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RESUMO

Nos ultimos anos o Brasil atingiu uma posi¢do de destaque na pecudria
bovina mundial. Neste pais vem se consolidando a pratica da bovinocultura
intensiva e tecnificada, gracas ao maior destaque dado a eficiéncia reprodutiva e
ao melhoramento genético. A atencdo dada a eficiéncia reprodutiva visa
intensificar o processo de melhoramento genético explorando todo o potencial
reprodutivo dos animais. As biotécnicas aplicadas a reprodugdo surgiram para
ampliar esse potencial reprodutivo, visando maior retorno econdomico. Destacam-
se as biotécnicas da IATF e producdo in vivo e in vitro de embrides para
transferéncia de embrides. Sao utilizados diferentes tratamentos hormonais para
interferir na fisiologia normal a fim de atingir os objetivos desejados. A IATF visa
aumentar os indices reprodutivos do rebanho através da inseminacdo pré-
agendada de todas as fémeas em reprodugdo, sem a necessidade da observacgdo de
cio. Ja a producdo in vivo e in vitro de embrides visa distribuir a genética de
machos e fémeas melhorados, transferindo seus embrides para fémeas
geneticamente inferiores. Os tratamentos superovulatérios visam impedir o
mecanismo da dominancia, fazendo com que véarios foliculos ovulem
simultaneamente, para produgdo in vivo dos embrides. J4 a técnica da pung¢do
ovariana transvaginal guiada por ultrassom permite a aspiracdo segura de odcitos
de qualidade para producdo in vitro. A aplicacdo dessas biotécnicas se baseia no
conhecimento da fisiologia reprodutiva e ovariana das fémeas e no conhecimento
do seu comportamento em diferentes racas e ambientes.

Palavras-chave: biotecnologias da reprodugdo; dindmica folicular
ovariana, tratamentos hormonais.
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ABSTRACT

In the last years Brazil has achieved a leading position in worldwide
cattle breeding. This country is consolidating the practice of an intensive and
technical level cattle breeding, due to greater emphasis on reproductive efficiency
and genetic improvement. The attention given to reproductive efficiency became
to enhance the genetic improvement process, by exploiting the full reproductive
potential of the animals. The biotechniques applied to reproduction arised to
expand the reproductive potential for greater economic return. Are the most
important reproductive biotechniques the FTAI and in vivo and in vitro embryo
production for embryo transfer. Different hormonal treatments are consolidating
to interfere with normal physiology in order to achieve the desired goals. The
FTAI works to increase the reproductive rates of cattle through pre-booked
artificial insemination in all the females in reproduction, without the need for
estrous detection. The in vivo and in vitro embryo production aims to distribute
the genetics of males and females genetically improved by transferring their
embryos to genetically inferior females. Superovulation treatments designed to
prevent the mechanism of dominance, which results in many follicles ovulating
simultaneously for in vivo embryo production. To the in vitro embryo production,
the technique of ovarian puncture guided by transvaginal ultrasound allows to
aspirate a number of quality oocytes. The application of biotech is based on
knowledge of the female and ovarian reproductive physiology and knowledge of
their acting in different breeds and environments.

Key words: reproductive biotechniques, ovarian follicular dynamics, hormonal
treatments.
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1.Introducao.

Nos ultimos anos o Brasil atingiu uma posi¢do de destaque na pecudria
mundial. Com um rebanho bovino de 199 milhdes de cabecas (FAO, 2007) e a
posicdo de maior exportador de carne bovina do mundo, vem se consolidando a
pratica da bovinocultura tecnificada e intensiva. Sabe-se que héd ainda grande
porcentagem da produgdo de carne e leite de forma extensiva e pouco tecnificada,
devido a extensa area disponivel e & mao-de-obra barata. Mas essa realidade vem
mudando para um cenario de produgdo intensiva. Dessa forma, para aumentar os
niveis de produtividade com qualidade, a eficiéncia reprodutiva e o melhoramento
genético merecem destaque. O melhoramento genético possibilita o aumento da
produtividade de carne e leite, baseado na selecdo de individuos com maior
capacidade de conversdo alimentar, precocidade, rendimento de carcaga, producio
leiteira, entre outros. Por outro lado a atengdo a eficiéncia reprodutiva visa
alavancar esse melhoramento genético, aproveitando ao maximo o potencial
reprodutivo dos animais. Neste cendrio, a eficiente multiplicagdo de animais
superiores por biotécnicas da reprodugdo proporciona maior retorno econdémico a
atividade.

O desenvolvimento das atuais técnicas s6 foi possivel com o intenso
esforco em entender a fisiologia reprodutiva dos animais, destrinchado seus
mecanismos complexos e como esses agem diante de diferentes condigdes
ambientais e nas diferentes racas de bovinos.

Dentro deste contexto, essa revisdo tem o objetivo de fazer uma conexao
entre a fisiologia reprodutiva e ovariana da fémea bovina e as biotécnicas
aplicadas a reproducdo mais difundidas atualmente, a fim de elucidar os

mecanismos fisioldgicos nos quais se baseiam essas tecnologias.



2.Revisdo Bibliografica.

2.1.Dinamica Folicular Ovariana.

O bovino ¢ um dos animais domésticos que tém tradicionalmente sua
fisiologia reprodutiva mais bem estudada e aprofundada. Nas ultimas décadas
com o advento da ultrassonografia transretal para avaliar, dentre outros, as
estruturas ovarianas e uterinas, permitiu ainda mais o entendimento dos
acontecimentos que ocorrem nos ovarios e utero das fémeas, ao longo do ciclo
estral e ao longo da vida.

As fémeas bovinas sdo consideradas poliéstricas nao-estacionais,
apresentado ciclo estral em intervalos regulares de aproximadamente 21 dias.
Durante o ciclo ocorre uma cadeia de eventos que se repetem nos ciclos
subsequentes até que a lutedlise seja impedida por uma gestagdo. Os ovadrios,
gonadas femininas, sdo responsaveis pela producdo e maturacdo das células
germinativas femininas (os odcitos), que se desenvolvem no interior dos foliculos,
formados ainda na vida fetal do animal. O processo da foliculogénese
(crescimento e maturagdo folicular) tem inicio na vida fetal, sendo que apenas
uma minoria desses foliculos vai completar sua maturacdo e ovular. A maioria,
durante seu crescimento vai degenerar no processo chamado de atresia folicular.

Os foliculos primordiais sdo formados durante a fase fetal, ficam em
estado de quiescéncia e sdo caracterizados pela presenca de um odcito na profase
da primeira divisdo meiotica, sem zona pelicida, rodeado por algumas células da
pré-granulosa e envolvidas pela membrana basal (van Wezel e Rodgers, 1996). O
desenvolvimento e crescimento folicular se inicia no foliculo primario. O
mecanismo determinante da passagem do estdgio de primordial para primario ndo
¢ totalmente conhecido, mas acredita-se que ocorra sem a participagdo de
gonadotrofinas. A medida que eles crescem, comecam a responder a

gonadotrofinas e passam a secretar progesterona e androgenos quando cultivados



in vitro (McNatty et al., 1986). Embora foliculos por volta do estadgio de formacao
do antro tenham o potencial de sintetizar todos os principais hormonios esteroides
ovarianos, eles o fazem em quantidades bastante pequenas e, portanto, o
desenvolvimento folicular precoce ocorre independente de esterdides enddgenos
(Eckery et al., 1996).

Quando os foliculos atingem o didmetro ao redor de 0,2 a 0,4mm, se
inicia a formagdo do fluido que preenche a cavidade antral. Logo apds a formacao
do antro, eles entram em periodo de crescimento rapido, marcado por alta
prolifera¢do celular da teca e granulosa, em consequéncia dos elevados indices
mitoticos em foliculos entre 0,7 e 1,5mm, declinando quando esses atingem
didametro maior que 2,2mm. Os foliculos passam a requerer a agdo das
gonadotrofinas a partir de 2,5mm de diametro. Das gonadotrofinas, somente o
hormonio foliculo estimulante (FSH) tem sido observando como capaz de
suportar desenvolvimento de foliculos até o estagio pré-ovulatdrio. (Campbell et
al., 1995). A dependéncia de FSH ¢ o que distingue os foliculos responsivos a
gonadotrofinas dos foliculos ovulatdrios, além de torna-los susceptiveis a atresia.
Durante esse estagio os foliculos dobram de tamanho rapidamente, decorrente ao
acumulo de fluido folicular, uma vez que a taxa de proliferagao celular declina
progressivamente apos o didmetro de 3,5mm. Enquanto isso as células da teca e
da granulosa se direfenciam. O foliculo progride de 2,5 para 6,0mm de didmetro
(Henderson et al., 1987).

A medida que crescem, os foliculos aumentam sua capacidade de
secretar estrogeno. Ao se tornar um foliculo dominante ele é capaz de resistir a
atresia, e passar para os estagios finais de maturacdo, alem de secretar mais que
80% do estradiol e 55% da inibina circulantes (Campbell et al., 1991). O
fendomeno da dominédncia ndo estd completamente esclarecido, porém a principal
caracteristica desse foliculo que assume a domindncia ¢ uma maior atividade das
proteases especificas para IGFBP-4 (proteinas ligadoras de fator de crescimento
semelhante & insulina — 4), do que dos foliculos subordinados, liberando IGF, o
que, provavelmente, potencializa ou permite a ac¢do das gonadotrofinas em

estimular o crescimento ¢ diferenciacdo folicular, estabelecendo assim a



dominancia (Rivera ef al., 2001). Nesse momento ¢ predominante a expressdo de
receptores para o hormonio luteinizante (LH) na camada de células da granulosa,
passando o foliculo a ser progressivamente mais responsivo a agdo do LH.

O evento da ovulagdo se d4 por um mecanismo hormonal caracteristico.
O continuo desenvolvimento do foliculo dominante proporciona um aumento na
producdo de estradiol. Caso ndo haja um corpo lateo presente, produzindo
progesterona, as concentra¢des desse hormdnio se mantém baixas. O aumento
progressivo nas concentragdes séricas de estradiol, em um momento de baixas
concentracdes de progesterona vai atuar sobre hipotdlamo e hipéfise resultando
numa retroalimentacdo positiva sobre ambos e consequente pico de liberagao de
LH. Este pico de LH, que inicia junto com o comeg¢o do cio, resulta em dois
fendmenos independentes: a luteinizacdo das camadas celulares da parede
folicular (granulosa e teca), e ruptura do foliculo ovulatério, culminando com
ovulagdo e posterior formacdo do corpo lateo. O processo de luteinizacdo resulta
em ruptura da membrana basal, que separa a camada da teca e da granulosa e
determina que essas células que secretavam predominantemente androgenos (teca)
e estrogenos (granulosa) passem a secretar progesterona.

O corpo luteo comeca a se organizar em seguida da ovulagdo, porém so
atinge sua funcdo plena apds 5 dias. A secre¢do da progesterona ¢ regulada pela
acdo do LH quando este se liga nos receptores correspondentes nas células luteais.
As concentracdes séricas da progesterona se mantém altas e o corpo luteo se
mantém funcional até que haja a liberacdo de prostaglandina F2a (PGF2a) em
concentracdo suficiente, que serd responsavel pela regressdo desse corpo luteo e
parada na produgdo de progesterona, caso ndo haja gestacdo. A PGF2a ¢
produzida pelo endométrio durante todo o ciclo estral, mas sua concentragdo
maxima ¢ atingida no momento da lutedlise. Durante esse periodo, a secrecdo de
PGF2a ¢ pulsatil na razdo de 3 a 4 pulsos por dia e esta estabelecido que sdo
necessarios cerca de 5 pulsos para que ocorra lutedlise completa. Ha evidéncias de
que a involucdo estrutural do corpo luteo ¢ mediada por apoptose, embora esse

mecanismo ndo esteja totalmente elucidado (McComark et al., 1998).
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A regulagdo da dindmica ovariana e do ciclo estral se d4 por um
mecanismo neuroenddcrino que envolve hipotdlamo, hipdfise e ovarios. A
hipdfise anterior secreta duas gonadotrofinas, o FSH e o LH. A sintese e secre¢do
de ambos esta sob controle primario do GnRH hipotalamico. O FSH ¢ secretado
de maneira constitutiva, isto é, a maior parte do hormoénio € liberada na mesma
velocidade com que é produzido. J4 o LH ¢é secretado de forma pulsatil,
imediatamente regulado pela liberagdo pulsatili do GnRH na circulagdo porta
(Clarke e Cummins, 1982). A secrecdo de GnRH ¢ regulada pelos esterdides
gonadais, progesterona e estradiol, que controlam as caracteristicas dessa secrecao
ao longo do ciclo estral.

O ciclo estral ¢ caracterizado por uma fase luteinica e uma fase folicular.
A fase luteinica se da na presen¢a de um ovario contendo um corpo lateo (CL),
resultado da luteinizacdo do foliculo ovulatorio. Ao longo dessa fase o CL produz
um volume crescente de progesterona até por volta do sexto dia, mantendo entdo
um platd até a lutedlise. A presenca de altas concentragdes de progesterona
durante a fase luteinica mantém a secre¢do de LH baixa. Ja a secre¢do de FSH nao
¢ afetada pela progesterona, mas ¢ regulada pelo estradiol e inibina produzidos
pelo foliculo em maturagdo (dominante). O inicio da fase luteinica se d4 em um
ambiente de baixas concentragcdes de estradiol e inibina, pela luteinizagdo do
ultimo foliculo ovulatério. Este cendrio leva a um rdpido aumento nas
concentracdes de FSH, pela auséncia do mecanismo de retroalimentacdo negativa
exercido pelo estradiol e inibina. Neste momento, uma variada quantidade de
foliculos esta iniciando seu desenvolvimento e sdo responsivos ao FSH, que passa
a ser responsavel por estimular seu crescimento até a determinacdo da
dominancia. A secre¢do de estradiol e inibina pelo foliculo dominante inibe a
secrecdo de FSH, que tem entdo suas concentragdes plasmaticas reduzidas.

O estabelecimento da dominancia e o desenvolvimento de um foliculo
dominante, quando na presenca de um corpo liteo e de altas concentragdes de
progesterona resulta na ndo ovulagdo deste foliculo, que se torna atrésico. A alta
progesterona mantém a frequéncia de secre¢do de LH baixa, reduzindo a secrecdo

de estradiol pelo foliculo dominante; as baixas concentracdes de estradiol sdo
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insuficientes para induzir um alto pico de LH, o que impede que ocorra a
ovulagdo. O processo que ocorre desde o recrutamento de um conjunto de
foliculos em inicio de desenvolvimento até a atresia do foliculo dominante, ou sua
ovulagdo, ¢ conhecido como onda de crescimento folicular. Este fenomeno ocorre

de duas a quatro vezes dentro do intervalo de um ciclo estral na vaca.

2.2 Particularidades do ciclo estral das fémeas Bos indicus.

O rebanho bovino brasileiro ¢ composto por 80 % de animais Bos
indicus, pela sua evidente superioridade quando mantidos em ambientes tropicais
ou subtropicais. As condi¢des ambientais de altas temperaturas e umidade,
ectoparasitas e forrageiras de baixa qualidade s3o responsaveis pela
predominancia de rebanhos B. indicus no Brasil.

O gado B. indicus ¢ distinto do gado Bos taurus em muitas
caracteristicas. Sua fisiologia reprodutiva e dindmica folicular ovariana também
diferem em muitos pontos comparados aos B. taurus. Portanto, sdo estabelecidos
estudos focados em entender as particularidades desses animais.

Em geral os animais zebuinos diferem dos taurinos no que concerne ao
didmetro maximo das estruturas ovarianas. Fémeas zebuinas apresentam menor
diametro maximo do foliculo dominante (10-12mm) e do corpo luteo (17-21mm;
B6 et al., 1993; Figueiredo et al., 1997) que fémeas taurinas (14-20mm e 20-
30mm, respectivamente; Bo ef al., 1993).

Outros trabalhos mostraram que a quantidade de progesterona liberada
pelo CL foi menor nos B. indicus que nos B. taurus, além de serem menores os
niveis séricos de progesterona nos B. indicus que nos B. taurus (Segerson et al.,
1984). Randel (1984) sugeriu que um CL menor nos zebuinos € resultado de uma
menor resposta ao estradiol e menor onda pré-ovulatdria de LH.

Martinez et al. (2003) verificaram que o didmetro do foliculo dominante

na terceira onda foi significativamente menor em vacas Brahman (B. indicus) que
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nas vacas B. taurus. Entretanto verificaram uma maior incidéncia de quatro ondas
de crescimento folicular dentro do ciclo estral do B. indicus (16%) comparado ao
B. taurus (0%, P<0,01). Ciclos de quatro ondas também foram encontrados em
novilhas Brahman (6,8%; Rhodes et al., 1995) e vacas (9,3%; Zeitoum et al.,
1996). Ao contrario do que foi observado por um experimento com vacas
Brahman (Alvarez et al., 2000).

Em relacdo a populagdo folicular dos ovarios, novilhas B. indicus foram
relatadas como contendo mais foliculos com menos de Smm de didmetro em seus
ovarios que novilhas B. taurus (Segerson et al., 1984). Ha também evidéncias de
diferentes comportamentos na relacdo dos ovarios com o fator de crescimento
semelhante a insulina IGF. Em estudo feito com novilhas nelore (Buratini ef al.,
2000) o tratamento com somatotrofina (BST) aumentou as concentra¢des
plasmaticas de IGF-I e o nimero de foliculos pequenos (<5mm) de forma
semelhante ao que foi observado no gado B. taurus (Gong et al., 1991). Entretanto
a taxa de aumento do namero de foliculos foi menor que a que foi relatada nos B.
taurus.

Outros estudos trataram da manifestacdo de cio ¢ ovula¢do em B. indicus.
A duragdo do cio foi relatada como menor no B. indicus que no B. taurus.
(Randel, 1976; Galina e Arthur, 1990). A duracdo da manifesta¢do de cio nos B.
indicus ¢ de aproximadamente 10 horas, com variacdo entre 1,3 e 20 horas (Galina
e Arthur, 1990; Pinheiro et al., 1998). As caracteristicas do intervalo entre a onda
pré-ovulatéria de LH e a ovulagdo também foram estudadas. As concentragdes
séricas de LH durante a onda pré-ovulatéria de LH foram menores em vacas
Brahman que em vacas Britanicas (B. faurus; Randel, 1976). o intervalo entre o
aumento sérico de estradiol até o pico de LH foi significativamente menor em
novilhas Brahman que nas Brahman x Hereford ou nas Hereford (B. taurus;
Rhodes et al., 1978). Paralelamente, Randel (1976) verificou que fémeas Brahman
apresentavam a onda pré-ovulatoria de LH mais cedo no ciclo estral e ovularam
antes (18,5 = 3,1h, depois da onda pré-ovulatéria de LH) em comparagdo as

fémeas Hereford (23,3 + 2,1h) ou cruzamento Brahman x Hereford (22,2 + 2,6h).
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2.3.Bases para a aplicac¢do das biotécnicas da reproducdo.

As biotécnicas aplicadas a reproducdo animal foram responsaveis por
um grande aumento quantitativo e qualitativo do rebanho bovino nacional. Ficou
evidente a utilidade dessas ferramentas tecnoldgicas, quando utilizadas com
critérios adequados. No decorrer do tempo, notéveis avangos foram alcangados no
refinamento dos procedimentos de induc¢do da ovulagdo, de sincronizagdo da
ovulagdo, de producdo de embrides in vivo e in vitro e de criopreservagdo de
embrides. As técnicas ndo-invasivas de ultrassonografia para aspiracdo de odcitos
de animais adultos e pré-puberes, as técnicas ndo cirargicas para a transferéncia de
embrides de rotina tém acelerado o desenvolvimento das tecnologias aplicadas a
reproducdo. Toda essa carga de alternativas praticas é baseada no conhecimento
da fisiologia dos embrides, da fisiologia reprodutiva das fémeas bovinas e de suas

respostas a determinadas interferéncias externas provocadas pelo homem.

2.3.1.Bases para a aplicacdo da inseminagdo artificial em

tempo fixo.

r

O procedimento da inseminacdo artificial ja4 ¢ bem conhecido e
difundido na criagdo de bovinos. A sua utilizacdo apresenta muitas vantagens,
sendo que a principal delas estd diretamente ligada ao processo de melhoramento
genético e a obtengdo de animais com maior potencial de produgdo e reproducao
(Baruselli et at., 2006). Outra vantagem da inseminacdo artificial ¢ a melhoria
decorrente do cruzamento entre ragas (Perotto ef al., 1996). Entretanto, existem
certos fatores que limitam o seu uso e que, portanto, devem ser conhecidos.
Podem-se ressaltar como principais fatores limitantes a falha na detecc¢do de cio, o

anestro pos-parto ¢ a puberdade tardia (Baruselli ez al., 2006). A falha na deteccio
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de cio pode ser ainda maior em rebanhos Bos indicus, cujo comportamento
reprodutivo apresenta particularidades — cio de curta duragdo com elevado
percentual de manifestacdo durante o periodo da noite (Pinheiro ef al., 1998).

Quanto ao anestro pds-parto, Ruiz-Cortez e Oliveira Angel (1999)
verificaram que fémeas zebuinas lactantes criadas a pasto restabeleceram a
ciclicidade ovariana somente entre 217 e 278 dias pos-parto, apresentando um
intervalo entre partos de 17 a 19 meses.

Neste cendrio a tecnologia da inseminacdo artificial em tempo fixo
surgiu para preencher essas lacunas e suprir essas falhas. Os protocolos de
sincronizagdo para inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) buscam induzir a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, controlar a duragdo do
crescimento folicular até o estagio pré-ovulatorio, sincronizar a inser¢do e a
retirada da fonte de progesterona exdgena (implante auricular ou dispositivo
intravaginal) e enddgena e induzir a ovulacdo sincronizada em todos os animais
(Baruselli et al., 2006). Dessa forma ela induz a ciclicidade no pos-parto,
reduzindo o intervalo entre partos, além de dispensar a observag¢do de cio,
inseminando todos os animais juntos, num momento pré-estabelecido.

A tecnologia da IATF se baseia na utilizacdo de hormonios naturais ou
sintéticos, de efeitos semelhantes aos hormonios endogenos que controlam o ciclo
estral na vaca. Os dois grandes grupos para sincronizagdo da ovulagdo sdo os
progestagenos ou progesteronas e as prostaglandinas, que podem ser associadas
com outras substancias afim de se obter os resultados desejados.

A utilizagdo de progestdgenos ou progesterona na sincronizagdo da
ovulagdo em bovinos visa simular a vida 1util do corpo luteo, e apresenta um
periodo de administracdo normalmente de 7 a 9 dias (Gordon, 1996). Os métodos
de administragdo comumente utilizados sdo de implantes subcutaneos, colocados
na face externa da orelha do animal, ou de aparatos de plastico em forma de Y
para uso intravaginal, CIDR (“controled internal drug release device”). Os
protocolos de tratamento geralmente sdo distribuidos em um periodo de 10 a 12
dias, desde o inicio do tratamento, com a inser¢do da fonte de progesterona, até o

dia da inseminagdo propriamente dita. Nos primeiros dias de tratamento, o
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objetivo € inibir a progressdo de qualquer onda de crescimento folicular ja
avancada, com atresia de um foliculo dominante presente e posterior inicio de
uma nova onda de crescimento folicular em torno do quarto ao quinto dia de
tratamento. Nos protocolos de tratamentos atuais, para atingir esse objetivo, as
progesteronas ou progestagenos sdo associados a outras substancias. A
combina¢do da administracdo do progestdgeno ou progesterona com a aplicacio
de um estrogeno inibe o crescimento e desenvolvimento do foliculo dominante,
impedindo a ovulagdo, pelo mecanismo de feedback negativo exercido no
hipotalamo e hipofise e conseqliente supressdo da onda ovulatéria de LH. Existe
uma série de estrogenos disponiveis para este fim. O estradiol 178, um estrégeno
de acdo curta, associado a uma fonte de progestageno (norgestomet), foi
responsavel pela inibi¢do do crescimento do foliculo dominante 1 dia apods ao
tratamento com 5mg de estradiol 17f, resultando na emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular, em média, 4,3 dias mais tarde (B6 ef al., 1995). O
benzoato de estradiol, outro estrégeno de acdo curta, aplicado na dose de Smg,
intramuscular, 24 horas depois da inser¢do de um CIDR, resultou na emergéncia
de uma nova onda de crescimento folicular 5,4 dias depois do inicio do tratamento
(Bo et al., 1996). Outro tipo de estrégeno, o cipionato de estradiol (ECP), foi
testado para observar sua eficacia na sincronizagdo da emergéncia de uma onda
folicular e ndo se mostrou efetivo (B6 et al., 2006). Um ultimo estrégeno pode ser
utilizado para sincronizar a emergéncia da nova onda: o valerato de estradiol, na
dose de 5Smg associado a um progestageno (norgestomet), na dose de 3mg
resultou na emergéncia de uma onda 5,7 + 0,2 dias mais tarde (B6 et al., 2006).
Observa-se certa variedade na resposta desejada quando da administragdo de
diferentes estrégenos, porém eles sdo alternativas importantes quando se deseja
melhores resultados na sincronizacdo da emergéncia de uma onda de crescimento
folicular em bovinos.

Existem também alternativas de tratamento que ndo utilizam
progestagenos, mas que apresentam menor eficicia na sincronizagdo da ovulagao.
A administragdo de GnRH no inicio do tratamento estimula a liberagdo de FSH

nos foliculos primdrios € responsédvel pela emergéncia da nova onda folicular.
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O outro grupo base de substancias utilizadas no controle do ciclo estral
sdo as prostaglandinas. Estas funcionam como agentes luteoliticos em vacas que
estdo ciclando normalmente, determinando entdo a queda dos niveis de
progesterona, pela lise do corpo luteo presente. Os analogos sintéticos
(cloprostenol, dinoprost, entre outros), sdo mais potentes que as prostaglandinas
naturais.

Dentro dos protocolos atuais, as prostaglandinas sdo utilizadas em torno
do sétimo ao nono dia do inicio do tratamento, préximo ao momento da retirada
da fonte exogena de progesterona ou progestdgeno. A aplicacdo da
prostaglandina, culminando na lutedlise de um possivel corpo luteo presente,
somada a retirada da fonte de progesterona, permite uma retroalimentacdo positiva
por parte do estrégeno, no hipotdlamo e hipdfise, culminando no pico de liberacio
de LH e consequente ovulagao.

A inducdo da ovulagdo também ¢ feita pela administracdo de hormonios
exdgenos. Os hormonios utilizados atualmente sdo o benzoato de estradiol (BE), o
cipionato de estradiol (ECP) ou o GnRH. Os estrégenos quando administrados na
auséncia de um corpo luteo e presenga de um foliculo dominante, atuam no
hipotalamo e hipdfise de forma a estimular a liberagdo de GnRH hipotalamico e
LH pela hipofise. Induz-se entdo um pico de liberacdo de LH que € responsavel
pelo desenvolvimento final do foliculo dominante e conseqiiente ovulagdo. Da
mesma forma, a administragdo exogena de GnRH atua diretamente sobre a
hipoéfise induzindo o pico de LH e ovulagéo.

Por fim, como op¢ao para se aumentar as taxas de prenhes em protocolos
de IATF em bovinos, pode-se utilizar a gonadotrofina corionica eqiiina (eCQG)
dentro dos protocolos de tratamento. A eCG ¢ um farmaco produzido nos célices
endometriais da égua prenhe (40 a 130 dias) e que se liga aos receptores de LH no
corpo luteo (Stewart e Allen, 1981). A eCG cria condigdes de crescimento
folicular e de ovulacdo e seu uso tem-se mostrado compensador em rebanhos com
baixa taxa de ciclicidade, em animais recém-paridos (periodo pos-parto inferior a
2 meses) € em animais com condi¢do corporal comprometida (Baruselli et al.,

2004). Baruselli et al. (2003) demonstraram que a administragdo de eCG no
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momento da retirada da fonte de progesterona resultou em maior taxa de
concepedo apds a IATF (38,9% VS 55,1%), em vacas nelore paridas (75 £19 dias

poOs-parto), mantidas a pasto.

2.3.2.Bases para a aplicacdo da transferéncia de embrides.

No contexto atual de crescente melhoramento genético dos rebanhos
bovinos de corte e leite, a transferéncia de embrides apos fertilizagdo in vivo ou in
vitro surgiu como ferramenta importante para intensificar € maximizar a
distribuicdo do material genético proveniente de machos e fémeas
comprovadamente superiores. A possibilidade de uma mesma fémea produzir
inimera quantidade de embrides em um periodo em que poderia produzir
naturalmente somente uma cria, reduzindo enormemente o tempo com que a
genética dos rebanhos evolui positivamente, o que gera um grande ganho em
produtividade.

A transferéncia de embrides baseia-se na utilizacdo de maes-de-aluguel,
fémeas adultas, de menor potencial genético, que estando vazias vdo receber
embrides de fémeas superiores e serdo responsaveis pela gestacdo e criagdo
destes.

Como condi¢do da técnica as fémeas receptoras dos embrides devem
estar no mesmo momento do ciclo estral em que estdo as fémeas doadoras. Dessa
forma serdo capazes de prover um ambiente uterino adequado para a chegada do
embrido. Estes sdo transferidos por volta do sétimo dia apds a ovulacdo da
receptora. Neste momento a receptora apresenta um corpo luteo ativo, produzindo
progesterona e um ambiente uterino adequado.

Inicialmente, o manejo das receptoras era feito com base na observacao
de cio. Dessa forma, somente as receptoras que tivessem manifestado cio no dia

adequado (de 7 a 8 dias antes da transferéncia) poderiam ser utilizadas. Dessa
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forma era necessaria uma grande quantidade de animais para se obter um lote de
fémeas ciclando no momento adequado.

Atualmente com a tecnologia da IATF todo esse manejo ndo ¢ mais
necessario. As receptoras t€ém sua ovulagdo sincronizada e dessa forma se tem
uma quantidade desejada de animais prontos para a transferéncia sem a
necessidade de observagdo de cio. Basicamente, a sincronizacdo das receptoras
segue os mesmos protocolos desenvolvidos para IATF, diferindo unicamente de
que os animais ndo s3o inseminados no momento da ovulagdo e recebem os

embrides cerca de 7 dias mais tarde.

2.3.3.Bases para a aplicac¢do da superovulagdo.

A transferéncia de embrides fertilizados e cultivados in vivo tem sido
amplamente utilizada nas ultimas décadas. A técnica inicial se baseia na aplicag¢do
de hormdnios que estimulassem o crescimento, desenvolvimento e ovulagido de
um numero grande de foliculos simultaneamente, inibindo o mecanismo da
dominancia folicular, o que impediria a ovula¢do de mais de um foliculo. Baseia-
se também na inseminagdo apos observacdo de cio, o que sabidamente a torna
menos eficiente. Nesse contexto os tratamentos para inseminagdo em tempo fixo
foram adaptados aos tratamentos superovulatorios, descartando a necessidade de
detectar o cio também nessa técnica.

Inumeros tratamentos hormonais para induzir ovulacdo multipla
(superovulag@o) ja foram propostos (Gordon, 1996; Barros e Nogueira, 2001;
Baruselli et al., 2006). Entre os agentes superovulatorios testados destacam-se a
gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) administrada isoladamente ou associada a
soro anti-eCG (Alfuraiji et al., 1993) e o FSH (Bellows et al., 1991; Wilson et al.,
1993). O principio de atuagdo destes diferentes tratamentos ¢ de estimular o
crescimento dos foliculos em desenvolvimento pela a¢do continuada do FSH. Esta

acdo pode ser exercida pela administracdo do préprio FSH ou do eCG, que tem
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atuacdo nos receptores para FSH dos foliculos. Dessa forma, tem-se o
desenvolvimento de multiplos foliculos ovulatérios, impedindo o mecanismo da
dominancia, que seria responsavel pela atresia dos foliculos em desenvolvimento.
Com o advento da IATF, aplicada aos protocolos de tratamento
superovulatdrios, passou-se a iniciar o protocolo com a aplicagdo de uma fonte de
progesterona, somada a administragdo de um estrégeno, como ¢ feito nos
protocolos para IATF, assim fazendo a regressdo de um foliculo dominante e
promovendo o inicio de uma nova onda de crescimento folicular. Da mesma
forma, no fim do tratamento uma prostaglandina ¢ aplicada para provocar a
lutedlise e um estrogeno ou GnRH ¢ administrado afim de induzir o pico de LH
que sera responsavel pelo desenvolvimento final dos foliculos e conseqiiente
ovulagdo. Esses protocolos facilitam o manejo de doadoras de embrides e origina
taxas de embrides vidveis pelo menos tdo boas quanto as obtidas apods a utilizacao
de outros tratamentos superovulatorios, que requerem a deteccdo do cio (Baruselli

et al.,20006).

2.3.4.Bases para a aplicacdo da aspiragdo folicular.

Dentro do cenario das biotecnologias aplicadas a reproducao de bovinos,
a producdo in vitro de embrides tem se destacado. O aprofundamento dos
conhecimentos sobre o desenvolvimento embrionario na sua fase inicial e o
desenvolvimento de técnicas efetivas de maturacdo e fertilizacdo de odcitos in
vitro tornou possivel a difusdo e aplicagdo em larga escala dessas técnicas de
laboratério. Além disso, o método de puncgdo ovariana transvaginal guiada por
ultrassom, para a aspiracdo de odcitos, surgiu como método seguro, pouco
invasivo e muito eficaz para a recuperacdo de odcitos em bom estado para a
manipula¢do em laboratorio.

A técnica da aspiragdo consiste basicamente na recuperagdo por pungdo

ovariana dos odcitos presentes dentro dos foliculos (Ovum Pick-up — OPU). O que
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se busca ¢ aspirar o contetido dos foliculos antrais objetivando o odcito que esta
no interior de cada foliculo. Como para a fertilizag@o in vitro os odcitos devem
estar em fase de desenvolvimento e ndo em atresia, procura-se que o animal se
apresente no inicio da onda de desenvolvimento folicular, de forma que foliculos
j& em estagio avancado, como foliculos pré-ovulatérios ou foliculos subordinados,
ja em atresia, sdo indesejados. E ainda no inicio da onda folicular em que se
encontra maior numero de foliculos e se recupera maior numero de oocitos.

Atualmente tratamentos hormonais também sdo utilizados em animais
que terdo seus ovarios aspirados. O objetivo € exatamente culminar o momento da
aspiracdo com o melhor momento do ciclo estral. A retirada de um foliculo
dominante ou de um corpo luteo dos ovarios ¢ desejada também para liberar
espago para o crescimento de novos foliculos.

Os tratamentos utilizados consistem na administragdo de uma fonte de
liberagdo continua de progesterona, afim de provocar a atresia do foliculo
dominante, além da aplicagdo de prostaglandinas para lise do corpo lateo. Ainda
outras alternativas sdo possiveis, como administracdo de FSH, que atua sobre os
foliculos estimulando o seu desenvolvimento. A administragdo de BST pode
também aumentar o nimero de foliculos recrutados na onda folicular, através da
atuagdo no figado, aumentando a liberagdo do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I) que atua sobre os foliculos, estimulando o seu desenvolvimento
(Buratini ef al., 2000). Dessa forma, prepara-se o ovario para que se possa aspirar

um maior numero de odcitos de qualidade para manipulagdo in vitro.

3.Conclusio.

Um grande volume de pesquisas e de informagdes a respeito da dindmica
folicular ovariana em bovinos foi armazenado nas ultimas décadas. Muito se
avancou a partir de entdo no desenvolvimento de biotecnologias que se utilizam

dessas informagdes para intensificar o processo de producdo de animais
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melhorados geneticamente. Isso tudo vem mudando o cendrio da pecudria no
Brasil. Em contrapartida, grande parte dessas pesquisas foi desenvolvida e focada
para animais Bos taurus, que diferem muito na sua fisiologia reprodutiva e
ovariana comparados aos Bos indicus. E sabido que o Brasil apresenta grande
predominancia de rebanho B. indicus, portanto a aplicabilidade das biotecnologias
da reprodu¢do depende dos conhecimentos desenvolvidos focados aos zebuinos e
sobre como respondem esses animais as tecnologias aplicadas, nos ambientes
adversos em que se encontra grande parte do rebanho brasileiro, sob condi¢des de
alta temperatura e forragens de baixa qualidade, principalmente. E nisso que os
pesquisadores vém trabalhando nos ultimos anos e ¢ isso que vai determinar o

avanco e real difusdo das biotecnologias aplicadas a reproducgio nesse pais.
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