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RESUMO

FERREIRA, Joaquim Esquerdo. Efeito do método de sincronizagdo da onda folicular na
resposta superovulatéria em bovinos. 2012. 33p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia).
Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Embora a transferéncia de embrides bovinos seja uma técnica amplamente empregada em
todo o mundo, a variabilidade da resposta de doadoras ao tratamento superovulatério ainda é
uma importante limitacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do método de
sincronizacdo da onda folicular na resposta superovulatéria de doadoras de embrido
Girolando. Para tanto, sete vacas e cinco novilhas, previamente selecionadas (em funcdo do
historico reprodutivo, condicOes sanitéria, nutricional e trato reprodutivo sem anormalidades
anatdbmicas) foram aleatoriamente distribuidas em trés tratamentos de acordo com o método
de sincronizacdo da onda folicular previamente a superovulacgdo: i) sincronizacdo com GnRH;
ii) sincronizacdo com implante de progestageno e aplicacdo de Benzoato de Estradiol; iii) sem
sincronizacdo (observagéo do cio base - Grupo Controle). Depois de submetidas ao tratamento
para sincronizacdo da onda folicular, as doadoras foram superovuladas com oito subdoses
decrescentes de FSH, aplicadas duas vezes ao dia, por via intramuscular profunda (IM), com
intervalos de 12 horas a cada aplicacdo, somando 133 mg por animal. A primeira inseminacéo
foi realizada 12 horas ap6s a aplicacdo do indutor da ovulacdo (GnRH) e a segunda
inseminacao realizada 12 horas apés a primeira. A resposta superovulatoria foi avaliada com
auxilio de um aparelho de ultrassom (MINDRAY D2200 VET) para quantificar o nimero de
corpos lateos presentes nos ovarios no dia da coleta assim como pelo nimero e qualidade dos
embrides recuperados. Foi observado que a categoria animal e o grau de sangue influenciaram
a resposta superovulatoria (p<0.05). As novilhas apresentaram uma maior resposta ao
tratamento superovulatorio (100% de resposta em todos os tratamentos) quando comparadas
as vacas que apresentaram 85,7%, 57,1% e 57,1% de resposta superovulatéria para 0s grupos
cio base, GnRH e P4+BE, respectivamente. O grupo genetico (grau de sangue) também
mostrou influéncia na resposta superovulatéria (p<0.05) sendo que os animais 3/8
responderam melhor ao tratamento superovulatério do que os animais 3/4. Os tratamentos de
sincronizacdo da emergéncia da onda folicular ndo apresentaram diferencas na resposta
superovulatoria (p>0.05), nas estruturas recuperadas e nas estruturas viaveis. Desta forma,
conclui-se que os tratamentos de sincronizacdo da onda folicular com GnRH ou com P4+BE
podem ser utilizados em doadoras Girolando com a mesma eficiéncia do cio base. Além
disso, conclui-se também que novilhas Girolando respondem melhor ao tratamento
superovulatorio do que vacas assim como as doadoras de grau de sangue 3/8 quando
comparadas as 3/4.

Palavras-chave: Girolando, Transferéncia de Embrido, Emergéncia Folicular.



ABSTRAT

FERREIRA, Joaquim Esquerdo. Effect of synchronization method of follicular wave on
bovine superovulatory response. 2012. 33p. Dissertation (Master of Science in Animal
Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2012.

Although the bovine embryo transfer is a technique widely used around the world, the
variability of donor response to superovulatory treatment is still an important limitation. The
objective of this study was to evaluate the effect of the synchronization method of follicular
wave on superovulatory response of bovine embryo donors. For this, seven Girolando cows
and five Girolando heifers previously selected (depending on the reproductive history,
sanitary conditions, nutritional and reproductive tract without anatomical abnormalities) were
randomly assigned to three treatments according to the synchronization of follicular wave
before the superovulation: i) synchronization with GnRH ii) synchronization with progestagen
implant and application of estradiol benzoate iii) without synchronization (based on estrus
detection - Control Group). After submitted to the treatment for synchronization of follicular
wave, the donors were superovulated with eight decreasing FSH doses, applied twice daily
by deep intramuscular injection (IM) with intervals of 12 hours for each application, with a
total dose of 133 mg for each animal. The first insemination was conducted 12 hours after
application of ovulation inducer (GnRH) and the second insemination conducted 12 hours
after the first. The superovulatory response was measured with an ultrasound device
(MINDRAY D2200 VET) to quantify the number of corpus luteum present in the ovaries on
the day of embryo flushing and also assessed the number and quality of embryos recovered. It
was observed that animal category and crossbred influenced the superovulatory response (p
<0.05). The heifers showed a higher response to superovulatory treatment (100% of response
in all treatments) when compared to cows had showed 85.7%, 57.1% and 57.1% of
superovulatory response to estrus based group, GnRH and P4+EB, respectively. The genetic
group (crossbred) also showed influence on superovulatory response (p <0.05) since the 3/8
animals responded better than 3/4animals. The treatments for follicular wave emergence
synchronization did not show differences for superovulatory response (p>0.05), recovered
structures and viable structures. So, we conclude that the treatments for follicular wave
synchronization with GnRH or P4+BE can be used in Girolando donors with same efficiency
of estrus based group. Besides, we conclude also that Girolando heifers have better
superovulatory response than cows as well as 3/8 crossbred donors.

Keywords: Girolando, Embryo Transfer, Follicular Emergence.
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1 INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotécnica que permite recolher embrides de
uma fémea doadora, transferindo-os para fémeas receptoras as quais levardo a gestacdo a
termo. Apesar da necessidade da utilizagdo de procedimentos sofisticados para a implantagéo
de um programa de TE, trata-se de uma técnica mundialmente conhecida, porém, a
variabilidade da resposta de doadoras ao tratamento superovulatério ainda é uma importante
limitagdo. Em bovinos, a primeira TE foi realizada somente em 1951 na Universidade de
Cornell, Estados Unidos (WILLETT et al, 1951). A TE teve grande expansdo a partir da
década de 70 com a criacdo da IETS (Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrifes)
no Colorado - EUA. No Brasil, somente a partir da década de 80, é que esta técnica foi
realmente difundida, principalmente depois da criagcdo, em 1985, da Sociedade Brasileira de
Transferéncia de Embrides (SBTE), atualmente chamada de Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides. A importancia basica da TE para a producdo animal consiste na
possibilidade de uma fémea produzir um numero de descendentes superior ao que Seria
possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva, sendo desta forma comparada a
técnica da Inseminacdo Artificial, mas na versdo feminina. Além disso, esta biotécnica
permite equacionar problemas de ordem genética e sanitaria, contribuindo também para os
conhecimentos de fisiologia, patologia e endocrinologia decorrente da relacdo entre embriéo,
Orgaos genitais e sistema nervoso central. A TE também fornece base técnica para realizar a
implementacdo de outras biotécnicas afins, como a producdo de clones e de animais
transgénicos, além da biparticdo embrionaria, sexagem de embrides, analise do genoma e
criopreservacdo de embrides. Portanto, trata-se de uma importante ferramenta biotecnolégica
para o melhoramento zootécnico, pois acelera e confere maior precisdo ao processo de selecéo
animal (BARUSELLLI et al., 2000).

Segundo o ultimo relatorio da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides
(SBTE, 2011), apesar da crescente producdo brasileira de embriGes in vitro (208.904) a
producdo de embriBes in vivo apresentou uma queda significativa (42.383) em 2009
(STROUD; BO, 2011), o que demonstra uma reducio das superovulagdes neste ano. Esses
resultados mostram que o Brasil, assim como outros paises, esta diminuindo a producdo de
embrides in vivo e aumentando a producdo de embrides in vitro. E ainda, os protocolos
basicos de superovulacdo que dependem do cio base ainda apresentam algumas limitacdes
como: a necessidade de deteccao de cio; a necessidade de iniciar o tratamento superovulatério
em momento especifico do ciclo estral; a impossibilidade de programar varias coletas em um
mesmo dia; a inconsisténcia dos resultados e ainda, o fato de 20 a 30% das doadoras ndo
responderem ao tratamento superovulatorio (BARUSELLI et al., 2006).

Embora a TE seja uma técnica amplamente empregada em todo o mundo, a
variabilidade da resposta ao tratamento superovulatério continua sendo uma importante
limitacdo. Essa variabilidade pode ser minimizada levando em consideracdo 0s
conhecimentos das funcdes e fisiologia ovarianas. Em bovinos, recentes protocolos para o
controle da dinamica folicular e luteinica permitem iniciar o tratamento superovulatério em
momento pré-determinado. A aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (inicio do
tratamento superovulatorio 1 a 2 dias apds) e o tratamento com estrogeno e progestageno
(inicio do tratamento superovulatorio 4 dias apo6s) tém sido amplamente utilizados em
protocolos de superovulacdo, com producdo embriondria equivalente a doadoras
superovuladas com o sistema tradicional (inicio do tratamento superovulatério 8 a 12 dias
apds o cio base (BO et al., 2004).



A variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento superovulatorio com
gonadotrofinas continua sendo um dos maiores problemas nos programas comerciais de TE
(MAPLETOFT et al., 2002; BARROS; NOGUEIRA, 2004; BARUSELLLI et al., 2006). Esta
variacdo individual ao tratamento superovulatério foi relatada tanto em vacas Nelore (Bos
taurus indicus; BARUSELLI et al., 2003), quanto em vacas Holandesas de alta producéo (Bos
taurus taurus; MARTINS, 2005).

Alternativas para o controle da emergéncia da onda de crescimento folicular em
momento aleatério do ciclo estral, sem a necessidade de deteccdo do estro para o
estabelecimento do “cio base”, podem facilitar o manejo de doadoras tanto Bos taurus taurus
quanto Bos taurus indicus, bem como aumentar a eficiéncia dos programas de transferéncia
de embrides (BARUSELLLI et al., 2006; BO et al., 2006). Neste sentido, a sincroniza¢do da
onda folicular seria de grande importancia para otimizar os protocolos atuais usados para
superovulacdo de doadoras que além de facilitar 0 manejo com esses animais proporcionaria
uma maior eficiéncia nos programas de transferéncia de embries. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito do método de sincronizacdo da onda folicular na resposta
superovulatoria de doadoras de embrido bovino. Ainda buscou-se avaliar o efeito do grau de
sangue e de diferentes categorias (vacas e novilhas) na resposta superovulatdria de doadoras
de embrides Girolando.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do Ciclo Estral

O ciclo estral é o ritmo funcional dos 6rgdos reprodutivos das fémeas de animais
domésticos que se estabelece a partir da puberdade, sendo regulado por mecanismos
endocrinos e neuroenddcrinos, principalmente pelos horménios hipotaldmicos, as
gonadotrofinas e os esterdides secretados pelos ovarios. Compreende modificacBes ciclicas na
fisiologia e na morfologia dos 6rgdos genitais e também no perfil dos hormdnios sexuais
relacionados. O ciclo estral se mostra diferente em cada espécie, onde se observa
desenvolvimento e atresia dos foliculos, manifestacdo de cio e ovulacdo. Pode acontecer de
apenas um foliculo amadurecer ou vérios amadurecerem dependendo da espéecie (HAFEZ;
HAFEZ, 2004).

Os bovinos sdo animais poliéstricos anuais (HAFEZ; HAFEZ, 2004), logo apresentam
varios ciclos estrais ao longo de todo ano. A idade da puberdade nos bovinos ocorre, em
média, aos doze meses de idade. O estro na vaca dura em média 18 horas e a ovulacéo ocorre
entre 10 a 12 horas apds o final do mesmo (AIELLO, 2001). Em fémeas bovinas, o ciclo
estral varia de 17 a 25 dias, sendo os intervalos médios de 20 dias para novilhas e 22 dias para
vacas (SIROIS; FORTUNE, 1988).

O ciclo estral nos bovinos compreende quatro etapas, que sdo: proestro, estro,
metaestro e diestro, sendo que também pode ser dividido em duas fases distintas, de acordo
com o predominio dos hormonios estrégeno (fase folicular) ou progesterona (fase luteal). A
primeira fase, chamada de folicular ou estrogénica, que se estende do proestro ao estro, se
caracteriza pelo desenvolvimento do foliculo, estrutura ovariana na qual se desenvolve o
odcito, e culmina com a liberacdo do mesmo (ovulacéo), predominando a producdo e secrecao
do horménio estrogeno (17-P estradiol). A segunda fase, denominada de fase luteinica ou
progesterdnica, que compreende 0 metaestro e o diestro, se caracteriza pelo desenvolvimento
do corpo luteo (CL), sendo a fase em que predomina a producdo e secrecdo do horménio
progesterona (P4), que é o horménio responsavel pelo estabelecimento e manutencdo da
gestacdo, sendo o término desta fase caracterizado pela lutedlise (REIS, 2004). O proestro é o
periodo de desenvolvimento folicular, que € subsequente a regresséo lGtea e termina no estro
que € o periodo de receptividade sexual; metaestro é o periodo do desenvolvimento inicial do
CL e diestro € o periodo da fase madura do CL (CUNNINGHAM, 1999).

Caso tenha ocorrido a concepcéo, o embrido implantado no endométrio ira estimular a
sintese de uma proteina chamada trofoblastina ou interferon Tau que sera responsavel pela
manutencdo do CL durante a gestacdo. A producdo desta substancia inicia-se entre o 15° e 0
17° dia de gestacdo, considerado o periodo critico da gestacdo, e mantém-se elevada até o 22°
dia, aproximadamente, garantindo assim a manutencdo do CL por todo o periodo gestacional.
Caso ndo ocorra a concepcao apos o estro, podera ser observado ao final do diestro (17° dia
do ciclo) um rapido declinio dos niveis plasmaticos de P4 em funcdo da lise do CL
desencadeada pela sintese da prostaglandina no endométrio. Paralelamente, se desfaz o
blogueio do eixo hipotalamico-hipofisario, podendo-se observar um aumento gradativo das
concentracdes dos hormdnios foliculo estimulante e luteinizante (respectivamente, FSH e
LH), dando inicio ao periodo de pré-estro, que dura aproximadamente trés dias, terminando
com o estabelecimento de um novo estro (PALHANO, 2008).



2.2 Dinamica Folicular em Bovinos

O crescimento folicular na espécie bovina exibe padrdo continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos (MATTON et al., 1981;) que se inicia na vida fetal, passa pela
puberdade (EVANS et al., 1997) e continua na vida reprodutiva até a senilidade (HAFEZ;
HAFEZ, 2004). Este crescimento folicular pode ser dividido em duas fases, pré antral e antral.

2.2.1 Fase Pré-antral

A ativacdo folicular é marcada pela transicdo dos foliculos primordiais para foliculos
primarios. Este fendmeno é acompanhado principalmente pela proliferacdo e diferenciacdo
das células da granulosa nos foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios), onde
nos foliculos primordiais, 0 0dcito € rodeado por uma camada Unica de células da granulosa
achatadas, nos foliculos primarios essa camada de células da granulosa se torna cuboidal e nos
foliculos secundéarios sdo caracterizados por duas ou mais camadas de células da granulosa e
pelo inicio da formacdo da zona pelGcida (FAIR, 2003). Nas fases subsequentes do
crescimento, o volume do odcito sofre expansdo e uma zona pellcida se desenvolve entre 0s
oocitos e as células da granulosa (VAN WEZEL; RODGERS, 1996). A maioria dos foliculos
ativados evolui para a fase antral, caracterizada pela formacdo de uma cavidade ou ‘antro’, em
seguida a maioria desses foliculos ativados regride e sofre morte celular programada
(apoptose), a menos que a presenca de niveis suficientemente altos FSH mudem o seu destino
incluindo-os em uma onda de crescimento folicular. Pouco se sabe sobre o gatilho
responsavel pela ativacao do crescimento folicular pré-antral (OKTEM; OKTAY, 2008).

Os foliculos primordiais sdo caracterizados por um 00cito quiescente, preso em
profase | da meiose e rodeado por um ndmero limitado (<10) de células achatadas da
granulosa. Estes foliculos primordiais constituem a reserva ovariana, a partir da qual os
foliculos sdo recrutados para o desenvolvimento. Um foliculo primario é caracterizado por
uma camada completa de células da granulosa cubdides e é delimitada por uma lamina basal.
Sendo a hipdtese mais aceita que a maioria das espécies domésticas contém um namero finito
de foliculos primordiais, enquanto que em roedores esta reserva ovariana desenvolve nos
primeiros dias pos-parto (FORTUNE, 2003)

Os mecanismos que regem a ativacdo dos foliculos primordiais ainda devem ser
elucidados (OKTEM; OKTAY 2008). Presume-se que os foliculos primordiais devem
primeiro atingir a meiose antes de adquirir a capacidade de ativacdo (YANG; FORTUNE,
2008). In vivo, o FSH € conhecido por ser crucial para o desenvolvimento folicular. No
entanto, in vitro ndo teve efeito proliferativo evidente em células purificadas (NILSSON;
SKINNER, 2001). Como os receptores de FSH no foliculo primordial estdo restritos as
células da granulosa, desenvolveu-se a hipdtese que as células da granulosa participam na
regulacdo do crescimento do oocito (SENBON et al. 2003), por exemplo, estimulando a
producdo de fatores de crescimento locais (NILSSON; SKINNER, 2001).

Segundo Braw-Tal (2002), a ativacdo do crescimento folicular pode ser subdividida
em duas fases distintas. Em primeira fase, as células da granulosa sofrem uma transformacéo
de achatadas para cuboidal. O aparecimento das células da granulosa cuboidal ndo é um
evento aleatorio, mas € influenciado pelo nimero de células da granulosa presente. A segunda
fase de crescimento é marcada pela proliferacdo do namero de células da granulosa e pela
expansdo do volume do odcito. Nas vacas, o primeiro crescimento significativo do odcito
ocorre em foliculos com, pelo menos, 40 células da granulosa na maior seccao transversal.

As gonadotrofinas desenvolvem importante papel na cascata de eventos de
desenvolvimento folicular e possuem atividades em um nivel celular controladas por fatores
de modulac&o locais como inibina e a ativina que sdo secretadas pelas células da granulosa.

4



Em cooperagdo com o estradiol, a inibina atua suprimindo o FSH através de um sistema de
feedback negativo na glandula pituitaria. Localmente, a inibina age sensibilizando as células
da teca ao LH, resultando na producéo de andrégenos. A ativina estimula a proliferacdo de
ceélulas da granulosa, induz a expressdo de receptores de FSH e a producdo de estrogeno
(KNIGHT; GLISTER, 2001). Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) tém
um efeito sinérgico na atividade da gonadotrofina (ARMSTRONG et al.,, 2000). O
mecanismo de IGF, no entanto, é feito com a complexidade devido a existéncia de proteinas
de ligacdo (IGFBP), que impedem a interacdo do receptor do IGF com IGFBP-proteases, que
neutralizam as proteinas de ligacdo.

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo das populagdes de foliculos
pré-antrais poderia ser de grande valia para a eficiéncia reprodutiva dos animais domésticos
(CECCONI, 2002).

2.2.2 Fase Antral

O acompanhamento diario das estruturas ovarianas por ultra-sonografia mostrou que
os bovinos apresentam ondas de crescimento folicular durante a fase antral do ciclo estral.
Vacas e novilhas podem ter duas ou trés ondas por ciclo, com um foliculo tornando-se
dominante em cada uma delas. Por isso, uma populacdo de pequenos, medios e grandes
foliculos é encontrada em cada ovario, durante todos os dias do ciclo estral (BORGES et al.,
2001).

O crescimento folicular durante o ciclo estral segue uma ordem cronologica passando
primeiro pelo desenvolvimento pré-antral para depois atingir a fase antral. No entanto, nem
todos os foliculos antrais sdo capazes de progredir durante o ciclo estral, sendo que a grande
maioria deles se degenera (AERTS; BOLS, 2010). O destino final de mais de 99,9% dos
foliculos primordiais que estdo presentes nos ovarios ao nascimento € a degeneracao
(MORITA; TILLY, 1999). Em bovinos, protocolos hormonais que controlam o
desenvolvimento folicular e a funcdo lutea permitem a inseminacdo artificial (IA) em
momento pré-determinado, potencializando a eficiéncia reprodutiva (BARROS; ERENO,
2004; BO et al., 2004; BURATINI Jr., 2006).

Na vaca a duracdo total do desenvolvimento dos foliculos primordiais até o estagio
pré-ovulatorio € em torno de 180 dias (LUSSIER; MATTON; DUFOUR, 1987). Os bovinos
tém dois estagios de desenvolvimento folicular durante a fase antral, uma fase de crescimento
lenta e uma fase rapida (FAIR, 2003; AERTS; BOLS, 2010). A primeira fase (lenta) abrange
mais de 30 dias desde a formagdo do antro (foliculos com aproximadamente 300 um) até o
estagio de foliculos pequenos (entre 3 a 5 mm de didmetro). A segunda fase usualmente
abrange cerca de cinco a sete dias e inclui a emergéncia de uma onda de foliculos,
crescimento folicular, selecdo de um foliculo dominante e um periodo de dominancia
variavel, seguido de ovulacédo ou regressao do foliculo pré-ovulatério (LUSSIER, MATTON;
DUFOUR, 1987; AERTS; BOLS, 2010).

Os trabalhos mais consistentes sobre o estudo da dinamica folicular na fase antral em
bovinos foram realizados por exames ultrassonograficos dos ovéarios. O advento da
ultrassonografia possibilitou estudar com maior facilidade e detalhamento o crescimento
folicular, sem a necessidade de se abater os animais experimentais (PIERSON; GINTHER,
1987). Essa técnica permitiu avaliar o surgimento das estruturas ovarianas e correlaciona-las
com os eventos endocrinolégicos em tempo real no decorrer do ciclo estral (BARUSELLI,
1997). E ainda relacionar a quantidade de foliculos recrutados por onda folicular nos animais
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, que seria de 15 a 33 e 30 a 60, respectivamente
(SARTORI et al., 2010).



Estudos em bovinos demonstraram que o didmetro maximo dos foliculos durante o
ciclo estral varia conforme a raca e a espécie (BARUSELLI, 1997). Trabalhos demonstraram
didmetros de foliculos ovarianos inferiores para Bos taurus indicus (BARROS et al., 1993;
RHODES; DE’ATH; ENTWISTLE, 1995), quando comparados aos de Bos taurus taurus
(GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989a). Em Bos taurus taurus com duas ondas de
crescimento folicular s&o descritos didmetros de 17,1 mm e 16,5 mm para a primeira e
segunda onda, respectivamente (MACEDO, 2008). Ja em Bos taurus indicus os diametros
relatados foram de 11,3 mm e 12,1 mm, respectivamente, para fémeas da raga Nelore
(FIGUEIREDO et al., 1997); e 9,5mm e 10,5mm para fémeas da raca Gir (GAMBINI et al.,
1998). Cavalieri e colaboradores (2003) encontraram reducdo do didmetro do foliculo
dominante ap6s o tratamento com estrdégeno e progestageno em vacas leiteiras, indicando que
0 protocolo para sincronizacdo da ovulacao pode interferir no didametro folicular.

Entre uma ovulagdo e outra o desenvolvimento folicular se apresenta como uma
seqliéncia dinamica de eventos fisioldégicos que envolvem o desenvolvimento e atresia de
foliculos antrais que se assemelham a ondas (PIERSON; GINTHER, 1987).

Cada onda de crescimento folicular é dividida em quatro fases, sendo emergéncia,
selecdo, dominancia e atresia ou ovulacdo (REIS, 2004). A emergéncia de uma onda &
caracterizada por um crescimento de mais de vinte foliculos pequenos que, sobre acdo do
FSH, iniciam o crescimento e destes foliculos, apenas um continua seu desenvolvimento
(foliculo dominante) e os outros entraram em atresia (foliculos subordinados), estabelecendo
se 0 fendmeno da divergéncia folicular (BARUSELLI et al., 2006).

Cada onda de crescimento folicular pode ser subdividida nas fases de recrutamento,
selecdo e dominancia (LUCY et al., 1992). Sabe-se que as gonadotrofinas hipofisarias, FSH e
LH, atuam na manifestacdo, manutencao e suspensdo destes eventos (GINTHER et al., 1996;
AERTS; BOLS, 2010). O recrutamento folicular foi definido como um processo dinamico,
por meio do qual um grupo de foliculos inicia o desenvolvimento e maturagdo no ovario,
estimulado pelo pico de liberagdo de FSH (ADAMS; MATTERI; GINTHER, 1992a)
iniciando uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003;
MELO, 2009). Neste momento, esses foliculos apresentam aproximadamente 4 mm de
diametro, sendo responsivos e dependentes do FSH (GINTHER et al., 2002; MELO, 2009). O
namero de foliculos que sdo recrutados varia em funcdo de diversos fatores, como raca,
manejo, nutricdo e idade. Nos animais Bos taurus indicus, sdo recrutados cerca de 30 foliculos
por onda de crescimento folicular (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

O FSH permite que os foliculos mantenham seu crescimento e proliferacdo celular,
aumentando gradualmente sua capacidade esteroidogénica (ADAMS et al., 1992b; MELO,
2009). A regressao do foliculo dominante durante a onda de crescimento, ou a ovulagdo no
final do ciclo estral, causa uma elevacdo do FSH circulante. Esta regressdo do foliculo
dominante é acompanhada pela diminuicdo dos niveis de horménios sintetizados pelo
foliculo, tais como estrogeno e inibina, resultando em um aumento temporario na secre¢do de
FSH pela hipéfise. Em consequéncia, o FSH € o principal responsavel pelo recrutamento de
um novo grupo de foliculos antrais para a proxima onda de crescimento folicular (AERTS;
BOLS, 2010).

A selecdo folicular € um processo no qual apenas um foliculo é escolhido (FD),
evitando a atresia até alcancar a ovulacgdo, estabelecendo-se assim, o fenémeno da divergéncia
folicular ou desvio (LUCY et al., 1992; BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007). A
divergéncia folicular é definida pela diferenca nas taxas de crescimento entre os dois maiores
foliculos, sendo marcada pela continuidade do desenvolvimento do maior foliculo e declinio
ou parada no crescimento dos outros (GINTHER et al., 1996). O diametro médio dos dois
maiores foliculos no inicio do desvio sdo 8,5 e 7,2 mm em novilhas Bos taurus taurus, e 6,2 e
59 mm em novilhas Bos taurus indicus (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

6



Aparentemente, quando o maior dos foliculos alcanca certo estagio de crescimento, o rapido
desenvolvimento do mecanismo do desvio bloqueia o crescimento do segundo maior foliculo
(subordinado) antes deste alcangar um diametro similar. Consequentemente, antes da selecéo
do foliculo dominante, ocorre um processo de selecdo que envolve uma acdo contra 0s outros
foliculos na onda (GINTHER et al., 2003; AERTS; BOLS, 2010).

A fase de selecdo do foliculo dominante durante a primeira onda folicular foi
observada por Ginther e colaboradores (1996), como a divergéncia na taxa de crescimento
entre o futuro FD e o maior foliculo subordinado (FS) 2,8 dias ap6s a emergéncia da onda
quando o futuro foliculo dominante apresentou 8,5 mm de didmetro e o maior subordinado
7,2 mm. CASTILHO; RENESTO; GARCIA (2003), estudando a selecdo folicular em
novilhas da raca Nelore, observaram que em média 84 horas ap6s a ovulagdo o maior foliculo
subordinado medindo 5,5 mm cessa seu crescimento, enquanto o futuro dominante com 7,5
mm continua a se desenvolver. Nas novilhas da raca Nelore, 24 horas antes da divergéncia no
crescimento folicular, foi observada a menor concentracdo plasmaética de FSH. Existe uma
relacdo funcional entre a concentragdo de estradiol e FSH em novilhas. O aumento ou
decréscimo na concentracdo de estradiol no inicio da divergéncia resulta em decréscimo ou
aumento, respectivamente, na concentracdo de FSH (KULICK, et al., 1999; GINTHER, et al.,
2000). Provavelmente o responsavel pela queda do FSH antes da selecdo é a produgéo de
estradiol e inibina, sobretudo pelas células da granulosa do foliculo dominante, que atuam
inibindo a liberacdo de FSH pela hipofise anterior (FINDLAY; CLARKE, 1987). As
concentragdes de FSH sdo mantidas em niveis basais até o foliculo dominante da primeira
onda perder sua dominéncia, resultando em aumento nos niveis de FSH e subsequente
emergéncia da segunda onda folicular (BODENSTEINER et. al., 1996). Alguns trabalhos tém
demonstrado que qualquer foliculo saudavel ou em crescimento é capaz de se tornar
dominante.

O aumento da concentracdo sérica de FSH, decorrente da destruicdo do foliculo
dominante apds a divergéncia, resulta na dominancia do maior foliculo subordinado
(GINTHER et al., 2000). Da mesma forma, um foliculo aleatoriamente escolhido dentre um
grupo de foliculos de 5 mm, no inicio da onda folicular, pode ser direcionado para a
dominancia apds a aspiracdo de todos os outros da onda (GIBBONS; GINTHER, 1997).

Tratamentos com FSH no inicio do desenvolvimento folicular estimulam muitos
foliculos a obterem diametro de dominancia (ADAMS et al., 1994b), sendo a base dos
protocolos de superovulagdo com FSH para coleta de embrides.

O exato mecanismo que diferencia e capacita um foliculo a passar pelo processo de
divergéncia e torna se o dominante, ainda nao esta completamente elucidado. Porém, acredita
se que o sistema IGF exerca um dos papéis principais dentro deste processo, aumentando a
sensibilidade do futuro foliculo dominante as acdes das gonadotrofinas e impedindo que isso
ocorra com os subordinados (SIQUEIRA, 2007).

Ao contrario dos subordinados, o FD é capaz de produzir estrogenos mesmo em baixas
concentragdes de gonadotrofinas. Aparentemente, a maior quantidade de IGF-I livre no
liguido folicular no momento da divergéncia seria o principal fator que lhe atribui tal
capacidade (GINTHER et al., 2003), pois aumentaria sua sensibilidade ao FSH, permitindo a
manutencdo da esteroidogénese até que possa responder ao LH (SIQUEIRA, 2007). O
foliculo dominante em bovinos provavelmente sera aquele que utilizar com sucesso acoes
reciprocas entre gonadotrofinas, IGF-1 e estradiol visando estimular o seu crescimento e
concomitantemente inibir o crescimento dos seus contemporaneos (SIQUEIRA, 2007).



2.2.3 Ovulacéo e Formagao do Corpo Luteo

O foliculo ovulatorio serd formado a partir da ultima onda folicular do ciclo estral,
sendo que foliculos dominantes de ondas anteriores entram em atresia devido a presenca de
um corpo luteo (CL) ativo no ovario, produzindo quantidades de progesterona adequada que
inibe o pico de LH e consequentemente a ovulacdo de um foliculo dominante (FD) (MELO,
2009). A progesterona exerce um efeito de retroalimentagdo negativa no eixo do sistema
nervoso central — hipotadlamo — hip6fise — ovarios, reduzindo a amplitude e freqiiéncia dos
pulsos de LH, o que inviabiliza os processos de maturacéo final do odcito, do foliculo e ainda
a ovulagdo deste foliculo (GINTHER et al., 1996). J& o crescimento do foliculo dominante,
em ambiente com baixa concentracdo de progesterona, promove o aumento das concentragoes
de estrdgenos, que desencadeia 0 mecanismo de retroalimentagdo positiva para a secrecéo do
GnRH e o consequente pico de LH, seguido da ovulacdo (FORTUNE, 2003). Apoés a
ovulacdo, as células que permanecem no foliculo rompido proliferam formando o corpo ldteo,
que sera responsavel por produzir adequadas quantidades de progesterona e manter uma
gestacdo caso tenha ocorrido a fecundacdo. Sua funcdo domina o ciclo do dia 4 ao dia 17,
caso ndo ocorra gestacdo (BALL; PETERS, 2006 apud MACEDO, 2008). Em mamiferos, os
pulsos pre-ovulatorios de LH sdo extremamente importantes para a maturacdo do foliculo e
ovulacdo (AERTS; BOLS, 2010). Em resposta ao surgimento do LH no meio do ciclo,
prostaglandinas da serie E s@o produzidas pelo foliculo, sendo de extrema importancia na
ruptura do foliculo e liberagcdo do odcito (FILION et al., 2001). Além disso, sabe se que o LH
estimula e prepara as células da granulosa e teca para a luteinizacdo (SMITH; MCLNTUSH,;
SMITH, 1994). As celulas do cumulus comecam a sintetizar acido hialurdnico, o que permite
a sua expansdo atraves do alargamento do espaco entre as células da granulosa (EPPIG,
2001). Pulsos episodicos de LH sdo necessarios para a formacdo do CL em bovinos, mas ndo
s80 necessarios para a manutencdo da funcédo luteal (AERTS; BOLS, 2010).

As frequéncias dos pulsos de LH durante o ciclo estral bovino sdo de 9 — 16 pulsos/24
horas na fase luteal inicial; 6 pulsos/24 horas na fase luteal média e 14 — 24 pulsos/24 horas
durante a fase folicular (GINTHER et al., 1998; MIHM; AUSTIN, 2002; AERTS; BOLS,
2010). O primeiro FD do ciclo estral inicia o crescimento enquanto o CL ainda esta ativo e
consequentemente secretando progesterona, com isso este CL afeta negativamente a
frequéncia pulsatil de LH, resultando em uma menor frequéncia pulsatil na fase luteal média e
atresia do FD dependente de LH. A luteolise durante a fase de dominancia do segundo FD
resultara na ovulacdo deste foliculo. Contudo, se o CL permanecer ativo, a secrecdo de
progesterona se mantera resultando na supressao de LH causando a regressdo do segundo FD
(AERTS; BOLS, 2010). O FD somente se beneficiara do aumento das frequéncias pulsateis
de LH na fase folicular, quando ocorrera maturacdo e finalmente ovulacdo do mesmo
(MIHM; AUSTIN, 2002).

2.3 Sincronizacdo da Onda Folicular

A emergéncia da onda folicular pode ser controlada mecanicamente, através da
ablacdo folicular (BERGFELT et al., 1997) ou ainda pela manipulacdo farmacologica com o
uso de GnRH (KOHRAM et al., 1998), LH, hCG ou estradiol associado com progestageno
(BO et al., 1995). De modo geral, o tratamento de eleicdo para a sincronizacio da emergéncia
da onda folicular € o uso de estradiol associado com progestageno, especificamente em vacas
Bos taurus indicus por apresentarem um anestro prolongado, ndo respondendo de forma
satisfatoria ao GnRH aplicado em fase aleatéria do ciclo estral (BARUSELLI et al., 2003). A
eficacia do tratamento com estradiol associado com progestageno em fases aleatdrias do ciclo
estral sequido com inicio da aplicagdo de FSH quatro dias mais tarde tem sido demonstrada
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em varios estudos tanto em Bos taurus taurus (BO et al., 2006) como em Bos taurus indicus
(NOGUEIRA et al., 2002). Independentemente da fase do ciclo estral, o tratamento com
benzoato de estradiol junto com administracdo de progestageno (implante auricular ou
vaginal) induz a emergéncia de uma nova onda folicular sincronizada aproximadamente de
trés a quatro dias mais tarde (BARUSSELLI et al., 2006).

Em todo mundo ha relatos que indicam a baixa taxa de servico em bovinos, devido
principalmente a comprometimentos na eficiéncia da detecgédo de estros (MELO, 2009). Este
problema é ainda mais destacado em rebanhos Bos taurus indicus ou em seus cruzamentos,
devido as particularidades no comportamento reprodutivo, como estro de curta duracdo com
elevada porcentagem de manifestacdo do estro durante a noite (BARUSELLI; MARQUES,
2002).

O uso de farmacos para o controle da emergéncia da onda folicular e ovulagdo,
desprezando a deteccédo de cio, tem facilitado o manejo de doadoras e receptoras de embrido
(BARUSELLI et al., 2011). Ap6s a descoberta que os foliculos ovarianos em bovinos
crescem em distintos padrfes de ondas, geralmente com um foliculo se tornando dominante
(FORTUNE et al., 1998) verificou se a possibilidade de controlar as ondas foliculares com
uma unica injecdo de GnRH de forma aleatoria em qualquer fase do ciclo estral induzindo a
liberacdo de LH, que leva a ovulacdo ou luteinizagdo deste foliculo dominante > 10,0 mm
(GARVERICK et al., 1980;. BAO; GARVERICK, 1998; SARTORI et al., 2001).
Consequentemente, uma nova onda folicular € iniciada 1,5 a 2 dias apds a administracdo do
GnRH, caso o foliculo dominante tenha ovulado ou luteinizado em resposta a esta aplicacao
de GNRH (TWAGIRAMUNGU et al., 1995).

Apesar dos protocolos de sincronizacdo de estro que utilizam estradiol e progestageno
serem efetivos em sincronizar os estros e as ovulagdes, estas sdo distribuidas em um intervalo
de aproximadamente 48 horas, 0 que compromete os resultados de uma inseminacdo em
tempo fixo. Por esse motivo, foram incorporados indutores da ovulacédo a esses protocolos. Os
farmacos utilizados para a inducdo da ovulacdo agem por retroalimentacdo positiva na
liberacdo pulsatil de LH (estrogenos e GnRH) ou agem diretamente nos receptores de LH das
células da granulosa dos foliculos (hCG e LH). Os indutores da ovulagdo, quando
administrados isoladamente, ndo sdo capazes de sincronizar adequadamente a ovulacdo para
inseminacdo em tempo fixo. No entanto, quando associados aos tratamentos com
progestagenos, o estradiol e a PGF2a, induzem a ovulag¢do sincronizada do FD presente no
final do tratamento, possibilitando o emprego da inseminagdo artificial em tempo fixo
(BARUSELLLI, 2004).

O tratamento com Benzoato de Estradiol (BE) promove a liberacdo de um pico de LH
dentro de um intervalo de 16 a 30 horas (LAMMOGLIA et al., 1998). A administracdo de
GnRH induz um pico de LH que se inicia em torno de 15 minutos apos sua aplicacdo. Da
mesma forma, os farmacos que agem diretamente nos receptores de LH (hCG e LH) tém sua
acdo estabelecida logo ap6s a absor¢do (MELO, 2009).

Estudos recentes tém sido realizados para avaliar métodos para a manipulacéo do ciclo
estral bovino com intuito de sincronizar a emergéncia de uma nova onda folicular, pois,
pesquisas tém mostrado que a resposta superovulatdria € maior quando o tratamento €
iniciado precisamente no momento da emergéncia da onda folicular ao invés de um ou dois
dias depois (NASSER et al., 1993; ADAMS et al., 1994). Protocolos de superovulacdo que
sdo independentes da deteccdo do estro sdo de extrema importancia especialmente quando se
trabalha com Bos taurus indicus ou ainda quando se trabalha com Bos taurus taurus de alta
producdo, devido as dificuldades inerentes a deteccdo de estro nesses animais (LOPEZ et al.,
2005; BARUSELLLI et al., 2006). Para tanto, tém sido utilizados diferentes métodos, como
remocdo mecanica do foliculo dominante (BERGFELT et al, 1997) e métodos
farmacologicos como o uso de GnRH (PURSLEY; MEE; WILTBANK., 1995) e a utilizago
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de estrogeno associado a progestagenos (BO et al., 1995a). Porém o emprego de progesterona
ou progestagenos em doses elevadas pode suprimir o suporte de LH para o foliculo dominante
e induzindo assim atresia deste foliculo (THATCHER et al., 2001). E ainda o LH excessivo
durante o tratamento de superovulacdo causa a ativacdo prematura dos odcitos. Em vacas
superovuladas com FSH, a alta concentragio de LH resultou em baixa fecundagdo (BENYEI;
BARROS, 2000).

Com base em estudos anteriores, alguns protocolos foram desenvolvidos mostrando
que a resposta ovulatéria ao GnRH poderia ser otimizada com a administracdo de uma dose
de prostaglandina que promoveria a regressao do corpo liteo no momento da insercdo do
implante de progestageno, levando ao surgimento de uma nova onda folicular um a dois dias
apos a aplicacdo do GnRH (SMALL et al., 2009)

O tratamento superovulatério deve ser realizado no comeco de uma onda folicular,
antes da selecdo do foliculo dominante, para obter-se a melhor resposta possivel (BO et al,
2002).

2.4 Superovulagdo em Bovinos

Atualmente inimeras pesquisas tém sido conduzidas na America do Sul envolvendo
0s aspectos fisiologicos da superovulacdo em programas de transferéncia de embrido. Nestes
estudos os autores tem focado na reducdo do manejo dos animais e ainda na melhora da
eficiéncia dos protocolos, utilizando GnRH ou estradiol associado com dispositivos de
progestagenos para sincronizacdo da onda folicular e ovulagdo tanto em gado Bos taurus
taurus como Bos taurus indicus (BO et al., 2006; BARUSELLI et al., 2010; BARROS et al.,
2010; BO et al., 2010).

2.4.1 Historico e Panorama da Superovulagcdo em Bovinos

Denomina-se superovulacdo ao aumento do nimero fisioldégico de ovulagbes proprias
da espécie provocado mediante a administracdo de gonadotrofinas. Em bovinos, considera-se
que houve resposta ao tratamento superovulatério quando mais de duas ovulacBes sao
induzidas. A superovulacdo deve complementar-se com um regime 6timo de inseminacao
artificial, utilizando sémen de boa qualidade (CABODEVILA; TORQUATI, 2001).

Donaldson (1984), em um estudo com 1263 doadoras, demonstrou que 68% das
fémeas superovuladas produziram embrides transferiveis e nas outras 32% foi observado que
7% ndo responderam; 7% ndo produziram nenhuma estrutura; 17% nao produziram embri6es
transferiveis e 1% apresentaram cio antes da aplicacdo de PGF2alfa. A primeira transferéncia
de embrides (TE) realizada em bovinos com sucesso foi em 1951, na Universidade de
Cornell, Estados Unidos, com o pesquisador Willet et al (HAFEZ e HAFEZ, 2004) e a partir
da década de 70 a técnica comecou a ser utilizada comercialmente (NELSON; NELSON,
2001). Atualmente, a coleta por lavagem uterina atraveés do cateter transcervical é
mundialmente difundida permitindo que o nimero de descendentes de uma fémea seja muito
superior ao produzido fisiologicamente durante sua vida, promovendo uma selecdo mais
intensa nas fémeas (MARTINS, 2007).

A TE apresenta-se como uma biotécnica de grande potencial para a selecdo e a
proliferacdo de animais geneticamente superiores, visto que em bovinos, dos
aproximadamente 200.000 od0citos primordiais presentes no ovario de uma fémea no
momento de seu nascimento, poucos resultam naturalmente numa cria, principalmente devido
as limitacGes de carater bioldgico, tais como: intervalo de partos prolongado; gestacGes
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simples, raramente gemelar; fatores ambientais, nutricionais, sanitarios e econdmicos
(BARUSELLLI et al., 2000).

Apesar da TE ser uma biotécnica de grande importancia para disseminacdo da alta
qualidade genética, existe uma continua necessidade de simplificar os protocolos de
superovulacdo, principalmente diminuindo o nimero de manejos das doadoras e controlando
a emergéncia da onda folicular desprezando a deteccéo do estro (BARUSELLI et al., 2011).

2.4.2. Fatores que influenciam a Resposta Superovulatéria

Apesar do crescimento eminente da TE alguns problemas ainda persistem. A
variabilidade na resposta ao tratamento superovulatério com gonadotrofinas exdgenas tem
sido relatada tanto em Bos taurus indicus quanto em Bos taurus taurus (MARTINS, 2007),
sendo este um dos maiores problemas enfrentados pelos veterinarios que atuam na area, pois
20 a 30% das vacas superovuladas ndo respondem ao tratamento (BARUSELLLI et al., 2006).

A variabilidade na resposta ovariana tem sido relacionada a diferencas nos
tratamentos, como preparacdo, grupo e dose da gonadotrofina usada; duracdo e sincronismo
do tratamento e o uso de hormdnios alem do FSH no protocolo. Fatores inerentes ao animal e
seu ambiente parecem ser as fontes mais importantes de variabilidade. Estes fatores podem
incluir a condicao nutricional, histérico reprodutivo, idade, estacdo do ano, condicdo ovariana
no inicio do tratamento e os efeitos de repetidas superovulacbes (MAPLETOFT; STEWARD;
ADAMS, 2002). Segundo Baruselli et al (2011), ha ainda diferencas entre vacas Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus em relacéo a fisiologia reprodutiva, ndo podendo assumir assim, a
certeza de alcancar respostas semelhantes.

A alta variabilidade de respostas aos tratamentos gonadotroficos tem motivado a
realizacdo de estudos com a finalidade de formular protocolos com capacidade de estabilizar e
racionalizar os programas de superovulacdo (ANDRADE et al, 1999).

Alguns fatores muito importantes agem na variacao da resposta ovariana, tais como o
tratamento com gonadotrofinas por protocolo, a condicdo ovariana e o tempo de tratamento
com gonadotrofinas (ALVAREZ et al., 2000).

Diferentes fontes hormonais tém sido utilizadas para a superovulacdo em bovinos,
entre estas estdo o FSH e a eCG. Atualmente a mais utilizada é o FSH, pelo fato de apresentar
respostas mais consistentes. No mercado existem dois principais produtos comerciais a base
de FSH, o Folltropin-V® (Bioniche Animal Health) e o Pluset® (Hertape-Calier). O primeiro
é considerado FSH purificado, pois ndo contém LH em sua composicéo. Ja o segundo contém
a mesma concentracdo de LH/FSH. A eCG é uma glicoproteina produzida pelos célices
endometriais e se comprova biologicamente ativa entre os dias 35 e 140 da gestacdo da égua.
A eCG permite que se consiga uma resposta superovulatéria com apenas uma dose entre 0s
dias 8 e 12 do ciclo estral. No entanto, sua permanéncia prolongada no sangue provoca um
crescimento folicular disperso, com altos niveis de estrogeno, que afeta tanto a taxa de
fertilizacdo como a qualidade embrionaria. A eCG também induz uma resposta imunoldgica,
com producdo de anticorpos anti-eCG, o que determina para tratamentos superovulatorios
subsequentes, um aumento na dose para que se obtenha o mesmo efeito (BARUSELLLI et al.,
2008).

Bindon e Piper (1977) utilizaram um soro anti-eCG para eliminar os efeitos deste
horménio. O momento mais apropriado para administrar este soro é logo ap6s o pico pré
ovulatorio de LH. Na prética, é administrado no momento da primeira inseminacao artificial.

Donaldson (1984) relatou que a neutralizacdo da eCG poucas horas ap0s o pico de LH
sincroniza a maturacdo folicular e sincroniza mais 0 momento das ovulagdes mdaltiplas. O
horménio mais usado em programas de TE é o FSH-p, com o qual o tratamento é feito através
de duas doses diérias durante quatro dias consecutivos, comecando a superovulagdo entre os
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dias oito e doze do ciclo estral. Outros horménios que comprovaram causar superovulacao,
mesmo sendo pouco utilizados sdo: EPE (extrato de pituitaria equina), FSH-O (extrato de
pituitaria ovina) e uma gonadotrofina isolada da urina de mulheres em menopausa (hMG).

A variacdo do nimero de embrides ap6s diferentes tratamentos superovulatérios tem
sido atribuida a fatores individuais, uma vez que apds tratamentos superovulatorios idénticos,
as respostas (numero de embrides produzidos) sdo altamente variaveis. Em relagdo as
concentragcfes do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH)
presentes no extrato pituitario comumente usado para estimular a resposta ovulatéria, alguns
autores encontraram melhores resultados em preparacées com baixa concentracdo de LH,
salientando que as altas concentracfes de LH causam ovulacdo prematura ou luteinizacéo de
foliculos ocasionando baixa resposta superovulatoria (VISINTIN et al., 1999).

A bioatividade das gonadotrofinas varia entre os produtos disponiveis, mesmo entre
produtos dentro de cada grupo, ou seja, cada formulacdo de FSH tem sua propria dose étima.
Nas formulacdes ndo purificadas, uma determinada concentracdo de LH pode ser tolerada,
pois este ndo exerce um efeito negativo na resposta superovulatéria (SCHERZER et al.,
2008).

Kelly et al (1997) mostraram ser possivel obter um nimero satisfatorio de embrides na
superovulacdo de novilhas mesticas usando tanto Folltropin-V® quanto Pluset®. No entanto,
apesar de apresentar um maior nimero total de estruturas, o grupo Pluset apresentou uma
maior quantidade de estruturas nao fertilizadas.

Carvalho et al (2008) superovularam vacas Red Sindi com trés doses de FSH
(Folltropin-V®), 100; 133 e 200 mg e avaliaram a resposta ao tratamento pelo nimero de
corpos luteos. Verificou-se que ndo houve diferenca estatistica entre as trés doses, mostrando
ser possivel a superovulagdo mesmo com baixa dose de FSH. Porém, foi encontrada uma
baixa taxa de recuperacdo embrionaria, ou Seja, 0S animais apresentavam boa resposta ao
tratamento, mas o numero de estruturas coletadas era muito baixo.

Contudo, a variabilidade na resposta aos protocolos de superovulacdo, o tempo e o
esforco necessarios para administrar os tratamentos tém afetado a aplicacdo generalizada de
transferéncia de embrides em programa de melhoramento genético (BO et al., 2008). Apesar
dos esforgos das pesquisas nos ultimos anos ndo terem resultado em nenhum aumento no
namero de embriBes transferiveis por tratamento, os protocolos que controlam a emergéncia
da onda folicular (BO et al., 2002) e 0 momento da ovulacido (BARUSELLI et al., 2006) tém
permitido o tratamento de grupos de doadoras, independentemente da fase do ciclo estral, e
permitido inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) de doadoras, sem a necessidade de
deteccdo do estro. Isto teve um impacto positivo sobre a transferéncia de embrides comercial,
porque facilitou o agendamento de protocolos de trabalho, sem ser dependente do
conhecimento e da habilidade do pessoal para a deteccdo do estro. Neste contexto, a
necessidade de injetar FSH duas vezes por dia é um fator de grande preocupacédo (BO et al.,
1994). Além disso, o tratamento mais comumente usado para a sincronizacdo da emergéncia
da onda folicular para a superovulacdo envolve o uso de um dispositivo de liberacdo de
progestageno/progesterona (P4) e estradiol 17 ou seus ésteres, (MAPLETOFT; STEWARD;
ADAMS, 2002) o qual ndo pode ser usado em muitos paises devido a preocupagdo com 0S
efeitos dos hormonios esterdides na cadeia alimentar (LANE; AUSTIN; CROWE, 2008).

12



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Periodo do Experimento

Este experimento foi desenvolvido na Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado
do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO) na area de Bovinos de Leite do Centro Estadual de
Pesquisa em Agricultura Organica (Figura 1) localizado no municipio de Seropédica-RJ,
(latitude: 22° 46°56. S; longitude: 43° 39°41.0), durante o periodo de novembro de 2010 a
dezembro de 2011.

Figura 1. Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO).
Area de Bovinos de Leite do Centro Estadual de Pesquisa em Agricultura Organica,
Seropédica/RJ.

3.2 Animais

Foram utilizadas doze doadoras (Figura 2), sendo sete vacas e cinco novilhas
Girolando, com grau de sangue variando de 3/8 a 3/4, ndo lactantes, ndo gestantes e com
escore de condicdo escore corporal entre 3,0 e 4,0 (escala de 1 a 5), registradas na ABCZ
(Associacdo Brasileira de Criadores de Zebu) e com idade variando de 3 a 10 anos.
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Figura 2. Doadoras de embrides da raga Girolando.

3.3 Tratamentos para sincronizacdo da onda folicular

Foram avaliados trés tratamentos para sincronizar a emergéncia da onda folicular das
doadoras antes do inicio da superovulacdo: Grupo 1: observacéo do “cio base” das doadoras e
inicio da superovulacdo no décimo dia apés o cio (GRUPO CONTROLE - Figura 3); Grupo
2: colocacdo de um implante contendo 1g de progestageno (DIB®) e aplicacdo de 2mg de
benzoato de estradiol (Sincrodiol®) nas doadoras, sendo considerado este o dia zero (DO0),
iniciando a superovulacdo no D4 (Figura 4); Grupo 3: inicio da superovulacdo quatro dias
apos a aplicacdo de 25ug de GnRH (Gestran Plus®) nas doadoras (Figura 5).

3.4 Manejo reprodutivo e nutricional

Todas doadoras foram submetidas previamente a exame ginecolégico por palpacédo
retal para deteccdo da ciclicidade e anormalidades do trato reprodutivo 30 dias antes do inicio
do tratamento superovulatério. Todos os animais foram mantidos em pastagem de capim-
Braquiaria (Brachiaria decumbens) e ainda tiveram acesso a agua e sal mineral ad libitum.
Foi realizado o controle de ecto e endoparasitas assim como controle sanitario seguindo
metodologia utilizada na rotina do rebanho. Além do estado nutricional, para selecédo das doze
doadoras, foram levados em consideracdo outros critérios como o histérico reprodutivo, a
idade, a condicdo sanitaria e o grupo genético (“grau de sangue”).

3.5 Tratamento superovulatério

As doadoras de todos 0s grupos experimentais foram submetidas ao mesmo tratamento
superovulatério com Horménio Foliculo Estimulante — FSH (Folltropin®). Para tanto, foram
utilizados 133mg de FSH divididos em oito subdoses decrescentes, aplicadas duas vezes ao
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dia, por via intramuscular profunda (IM), com intervalos de 12 horas entre cada aplicagdo. No
inicio do terceiro dia do tratamento superovulatorio, foi aplicado 0,5 mg de cloprostenol
sodico (Sincrocio®) um anédlogo da PGF2a por via IM. Doze horas ap0s a Ultima aplicagdo de
FSH, foi aplicada uma dose de 25ug de GnRH (Gestran Plus®) como indutor da ovulagdo. O
implante intravaginal de progestageno, no grupo Il, foi retirado ao final do tratamento
superovulatorio (Ultima subdose de FSH). As inseminagdes artificiais durante todo o
experimento foram realizadas 12 e 24 horas ap6s aplicacdo do indutor da ovulagdo com a
utilizacdo de sémen convencional proveniente de um mesmo touro e de uma mesma partida
(Holandés Vermelho e Branco - Scenério).

6:00h: 1A
FSH l
DO D10 D11 D12 D13 D14 D15 D21
l | | | | | | |
| I T . |
Cio base 6:00h: PGF20.  4.00n: GnRH Ceﬂitﬁadezs
18:00h: 1A

Figura 3. Protocolo de superovulacdo das doadoras do grupo controle (Grupo 1).

Retirada do
Implante P4 6:00h: 1A
DO D5 D6 D7 D15
| | | I I |
I I I I | | i
T 6:00h: PGF2a \ Coleta dos
Implante P4 + 6:00h: GnRH embrides
BE 18:00h: 1A

Figura 4. Protocolo de superovulacdo das doadoras do grupo implante de progestageno +
Benzoato de Estradiol (Grupo 2) .
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6:00h: IA

FSH l

DO D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15
| | | | | | |
| I I I I | | T
T 6:00h: PGF2a \ Coleta dos
Aplicagdo de 6:00h: GnRH embrides
GnRH 18:00h: 1A

Figura 5. Protocolo de superovulacdo das doadoras do grupo GnRH (Grupo 3).

3.6 Avaliacao da resposta superovulatéria

A avaliacdo da resposta superovulatoria foi realizada com auxilio de aparelho
ultrassonografico (MINDRAY D2200 VET), sete dias apds a primeira inseminacao artificial,
sendo sempre realizada pelo mesmo técnico. Nesta avaliacdo, os ovarios das doadoras foram
examinados para determinacdo do numero de corpos liteos e observacdo de possiveis
foliculos anovulatorios (Figura 6). As lavagens uterinas para recuperacdo embrionaria foram
realizadas apenas nas doadoras que responderam ao tratamento superovulatério, ou seja, que
apresentavam mais de dois corpos luteos no dia da coleta.

Figura 6. Avaliacdo da resposta superovulatoria realizada com aparelho ultrassonogréfico
(MINDRAY D2200 VET).
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3.7 Coleta, manipulagéo e avaliagdo dos embrides

As coletas dos embrides foram realizadas por meio de lavagem uterina pelo método
ndo cirdrgico sete dias ap6s a primeira inseminacédo artificial sendo sempre realizadas pelo
mesmo técnico. Para tanto, a doadora foi devidamente contida no brete, onde foi realizada a
higiene da regido perineal com agua e sabdo para posterior passagem da sonda de foley. Para
isto, foi utilizado um mandril que conferiu rigidez a sonda permitindo sua passagem por toda
a cérvix. A fixacdo da sonda no corpo do Utero ocorreu apds enchimento do cuff com ar. Apos
a fixacdo da sonda foi realizada a anestesia epidural com lidocaina (3 a 5 ml; Anestésico L -
Pearson®) para facilitar a manipulacdo dos cornos uterinos durante a realizacdo da lavagem.
Para realizagdo da lavagem foi utilizado um litro de solugéo salina tamponada com fosfato,
(PBS - Nutricell®). Os dois cornos uterinos foram simultaneamente preenchidos com PBS,
massageados e esvaziados por pelo menos 10 vezes para cada doadora. Apés o fim da
lavagem e a retirada da sonda foi realizada uma aplicacdo de 0,5 mg de cloprostenol sddico
(Sincrocio®), um analogo da PGF2a por via IM, sendo esta aplicacdo repetida 7 dias apds a
aplicacdo da primeira. O copo coletor de embrido foi levado imediatamente, apds o término
da lavagem, ao laboratorio para realizacdo dos procedimentos necessarios para localizacéo e
manipulagdo dos embrides. O contetido do copo coletor foi vertido cuidadosamente um uma
placa de petri plastica descartavel que foi levada até o estereomicroscopio (Neovet) para
procura dos embries em um aumento de 40x. A medida que os embrides foram sendo
localizados, estes foram sendo transferidos para outra placa de petri menor contendo PBS
acrescido 0,4% de BSA (TQC Holding®). Os embrides foram submetidos a lavagens nesse
mesmo meio e entdo classificados morfologicamente sob estereomicroscopio em maior
aumento (40x). A classificacdo quanto ao estadio de desenvolvimento (ndo fertilizado, 2-8
células, 8-16 células, morula inicial-MI, morula compacta-MC, blastocisto inicial-Bl,
blastocisto-BL e blatocisto expandido-BX) e a qualidade (Grau | — Excelente; 11 — Bom; 111 —
Regular; 1V — Pobre) foi realizada de modo subjetivo pelo mesmo técnico de acordo com o
manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes - IETS (STRINGFELLOW,;
SEIDEL, 1998). A quantidade dos embrides recuperados, assim como a qualidade destas
estruturas, foi levada em consideracdo na comparacdo dos tratamentos de sincronizagdo da
ovulacao das doadoras.

3.8 Delineamento experimental

As doze doadoras foram agrupadas por grupo de idade (nuliparas e multiparas) e por
grupo genético (fracdo de sangue Holandés) em trés tratamentos de maneira que cada doadora
passasse pelos trés tratamentos com intervalo de 40 dias entre as superovulacdes (Quadrado
latino). No quadro 1 estd representado o esquema de organizacdo das doadoras em cada
tratamento.
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Quadrol. Delineamento experimental

Doadoras Tratamento Tratamento Tratamento
Grupo Categoria

Genético Animal (12 repeticéo) (22 repeticao) (32 repeticao)
3/4 Vaca 1 2 3
3/8 Vaca 2 3 1
3/4 Vaca 3 1 2
3/8 Novilha 1 2 3
3/4 Novilha 2 3 1
3/8 Novilha 3 1 2
3/4 Vaca 1 2 3
1/2 Vaca 2 3 1
1/2 Novilha 3 1 2
3/4 Vaca 1 2 3
3/4 Novilha 2 3 1
1/2 Vaca 3 1 2

Grupo 1: Controle com observagao do cio base
Grupo 2: Implante + Benzoato de Estradiol
Grupo 3: GnRH

3.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico ASSISTAT (UFCG,
2011). Para testar a influencia do grupo genético na resposta superovulatéria foi utilizado o
teste de Tukey. O numero de corpos liteos, de estruturas recuperadas assim como de
estruturas viaveis foram avaliadas pelo Teste de Tukey. A porcentagem de animais que nao
responderam ao tratamento foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk. Em todas as analises foi
considerado um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estdo apresentados o numero de superovulacbes e a resposta
superovulatéria de novilhas e vacas Girolando de acordo com o tratamento empregado para
sincronizacdo da onda folicular. Para novilhas e vacas, apds um total de 12 superovulacfes
por tratamento, as respostas superovulatdrias foram de 100% e 85,7%; 100% e 57,1%; 100%
e 57,1% para os grupos cio base, GnRH e P4+BE, respectivamente. Houve diferenca
estatistica (p<0,05) entre novilhas e vacas quando se comparou a resposta superovulatoria
dentro de cada grupo, sendo que as novilhas mostratam uma resposta significativamente
maior do que as vacas em todos os trés tratamentos. Quando se comparou a resposta
superovulatoria de novilhas e vacas entre os grupos, nao foi observada diferenca estatistica
(p>0,05).

Tabela 1. Resposta superovulatéria de novilhas e vacas Girolando de acordo com o
tratamento empregado para sincronizagao da onda folicular.

Novilhas (5) Vacas (7)
Tratamentos N° SOVs Reposta, . N° SOVs Repostal .
superovulatoria superovulatoria
Cio base 5 100%° 7 85,7%"
GnRH 5 100%* 7 57,1%"
P4+BE 5 100%* 7 57,1%"

Médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Shapiro-Wilk a 5%
P4 = Implante de progestageno

BE = Benzoato de estradiol

SOVs = Superovulacdes

Os resultados mostrados na tabela 1 diferem daqueles encontrados por Hasler et al
(1981) onde vacas e novilhas Holandesas nao apresentaram diferenca estatistica na resposta
superovulatoria. A diferenca entre os resultados do presente trabalho e aqueles publicados por
Hasler et al (1981) pode ser explicada pelo menor namero de doadoras utilizadas no presente
estudo, pela diferenca das racas ou ainda pelas diferencas nos protocolos de superovulacao
empregados em ambos 0s experimentos. Em um trabalho realizado por Lima (2007), também
ndo foi encontrada diferenca entre as categorias animais (vacas e novilhas) em relacdo a
resposta superovulatoria, o que difere do presente experimento. Esses achados podem ser
explicados pela diferente raca utilizada por Lima et al (2007), que utilizaram animais Ra raca
Limousin e ainda pelo nimero superior de superovulacdes realizadas (244 versus 30). No
entando, em oposicdo aos achados de Hasler et al (1981) e Lima et al (2007), Lange e
Reichenbach (1997) observaram que a idade das doadoras tem influéncia na resposta
superovulatéria. Estes autores observaram que novilhas e vacas de primeira lactacdo tiveram
menor nimero de odcitos e embrides coletados do que vacas mais velhas, de quinta ou sexta
lactacdo. Estes resultados diferem do presente experimento em relacdo a resposta
superovulatéria, que foi melhor nas novilhas comparadas com as vacas. Esta diferenca entre
0s resultados dos trabalhos pode ser explicada pela diferenga dos protocolos de superovulagéo
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sendo que no presente experimento foi utilizada a mesma dosagem de FSH (133 mg) para
todas categorias animais.

Em um experimento realizado por Lerner et al (1986), com 339 doadoras Holandesas,
foi relatado que o aumento de idade das doadoras diminui 0 nimero de estruturas recuperadas
e de embribes viaveis. Uma alternativa proposta por estes autores para reverter esta situacdo
seria 0 aumento da dose de FSH, porém este aumento ndo representou 0 mesmo resultado em
novilhas. A diminuigdo no nimero de estruturas recuperadas com o aumento da dose de FSH
em novilhas poderia ser atribuida, segundo os autores, a superestimulacdo dos ovarios, que
gerando uma estimulagdo dos foliculos causaria uma limitacéo fisica dentro do préprio ovario.
Esta limitacdo fisica diminuiria o suprimento sanguineo para foliculos individuais ou alteraria
0s mecanismos enddcrinos normais levando a uma producdo excessiva de esterdides
ovarianos, 0 que poderia interferir com o apropriado desenvolvimento folicular e/ou com a
ovulacdo. Com isso, maior numero de foliculos seria estimulado a continuar o
desenvolvimento com altas doses de FSH, mas poucos seriam capazes de ovular e sofrer
luteinizagdo ou tornar-se atrésicos em animais mais novos. Tais resultados corroboram com os
achados no presente experimento, onde as novilhas foram superiores as vacas em relacdo a
resposta superovulatéria. As novilhas respondem de forma melhor ao tratamento
superovulatorio e, como tem sido mostrado, ainda sdo mais férteis quando comparadas as
vacas sendo preferencialmente utilizadas em programas que envolvam as biotécnicas da
reproducao.

A tabela 2 apresenta a media de corpos luteos, total de estruturas e de embrides viaveis
por doadora de acordo com o tratamento de sincronizacdo da onda folicular. Para os grupos
cio base, GnRH e P4+BE, as médias foram de 6,7; 5,0 e 8,2 corpos luteos por doadora,
respectivamente. Em relacdo a média do total de estruturas e de embriBes viaveis por doadora,
os tratamentos cio base, GnRH e P4+BE proporcionaram 3,2; 1,9; 5,5 estruturas e 2,8; 1,8;
4,3 embrides viaveis, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os
tratamentos para nenhum dos parametros avaliados.

Tabela 2. Média de corpos ldteos, total de estruturas e embrides viaveis por doadora de
acordo com o tratamento de sincronizacdo da onda folicular.

Tratamentos Parametros avaliados

CL Total de estruturas Embrides viaveis
Cio base 6,72 322 2,8°2
GnRH 5,02 1,9°2 1,82
P4+BE 8,2 55° 43°

Médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
P4 = Implante de progestageno

BE = Benzoato de estradiol

CL = Corpo liteo

A possibilidade de sincronizar a emergéncia da onda folicular, visando a
superovulacdo em fase conhecida do ciclo estral tem implicacbes importantes para 0s
programas de transferéncia de embries (BO et al., 1996), como por exemplo, concentrar as
coletas de embrides de varias doadoras para um mesmo dia e desprezar a necessidade de
detectar o cio nas fémeas superovuladas.

De acordo com Moor et al (1984), diferencas e particularidades na dindmica folicular
de cada doadora, como o tamanho, a distribuicdo e as condi¢cdes dos foliculos antrais no
momento da administragdo do FSH podem afetar a resposta superovulatéria frente ao
tratamento hormonal. Os resultados apresentados na tabela 2 estdo de acordo com os achados
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de Nasser et al (2011) que, ao compararem o cio base frente a sincronizacdo da onda com
progestageno e BE na superovulacdo de vacas Nelore, ndo observaram diferenca quanto ao
nimero de estruturas recuperadas e de embrides viaveis. BO et al (1996) também néo
encontraram diferenca na resposta superovulatéria, nas estruturas recuperadas e nos embrides
vidveis quando compararam o cio base com a sincronizacdo da onda utilizando dispositivo de
progestageno e benzoato de estradiol em vacas de corte mesticas (Angus, Simental, Limousin
e Charolés). Portanto, os dados do presente estudo corroboram os achados de B0 et al (1996).

No entanto, resultados do presente trabalho diferem daqueles encontrados por
Fischdick et al (2009) que relataram diferencas significativas entre os métodos de
sincronizagdo da emergéncia da onda folicular na resposta superovulatdria de vacas Simental,
Limousin e Red Angus. No estudo destes pesquisadores, um dos grupos sincronizados
apresentou um numero significativamente maior de estruturas recuperadas e de embrides
viaveis. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato dos métodos empregados para
sincronizacgdo da emergéncia da onda folicular terem sido diferentes aos utilizados no presente
trabalho. Fischdick et al (2009) avaliaram a eficiéncia da pungdo folicular associada ao
dispositivo de progestdgeno como método de sincronizacdo da onda folicular antes da
superovulacdo. Os demais tratamentos utilizados no experimento destes autores ndo
mostraram diferencas entre si € nem quando comparados ao grupo controle que foi a
observacdo do cio base. Protocolos de sincronizacdo da ovulacdo baseados no emprego de
dispositivos de progestdgeno associados a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol tem
sido amplamente discutido na literatura (PORTO FILHO, 2004). Os efeitos atribuidos a este
tratamento hormonal, como a atresia dos foliculos FSH e LH dependentes e a ovulagdo em
momento pre-determinado, resultando na emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular e na sincronizacio da ovulacdo, tem sido relatados por varios pesquisadores (BO et
al., 1994; BO et al., 1995b; DRIANCOURT, 2000; ROCHA, 2000; LANE et al., 2001).

A sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular permite
iniciar a superovulacdo no momento desejado, realizando, por exemplo, a coleta de embrido
em dia pré determinado, além de concentrar as coletas num mesmo dia ou em dias préximos,
facilitando assim 0 manejo com doadoras e receptoras. Logo, os resultados encontrados neste
experimento mostraram que, ndao havendo diferenca entre doadoras superovuladas apos
observacdo do cio base frente as que tiveram a emergéncia da onda sincronizada (GnRH e
P4+BE), pode-se programar a coleta dos embrides em datas pré definidas, ndo sendo
necessaria a deteccdo do estro que representa um dos maiores problemas no manejo
reprodutivo das propriedades. E ainda, como mostrado por Assumpc¢do et al (1999), a
superovulacao realizada na auséncia de um foliculo dominante resulta em melhores taxas de
recuperacdo embrionaria em vacas Nelore.

A tabela 3 mostra a média de corpos luteos, estruturas recuperadas e embrides viaveis
por doadora de acordo com o grupo genético. O nimero médio de corpos luteos por doadora
para animais 3/8, 1/2 e 3/4 de sangue foi de 10,3; 6,1 e 4,9, respectivamente. O nimero de
superovulacdes para animais 3/8, 1/2 e 3/4 de sangue foi de 9, 9 e 18, respectivamente. As
médias de estruturas recuperadas e de embrides viaveis por doadora foram 6,5; 3,7; 1,9 e 5,1;
3,2; 1,7, respectivamente para animais 3/8, 1/2 e 3/4 de sangue. Houve diferenca estatistica
(p<0,05) entre os grupos genéticos em relacdo ao namero de corpos luteos, sendo que
doadoras 3/8 de sangue Holandés (consequentemente 5/8 de sangue Gir) apresentaram maior
resposta ao tratamento superovulatério quando comparadas com as doadoras 3/4 de sangue
Holandés (1/4 de sangue Gir). Esta melhor resposta foi representada pelo maior nimero
médio de corpos lateos entre os grupos genéticos. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
para as doadoras 1/2 sangue Holandés/Gir em relacdo aos outros dois grupos genéticos. Nao
foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo as estruturas recuperadas e embribes
viaveis para os trés grupos genéticos.
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Tabela 3. Média de corpos luteos, total de estruturas e embrides viaveis por doadora de
acordo com o grupo genético.

Grupo Genético

(nGmero de SOVs) CL Total de estruturas Embrides viaveis
3/8 10,3? 6,5° 5,1
1/2 6,1%° 3,7° 3,2
3/4 4,9° 1,9 1,78

Meédias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
SOVs = Superovulagdes
CL = Corpo liteo

Diferencas na fisiologia reprodutiva tém sido descritas entre racas Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus o que pode, em parte, explicar as variacdes na resposta superovulatoria
entre racas pertencentes a esses grupos genéticos. Entre estas diferencas se destacam, por
exemplo, o didmetro do foliculo dominante e do owvulatério, a duracdo do periodo de
expressdo do estro e uma maior sensibilidade a gonadotrofinas exdgenas nos zebuinos
(BARUSELLI et al., 2006). Estes relatos podem sustentar os resultados apresentados na
tabela 3, onde além de encontrarmos diferencgas significativas entre 0os grupos genéticos, 0s
animais com maior grau de sangue zebuino (3/8 Girolando) responderam melhor ao
tratamento superovulatorio quando comparados ao de maior sangue taurino (3/4 Girolando).

Esta diferenca na resposta superovulatoria pode ser explicada pelo fato de ter sido
utilizada uma mesma dosagem de FSH (133mg) para superovular todos os animais e como 0s
animais Bos taurus indicus mostram-se mais sensiveis as gonadotrofinas, responderam de
forma melhor. No entanto, seria mais interessante se protocolos superovulatérios fossem
desenvolvidos especificamente para cada raca, otimizando assim o potencial reprodutivo de
cada grupo genético em um programa de transferéncia de embrides. Por exemplo, poderia ser
realizado um ajuste na administragdo de FSH, aumentando a dosagem para 0s animais
taurinos em relacdo aos zebuinos. Esta ideia foi comprovada por Barati et al (2006), que
demonstraram uma dose necessaria para superovular vacas Bos taurus taurus maior do que a
usada para vacas Bos taurus indicus. Contudo, essa diferenca entre 0s grupos genéticos nao
seria 0 Unico fator limitante porque ainda existe o fator individual que seria determinante,
tanto em zebuinos como em taurinos.

Hasler (1992) descreveu uma grande variacdo na resposta superovulatéra de vacas
Holandesas, sendo de 0 a 101 estruturas recuperadas e de 0 a 50 embriBes recuperados por
doadora. Esta variacdo individual também foi relatada em vacas Nelore por Baruselli et al
(2003). Estes autores verificaram que a doadora foi a maior fonte de variacdo em um
programa de transferéncia de embrides, mostrando efeito do individuo na taxa de recuperacao,
nas estruturas recuperadas, nos embrides transferiveis e no nimero de corpos lateos. Borges et
al (2003), comparando a dindmica folicular de vacas Nelore e Gir, verificaram diferencas na
taxa de crescimento folicular e no tamanho do foliculo ovulatorio. Contudo faz se necessario
o conhecimento da fisiologia reprodutiva dessas racas a fim de adequar melhor os protocolos
utilizados para cada grupo genético, otimizando a resposta superovulatéria das doadoras, além
de diminuir o custo exagerado com horménios quando se trata de animais mais sensiveis a
gonadotrofinas, que € o caso dos zebuinos. Dentro de uma mesma raca, possiveis variacoes
reprodutivas podem ser encontradas como mostrou o presente experimento em relacdo a
diferentes respostas superovulatorias quando comparou animais 3/8 com 3/4 Girolando. A
correta interpretacdo dos varios fatores que influenciam a resposta superovulatoria é de
extrema importancia para viabilizar cada vez mais o uso desta biotécnica.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu as seguintes conclusdes:

A sincronizacdo da emergéncia da onda folicular, previamente ao inicio da
superovulacao, pode ser utilizada com sucesso em um programa de transferéncia de
embrides Girolando.

O uso do GnRH ou da associacdo de P4+BE séo téo eficientes quanto a utilizacdo do
cio base na superovulacéo de doadoras de embrido Girolando.

Doadoras Girolando 3/8 respondem melhor ao tratamento superovulatério quando
comparadas as fémeas Girolando 3/4.

Novilhas Girolando respondem melhor ao tratamento superovulatério quando
comparadas as vacas, independente do método de sincronizacao da onda folicular.
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