of lower ovulation rate in LH2 when
compared to eCG group (50.6 and 67.8%, respectively; p=0.06). However there
was no difference in viable embryo yield among groups P-36 (3.3+0.7), P-
36/eCG (4.5%0.5), P-36/LH2 (3.7£0.8) and P-36/LH4 (4.2+1.0); P>0.05. In
conclusion eCG can be replaced by pLH, in the last day of P-36 protocol,

without affecting the production of viable embryos in Nelore cows.

Keywords: FSH, LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Nelore, Bos

indicus.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro destaca-se por contribuir com 23,1% do produto
interno bruto (PIB) do pais (CEPEA, 2010). A pecuéria bovina insere-se neste
contexto por possuir o maior rebanho comercial do mundo. Dentre as racas de
corte, a Nelore (Bos indicus) € a que possui 0 maior contingente numerico
(acima de 100 milhdes de cabecas, ACBN, 2008)

Em decorréncia da facilidade de adaptacdo ao ambiente tropical, 0s
zebuinos, predominam néao s6 no Brasil como em muitos paises do hemisfério
sul, contrastando com o hemisfério norte, onde prevalecem as racas européias

(Bos taurus).

A demanda crescente por animais de elevado mérito genético tem
impulsionado o uso de técnicas avancadas de biotecnologia, notadamente
aguelas associadas a reproducdo. A inducdo de ovulacdo multipla
(superovulacdo) para a producéo e transferéncia de embrides (TE) insere-se
como uma das biotecnologias mais importantes para acelerar o melhoramento
genético do rebanho. Sendo assim a utilizacdo dessas biotécnicas tem sido
amplamente difundida, a fim de aperfeicoar as linhagens populacionais ja
existentes, tendo como principal objetivo, obter 0 maximo numero de embrides
com altas taxas de prenhez (Mapletoft e Pierson, 1993). Todavia, ha uma
variagdo individual na resposta ao tratamento superestimulatorio com
gonadotrofinas pelas doadoras de embribes, esta variabilidade na resposta
ovariana continua a ser um dos maiores entraves nos programas comerciais de
TE (Armstrong, 1993; Boland e Roche, 1993; Adams, 1994; Barros e Nogueira,
2001), apesar das diversas pesquisas realizadas nesta area (Callesen et al.,
1987; Del Campo et al., 1990; Hytell et al., 1991, Stock et al., 1996; Nogueira et
al., 2002).

Com o advento da ultrassonografia e o conhecimento da dinamica folicular
dos bovinos (Savio et al., 1988; Sirois e Fortune, 1988; Ginther et al., 1989),
tornou-se possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de
regular o crescimento folicular e 0 momento da ovulagéo, viabilizando a IA com

tempo fixo (IATF) (Barros et al., 1998). Similarmente, o desenvolvimento
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folicular e 0 momento da ovulagcdo podem ser controlados farmacologicamente
para melhorar os tratamentos superovulatérios empregados na TE (Barros e
Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006; Barros et al.,
2010).

Dentre os tratamentos superovulatérios utilizados, Barros e Nogueira (2001)
desenvolveram um protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por 36
horas apo6s a aplicacdo de PGFy (dai a denominacdo P-36) e a ovulagédo é
induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas mais tarde. Gragas a
administracdo exdgena de LH é possivel controlar o momento da ovulagao, que
ocorre entre 24 e 36 horas apods a injecdo de LH (Nogueira e Barros, 2003).
Consequentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apos
a aplicacao de LH, dispensando a detecc¢éo do cio das doadoras.

Entretanto, a utilizagcdo 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 mesmo, a fim
de torna-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), ap0s a administracao de
PGF,q. De forma similar, resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na raca
Bonsmara (% Africaner e % Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicagéo de
pLH 60 h apés a PGF,q, pode ser vantajosa também para esta raca. Além
disso, estes autores testaram outra modificacdo no protocolo P-36, ou seja,
substituiram as duas Ultimas doses de pFSH por uma Unica aplicacdo de eCG
(200 UI) para estimular tanto o crescimento final (ap0s a fase de divergéncia)
quanto a maturacao dos foliculos ovarianos (atividade LH da eCG). Apesar de
nao haver diferenga entre os tratamentos, 0s resultados promissores

estimularam novos experimentos com a eCG na raga Nelore.

Barcelos et al. (2007) testaram, em vacas da raca Nelore, se a substituicdo
do pFSH por eCG (2 doses 200Ul), no Uultimo dia do tratamento

superestimulatorio, aumentaria o crescimento folicular, a taxa de ovulacdo e a
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producdo de embrides. Tanto o numero de foliculos com didmetro 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 ndo ter ocorrido aumento significativo na média de
embribes 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 embriGes viaveis produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo foi
de 146 e 102, respectivamente para os protocolos P-36/eCG e P-36/LH48,
sugerindo desta forma a vantagem de se substituir as duas ultimas doses de
pFSH por eCG.

Todavia, ha diminuicdo na resposta superovulatoria e producéo de embrides
viaveis apoés a terceira aplicacdo consecutiva de 2000 Ul de eCG, (Baruselli et
al., 2008).

Levando-se em consideracdo os resultados favoraveis do uso da eCG no
protocolo P-36 e a possibilidade de formagdo de anticorpos contra esta
gonadotrofina, a substituicdo da eCG pelo pLH, no udltimo dia do tratamento
superestimulatorio pode promover aumento na producdo de embrides viaveis

sem que haja formacao de anticorpos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Foliculogénese e Dinamica Folicular

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e atresia
dos foliculos ovarianos (Matton et al., 1981; Woolums e Peter, 1994), que se
inicia na vida fetal com a migracdo das células germinativas primordiais para as
gbnadas em formacéao, passa pela puberdade (Evans et al., 1994) e continua
na vida reprodutiva até a senilidade (Hafez, 1993).

Os foliculos encontrados nos ovérios de uma fémea pré-pubere podem ser
classificados em: primordiais em repouso (primario), pré-antrais em
crescimento (secundario), antrais em maturacdo (terciarios) e foliculo pré-
ovulatorio (Woolums e Peter, 1994). Em bovinos, sdo necessarios cerca de trés
meses para que os foliculos pré-antrais (primordial) crescam até o estagio de
foliculo pré-ovulatério (Webb et al., 2003).

O inicio do crescimento folicular (ativacdo) inicia-se com a transformacéo
das células planas da pré-granulosa do foliculo primordial em uma Unica
camada de células da granulosa cubdides, formando o foliculo primario. O
foliculo secundério surge a partir da proliferagdo das células da granulosa em
duas a seis camadas ao redor do odcito. Ambos séo foliculos pré-antrais. O
passo seguinte da foliculogénese é a formacao do antro, a partir da secrecao
de fluido folicular pelas células da granulosa (Lussier et al., 1987; Braw-tal et
al., 2005).

O fluido folicular € um meio de suporte nutricional e de desenvolvimento do
ovocito, bem como um veiculo no qual o ovocito é transportado para a tuba
uterina durante a ovulagdo (Woolums e Peter, 1994). O fluido é rico em
glicoproteinas como a inibina (inibe a secrecdo de FSH e o crescimento de
foliculos subordinados) (Dekhester e Robertson, 1989; Rice, 1991), a folistatina
(suprime a liberacdo de FSH e se liga a ativina bloqueando sua atividade) e a

ativina (estimula a sintese e/ou a liberacao do FSH), (Knight, 1996).

O processo continuo de crescimento e regressao dos foliculos antrais
ovarianos que induz o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério é conhecido
como dinamica de crescimento folicular, enquanto que o padrdao de

crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos € denominado onda
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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 pds-parto
(Murphy et al., 1990; Savio et al., 19904, b).

A dindmica de crescimento folicular dos bovinos é caracterizada pela
presenca de duas ou trés ondas de crescimento folicular (Savio et al., 1988;
Sirois e 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 e Fortune,
1988; Murphy et al., 1990; Viana et al., 2000).

A emergéncia da onda folicular consiste no recrutamento simultdneo de um
grupo de foliculos com diametro aproximado de 4 a 5 mm (Ginther et al.,
1996a), estimulados por um aumento transitorio do FSH (Fortune, 1993). Mais
recentemente, com o avango na qualidade dos aparelhos de ultrassonografia
acoplados a transdutores de 9,0 MHz, foi possivel a visualizagdo 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 horas
antes da ovulacdo (Ereno, 2008) ou 48 horas antes do surgimento de foliculos
de 4 mm (Jaiswal et al., 2004).

Aproximadamente trés dias ap6s a emergéncia folicular (foliculos com 4 a 5
mm), quando o maior foliculo atinge o didametro médio de 8,5 mm para Bos
taurus (Ginther et al.,, 1996a), ocorre o evento denominado desvio folicular,
momento em que ocorre diferenca na taxa de crescimento entre os dois

maiores foliculos da onda (Ginther et al., 1996a, 1997).

Do ponto de vista ultrassonogréfico, pode-se definir a selecdo pelo
momento do “desvio” folicular. Os mecanismos de sele¢cdo sao controversos,
mas provavelmente o foliculo selecionado apresenta mais precocemente a
capacidade de responder ao estimulo promovido pelo LH (Driancourt, 2001;
Sartori et al., 2001). Em resposta ao LH o foliculo selecionado continua a
crescer e sua capacidade de produzir estradiol e inibina aumenta. Desta forma,



19

o foliculo selecionado exerce “dominancia” sobre os demais foliculos, ou seja,

inibe o crescimento dos outros foliculos ovarianos (Karsh et al., 1997).

Apesar do mecanismo preciso para a selecédo do foliculo dominante ainda
nao estar completamente elucidado, sabe-se que durante este evento além do
possivel papel do LH e seus receptores estdo também envolvidos os fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGFs), que parecem desempenhar papel
importante neste processo (Fortune et al., 2004). Embora ndo se tenha
encontrado diferencas nas concentracoes de IGF total de foliculos dominantes
em relacdo aos subordinados (De La Sota et al., 1996), a concentracao de IGF-
| livre foi maior no fluido folicular do maior foliculo comparado ao segundo
maior da mesma onda, mesmo antes da observacao de diferencas no diametro
e na concentracdo de estradiol (Beg et al., 2002). Essas observac¢des sugerem
a existéncia de um sistema modulador da disponibilidade de IGF intrafolicular,
diferencialmente regulado em foliculos dominantes e subordinados, o que
permitiia ao maior foliculo ter uma dominancia bioquimica antes do

estabelecimento da dominéncia morfolégica (Fortune et al., 2004).

Austin et al. (2001) propuseram que as primeiras mudancas intrafoliculares
que distinguem o foliculo destinado a tornar-se dominante dos outros foliculos
da populacdo em crescimento, seria a capacidade aumentada em produzir
estradiol e a manutencdo de baixos niveis de IGFBPs. O aumento nas
concentracdes intrafoliculares de estradiol, bem como os de ativina A e a
diminuicao dos niveis de IGFBP-2 e 4 estao relacionados a dominancia folicular
(Ginther et al., 2002; Kojima et al., 2003).

Na presenca de um corpo luteo (CL) funcional e de altas concentracfes
plasmaticas de progesterona, hd decréscimo na frequéncia 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 e Fortune,
1993).

Em determinado momento do ciclo estral (17 a 20 dias ap0s a ovulacéo) o
CL sofre regressdo morfolégica e funcional causada pela liberacdo de PGFyq

proveniente do endométrio (Horton e Poyser, 1975). Este processo,
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denominado lutedlise, € caracterizado pela queda na producdo de P4 e
fragmentacdo dos componentes celulares, incluindo a reducdo do suporte
vascular, a proliferacdo do tecido conjuntivo, a desorganizacdo celular, a
degeneragcdo e a fagocitose das células luteais (Milvae et al., 1996). Como
resultado, ocorre queda nas concentragdes plasmaticas de progesterona (<1
ng/mL), permitindo o aumento na pulsatilidade de LH e consequentemente

promovendo o pico pré ovulatério de LH ovulacéo do foliculo dominante.

2.2. Controle da dinamica folicular e tratamentos superestimulatérios

Segundo Adams et al. (1994), aproximadamente 20 a 30 foliculos de 3 a 4
mm de diametro emergem em cada onda folicular em fémeas taurinas e boa
parte desses foliculos tem o potencial de atingir o estagio pré-ovulatério, fato
esse que pode ser demonstrado pela possibilidade de estimular o crescimento
e a ovulacdo de véarios foliculos através da administracdo de gonadotrofinas.
Ao passo que, em fémeas zebuinas, a emergéncia de uma onda folicular conta
com aproximadamente 45 foliculos de 3 a 4 mm de didmetro (Buratini et al.,
2000). No entanto, ndo se sabe se as fémeas Bos indicus tém maior populacéo
folicular, ou se apresentam maior quantidade de foliculos recrutados por onda
(Wolfenson et al., 2004).

Essa caracteristica tem influéncia direta na eficiéncia das técnicas de
transferéncia de embrifes e aspiracao folicular, indicando vantagem de fémeas
zebuinas sobre taurinas. Além disso, ha alta repetibilidade (0,90) no numero de
foliculos recrutados por onda de crescimento folicular, durante a vida

reprodutiva da fémea (Boni et al., 1997; Burns et al., 2005).

Vacas com maior quantidade de foliculos emergentes apresentam odcitos
de melhor qualidade, vida reprodutiva mais longeva e maior fertilidade. Essas
fémeas quando tratadas com protocolos superovulatorios, geram maior
porcentagem de embrides transferiveis em relagdo as fémeas com menor

quantidade de foliculos recrutados (Ireland et al., 2007).

Diversos tratamentos capazes de promover a ovulagdo mudltipla

(superovulacdo) foram propostos (Gordon, 1996; Barros e Nogueira, 2001,
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Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010). Dentre os farmacos testados
destacam-se a gonadotrofina coribnica equina (eCG) administrada
isoladamente (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al., 1978) ou
associada ao soro anti-PMSG (Dieleman et al., 1987; Alfuraiji et al.,, 1993;
Gonzalez et al., 1994) e o hormdnio foliculo estimulante (FSH) proveniente de
extrato de pituitarias de suinos, ovinos e equinos (Donaldson, 1989) ou ainda,
FSH recombinante bovino (Looney e Bondioli, 1988; Bellows et al., 1991,
Wilson et al., 1993).

Devido a fungcdo de estimular o crescimento folicular ovariano,
desempenhada pelo hormonio FSH, a utilizagdo deste como agente indutor de
superovulacdo foi amplamente pesquisada. Esses estudos envolveram dose,
eficiéncia de produtos comerciais e diferencas na proporcdo FSH:LH das varias
apresentacdoes comerciais (Donaldson e Ward, 1987; Donaldson, 1990). Os
trabalhos evidenciaram a diferenca de poténcia do FSH (Braileanu et al., 1998)
e a variacao da relacdo FSH:LH existente ndo s entre diferentes produtos

comerciais, como também no mesmo produto.

Altas concentracdes de LH promovem um efeito negativo relacionado a
qualidade e producdo embrionaria bovina, demonstrado por Donaldson et al.
(1986), Gonzalez et al. (1990) e Mapletoft et al. (1993). A partir desses
trabalhos foi sugerido que o maximo de contaminagdo de LH no FSH néo

ultrapasse 20%.

A producdo embrionaria também pode ser influenciada diante da presenca
de um foliculo dominante no inicio do tratamento superestimulatério (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 superestimulacdo 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 didmetro antes da
superestimulagédo com gonadotrofinas (Bergfelt et al., 1994; Bodensteiner et al.,
1996; Hill e Kuehner, 1996) e sincronizar o inicio das ondas foliculares (B0 et
al., 1995, 2003).
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O uso de dispositivos intravaginais liberadores de progesterona (DIV) é uma
das principais estratégias utilizadas para promover a sincronizacdo da
emergéncia da onda folicular em taurinos e zebuinos. Uma série de trabalhos
publicados por R. J. Mapletoft e G. A. B0 (revisto por Bo et al., 1995, 2003)
caracterizaram o uso de dispositivos intravaginais a base de P4 associados a
administracdo de estrogenos (estradiol 17-3 ou benzoato de estradiol) como
agentes promotores da atresia folicular e consequentemente, capazes de
originar uma nova onda folicular, cerca de 3 a 4 dias ap0s o inicio dos
tratamentos. A fim de evitar a presenga de um foliculo dominante o tratamento
superestimulatério com FSH comeca concomitantemente com a nova onda
folicular, ou seja, 4 ou 5 dias apOs a colocacdo do dispositivo intravaginal e
aplicacdo de estrégeno. Dois dias apdés a primeira aplicacdo de FSH, é
administrada uma dose luteolitica de PGF,4 e 12 horas mais tarde o dispositivo
intravaginal € removido (P-12). As doadoras sédo inseminadas artificialmente 12
e 24 horas apos a deteccdo do cio. Seis a sete dias mais tarde os embrides
sdo colhidos, classificados e inovulados ou ainda criopreservados. Como
atrativos este protocolo apresenta a possibilidade de ser iniciado
aleatoriamente em relacdo ao ciclo estral e ainda dispensa a observacao do cio
base. Porém, traz a inconveniéncia da deteccdo do estro para a inseminacao

artificial das doadoras.

2.3. Inducéo da ovulacdo e Inseminacao artificial em tempo fixo nas
doadoras superestimuladas

A detecc¢éo do estro € um dos maiores entraves nos programas de coleta e
transferéncia de embrides. Em fungéo dessa inconveniéncia, muitos foram os
estudos desenvolvidos na tentativa de permitir a inseminagao artificial em
tempo fixo (IATF) em fémeas bovinas submetidas a superovulacéo (Barros e
Nogueira, 2001 e 2005; Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010). Ademais,
sugeriu-se que foliculos ndo ovulados, apds a superestimulacdo farmacologica,
provavelmente apresentavam desenvolvimento anormal, ou ainda insuficiéncia
na quantidade de receptores de LH, dessa forma seriam incapazes de

responder ao pico pré-ovulatorio de LH (Xu et al., 1995; D'Occhio et al., 1997,
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Liu et al., 1998). Por esse motivo promover o atraso do pico pré-ovulatério de
LH poderia ampliar o nimero de embrides obtidos (D'Occhio et al., 1997; Van
De Leemput et al., 2001).

Tendo como base trabalhos desenvolvidos por pesquisadores holandeses
(Vos et al., 1994; Vos et al., 1995; Van De Leemput et al., 2001) e australianos
(D’'Occhio et al., 1997), Barros e Nogueira (2001) testaram a eficacia de
protocolos, nos quais 0 momento esperado da ovulacdo era atrasado por 6 a
12 horas e a ovulacao era induzida pela administracdo de LH ou GnRH (Barros
e Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002). Estes protocolos ndo aumentaram
significativamente o numero de embribes vidveis quando comparados a
protocolos com deteccéo do estro. Contudo, esses novos trabalhos forneceram
informacgdes importantes, que permitiram o controle do momento da ovulacéo e
a utilizacdo da IATF e ainda a manutencao de niveis plasmaticos médios (ao
redor de 1,5 a 2,5 ng/mL) de progesterona apoés a Ultima aplicacdo de FSH. A
manutencdo dos niveis de progesterona elevados poderia ser prejudicial ao
desenvolvimento embrionario, se mantida durante tempo prolongado (Barros e
Nogueira, 2001; Melo et al., 2004).

Baseado nos dados obtidos a partir desses estudos foi desenvolvido um
protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por até 36 horas apés a
aplicacado de PGFy4. Por esse motivo recebeu a denominacdo P-36 (Barros e
Nogueira, 2001) e a ovulacdo é induzida com LH exdgeno, administrado 12
horas mais tarde (ou seja, 48 horas apdés a aplicacéo de PGF,,); Fig. 1. Devido
a administracdo exdgena de LH é possivel controlar o momento da ovulacéo,
que ocorre entre 24 e 36 horas apos a injecdo de pLH (Nogueira e Barros,
2003). Consequentemente, a IATF 12 e 24 horas apOs aplicacdo de LH,

dispensando a deteccao do cio das doadoras.

A diminuicdo da dose de 25 para 12,5 mg de pLH em vacas Nelore nao
altera significativamente o numero de embribes 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 e Barros, 2003). Outrossim, €

possivel utilizar-se de diversas fontes exdgenas de progesterona sem que
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hajam altera¢gdes na producéo de embrides (Barros e Nogueira, 2005; Baruselli
et al., 2006, Nogueira e Barros, 2006).
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Figura 1 : Protocolo de superestimulagédo ovariana e SOV conhecido como P-36,

com a retirada do implante de progesterona no dia 7 a tarde, Barros e Nogueira
(2001).

2.4. Particularidades do Protocolo P-36

Em varias publicacdes o protocolo P-36 tem sido apontado como eficaz em
animais da raca Nelore (Barros e Nogueira, 2001; Barros e Nogueira, 2005;
Baruselli et al., 2006, Nogueira et al., 2007a). Em 2007(a), Nogueira e
colaboradores relataram em 136 coletas 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. Todavia, quando
doadoras taurinas (Bos taurus) sdo submetidas a este protocolo, 0 nimero de
estruturas totais tem sido insatisfatério (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 ovulatdria, necessitem alcancar

diametros maiores do que as fémeas zebuinas.
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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 Simbes et al. (2010) observaram que
fémeas Bos indicus apresentaram capacidade ovulatéria com foliculos de
diametro em torno de 8 mm, sendo que, a capacidade ovulatdria esta
relacionada ao aumento do diametro folicular e expresséao de receptores de LH
nas células da granulosa (Simdes et al., 2010). Desta forma, protocolos nos
quais, a administracdo do indutor da ovulacdo (pLH) é atrasada 12 horas (P-
36/LH60), talvez por disponibilizar maior tempo para que os foliculos atinjam
diametros condizentes com a capacidade ovulatoria, sdo mais efetivos em

fémeas taurinas do que o protocolo P-36/LH48 (Martins et al., 2005).

Esta hipétese motivou alteragbes no protocolo P-36, tanto na raca
Holandesa (Martins et al., 2005) quanto na Angus (Chesta et al., 2007, Rosa,
2010). 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), apés a administracdo de PGF,,. De forma similar,
resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na raga Bonsmara (& Africaner e
% Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicacdo de pLH 60 h ap6s a PGFyq,

pode ser vantajosa também para esta raca.

2.5. Uso da eCG ou LH como promotores da maturacao folicular

Vérias publicacbes destacam o uso da gonadotrofina coridnica da égua
prenhe (eCG) como agente superovulatério (Rowson et al., 1972; Elsden et al.,
1976; Boland et al.,, 1978). Produzida pelos calices endometriais da égua
prenhe entre os dias 40° a 120° de gestacdo (Combar nous, 1992), quando
administrada em outras espécies a eCG pode exercer atividade tanto de FSH
como de LH. Nos bovinos essa gonadotrofina apresenta longo tempo de acéo,
variando de 50 a 100 horas, devido a propor¢cdo de acido sialico (10 a 15%)

presente em sua molécula (Schams et al., 1978).

Em funcéo da longa meia-vida, essa gonadotrofina persiste por até 10 dias

na circulacdo das fémeas bovinas, dessa forma pode ser administrada
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normalmente em uma Unica aplicacdo 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 ser aplicada duas vezes ao dia, durante 4
dias, para induzir superovulagcdo (Monniaux et al., 1983). A meia vida longa da
eCG pode provocar uma estimulacdo continua dos ovarios, foliculos
anovulatorios, perfis enddcrinos anormais e reducédo da qualidade embrionaria
(Saumande et al., 1978; Mikel-Jenson et al., 1982; Moor et al., 1984).
Entretanto, o uso da eCG em dose Unica, (2000 Ul) apds a sincronizacdo do
inicio da onda folicular com progesterona e benzoato de estradiol, originou um
namero semelhante de embrides viaveis e congelaveis quando comparado ao
grupo que recebeu 8 aplicacdes de FSH em doses decrescentes (Martins et al.,
2006).

Doadoras superestimuladas com FSH apresentam atraso na maturacao
citoplasmatica do odcito, prejudicando a fertilizacdo e diminuindo as taxas de
prenhez (Greve et al.,1995). Price et al. (1999) relataram que durante o
tratamento superestimulatorio com FSH ocorre diminuicdo nos pulsos de LH,
essenciais para o crescimento final dos foliculos e maturagéo dos oocitos. Com
0 objetivo de melhorar a resposta superestimulatoria das doadoras de embrides
B. indicus, alguns estudos preconizaram alteragbes no protocolo
superestimulatorio a base de gonadotrofinas, como a substituicdo de FSH por
eCG no final do protocolo, com a finalidade aumentar o crescimento folicular, a

taxa de ovulagéo e a producao embrionéria.

Barcelos et al., (2007) testaram se a substituicdo do pFSH por eCG, no
altimo dia do tratamento superestimulatorio, aumentaria o crescimento folicular,
a taxa de ovulacao e a producédo de embrides, doadoras da raca Nelore (n =
20) foram divididas ao acaso em dois grupos: P-36 e P-36/eCG. Cada fémea
recebeu os dois tratamentos de forma alternada (cross-over). Nas vacas do
grupo P-36/eCG as duas ultimas aplicacdes de pFSH foram substituidas por
duas doses de 200 Ul da eCG (total de 400 Ul IM). Os autores observaram
melhora na resposta superestimulatoria (foliculos 2 6 mm no momento da
inducéo da ovulagéo) dos animais tratados com FSH-p/eCG em relacdo aos
animais tratados apenas com FSH (21,05 + 2,76 vs. 15,25 £ 2,06; p < 0,01;
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respectivamente). O nimero total de estruturas colhidas, também, foi maior no
grupo P-36/eCG (10,0 £ 1,48 vs. 6,65 = 1,18; p < 0.03). Estes dados séo
indicativos de que a eCG estimulou o crescimento folicular final, resultando em
maior nimero de foliculos capazes de ovular em resposta a administracéo
exogena de LH e consequentemente, aumentou o numero total de estruturas
recuperadas. Apesar da média de embrides viaveis nas vacas tratadas com
eCG nao ter diferido, o numero total de embribes 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.

Resultados positivos também foram obtidos na raca Brangus, onde o
protocolo P-36/eCG melhorou a quantidade de embrides viaveis (10,9+1,5)
quando comparado ao protocolo P-36 (7,1+1,4; Reano et al., 2009). Porém,
Sartori et al. 2008 n&o observaram aumento na produgédo de embrides ao
compararem o protocolo P-24/eCG (3,7+0,5 embribes viaveis) com o P-24
(4,94£0,7) em novilhas Nelore. Ja na raca Sindi (Bos indicus), os mesmos
autores verificaram que a adicdo de eCG no protocolo P-36 aumentou o
namero de embrides vidveis (6,5+1,2 vs 2,4+0,7; p<0,01, Mattos et al., 2010).
Estes resultados indicam que a adicdo de eCG ao protocolo P-36 parece ser
vantajosa, porém o seu uso no protocolo P-24 precisa ser melhor estudado. A
diferenca entre estes protocolos é que no P-24 a fonte de progesterona €&
retirada 12 horas antes, em relacdo ao P-36 e, consequentemente, pode
permitir uma liberacdo precoce de LH que poderia adiantar a maturacdo
oocitéria e prejudicar a fertilizagdo apods a IATF.

Entretanto, Baruselli et al. (2008) demonstraram uma diminui¢do na resposta
superovulatéria apds a terceira aplicacdo consecutiva de 2.000 Ul de eCG,
devido, provavelmente, a producdo de anticorpos anti-eCG. Em cabras, ja foi
demonstrada a presenca desses anticorpos ap0s a utilizacdo da eCG em
protocolos de IATF, com diminui¢do na fertilidade apos a IA (Roy et al., 1999).
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3. OBJETIVO
Objetivou-se com o presente trabalho testar a substituicdo da eCG pelo LH
no ultimo dia do tratamento superestimulatorio em vacas da raca Nelore, sem

comprometer a producdo de embrides viaveis.

4. HIPOTESE TESTADA
A eCG pode ser substituida por pLH, no dultimo dia do tratamento

superestimulatorio, sem prejudicar a producéo de embrides viaveis.
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Figueira, pertencente a Fundacéo
de Estudos Agrarios Luiz de Queiroz — FEALQ, no distrito de Paiqueré,
municipio de Londrina, estado do Parana (latitude 23°33’ S, longitude 50°58’ O,
altitude 622 m). As doadoras da raca Nelore com escore de condi¢cao corporal
3,0 a 4,0 (escala de 1 a 5; Lowman et al., 1976), foram mantidas em pastagem
capim Tanzania (Panicum maximum) e estrela branca (Cynodon
plectostachyus), mineralizacdo adequada e agua a vontade. Durante o periodo
de Outubro de 2009 a Fevereiro de 2010.

As vacas (n = 25) foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos: Controle
(P36/FSH), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Posteriormente os animais foram
trocados de grupo de maneira que todas as doadoras fossem submetidas aos
guatro tratamentos (cross-over). Cada periodo em que a doadora recebeu um
tratamento obteve a denominacao de rodada.

Em dia aleatério do ciclo estral, denominado dia zero (D0), as 25 vacas
foram avaliadas com ultrassom para verificar a condicdo ovariana (populacéo
de foliculos, presenca de corpo lateo (CL) e ocorréncia de cisto folicular e
receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona (1 g, Primer®,
Tecnopec, Séo Paulo, Brasil) e administracdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE, via IM, Estrogin®; Farmavet, Sdo Paulo, Brasil). Cinco dias mais tarde
(D5) foi iniciado o tratamento superestimulatério (FSH, 133 mg, 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 sete (D7) as 7 h foi administrada uma dose luteolitica de um analogo
da PGF, (150 pg de d-cloprostenol, via IM, Prolise®, ARSA S.R.L., Buenos
Aires, Argentina). Trinta e seis horas ap0s a aplicacdo de PGF,, (D8 as 19 h), o
dispositivo intravaginal contendo progesterona foi removido. A inducdo da
ovulacao foi realizada através da administracdo de LH (Lutropin®, 12,5 mg, via
IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada) no dia nove (D9) as 19 h, ou

seja, quarenta e oito horas apés a aplicacado do analogo da PGF,,. Os animais
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foram inseminados artificialmente em tempo fixo (IATF), sem a observacéo de

cio, 12 e 24 horas apos a aplicacéo de LH (Figura 2).
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PROGESTERONA (P:
| I I I — I >
DO D5 D7 D8 D9 DI10 Dil D16
us us us us us

Figura 2: Tratamento superestimulatério ovariano e SOV (P-36) utilizado nas vacas da

raca Nelore do Grupo P-36 (controle). BE = benzoato de estradiol; US =

ultrassom; FSH = hormonio foliculo estimulante; PGF,, = prostaglandina; LH

hormonio luteinizante; IATF = inseminacao artificial em tempo fixo.

Foi utilizado sémen de oito touros da raca Nelore e as inseminac¢des foram
realizadas por trés técnicos experientes. A morfologia e motilidade foram
avaliadas (Barth et al., 1989), em todas as rodadas as doadoras receberam

sémen do mesmo touro.

Os animais do grupo P-36/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 contendo 200Ul (eCG,
totalizando 400 Ul via IM, Folligon”, Intervet International B.V., Holanda, Figura
3).
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Figura 3: Tratamento superestimulatério ovariano e SOV utilizado nas vacas da raca
Nelore do Grupo P-36/eCG. BE = benzoato de estradiol; US = ultrassom; FSH =
hormonio foliculo estimulante; PGF,, = prostaglandina; eCG = gonadotrofina

coribnica equina; LH = hormonio luteinizante; IATF = inseminacao artificial em

tempo fixo.

As doadoras do grupo P-36/LH2 e P-36/LH4 receberam tratamento
semelhante, exceto que as duas ultimas doses de FSH foram substituidas por

duas injecdes de LH contendo 1,0 e 2,0 mg, respectivamente (dose total = 2,0

e 4,0 mg; Figura 4).
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Figura 4: Tratamento superestimulatério ovariano e SOV utilizado nas vacas da raca

Nelore dos Grupos P-36/LH2 e P-36/LH4. BE = benzoato de estradiol; US =
ultrassom; FSH = horménio foliculo estimulante; PGF,, = prostaglandina; LH =

horménio luteinizante; IATF = inseminacdo artificial em tempo fixo.

A dose de LH foi previamente determinada em experimento com 20 vacas
divididas em quatro grupos experimentais (n = 5 por grupo) de acordo com a
dose de LH administrada (12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg) a estes animais quando
os foliculos ovarianos atingiram didmetro superior a 10 mm. O tratamento com
1,56 mg néo induziu ovulagdo em nenhum dos 5 animais tratados e as demais
doses (12,5; 6,25 e 3,12 mg) induziram, coincidentemente, ovulacdo em 80%
das vacas tratadas (Sim0es et al., 2010). A partir destes resultados, optou-se
por utilizar uma dose total de 2,0 mg de LH para promover o crescimento

folicular ovariano, porém, evitando-se a indugdo da ovulagéo.

Os exames ultrassonograficos dos ovarios (Mindray DP 3300-Vet,
transdutor transretal linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-Medical eletronics Co.Ltda,
Sheuzheu, China) foram realizados nos dias 0, 5, 9, 11 e 16 (figuras 2, 3 e 4),
para avaliar a condicdo ovariana, a emergéncia da nova onda folicular, a
eficAcia do tratamento superestimulatério, a taxa de ovulagdo apos

administracéo do LH e o niumero de corpos luteos.
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5.1. Colheita e classificacdo dos embrides

A coleta de embrides foi realizada pelo método nao cirurgico (D16), através
de lavagem uterina com 1L de Dulbeco phosfhate buffered saline (DPBS), por
animal. Para tanto, as fémeas devidamente contidas em tronco individual,
foram submetidas a higienizacdo da regido perineal e posteriormente a
anestesia peridural com 60mg de cloridrato de lidocaina a 2% (Pearson

Anestésico L®, Eurofarma Laboratérios, Campo Belo, S&o Paulo, Brasil).

O balonete do cateter de Foley foi posicionado no corpo uterino justaposto
ao oOstio cranial da cérvix e inflado (Castro Neto et al., 2005) para a realizacdo
da lavagem uterina. Ao término da lavagem, o uUtero foi preenchido com DPBS
e o cateter foi mantido no local com sua abertura lacrada por uma presilha de
filtro de colheita. Posteriormente as doadoras foram liberadas e retornavam ao
tronco 20 a 30 minutos apoés, para a realizagdo de um novo procedimento de
coleta de embrides (recoleta) com um volume adicional de 500 ml de DPBS, a
fim de proporcionar uma melhor taxa de recuperacdo embrionaria (Neto et al.,
2005). Ao final do procedimento de recoleta cada doadora recebeu duas
injecdes IM de 150 pg de d-clorprostenol, com intervalo de 24 horas entre as
aplicacoes.

O lavado uterino foi recolhido em filtro de 75 um com a devida identificacéo
do animal e transportado ao laboratério, onde os embrides foram avaliados sob
um estereomicroscopio (Nikon — SMZ-45, Japao) e classificados de acordo
com o grau de qualidade e desenvolvimento. A classificagdo morfologica
seguiu as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, (grau |,

grau I, grau lll, grau IV) (Sartori et al., 2002):

- Embrido grau | (excelente): Embrido esférico, os blastbmeros apresentam

forma bem difundida, cor e textura uniformes e nenhuma extrusao celular.

- Embrido grau Il (bom): Embrido com pequenas imperfeicdes, pouca
extrusdo celular. Ocasionalmente ha uma pequena distingdo na forma e cor

dos blastdmeros e/ou presenca de poucas vesiculas.

- Embrido grau Il (regular): Embrido que apresenta alguns blastbmeros com

forma e cor heterogénea.
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- Embrido grau IV (pobre): Embrido com forma e cor heterogénea entre
varios blastémeros, confusa diferenciacdo celular, extrusdo evidente com

degeneracéo e grande numero de vesiculas.

- Embrido degenerado: Embrido que nao apresenta forma definida, sendo
impossivel determinar o estadio de desenvolvimento. E evidente a

desorganizacao celular.

- Nao Fecundado (Nf): Estrutura sem nenhum contorno celular, somente

pigmentado.

Apés a classificacdo os embrides transferiveis (grau | e grau IlI) foram
mantidos em meio de manutencao (TQC Holding Plus, Bioniche, Pullman, WA)
até momento da criopreservacdo ou inovulacdo das receptoras, no caso dos

embrides transferidos a fresco.

Os embribes transferidos foram inicialmente alocados em seis grupos
experimentais: morulas frescas, moérulas congeladas, morulas Vvitrificadas,
blastocistos frescos, blastocistos vitrificados e blastocistos congelados. As
avaliacdes referentes as técnicas de criopreservacao dos embrides, bem como
0 estagio de desenvolvimento embriondrio fizeram parte da dissertacdo de
mestrado da aluna Maria Clara Costa Mattos, sob orientagdo do professor Dr.
Roberto Sartori Filho, portanto ndo serdo discutidas no presente trabalho.
Entretanto, os tratamentos foram incluidos na andlise estatistica da taxa de

prenhez.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Todas as doadoras (n = 25) passaram por todos 0S grupos em um
delineamento experimental “cross-over”. As variaveis, numero de foliculos
maiores que 6 mm no dia 9, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas e néo
fertilizadas, embries viaveis e ndmero de CL no dia da coleta foram
transformados em raiz quadrada e os dados de porcentagem (taxas de
ovulacdo), foram transformados em arco seno. Todos os resultados foram
submetidos a Andlise de Variancia, cujo modelo incluiu efeito de rodada,
tratamento, interagdo entre rodada e tratamento e efeito de doadora, sendo que
este ultimo foi considerado como efeito aleatério. Quando detectada diferenca
entre tratamentos, realizou-se o teste de Tukey (a posteriori) para comparar
pares de médias. O programa utilizado para realizar as analises foi o0 MIXED
Procedure do SAS (Statistical Analysis System, 2002).

Para investigar o efeito do tratamento sobre as contagens de embrides em
cada uma das classes de embrides viaveis, grau I, Il e lll (excelente, bom,
regular) foi realizada comparacao através do teste de Friedman, considerando
cada vaca como um bloco. Para os célculos utilizou-se o RANK Procedure e
GLM Procedure do SAS (Statistical Analysis System, 2002).

A analise das taxas de prenhez aos 30 e 60 dias foram efetuadas através
do ajuste de um modelo de regressao logistica, incluindo o efeito do estagio de
desenvolvimento, qualidade e tratamento (embrides frescos, vitrificados e
congelados). Para os calculos foi usado o GLIMMIX Procedure do SAS
(Statistical Analysis System, 2002).

A significancia foi considerada como sendo forte evidéncia quando p < 0,05
e alguma evidéncia 0,05 < p < 0,10.
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7. RESULTADOS

Os tratamentos P-36/FSH, P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 néo
apresentaram diferenca quanto ao numero de foliculos superiores a 6 mm no
D9, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas, estruturas n&o fertilizadas,
embrides viaveis e taxa de viabilidade (p > 0,05; Tabela 1). Entretanto a taxa
de ovulacéo obtida 36 h ap6s a administracao de LH tendeu a ser menor (p =
0,06) no grupo P-36/LH2, quando comparado ao grupo eCG. Além disso,
houve diferenca significativa no nimero de CL ao comparar-se o grupo eCG

com os grupos LH2 e LH4 (Tabela 1).

Tabela 1. Média (+EPM) do numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no D9
do protocolo superestimulatério, taxa de ovulacdo 48 horas apdés a
administracdo de LH (D11), ndamero de corpos liteos no momento da coleta
de embrides, estruturas colhidas, embrides viaveis, taxa de viabilidade e
namero total de embrides vidveis em vacas Nelore (n = 25) tratadas com os
protocolos P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4.

P-36 P-36/eCG P-36/LH2 P-36/LH4
Foliculos > 6 mm (D9) 30,2+2,6 28,3+2,6 28,6+2,5 26,3+2,6
Taxa de ovulagédo (D11,%) 60,7 67,8 50,6 55,4
Corpos liteos 16,8+2,1 19,2424 12,742,0 12,3+1,5
Estruturas colhidas 8,6+1,6 9,6x1,5 6,9+1,4 7,4+1,3
Embribes viaveis 3,3x0,7 4,5+0,5 3,7+0,8 4,2+1,0
Estruturas ndo fertilizadas 2,8+0,7 2,0£0,5 1,2+0,5 0,5+0,2
Taxa de viabilidade 355 42,4 41,7 44,2
Total de embribes viaveis 83 112 87 106

’ Significativamente diferente (p < 0,05) quando comparados aos grupos LH2 e LH4.
" Quando comparado ao Grupo eCG (p = 0,06).
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A qualidade dos embrides nao foi alterada de forma significativa nos

diversos tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Numero total de embrides viaveis classificados como G I, G II, G Ill de
acordo com suas caracteristicas morfolégicas obtidos em vacas Nelore
tratadas com P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4.

Classificacao Controle eCG LH2 LH4
Gl 21 46 33 39
Gll 28 32 28 30
Glll 34 34 26 37

N&o houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.

As taxas de prenhez aos 30 e 60 dias de gestacdo dos embrides

transferidos foram semelhantes nos 4 grupos experimentais.

d 30 dias

a1
o
Il

W 60 dias

Taxa de prenhez (%)
N w y
o o o

A=Y
o
1

P-36 P-36/eCG P-36/LH2 P-36/LH4
(n=72) (n=98) (n=68) (n=66)

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Figura 5. Taxas de prenhez obtidas ap6s a transferéncia de embrides frescos,
vitrificados e congelados produzidos em vacas Nelore tratadas com P-36
(controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LHA4.
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8. DISCUSSAO
No presente estudo, a substituicio de eCG por pLH, no ultimo dia do
tratamento superestimulatorio, ndo prejudicou a producdo de embrides na raca

Nelore.

Embora tenha ocorrido apenas aumento numérico (P-36/eCG) na producgéo
de embribes viaveis nas vacas tratadas com eCG gquando comparadas ao
controle (P-36), estudos anteriores com o protocolo P-36 tém mostrado que
quando as duas ultimas doses de FSH séo substituidas pela administracédo de
eCG, hd um aumento na producdo de embrides viaveis (Barcelos et al., 2007;
Reano et al., 2009; Mattos et al., 2010), possivelmente devido a capacidade da
eCG estimular receptores de LH e FSH. Consequentemente, a presenca da
eCG no protocolo superestimulatorio resultaria em aumento na taxa de

ovulacéo e producéao de embrides.

No presente trabalho a substituicdo de eCG por 2,0 ou 4,0 mg de pLH no
altimo dia do protocolo P-36 nado alterou significativamente a producédo de
embrides viaveis, embora tenha ocorrido diminuicdo na taxa de ovulacdo das
vacas do grupo LH2, quando comparadas as do grupo eCG (50,6 vs 67,8%,
respectivamente, p = 0,06). No entanto, na raca Angus a substituicdo de eCG
por 2 mg de pLH no ultimo dia do tratamento superestimulatério diminuiu o
namero de embrifes vidveis (Rosa, 2010). Dentre as possiveis explicacdes
para estes resultados conflitantes estdo as particularidades fisiolégicas que
diferenciam vacas Bos indicus de Bos taurus, mais especificamente a
necessidade de diferentes doses de gonadotrofinas tanto para superestimular
quanto para induzir a ovulagdo em doadoras taurinas e zebuinas (B¢ et al.,
2006; Ree et al., 2009).

Racas de origem indiana tém demonstrado maior sensibilidade a
gonadotrofinas exogenas que 0s bovinos taurinos. Baruselli et al. (2003),
avaliaram a resposta superovulatoria em 23 vacas Nelore utilizando diferentes
doses de Folltropin-V (100, 133 e 200 mg). Os resultados indicaram que €
possivel reduzir a dose de Folltropin-V para 100 mg em um protocolo

superovulatério de doadoras da raca Nelore, sem comprometer a resposta
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superovulatéria e a qualidade embrionaria. Recentemente, Ree et al. (2009)
observaram em animais Bos taurus, 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 comparagdo com as preconizadas na raca Nelore
(12,5 mg).

Considerando que o Folltropin-V tem aproximadamente 16% de
contaminac¢do com LH (Mapletoft et al., 2002), as duas ultimas doses de pFSH
(13,3 mg) no presente trabalho teriam 2,1 mg de pLH (P-36). Quando as duas
tltimas doses de pFSH foram substituidas por pLH, as doadoras receberam 2
mg e 4mg, (grupos P-36/LH2 e P-36/LH4, respectivamente). Na raca Angus as
duas ultimas doses de pFSH (20 mg) teriam aproximadamente 3,2 mg de
contaminagdo, enquanto que a substituicdo permitiu que fossem aplicados
somente 2 mg de pLH. Consequentemente, se as doadoras Angus precisam de
uma dose total de FSH mais elevada do que as Nelore (200 mg vs 133 mg) e
portanto, a concentracdo de LH contaminante também é superior (3,2 mg vs
2,1 mg), a dose de LH utilizada no ultimo dia do tratamento superestimulatério
(2,0 mg) pode ter sido insuficiente para a raca Angus, resultando em menor
desenvolvimento folicular e baixas taxas de ovulagcdo e de producdo de

embrides.

Outra possibilidade a ser considerada seria a necessidade de uma
pequena quantidade de pFSH no ultimo dia do tratamento superestimulatério. E
possivel que o FSH estimule o crescimento dos foliculos que ainda néo
atingiram a fase de desvio, de modo a tornarem-se responsivos ao LH
administrado no D9. Existe ainda, a possibilidade do FSH favorecer o aumento
da expressao de receptores de LH nas células da granulosa, como indicam os
resultados obtidos in vitro por Nogueira et al. (2007b). Estes autores
observaram aumento na expressdao das isoformas LHR nas células da
granulosa de zebuinos cultivadas na presenca de FSH, quando comparadas a

células cultivadas na auséncia desta gonadotrofina.
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Recentemente, Rosa et al. (2010) relataram na raca Angus, que a adi¢cao de
LH as duas ultimas doses de FSH aumentaram significativamente a qualidade
dos embribes, quando comparados aos embribes de doadoras que nao
receberam LH ou foram tratadas com eCG no ultimo dia do tratamento
superetimulatério P-36. Estes dados sugerem que a combinagdo FSH+LH pode
ser benéfica para a producdo de embrides e merece ser testada na raca

Nelore.

No presente trabalho foram observados em média 35,5 = 1,4 foliculos
antrais no inicio dos protocolos (D0). Esses resultados sdo préximos daqueles
relatados por outros autores na raga Nelore (39,0 + 4,0 Alvarez et al., 2000;
33,4 £ 3,2 Carvalho et al., 2008; 29,7 + 3,1 Gimenes et al., 2009; 42,7 + 5,9
Bastos et al., 2010). Porém, diferem daqueles descritos em ragas européias
(21,0 £ 4,0 Alvarez et al., 2000; 25,4 + 2,5 Carvalho et al., 2008; 15,0 + 2,8
Gimenes et al., 2009; 19,7 + 3,2 Bastos et al., 2010). Segundo Alvarez et al.
(2000) e Bastos et al. (2010), diferencas significativas entre a populacao
folicular de taurinos e zebuinos podem estar associadas a altas concentracdes

circulantes de insulina e IGF-1 nas fémeas zebuinas.
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9. CONCLUSAO
Os resultados corroboram a hipétese inicial deste trabalho, isto é, a eCG
pode ser substituida por pLH, no ultimo dia do tratamento superestimulatorio

sem prejudicar a producdo de embrides viaveis.
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Abstract

Recent work with P-36 demonstrates that the replacement of the last two doses of FSH by eCG
increases embryo yield. However, it is unclear if the positive effect of eCG is related to its FSH-
like activity, LH-like activity or both. This study aimed to verify the replacement of eCG by
pLH on the last day of superstimulatory treatment. Twenty-five Nelore cows were allocated into
four groups: P-36 (control); P-36/eCG; P-36/LH2 and P-36/LH4. All animals underwent four
treatments in a crossover design. Control group cows were superestimulated with decreasing
doses of pFSH (133 mg, i.m.). In P-36/eCG, P-36/LH2 and P-36/LH4 the last two doses of
pFSH were replaced by 2 doses of eCG (200 IU each dose, i.m.) or pLH, (1 and 2 mg each dose,
i.m) respectively. Donors received fixed-time artificial insemination (FTAI) 12 and 24 h after
pLH. Embryo flushing was performed on D16. Data were analyzed by ANOVA (Proc Mixed,
SAS). There was a trend of decrease in ovulation rate when comparing groups LH2 and eCG
(P=0.06). However, there was no significant difference in the mean number of viable embryos
among groups P-36 (3.3%0.7); P-36/eCG (4.5+0.5); P-36/LH2 (3.7+0.8) and P-36/LH4
(4.2+1.0). We concluded that the replacement of eCG by pLH on the last day of
superstimulatory treatment can be performed with no significant variation in the production of
viable embryos.

Keywords: LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Nelore.

Resumo

Trabalhos recentes com o P-36, mostram que a substituicdo das Ultimas duas doses de FSH por
eCG melhora a producéo de embrides. Entretanto, ndo é sabido se este efeito benéfico da eCG é
devido a sua atividade FSH, LH ou ambas. Objetivou-se com o presente trabalho testar a
substituicdo da eCG pelo pLH, no ultimo dia do tratamento superestimulatorio. Vinte e cinco
vacas Nelore foram distribuidas em 4 grupos: P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-
36/LH4. Todos os animais receberam os quatro tratamentos superovulatérios de forma alternada

(“crossover”). No grupo controle, os animais foram superestimulados com FSH (via IM, dose
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total = 133 mg) duas vezes ao dia em doses decrescentes do D5 ao D8, enquanto que no grupo
P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 as duas ultimas doses de FSH foram substituidas por eCG
(totalizando 400 Ul via IM) ou LH (totalizando 2 mg e 4 mg, via IM), respectivamente. As
doadoras foram inseminadas (IATF) 12 e 24 horas apés a aplicacdo de LH. A coleta de
embrides foi realizada no dia 16. Os dados foram analisados por ANOVA (Proc Mixed do
SAS). Observou-se tendéncia de diminui¢do na taxa de ovulacdo quando comparados 0s grupos
LH2 e eCG (p=0,06). Entretanto, ndo houve diferenca significativa no niamero médio de
embribes viaveis entre os grupos P-3648,3), P-36/eCG (4,3%5), P-36/LH2 (3,74,8) e P-

36/LH4 (4,21,0). Conclui-se que a substituicdo da eCG por pLH, no dltimo dia de tratamento
superestimulatério, pode ser realizada sem alterar significativamente a producdo de embrides
viaveis.

Palavras-chave: LH, eCG, superovulagdo, transferéncia de embrides, Nelore.

1. Introducéo
Em decorréncia da facilidade de adaptacdo ao ambiente tropical, os zebuinos, predominam
em muitos paises do hemisfério sul, contrastando com o hemisfério norte, onde prevalecem as

racas européia86s taurus.

A demanda crescente por animais de elevado mérito genético tem impulsionado o uso de
técnicas de biotecnologia, notadamente aquelas associadas a reproducdo. Nesse contexto, a
inseminacgédo artificial e a inducdo de ovulacdo mdltipla (superovulagéo) para a producdo e
transferéncia de embribes (TE), sdo biotecnologias amplamente utilizadas para acelerar o

melhoramento genético do rebahiio

Embora os tratamentos para induzir ovulacées mdltiplas tenham evoluido de protocolos
superestimulatérios que dependem da detec¢éo do estro para sincronizar o crescimento folicular
e a ovulacao, permitindo a IATF e facilitando o manejo das doadoras, ndo houve um aumento

expressivo na producdo de embrides vidvéis
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Dentre os tratamentos superestimulatérios utilizados, Barros e Nogiesieavolveram um
protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por 36 horas apds a aplicacég, de PGF
(dai a denominacdo P-36) e a ovulacdo é induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas
mais tarde. Gracas a administracéo exdgena de LH é possivel controlar o momento da ovulacgéo,
que ocorre entre 24 e 36 horas ap0s a injecdo deQdthsequentemente, a IA é realizada em
tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apés a aplicacdo de LH, dispensando a deteccao do cio das

doadoras.

Uma modificagcdo deste protocolo foi proposta por Barcelos eh@ltestarem em vacas da
raca Nelore, se a substituicdo do pFSH por eCG (2 doses 200Ul), no ultimo dia do tratamento
superestimulatério aumentaria a producdo de embrides. Este autores esperavam que no ultimo
dia do tratamento superestimulatério a maioria dos foliculos ja teriam adquirido receptores para
LH® e a administracdo de eCG, devido a sua capacidade de estimular receptores de LH e FSH
poderia melhorar a maturacao oocitaria e consequentemente a qualidade embrionéria. Tanto o
namero de foliculos comiametro superior a 6 mm presentes no momento danastiacao de
pLH, quanto o nimero de estruturas totais colhidas foram superiores (p < 0,03) nos animais que
receberam eCG. De forma similar, Mattos et abservaram na raga Sindi (Bos indicus)
aumento na producdo de embrides viaveis ao substituirem o FSH por eCG no ultimo dia do

protocolo P-36 (2,6+0,7 vs 5,8+1,3, p<0,05).

Levando-se em consideracdo os resultados favoraveis do uso da eCG no protocolo P-36 e a
possibilidade do efeito benéfico da eCG ser devido principalmente a sua atividade LH,
objetivou-se com o presente trabalho testar a substituicdo da eCG pelo LH, no dltimo dia do

tratamento superestimulatério em vacas da raca Nelore.
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2. Material e método

O experimento foi realizado na Fazenda Figueira, no municipio de Londrina, estado do
Parana (latitude 23°33’ S, longitude 50°58’ O, altitude 622 m). As doadoras da raga Nelore com
escore de condicdo corporal 3,0 a 4,0 (escala de®}, d0fam mantidas em pastagem capim
Tanzania Panicum maximumg estrela brancaCynodon plectostachyyssal mineral e agua a
vontade. Durante o periodo de Outubro de 2009 a Fevereiro de 2010, (Primavera e Verdao no
hemisfério Sul).

As vacas (n = 25) foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos: Controle (P-36/FSH), P-
36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Posteriormente os animais foram trocados de grupo de maneira
gue todas as doadoras fossem submetidas aos quatro tratamentos (crossover). Cada periodo em

que a doadora recebeu um tratamento obteve a denominacéo de rodada.

Em dia aleatdrio do ciclo estral, denominado dia zero (D0), as 25 vacas foram avaliadas
com ultrassom (Mindray DP 3300-Vet, transdutor transretal linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-
Medical eletronics Co.Ltda, Sheuzheu, China) para verificar a condi¢cdo ovariana (populacdo de
foliculos, presenca de corpo Iuteo (CL), ocorréncia de cisto folicular), receberam um dispositivo
intravaginal contendo progesterona (1 g, Prffim&ecnopec, Sdo Paulo, Brasil) e administracéo
de 2 mg de benzoato de estradiol (BE, via IM, Estf%gl?armavet, Séo Paulo, Brasil). Cinco
dias mais tarde (D5) foi iniciado o tratamento superestimulatério (FSH, 133 mg, Folltfypin-V
via IM, NIH-FSH-P1, Folltropin-V?, IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canadd), 2 vezes ao

dia, durante 4 dias consecutivos (40, 30, 20 e 10% da dose total respectivamente).

No dia sete (D7) as 7 h foi administrada uma dose luteolitica de um anélogo gfla PGF
(0,150 mg de d-cloprostenol, via IM, ProftseTecnopec, S&o Paulo, Brasil). Trinta e seis horas
apos a aplicacdo de PGKRDS8 as 19 h), o dispositivo intravaginal contendo progesterona foi
removido. A inducdo da ovulacdo foi realizada através da administracdo de LH (futropin
12,5 mg, via IM, Bioniche Animal Health, Ontério, Canad&) no dia nove (D9) as 19 h, ou seja,

quarenta e oito horas ap6s a aplicacdo de, PGB animais foram inseminados artificialmente
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em tempo fixo (IATF), sem a observacao de cio, 12 e 24 horas ap6és a aplicagéo de LH (Figura

1).

Foi utilizado sémen de oito touros da raca Nelore e as inseminac¢des foram realizadas por
trés técnicos experientes. A morfologia e motilidade foram avalfagas todas as rodadas as

doadoras receberam sémen do mesmo touro.

Os animais do grupo P-36/eCG foram tratados de forma semelhante aos do grupo controle,
porém as duas Ultimas doses de FSH foram substituidas por duas doses de gonadotrofina
coribnica equina contendo 200Ul cada uma (eCG, totalizando 400 Ul via IM, FBJIigon
Intervet International B.V., Holanda). As doadorasgiupo P-36/LH2 e P-36/LH4 receberam
tratamento semelhante, exceto que as duas Ultimas doses de FSH foram substituidas por duas

injecdes de LH contendo 1,0 e 2,0 mg, respectivamente (dose total = 2,0 e 4,0 mg).

A dose de LH foi previamente determinada em experimento com 20 vacas divididas em
quatro grupos experimentais (n = 5 por grupo) de acordo com a dose de LH administrada (12,5;
6,25; 3,12 e 1,56 mg) a estes animais quando os foliculos ovarianos atingiram diametro superior
a 10 mm. O tratamento com 1,56 mg néo induziu ovulagdo em nenhum dos 5 animais tratados e
as demais doses (12,5; 6,25 e 3,12 mg) induziram, coincidentemente, ovulacdo em 80% das
vacas tratadas A partir destes resultados, optou-se por utilizar uma dose total de 2,0 e 4,0 mg
de LH para promover o crescimento folicular ovariano, porém, evitando-se a inducdo da

ovulacao.

Os exames ultrassonogréaficos dos ovéarios (Mindray DP 3300-Vet, transdutor transretal
linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-Medical eletronics Co.Ltda, Sheuzheu, China) foram
realizados nos dias 0, 5, 9, 11 e 16 (figuras 1), para avaliar a condi¢cao ovariana, a emergéncia da
nova onda folicular, a eficacia do tratamento superestimulatorio, a taxa de ovulacdo apés

administracdo do LH e o nimero de corpos luteos.
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A coleta de embrides foi realizada pelo método n&o cirtrgico (D16), através de lavagem
uterina com 1L deDulbeco phosfhate buffered salifBPBS), por animal. Ao término da
lavagem, o utero foi preenchido com DPBS e o cateter foi mantido no local com sua abertura
lacrada por uma presilha de filtro de colheita. Posteriormente as doadoras foram liberadas e
retornavam ao tronco de contencdo 20 a 30 minutos apds, para a realizacdo de um novo
procedimento de coleta de embries (recolgtaom um volume adicional de 500 ml de DPBS,

a fim de proporcionar uma melhor taxa de recuperacdo embrionéria. Ao final do procedimento
de recoleta cada doadora recebeu duas injeces IM de 150 pg de d-clorprostenol, com intervalo

de 24 horas entre as aplicagfes.

Apos a classificagdo morfologica segundo as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia
de Embride8, os mesmos foram mantidos em meio de manutengdo (TQC Holding Plus,
Bioniche, Pullman, WA) até momento da criopreservagéo ou inovulagdo nas receptoras, no caso

dos embrides transferidos a fresco.

Os embrides transferidos foram inicialmente alocados em seis grupos experimentais:
morulas frescas, morulas congeladas, mérulas vitrificadas, blastocistos frescos, blastocistos

vitrificados e blastocistos congelados.

Andlise Estatistica

Todas as doadoras (n = 25) passaram por todos 0s grupos em um delineamento experimental
“crossover”. As variaveis, numero de foliculos maiores que 6 mm no dia 9, estruturas colhidas,
estruturas fertilizadas e néo fertilizadas, embrides viaveis e numero de CL no dia da coleta
foram transformados em raiz quadrada e os dados de porcentagem (taxas de ovulag&o), foram
transformados em arco seno. Todos os resultados foram submetidos a Analise de Variancia,
cujo modelo incluiu efeito de rodada, tratamento, interacéo entre rodada e tratamento e efeito de
doadora, sendo que este ultimo foi considerado como efeito aleatério. Quando detectada
diferenca entre tratamentos, realizou-se o teste de Takegsferior) para comparar pares de

médias. O programa utilizado para realizar as analises foi o0 MIXED Procedure o SAS
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Para investigar o efeito do tratamento sobre as contagens de embrides em cada uma das
classes de embrides viaveis, grau |, Il e lll (excelente, bom, regular) foi realizada comparacéo
através do teste de Friedman, considerando cada vaca como um bloco. Para os célculos utilizou-

se 0 RANK Procedure e GLM Procedure do 8AS

A andlise das taxas de prenhez aos 30 e 60 dias foram efetuadas através do ajuste de um
modelo de regressao logistica, incluindo o efeito do estagio de desenvolvimento, qualidade e
tratamento (embrides frescos, vitrificados e congelados). Para os calculos foi usado o

GLIMMIX Procedure do SAS.

A significancia foi considerada como sendo forte evidéncia quando p < 0,05 e alguma

evidéncia 0,05 ¢ < 0,10.

3. Resultados

Os tratamentos P-36/FSH, P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 ndo apresentaram diferenca
quanto ao numero de foliculos superiores a 6 mm no D9, estruturas colhidas, estruturas
fertilizadas, estruturas néo fertilizadas, embrides viaveis e taxa de viabilidade (p > 0,05; Tabela
1). Entretanto a taxa de ovulacao obtida 36 h apds a administracdo de LH tendeu a ser menor (p
= 0,06) no grupo P-36/LH2, quando comparado ao grupo eCG. Além disso, houve diferenca
significativa no nimero de CL ao comparar-se o grupo eCG com os grupos LH2 e LH4 (Tabela

1).

A qualidade dos embrides néo foi alterada de forma significativa nos diversos tratamentos

(Tabela 2).

As taxas de prenhez aos 30 e 60 dias de gestacdo dos embrides transferidos foram

semelhantes nos 4 grupos experimentais.
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4. Discusséao
No presente estudo, a substituicio de eCG por pLH, no dltimo dia do tratamento

superestimulatério, ndo prejudicou a producao de embrides na raca Nelore.

Embora tenha ocorrido apenas aumento numérico (P-36/eCG) na produgdo de embrides
viaveis nas vacas tratadas com eCG quando comparadas ao controle (P-36), estudos anteriores
com o protocolo P-36, ttm mostrado que quando as duas Ultimas doses de FSH sdo substituidas
pela administragdo de eCG, ha um aumento na produgdo de embrides Vfapeissivelmente
devido a capacidade da eCG estimular receptores de LH e FSH. Consequentemente, a presenga
da eCG no protocolo superestimulatorio resultaria em aumento na taxa de ovulagéo e producéo

de embrides

No presente trabalho a substituicdo de eCG por 2,0 ou 4,0 mg de pLH no ultimo dia do
protocolo P-36 nao alterou significativamente a producéo de embrides viaveis, embora tenha
ocorrido diminuicdo na taxa de ovulagdo das vacas do grupo LH2, quando comparada a do
grupo eCG (67,8 50,6 vs 50,6%, respectivamente, p = 0,06). No entanto, na raca Angus a
substituicdo de eCG por 2 mg de pLH no ultimo dia do tratamento superestimulatério diminuiu
0 nimero de embribes viaveis Dentre as possiveis explicacbes para estes resultados
conflitantes estdo as particularidades fisiolégicas que diferenciam Basasdicusde Bos
taurus mais especificamente a necessidade de diferentes doses de gonadotrofinas tanto para

superestimular quanto para induzir a ovulagdo em doadoras taurinas e ZeBuinas

Racas de origem indiana tém demonstrado maior sensibilidade a gonadotrofinas exdgenas
que os bovinos taurinos. Baruselli et®alavaliaram a resposta superovulatéria em 23 vacas
Nelore utilizando diferentes doses de Folltropin-V (100, 133 e 200 mg). Estes autores
concluiram que é possivel reduzir a dose de Folltropin-V para 100 mg em um protocolo
superovulatorio de doadoras da raca Nelore, sem comprometer a resposta superovulatoria e a
qualidade embrionaria. Recentemente, Ree et® abbservaram em animaiBos taurus

diminuicdo nas taxas de ovulacédo (32, 58 e 84%) proporcional a dose de LH utilizada (8, 12,5 e
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25 mg, respectivamente), indicando a necessidade do emprego de doses mais elevadas de pLH

nas ragas européias (25 mg) em comparagdo com as preconizadas na raga Nelore (12,5 mg).

Considerando que o Folltropin-V tem aproximadamente 16% de contaminac&o ¢pm LH

as duas ultimas doses de pFSH (13,3 mg) no presente trabalho teriam 2,1 mg de pLH (P-36).
Quando as duas ultimas doses de pFSH foram substituidas por pLH, as doadoras dos grupos P-
36/LH2 e P-36/LH4, receberam 2,0 e 4,0 mg de LH, respectivamente. Na raca Angus as duas
tltimas doses de pFSH (20 mg) teriam aproximadamente 3,2 mg de contamina¢do, enquanto
que Rosa et df. utilizaram apenas 2 mg de pLH no ultimo dia do tratamento superestimulatério

de vacas Angus. Consequentemente, é possivel que a dose de 2,0 mg de LH seja insuficiente
para doadoras Angus, quando comparadas as Nelore, resultando em menor desenvolvimento

folicular e baixas taxas de ovulacéo e de producéo de embrides.

Outra possibilidade a ser considerada seria a necessidade de uma pequena quantidade de
pFSH no dltimo dia do tratamento superestimulatério. E possivel que o FSH estimule o
crescimento dos foliculos que ainda ndo atingiram a fase de desvio, de modo a tornarem-se
responsivos ao LH administrado no D9. Existe ainda, a possibilidade do FSH favorecer o
aumento da expressdo de receptores de LH nas células da granulosa, como indicam os
resultados obtidas vitro por Nogueira et al.. Estes autores observaram aumento na expressio
das isoformas LHR nas células da granulosa de zebuinos cultivadas na presenca de FSH,

guando comparadas a células cultivadas na auséncia desta gonadotrofina.

Recentemente, Rosa et'alcelataram, na raga Angus, que a adicdo de LH as duas ultimas
doses de FSH, aumentaram significativamente a qualidade dos embrides, quando comparados
aos embrides de doadoras que nao receberam LH ou foram tratadas apenas com eCG no ultimo

dia do tratamento superetimulatorio P-36.
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5. Concluséao

Conclui-se que a eCG pode ser substituida por pLH, no ultimo dia do tratamento
superestimulatério sem prejudicar a producdo de embrides viaveis. Novos experimentos estdo
sendo realizados para verificar se a combinagdo FSH+LH pode ser benéfica para a producao de

embrides na raca Nelore.
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Figura 1: Tratamento superestimulatério P-36 utilizado nas vacas Nelore do Grupo P-36 (controle).
BE = benzoato de estradiol; US = ultrassom; FSH = horménio foliculo estimulantg; PGF
= prostaglandina; eCG = gonadotrofina coriénica equina; LH = horménio luteinizante;

IATF = inseminacao artificial em tempo fixo.
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Tabela 1. Média (xEPM) do numero de foliculos maiores que 6 mm presentes no D9 do protocolo
superestimulatério, taxa de ovulacdo 48 horas apds a administracdo de LH (D11),
namero de corpos Iiteos no momento da coleta de embrides, estruturas colhidas,
embrides viaveis, taxa de viabilidade e namero total de embrides viaveis em vacas

Nelore (n = 25) tratadas com os protocolos P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e

P-36/LH4.
P-36 P-36/eCG P-36/LH2 P-36/LH4

Foliculos > 6 mm (D9) 30,2+2,6 28,32,6 28,62,5 26,32,6
Taxa de ovulagéo (D11,%) 60,7 67,8 50,6 55,4

Corpos luteos 16,8+2,1 19,22,4 12,742,0 12,34,5
Estruturas colhidas 8,6+1,6 9,64,5 6,94.,4 7,443
EmbriGes viaveis 3,340,7 4,59,5 3,79,8 4,240
Estruturas ndo fertilizadas  2,840,7 2,095 1,295 0,59,2
Taxa de viabilidade 35,5 42,4 41,7 44,2
Total de embriGes viaveis 83 112 87 106

*Significativamente diferente (p<0,05) quando comparados aos grupos LH2 e LH4.

*Quando comparado ao Grupo eCG (p=0,06)
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Tabela 2. Numero total de embrides classificados como G I, G Il, G Il de acordo com suas
caracteristicas morfologicas, obtidos em vacas Nelore tratadas com P-36 (controle),

P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4.

Classificagéo Controle eCG LH2 LH4
Gl 21 46 33 39
Gll 28 32 28 30
Glil 34 34 26 37

N&o houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 2. Taxas de prenhez obtidas apds a transferéncia de embrides frescos, vitrificados e
congelados produzidos em vacas Nelore tratadas com P-36 (controle), P-36/eCG, P-

36/LH2 e P-36/LHA4.
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