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RESUMO

A maioria dos estudos que objetiva otimizar a técnica de superovulacdo em bovinos
considera como pardmetros de avaliagdo apenas o nimero de corpos liteos (CL) formados e
de embrides recuperados. Desse modo, variacdes na populacdo folicular no inicio do
tratamento e pardmetros de resposta relacionados ao crescimento folicular sdo frequentemente
desconsiderados, gerando vieses de interpretacdo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as
variacdes individuais na eficiéncia relativa e absoluta da superovulacdo, com base na
populacao folicular ovariana. Foram utilizadas vacas ndo lactantes (n=2) e novilhas (n=15) da
raca Gir, mantidas em condicdes semelhantes de manejo e alimentagdo. Quatro dias antes do
inicio do tratamento superovulatério, o crescimento folicular foi sincronizado pela inser¢éo de
um dispositivo intravaginal de progesterona e aplicagdo de benzoato de estradiol. As
superovulagdes foram iniciadas no D1 pela administracio de 200 UI de FSHp, segundo
protocolo convencional. O nimero e o tamanho dos foliculos presentes no dia anterior ao
inicio (D0) e durante a superovulacdo (D1 a D4), assim como o nimero de CL presentes no
dia da coleta (D12), foram avaliados por ultrassonografia. A populacdo folicular foi
classificada em fung¢do do tamanho (<4 mm, 5-7 mm, >8 mm), e nas varia¢des do percentual
de foliculos entre as classes de tamanho utilizadas para célculo de eficiéncia relativa. A
eficiéncia absoluta foi calculada pela razdo entre o nimero de embrides recuperados e de
foliculos <4 mm presentes no D1. Os resultados sdo apresentados como média=EPM. Como
esperado, observou-se uma grande variacdo individual de resposta, tanto considerando o
nimero de CL formados (0 a 28, média de 12,6+2,1; CV=68,2%) quanto de embrides
recuperados (0 a 15, média de 5,1+1,1; CV=92,4%). Nao houve aumento (P>0,05) no nimero
total de foliculos presentes ao longo do tratamento, e a correlacdo entre populagdo folicular
total e o nimero de CL ou de embrides permaneceu relativamente constante entre o D1 e o D4
(r=0,56 a 0,65 e r=0,70 a 0,79, respectivamente; P<0,01). O tratamento superovulatdrio
resultou em uma mobilizag¢do progressiva (P<0,05), porém parcial, da populagdo de foliculos
pequenos para classes de tamanho superiores. A eficiéncia relativa do tratamento
estimulatério foi de 41,9+5,5% (0 a 75,6%), e este foi o indicador parcial com maior
correlacdo (R=0,80; P<0,0001) com a eficiéncia absoluta do processo (12,2+2,1%, variando
de 0,0 a 25,0%). Em andlise retrospectiva, demonstrou-se que doadoras com efici€ncia

relativa acima de 50% apresentavam um ntmero de foliculos <4 mm no D1 semelhante



aquelas com eficiéncia abaixo de 50% (41,6+6,8 vs. 42,1£3,1; P<0,001), mas produziram
mais CL e embrides (17,8+2,5 e 7,6+1,7 vs. 6,9+£2.1 e 2,440,9, respectivamente; P<0,001).
Conclui-se que diferencas individuais na populagdo folicular inicial e na resposta ao FSH sao
importantes fontes de variagdo na resposta superovulatéria, e devem ser consideradas nos

delineamentos experimentais. Agradecimentos: FAPEMIG, CAPES, Biotran LTDA.
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ABSTRACT

Most of the previous studies aiming to improve superovulation evaluated only
differences in the number of corpora lutea (CL) observed and of embryos recovered.
Therefore, differences in total follicular population before hormonal stimulation and in
response parameters associated to follicle growth were frequently neglected, causing bias in
the conclusion. The aim of the present study was to characterize individual variation in both
relative and absolute efficiency of superovulation, based on ovarian follicular population.
Non-lactating Gir breed cows (n=2) and heifers (n=15), kept under the same management,
were used. Four days before the start of superovulatory treatment, follicular growth was
synchronized by the insertion of an intravaginal device of progesterone and estradiol benzoate
application. Superovulations started on D1 with the injection of 200 UI FSHp, following a
conventional protocol. The number and diameter of the follicles present before (D0) and
during superovulation (D5 to D8), as well as the number of CL at flushing (D12), were
evaluated by ultrasonography. Follicular population was ranked according to size (<4 mm, 5-
7 mm, >8 mm), and changes in the percentage of follicles in each size class were used to
calculate relative efficiency. The absolute efficiency was determined by the ratio number of
embryos recovered : number of follicles <4 mm on DS5. Results are shown as mean+SEM. As
expected, there was a great individual variation in the superovulation outcomes, both
considering the number of CL (0 to 28, mean 12.6+2.1; CV=68.2%) and embryos collected (0
to 15, mean 5.1x1.1; CV=92.4%). There was no increase (P>0.05) in total follicular
population during treatment, and the correlation between the number of follicles during
superovulation and the further number of CL or embryos remained relatively constant
between D5 and D8 (r=0.56 to 0.65 and r=0.70 to 0.79, respectively; P<0.01). FSH treatment
induced a progressive (P<0.05) but partial mobilization of small follicles to larger size
classes. The relative efficiency of the follicle growth stimulation was 41.945.5% (0 to 75.6%),
and this was the endpoint with the largest correlation (R=0.80; P<0.0001) with the absolute
efficiency of the process (12.242.1%, ranging from 0.0 to 25.0%). Retrospective analysis
demonstrated that donors with relative efficiency >50% had a number of follicles <4 mm on
D1 similar to those with efficiency <50% (41.6+6.8 vs 42.14£3.1; P<0.001), but produced
more CL and embryos (17.842.5 and 7.6+1.7 vs 6.94£2.1 and 2.440.9, respectively; P<0.001).

In conclusion, individual differences in follicular population and in the follicle response to



FSH are important sources of variation in superovulation results, and shall be taken into

account for experimental design. Acknowledgement: FAPEMIG, CAPES, Biotran LTDA.
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1 INTRODUCAO

As chamadas biotecnologias da reproducdo sdo ferramentas de fundamental
importancia no melhoramento genético em bovinos, seja pela possibilidade de reduzir o
intervalo de geracdes, pela formagdo de grupos contemporineos e de meio-irmdos para as
avaliagdes de desempenho, como também pela geracdo de novos modelos experimentais e
otimiza¢do da reproducdo de animais identificados como geneticamente superiores. Essa
importancia é refletida no largo emprego de biotécnicas reprodutivas no Brasil. Em 2009,
foram comercializadas perto de oito milhdes de doses de sémen e transferidos mais de
280.000 embrides, o que coloca o pais em uma posi¢do de destaque no desenvolvimento e
aplicag@o destas tecnologias (VIANA et al., 2010). O Brasil ja respondia no ano de 2008 por
Y4 do total de transferéncias e a maior producdo de embrides bovinos por fertilizagdo in vitro
do mundo (THIBIER, 2008).

Apesar do significativo avango ocorrido na producgdo e transferéncia de embrides no
Brasil, diversas aplicagdes potenciais da técnica ndo vém sendo efetivamente exploradas,
como seu uso em rebanhos leiteiros, que corresponde hoje a menos de 10% do total de
transferéncias (VIANA e CAMARGO, 2007). Essa limitagdo é decorrente da baixa eficiéncia
e grande variabilidade dos resultados, particularmente na producio in vivo de embrides
(também conhecida como transferéncia de embrides convencional). Diversos estudos t€ém sido
realizados visando otimizar os protocolos de sincronizacio e superovulacio em ragas taurinas
(BO et al., 2008; DRIANCOURT et al.,, 1991) e zebuinas (BARUSELLI et al., 2006;
BARROS e NOGUEIRA, 2005). Contudo, em ambos os casos, 0s procedimentos apenas
permitem explorar o potencial inerente as doadoras, que séo a principal fonte de variagdo no
processo.

As limitacdes inerentes aos procedimentos de superovulagdo resultaram na gradual
substitui¢do dessa técnica pela produgdo in vitro de embrides (PIV), fator evidenciado a partir
de 2005 (VIANA et al., 2010). Contudo, a PIV se mostrou bastante eficiente em racas
zebuinas, mas nao em taurinas, resultando no estabelecimento de estratégias diferentes para a
producao de embrides em funcdo do grupamento genético (Bos taurus ou Bos indicus). Dessa
forma, nas ragas leiteiras taurinas, a superovulacdo convencional ainda € a técnica de eleicdo

para a produgdo de embrides, respondendo por 85% do total de transferéncias (VIANA et al.,
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2010). Contudo, mesmo nessas racas os resultados da TE convencional sdo caracterizados
pela elevada instabilidade dos resultados entre animais e também entre procedimentos.

Na producio in vitro de embrides, a possibilidade da avaliacdo e sele¢do inicial dos
COCs (complexos cumulus odcito) recuperados e, posteriormente, o monitoramento dos
resultados parciais nas etapas de maturacdo, fecundagdo e cultivo in vitro, possibilitam a
rdpida identificacdo dos pontos de estrangulamento da técnica, e, consequentemente,
progressos na adequacdo dos procedimentos. J4 na producdo in vivo, a avaliagdo dos
resultados geralmente € feita apenas por ocasido da coleta dos embrides quando vérias fontes
de variacdo ndo podem ser mais corretamente identificadas, o que torna o ajuste dos
protocolos extremamente empirico e impossibilita uma avaliacdo da real eficiéncia relativa da

superovulagdo.

2 HIPOTESE

A producdo de embrides por superovulacido ndo estd apenas associada, no inicio do
tratamento, a populagdo folicular, mas também as taxas de mobilizacdo e crescimento dos

foliculos durante o processo superestimulatorio.
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3 OBJETIVO

Gerais:

Caracterizar a eficiéncia da superovulacdo em bovinos da raga Gir baseada no

monitoramento da resposta da populagéo folicular ovariana ao tratamento.

Especificos:

Caracterizar a produgdo in vivo de embrides da raga Gir;
Avaliar a dindmica da distribuicdo da populagdo folicular durante a superovulacio;
Definir parametros de referéncia relativos as taxas de mobilizagdo, crescimento

folicular e ovulacdo durante a superovulagdo.



18

4 REVISAO DE LITERATURA

No atual contexto de evolugdo da produtividade na pecudria nacional, associado as
evolucdes cientificas e tecnoldgicas, varias biotecnologias ligadas a reproducdo animal vém
sendo desenvolvidas e aprimoradas com o intuito de aumentar a eficiéncia reprodutiva,
maximizando a produgdo de animais geneticamente superiores, visando o aproveitamento
deste material genético para obten¢@o do maior niimero de descendentes em um curto periodo
de tempo. Dentre as principais biotecnologias adotadas e trabalhadas no Brasil, € importante
ressaltar, inicialmente, o papel da Inseminacdo Artificial (IA), sendo a primeira biotecnologia
adotada nos sistemas de producdo brasileiros, a qual visava a multiplicacdo genética de touros
de alto valor. Com a introducdo de esquemas de ovulagdes multiplas, recuperagdo e
transferéncia de embrides (TE), mais conhecida como Multiple Ovulation and Embryo
Transfer (MOET), junto com a criopreservacio de embrides na década de 80, a bovinocultura
passou a ter em maos ferramentas para aumentar o nimero de gestagdes provenientes de
fémeas de alto mérito genético (RODRIGUES, 2001).

A transferéncia de embrides iniciou-se em 1890, quando Walter Heape tentou, sem
sucesso, a técnica em cobaias. A técnica foi utilizada pela primeira vez em coelhas. As
pesquisas com bovinos tiveram inicio por volta de 1912, em San Antonio, Texas, EUA. Em
750 coletas de embrides, quatro gestacdes foram obtidas, porém nenhuma veio a termo. A
Universidade de Wiscosin (EUA), em 1951, conseguiu o primeiro bovino nascido de 32
transferéncias de embrido do mundo, apds mais de cinco anos de tentativas frustradas.
Somente em 1960, nessa mesma universidade, é que se descobriu a importincia da
sincronizag¢do de estro entre doadoras e receptoras. A TE teve grande expansdo a partir da
década de 70, com a cria¢do da IETS (Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides)
no Colorado, EUA (revisado por GONCALVES et al., 2002).

No Brasil, a TE teve inicio na década de 70, quando foi registrado o primeiro
nascimento de um produto gerado por transferéncia de embrido congelado importado e, pouco
depois, o primeiro nascimento a partir de embrido coletado e transferido no pais. A atividade
apresenta, portanto, quase 40 anos de histéria no pais (RUBIN, 2005). Nesse periodo,
ocorreram profundas modificacdes na atividade, quer sejam tecnoldgicas, conceituais, de

abrangéncia ou de impacto econdmico para a pecudria.
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Somente a partir da década de 80 é que essa técnica foi realmente difundida a nivel
nacional, principalmente depois da criagdo, em 1985, da SBTE (Sociedade Brasileira de
Transferéncia de Embrides), atualmente chamada de Sociedade Brasileira de Tecnologia de
Embrides, o que vem proporcionando, ao longo dos anos, eventos técnico-cientificos visando
respaldar os profissionais da area (RODRIGUES, 2001).

O paradigma de atividade elitista e desconectada da realidade da pecuaria foi
substituido pelo de ferramenta amplamente demandada pelo setor produtivo e, hoje,
indispensdvel aos programas de melhoramento animal. De importador de tecnologia, o Brasil
tornou-se referéncia mundial na 4rea. Mas nenhum outro exemplo retrata melhor essa
revolugdo do que a expansio na producdo in vitro de embrides e a mudanga decorrente no
mercado observada nos ultimos anos (VIANA e CAMARGQO, 2007).

A produgdo in vivo foi a primeira tecnologia de embrides com aplicagdo comercial
expressiva. Este procedimento envolve inicialmente a indug¢do hormonal de ovulagdes
multiplas em espécies que apresentam em condi¢des naturais predominantemente uma (vaca,
égua) ou duas (cabras, ovelhas) ovulagcdes por ciclo (BETTERIDGE, 2003).

Os programas de MOET baseiam-se na inducdo ou sincroniza¢do do estro e
superovulacdo das doadoras, seguida da monta natural ou inseminacio artificial. Os embrides
podem entdo ser recuperados por técnicas ndo cirirgicas e transferidos para receptoras
previamente sincronizadas, ou ainda criopreservados. Desse modo considerando que, na
natureza, apenas uma pequena fracdo do potencial genético e reprodutivo dos animais é
utilizada, essa alternativa tem representado um avango substancial na efici€ncia reprodutiva
(REICHENBACH et al., 2002; BETTERIDGE, 2003).

A transferéncia de embrides abriu um novo horizonte para os programas de selecdo e
de melhoramento genético, antes limitados ao uso da inseminacdo artificial (BERGMANN e
PENNA, 1999). Se adequadamente orientada, a transferéncia de embrides pode representar
ndo somente a possibilidade de multiplicagdo de genétipos superiores, mas, também, a
possibilidade de conservagdo e multiplicacdo de animais ou ragas ameacadas de extin¢do. As
vantagens da técnica como ferramenta de multiplicacdo de animais de alto valor foram
rapidamente reconhecidas pelo setor produtivo, € um nimero crescente de criadores passou a
adota-la, resultando em significativa expansao no uso da TE a partir da década de 90 (RUBIN,
2005). Na espécie bovina, programas de selecdo genética baseados na transferéncia de
embrides, conhecidos como Nicleos MOET, tém sido implantados concomitantemente ao

esquema de teste de progénie. (PENNA et al., 1998; TEODORO et al., 2006). Os resultados
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alcangados evidenciaram o potencial desse sistema para acelerar o progresso genético nestes
rebanhos (PEIXOTO et al., 2006).

A principal limitagdo da producdo de embrides por superovulagdo ndo € a média de
estruturas vidveis recuperadas por coleta (THIBIER, 2008), mas a inconstincia de resultados.
A varidvel € caracterizada por coeficientes de variacdo superiores a 100% e, em qualquer
populacdo bovina, é possivel encontrar animais com resposta alta, média ou baixa. A
variabilidade na resposta superovulatéria € evidenciada pelos resultados obtidos em animais
da mesma idade e condicdo de manejo, e tratados com hormdnios e protocolos similares
(DOMINGUEZ, 1995; HANH, 1992), relacionando-se diretamente com a dinamica folicular

ovariana.

4.1 Dinamica Folicular Ovariana

O processo de crescimento e regressio de foliculos antrais, o qual leva ao
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério no ovario, é conhecido como dindmica folicular
ovariana, que envolve o desenvolvimento sincronizado de um grupo de foliculos, com
didmetro de 2 — 4 mm, denominado onda folicular (GINTHER et al., 1989).

Grande atenc¢do foi dada inicialmente a caracterizagdo do padrdo de crescimento em
ondas e ao processo de divergéncia e estabelecimento da dominéncia folicular, ndo apenas em
bovinos, mas em diversas espécies domésticas de interesse zootécnico (GINTHER et al.,
2003).

O ciclo estral dos bovinos apresenta, geralmente, duas ou trés ondas de crescimento
folicular (GINTHER et al., 1996) e, raramente, uma ou quatro ondas. O ndmero de ondas por
ciclo estral parece estar associado com o comprimento do ciclo e com a duragdo da fase
luteinica (GINTHER et al., 1989), sendo que diversos fatores influenciam o niimero de ondas,
como nutri¢cdo, ordem de partos, condi¢do corporal, lactacdo, amamentagdo, idade, raca e
ambiente (GINTHER et al., 1996).

Apesar das ondas de crescimento folicular ocorrerem durante o ciclo estral, elas
também aparecem em animais pré-puberes, durante a gestacdo, no periodo pds-parto e durante

a lactacdo, e em periodos de anestro (AERTS e BOLS, 2010).



21

Hoje estd bem estabelecido que mecanismos autdcrinos e pardcrinos controlam a
ativacdo de foliculos. Os fatores ativadores sdo originados tanto das células da granulosa que
circundam o o6cito quanto do proprio odcito. Atualmente se conhece a identidade de alguns
fatores oocitarios implicados no desenvolvimento folicular inicial, como o bone
morphogenetic protein 15 (BMP15) e o growth-differentiation factor 9 (GDF9), fatores cuja
auséncia em animais geneticamente ou (ou experimentalmente) deficientes causa bloqueio
nos estagios iniciais da foliculogénese (MCNATTY et al., 2007).

Como resultado da ativacido, os foliculos iniciam crescimento e progridem pelas fases
de foliculo pré-antral primdrio e secunddrio e atingem o estdgio de tercidrio, com a formacao
do antro folicular. Tal crescimento folicular € caracterizado pela proliferacdo e diferenciagéo
das células da granulosa, aumento do volume do odcito, e a formagdo e proliferagdo das
células da teca. Para a evolugdo a esses estagios, ocorre inicialmente a aquisicdo de resposta
as gonadotrofinas e, posteriormente, a dependéncia de estimulo gonadotréfico para manter o
crescimento até o estdgio pré-ovulatério (revisados por MCNATTY et al., 2007; AERTS e
BOLS, 2008).

4.1.1 Recrutamento

Recrutamento implica em um “pool” de foliculos antrais que escapam da apoptose
devido ao aumento dos niveis circulantes de FSH. A Regressdo do foliculo dominante (FD)
durante uma onda de crescimento, ou a ovulagdo no final de um ciclo estral, provoca uma
elevacdo transitéria da circulagdo do FSH. Com efeito, a perda do FD é acompanhada por
diminui¢do dos niveis de hormdnios sintetizados pelo foliculo, tais como o estrégeno e a
inibina, resultante através de um mecanismo de feedback negativo em um aumento
temporario de secrecdo de FSH pela hipdfise. O FSH é o principal responsédvel para o
recrutamento de um novo grupo de foliculos antrais para a proxima onda de crescimento
(AERTS e BOLS, 2010).

Aproximadamente 20 a 30 foliculos emergem em cada onda folicular, e boa parte
destes foliculos tem o potencial de atingir o estigio pré-ovulatdrio, fato que pode ser
demonstrado pela possibilidade de se estimular o crescimento e a ovulacio de varios foliculos

pela administracdo de gonadotrofinas (ADAMS, 1994). Segundo Boni et al. (1997), o nimero
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de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular é uma caracteristica de alta
repetibilidade e, por isso, apresenta diferengas entre individuos.

Ap6s o recrutamento, os foliculos sdo submetidos a um processo de selecdo, em que
concentragdes decrescentes de FSH ja estdo disponiveis para aqueles foliculos dependentes
desta gonadotrofina. A capacidade do foliculo dominante continuar o desenvolvimento em
niveis basais de FSH ¢ atribuida a uma mudanga na dependéncia de gonadotrofina FSH para
LH. O mecanismo de sele¢do exata do foliculo, no entanto, ainda ndo estd completamente

compreendido (AERTS e BOLS, 2010).

4.1.2 Selecdo

Durante cada onda ciclo estral, os foliculos recrutados sdo submetidos a um processo
de selecdo, sendo que, nas espécies monovulatérias, como bovinos e equinos, normalmente
um Unico foliculo desenvolve em um FD, enquanto os foliculos remanescentes regredirdo
(GINTHER et al., 2003). Os niveis maximos de FSH na onda de crescimento do primeiro
ciclo ocorrem 28 horas apds o inicio do estro (MIHM e AUSTIN, 2002). A producio e
secrecdo de estradiol e inibina pelos foliculos em crescimento resulta em supressdo da
liberagdo de FSH, apesar de que esses foliculos s@o ainda dependentes de FSH para o seu
crescimento continuado. Na espécie bovina, estudos tém revelado que os foliculos com um
diametro de 3 mm nao suprimem a secre¢do de FSH, mas adquirem a capacidade de suprimir
a FSH quando o foliculo alcan¢a um didmetro de 5 mm (GIBBONS et al. 1999).

A divergéncia (ou desvio) folicular é definida pela diferenca nas taxas de crescimento
entre os dois maiores foliculos, sendo marcada pela continuidade no desenvolvimento do
maior foliculo e declinio ou parada no crescimento dos outros (GINTHER et al., 2003).

Em um experimento utilizando novilhas, foi estabelecido que todos os foliculos antrais
tétm o potencial para se tornar FD. Assim, verificou-se que um foliculo selecionado
aleatoriamente com 5Smm de didmetro se tornou dominante quando todos os foliculos
remanescentes foram ablacionados (GIBBONS et al. 1999). Em pesquisa semelhante, o maior
foliculo foi extirpado antes do desvio, e o segundo maior foliculo se tornou dominante

(GINTHER et al. 1996).
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4.1.3 Dominéancia

O desvio ¢é precedido por uma fase de crescimento comum dos foliculos, em que todos
apresentam condicdes de futura domindncia, mas ainda sem exercé-la. Este evento se inicia
quando os dois maiores foliculos alcancam uma média de 8,5 e 7,7 mm de didmetro nos Bos
taurus (GINTHER et al., 2003). Em animais Bos indicus, existem dois trabalhos com
resultados diferentes. Castilho (2003) relata que a divergéncia folicular ocorre quando o
foliculo dominante e subordinado apresentam respectivamente, 7,2 € 5,5 mm, ao passo que
Sartorelli (2003) descreve o momento do desvio com os seguintes didmetros: 5,7 mm para o
FD e 5,5 mm para o subordinado. Este evento ocorre em torno de 3 dias ap6s o pico de FSH.

O foliculo selecionado é, portanto, definido como foliculo dominante e suprime
ativamente o crescimento dos subordinados pela secrecdo de estradiol e inibina. Assim, o FD
inibe a secrecdo de FSH, mas € capaz de continuar seu crescimento mesmo com niveis basais
de FSH. As baixas concentracdes de FSH tém a vantagem de impedir o surgimento de um
novo grupo de crescentes foliculos. Inicialmente, pensava-se que a diferenciacdo entre FD e
foliculos subordinados ocorria de forma gradual, que comecou no inicio da onda de foliculos
em crescimento. No entanto, novas investigacdes revelaram que a diferenca nos didmetros dos
dois maiores foliculos é estabelecida em menos de oito horas, quando entdo o maior foliculo
atinge um estagio decisivo de desenvolvimento e o rapido estabelecimento do mecanismo de
desvio bloqueia o segundo maior foliculo antes dele alcancar didmetro similar (GINTHER et
al., 2000).

O LH desempenha um papel fundamental durante a fase de dominancia. Foi relatado
presenca de receptores de LH nas células da granulosa do futuro FD 8 horas antes do inicio do
desvio. Em foliculos bovinos em geral, receptores de LH aparecem quando o foliculo adquire
um didmetro de 8 mm. Assume-se que o FD sofre uma transicio em gonadotrofina
dependéncia de FSH para LH (MIHM et al., 2006).

Ao contrario dos subordinados, o foliculo dominante é capaz de produzir estrégenos
mesmo frente a baixas concentragdes de gonadotrofinas. Aparentemente, a maior quantidade
de IGF-I livre no liquido folicular no momento da divergéncia é 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,
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2007). O foliculo dominante em bovinos provavelmente serd aquele que utilizar com sucesso
acdes reciprocas entre gonadotrofinas, IGF-I e estradiol, visando estimular o seu crescimento
e, concomitantemente, inibir o crescimento dos seus contemporaneos (SIQUEIRA, 2007).
Apesar da concentracdo de IGF-1 total ndo ter se mostrado diferente no fluido folicular de
foliculos dominantes em relacdo a foliculos subordinados (DE LA SOTA et al., 1996), a
concentragdo de IGF-1 livre foi maior no fluido folicular do maior foliculo comparado ao
segundo maior da mesma onda, antes mesmo da observagdo de diferencas na concentragédo de
estradiol ou no didmetro (BEG et al., 2002). Entretanto, nesse mesmo periodo, as
concentragdes de IGF-1 livre diminuem progressivamente no segundo maior foliculo, a
medida que a proteina ligante IGFBP-2 aumenta, contribuindo para a reducdo ou parada de
crescimento deste foliculo. Portanto, mudangas nos niveis intra-foliculares de IGFBP podem
causar alteracdes na biodisponibilidade de IGF-1 total e livre, e consequentemente, aumentar
ou diminuir as acdes das gonadotrofinas nas células foliculares.

As diferengas na dinimica folicular entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus sao
evidentes. Em animais da raca holandesa, predominam-se duas e trés ondas de crescimento
folicular por ciclo estral, enquanto que, em zebuinos, ocorre maior incidéncia de 3 e até 4
ondas de crescimento folicular. O nimero de foliculos em cada onda de crescimento folicular
€ maior em f€meas Bos taurus indicus (33,4 £ 3,2) do que em Bos taurus taurus (25,4 £ 2.5),
representando uma influéncia direta na eficiéncia das técnicas de transferéncia de embrides e
de OPU-PIV e favorecendo as fémeas zebuinas (BARUSELLI et al., 2007).

No entanto, os diametros foliculares de Bos taurus indicus sao inferiores aos de Bos
taurus taurus, como também o didmetro do corpo liteo. Enquanto o CL de zebuinos apresenta
didmetro de 17 a 21 mm, o de taurinos alcanca média de 20 a 30 mm, proporcionando, nas
fémeas zebuinas, menor quantidade de tecido luteinico e, consequentemente, menor
concentracdo plasmética de progesterona produzida pelo CL do que nas taurinas
(BARUSELLI et al., 2007).

A dinamica folicular afeta diretamente os resultados da producdo de embrides, seja in
vivo ou in vitro (HUMBLOT et al., 2005). O efeito deletério da presenca de foliculos
dominantes funcionais sobre o nimero e qualidade de embrides recuperados apds a
superovulagio convencional (BO et al., 2008) é bem conhecido. O desenvolvimento de
diferentes estratégias de sincronizacdo do crescimento folicular permite hoje estabelecer
protocolos que evitem esses efeitos e maximizem a producdo de embrides (BARUSELLI et

al., 2006). Os protocolos de sincronizagdo de doadoras, contudo, apenas garantem a presencga
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de foliculos com maior viabilidade pelo controle do momento da emergéncia, ndo havendo
evidéncias de que afetem o nimero de foliculos na onda, ou ainda, a resposta dos foliculos ao
tratamento.

Poucos estudos investigaram a dinadmica do crescimento folicular em resposta a
superovulagdo, caracterizando, dia a dia, as alteragdes na populagéo folicular (VIANA et al.,
1999). A disponibilizagdo de novas ferramentas de avaliacdo da fun¢do ovariana, como a
possibilidade de coletar amostras do contetido folicular por meio de aspiracdo folicular
orientada por ultrassonografia (OPU) e analisar o conteido, como também avaliar o fluxo
sanguineo ovariano por Color-Doppler, incentivou novas pesquisas na drea. Esses estudos
mostraram uma rela¢do direta da vasculariza¢do folicular com a composi¢do do fluido
folicular e com a tens@o de oxigénio, que, por sua vez, afetam o desenvolvimento oocitério
(SUTTON et al., 2003). A avaliacdo do fluxo sanguineo folicular mostrou ter valor preditivo
nos resultados da fertilizacdo in vitro em humanos, considerando o potencial de implantagio
dos embrides e as taxas de gestacdo (CHUI et al., 1997). Contudo, apenas recentemente, esta
tecnologia passou a ser empregada em grandes animais para avaliacdo da fung@o ovariana

(MIYAMOTO et al., 2006).

4.2 Superovulaciao

O manejo reprodutivo é, sem divida, um dos segmentos mais importantes na producao
animal. Ele repercute diretamente nos indices de produtividade dos rebanhos, sendo um dos
principais enfoques na bovinocultura. Progressos imensos t€m sido obtidos nos
conhecimentos sobre a regulacdo enddcrina da fertilidade. A identificacdo e purificagdao dos
hormonios peptideos e esteroides, bem como o conhecimento de suas agdes, t€ém permitido
avancgos em terapia enddcrina como também nas biotecnologias. Os hormonios sintéticos t€m
sido amplamente empregados na reproducdo animal, apresentando caracteristicas quimicas e
atividade semelhante a dos hormodnios naturais, interferindo no metabolismo animal e
propiciando um melhor desempenho reprodutivo aos individuos, quando utilizados
corretamente.

O processo superovulatdrio constitui uma das etapas iniciais dos programas de MOET

e tem como principio o fornecimento de preparacdes hormonais que estimulam o crescimento
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e, subsequente, ovulacdo de uma série de foliculos. Passados mais de 50 anos do nascimento
do primeiro bovino oriundo da técnica de TE, pequenas variagdes, como mudangas nos dias
de aplicagdo, nas doses de um hormdnio, ou a adi¢cdo de um novo hormoénio num protocolo ja
existente, foram realizadas e demonstraram em seus resultados que, se avaliadas
individualmente, parecem irrelevantes, entretanto, as diferengas podem ser consideraveis
levando-se em conta o tamanho do rebanho e a qualidade genética dos doadores
(FERNANDES, 2003).

O impacto da técnica é evidente na multiplicacio dos rebanhos, programas de
melhoramento genético, zootécnicos e sanitdrios, bem como no resgate e conservacdo de
germoplasmas animais, nos trimites comerciais (nacional ou internacionalmente), € no apoio
a outras biotécnicas relacionadas (FERNANDES, 2003).

Segundo Fernandes (2003), a superovulagdo (SOV) € a etapa menos previsivel dentro
da técnica de TE. Sdo vdrios os fatores que influenciam os resultados e, mesmo quando
praticamente ndo ocorre nenhuma alteracdo de uma superovulag@o para outra, em um mesmo
animal, os resultados podem ser diferentes.

O inconveniente da técnica € a baixa consisténcia na producio de embrides vidveis
pelas doadoras. Um terco das doadoras tratadas ndo responde a SOV, por outro lado, um terco
produz em média trés embrides e somente o terco restante resulta em grande nimero de
embrides transferidos (GALLI et al., 2003).

A variabilidade na resposta superovulatéria e o tempo e esfor¢co necessarios para o
tratamento foram os principais fatores para o uso em larga escala da tecnologia. Dentre os
fatores que podem ser responsabilizados por tais variagdes, podemos citar influéncias do tipo,
o grau de pureza, a dose e o esquema de administracdo do hormoénio, estado nutricional da
doadora, histérico reprodutivo, idade, estacio do ano, efeito de repetidas superovulacdes,
raca, além da condi¢do folicular no inicio do tratamento superovulatério que pode estar
diretamente relacionada a fase ideal para se iniciar a estimulacdo hormonal exdgena
(MAPLETOFT e PIERSON, 1994; BO et al., 1995).

O horménio Foliculo Estimulante (FSH) estd associado a emergéncia da onda de
crescimento folicular durante o ciclo estral e tem sido demonstrada sua acdo em bezerras,
durante a prenhez, e no periodo pés-parto (GINTHER et al., 1996).

A estimulagdo hormonal com FSH pode ser iniciada antes da emergéncia da onda
folicular ou no dia da emergéncia, ou seja, antes do estabelecimento da dominancia folicular.

O inicio de tratamentos com gonadotrofinas na presenga de um foliculo dominante resulta em
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uma redugdo da resposta superovulatéria. Uma alternativa para se obter uma melhor resposta
superovulatéria € controlar a dindmica folicular (BC) et al., 2000), ou a emergéncia da nova
onda folicular em programas de transferéncia de embrides. A sincronizacio da emergéncia da
onda folicular tem como objetivo remover o efeito supressivo do foliculo dominante e iniciar
uma nova onda (B() et al.,1995), situacdo que ocorre normalmente em animais entre os dias 8
e 12 ap6s a deteccdo do estro.

Existem diferentes métodos pelos quais se pode controlar a dindmica folicular em
bovinos. Estudos demonstraram que a eliminag@o do foliculo dominante, por métodos fisicos
ou hormonais, resulta em aumento de FSH e, dessa forma, emergéncia de uma nova onda
folicular num periodo de tempo conhecido (ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 2000). A
possibilidade de utilizacio de estradiol (BO et al, 1995) ou estradiol associado a
progestagenos para sincronizar a onda folicular vem sendo muito utilizado em protocolos de
superovulagdo em bovinos. Quando a progesterona é usada associada ao estrégeno, a
emergéncia da nova onda folicular ocorre cerca de 4 ou 5 dias apds o tratamento. B6 et al
(2000) demonstraram que o inicio do tratamento com gonadotrofinas 4 dias apds o tratamento
com progesterona e estradiol resulta em resposta superovulatéria semelhante a iniciada na
emergéncia da segunda onda folicular ou entre os dias 8° e 12° do ciclo estral.

Trabalhos utilizando métodos hormonais para sincronizar a onda folicular para inicio
da SOV demonstraram que ndo ha comprometimento da morfologia do embrido ou taxa de
gestacdo, quando comparado ao protocolo padrao, o que elimina a necessidade de observar o
cio, permitindo a superovulagdo de grande nimero de doadoras em curto periodo de tempo
(OLIVEIRA, et al., 2002; BARUSELLI et al, 2006). No entanto, a abordagem mais comum
utilizada para a sincronizacdo da onda folicular, o estradiol, ndo pode ser usado em muitos
paises devido a preocupacgao sobre os efeitos de substancias estrogénicas na cadeia alimentar.

Além dos métodos hormonais empregados para promover a sincronizacdo da
emergéncia da onda folicular em vacas, o método fisico através da aspiragdo folicular guiada
por ultrassonografia transvaginal vem sendo utilizado com sucesso. Bergfelt et al. (1994),
realizaram aspiragao folicular de todos os foliculos maiores ou iguais a 5 mm de diametro, em
estagio aleatdrio do ciclo estral, e constataram aumento no nivel sérico de FSH em 24 horas e
emergéncia da nova onda folicular em torno de 48 horas ap6s a aspiragdo folicular. O mesmo
foi constatado por trabalhos com aspiracdo somente do foliculo dominante. Apesar da
eficicia, € necessario o uso de equipamentos especializados e pessoal técnico treinado, o que

se tornou invidvel no campo.
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Programas atuais de superovulacdo utilizam a técnica de sincronizacdo da onda
folicular para iniciar o tratamento superovulatério no melhor momento possivel, isto €, no
inicio do desenvolvimento dos foliculos. A redugdo das variagdes nas respostas
superovulatérias e uma maior eficiéncia na recuperacdo de embrides constituem os principais
desafios da técnica.

Aplicacdes de FSH exdgeno ou gonadotrofina coridnica equina (eCG) sd@o amplamente
utilizados em programas de MOET. Geralmente, injecdes subcutineas ou intra-musculares de
eCG ou FSH estimulam o crescimento de foliculos adicionais, os quais ovulam
espontaneamente sem a necessidade de LH ou hCG. Como o FSH tem uma meia-vida mais
curta que o eCG, geralmente é necessdrio dividir a dose total e injetar com intervalos de 12
horas ao longo de trés a quatro dias, tempo necessirio para que os niveis séricos dessa
gonadotrofina sejam mantidos para permitir a acdo superovulatéria desejada (JAINUDEEN et
al., 2004). Portanto, a superestimulacdo requer atencdo aos detalhes e aumenta a possibilidade
de falhas devido a manuseamento incorreto e erros durante os tratamentos.

O desenvolvimento folicular tem sido estudado, principalmente, em fémeas de
genotipos taurinos. Porém, sdo escassos os estudos deste processo em animais zebuinos,
especialmente da raca Gir. Os animais desta raca t€m apresentado resultados insatisfatdrios
nos protocolos cldssicos utilizados para superovulagdo em programas de transferéncia de

embrides.

4.2.1 Protocolos superovulatorios

A superestimulag¢do de doadoras bovinas tem sido amplamente estudada na tentativa
de desenvolver protocolos que melhorem a produgdo de embrides ou facilitem o manejo dos
animais (revisado por BARROS et al., 2001; BARUSELLI et al., 2006). A deteccdo do estro é
particularmente dificil no gado zebuino devido a curta duragdo do comportamento estral e
elevada incidéncia de estro noturno (PINHEIRO et al., 1998). Para superar este problema,
vdrios tratamentos hormonais foram propostos para controlar o crescimento folicular e o
momento da ovulagdo, a fim de permitir a inseminacdo artificial em tempo-fixo (BO et al.,
2003; BARROS e ERENO, 2004; BARUSELLI et al, 2004). De forma similar, o

desenvolvimento folicular e a ovulagdo podem ser manipulados farmacologicamente para
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melhorar programas de superestimulagdo e transferéncia de embrides bovinos (BARUSELLI
et al., 2006).

De acordo com Jainudeen et al. (2004), a sincroniza¢do do cio tanto das doadoras
quanto das receptoras pode ser obtida através de uma ou duas administragdes de
prostaglandina F2a ou andlogos. No caso de duas aplicacdes, estas devem ser efetuadas a
intervalo de 11 — 14 dias em fémeas que apresentam ciclo estral regular. Porém, Andrade et al
(1999) relataram que a vantagem de utilizar dispositivos intravaginais ou implantes
auriculares para a sincronizag@o do estro de doadoras e receptoras consiste na possibilidade do
tratamento superovulatério ter inicio, independentemente da fase do ciclo estral.

O uso de uma fonte de progesterona (dispositivos intravaginais), associada a
administracio intramuscular de estrégeno, promove atresia folicular e origina uma nova onda
folicular, cerca de 4 dias apds o inicio dos tratamentos (revisto por BOetal., 2003). A fim de
evitar a presenca de um foliculo dominante, o tratamento superestimulatério com FSH
comeca justamente no inicio da nova onda folicular, ou seja, 4 dias ap6s a colocagdo do
dispositivo intravaginal e administracdo de estrégeno. Dois dias apds a primeira injecdo de
FSH, € administrada uma dose luteolitica de PGF2a e 12 horas mais tarde o dispositivo
intravaginal é removido. As doadoras sdo inseminadas artificialmente 12 e 24 horas apds a
deteccao do cio. Seis a sete dias mais tarde, os embrides sdo colhidos, classificados e
congelados ou inovulados. Este protocolo apresenta duas vantagens: pode ser iniciado em
qualquer dia do ciclo estral e dispensa a observacdo do cio base. Porém, ainda requer a
detec¢do do estro para a inseminacdo artificial das doadoras.

Barros e Nogueira (2005) testaram a eficdcia de protocolos, nos quais o momento
esperado da ovulacdo era atrasado por 6 a 12 horas e a ovulagdo era induzida pela
administracio de LH ou GnRH. Estes protocolos ndo aumentaram significativamente o
nimero de embrides vidveis quando comparados a protocolos com detec¢do do estro.
Entretanto, com estes tratamentos hormonais, foi possivel controlar o momento da ovulagdo,
permitindo a utilizacdo da IATF. A partir desses experimentos, foi desenvolvido um novo
protocolo denominado P-36 (BARROS e NOGUEIRA, 2001; 2005), no qual a fonte de
progesterona ¢ mantida por até 36 horas apds a aplicagdo de PGF2a (dai a denominagdo P-36)
e a ovulac@o € induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas ap6s a remocédo da fonte de
progesterona (ou seja, 48 horas apds a aplicagdo de PGF2a). Uma vez que a ovulagdo ocorre
entre 24 e 36 horas apés a administragdo de LH (NOGUEIRA et al., 2007), a IATF ¢é

realizada 12 e 24 h apds a inje¢do de LH, evitando a inconveniéncia da detec¢é@o do estro.
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A variagdo individual e o tipo de hormdnio sdo fatores importantes que interferem na
resposta superovulatéria. O estado ovariano no momento do tratamento parece ser fator
determinante na resposta superovulatéria, sendo uma caracteristica constantemente
pesquisada para elevar o indice de recuperagdo de embrides vidveis. Quando ha resposta
exagerada (formacdo de muitos CLs por ovario) ou excesso de foliculos ndo ovulados, sugere-
se a reducdo da dosagem ou troca do hormdnio. Segundo Cabodevila e Torquatri (2001), os
efeitos negativos de altas doses de gonadotrofinas parecem estar relacionados a fendmenos de
superestimulag¢do ovdrica. Os animais superestimulados geralmente apresentam uma menor
taxa de recuperacdo (odcitos e embrides em funcdo dos corpos ldteos palpados ou
observados), possivelmente pelas seguintes razdes: retengdo de odcitos nos foliculos
luteinizados e nos corpos liteos; retencdo de odcitos e/ou embrides nos ovidutos; nivel muito
alto de estrogenos produzidos pelos grandes foliculos ndo ovulados que bloqueariam a
capacidade de captacdo das fimbrias com a conseguinte caida de odcitos na cavidade
abdominal; transporte de gametas; taxa de fertilizacdo, entre outros (VIANA et al, 1999;
CABODEVILA e TORQUATRI, 2001).

Essas variacdes mostram que apesar da TE ser uma técnica mundialmente conhecida e
do grande avango ocorrido nos ultimos 50 anos, hd necessidade de maiores estudos e
adequacdo dos protocolos na sua individualidade para cada animal para obtencdo de respostas

cada vez melhores.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local e Animais

O presente experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi
da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco - MG, e na fazenda da Biotran® LTDA em
Alfenas — MG, executado no decorrer do més de Janeiro de 2013.

Foram utilizadas 17 doadoras, sendo vacas nio lactantes (n=2) e novilhas (n=15) da
raca Gir (Bos indicus) puros de origem (PO), em condicdes corporais variando de 3 a 4
(escala 1 — 5) ou seja, ndo utilizando animais magros € nem obesos. Os animais foram
submetidos a um exame clinico e ginecologico e somente utilizaram-se aqueles sem
alteracdes clinicas e problemas reprodutivos. Durante o periodo do experimento, os animais
foram mantidos em condi¢des semelhantes em regime de pasto formado com capim

Braquidria (Braquiaria decumbens), recebendo dgua e mistura mineral ad libitum.

5.2 Sincronizac¢ao

Inicialmente, a emergéncia de nova onda de crescimento folicular dos animais foi
sincronizada por meio de protocolo convencional, caracterizado pela insercio de um
dispositivo intravaginal de progesterona e injecdo de 2 mg de benzoato de estradiol. A
eficiéncia dessa associacdo na sincronizagdo da emergéncia da onda folicular foi descrita em
fémeas Bos taurus (CARVALHO, 2004, BO et al., 1995), e Bos indicus (CARVALHO,
2004).
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5.3 Superovulacio e coleta de embrices

As superovulagdes foram realizadas pela indugdo exdgena do crescimento folicular
por meio de oito aplicacdes decrescentes de FSHp (Pluset®, Calier), realizadas a cada 12 h,
numa dose total de 200UI, na presenca de um dispositivo intravaginal de progesterona,
conforme protocolo convencional utilizado em zebuinos (BARUSELLI et al., 2006). A
lutedlise foi induzida com 0,500 mg de cloprostenol (Ciosin®, MSD), administrada meia dose
no D3 a tarde e o restante no D4 pela manha, juntamente com a retirada do dispositivo
intravaginal. Apds 24h da tltima aplicacdo de FSH, as ovula¢des foram induzidas pela
administracio de andlogo sintético de GnRH (Sincroforte®, Ouro Fino). As doadoras foram
inseminadas 12 e 24 h apds a indug@o da ovulacdo, com s€men de touros da mesma raca. A
coleta de embrides foi realizada pela técnica ndo cirtirgica, no sétimo dia apds a inseminagao.
Resumidamente, o tutero foi cateterizado e infundido com solucdo de DPBS, o lavado entdo
recuperado em filtro com malha de 80 wm e encaminhado ao laboratério para identificacdo e
classificagdo morfoldgica das estruturas produzidas. Os procedimentos da coleta e

classificagdo dos embrides foram realizados por um mesmo profissional.
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ULTRASSONOGRAFIA
FIGURA 1 - Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados durante o experimento. A emergéncia de nova
onda de crescimento folicular foi sincronizada pela inser¢do de um dispositivo liberador de progesterona e
injecdo de 2mg de benzoato de estradiol (BE) quatro dias antes do inicio da superestimulagdo (D1) com FSH em
doses decrescentes com intervalos de 12 horas, sendo uma pela manha (M) e outra a tarde (T). As avaliacdes
ultrassonogréficas iniciaram no D0O. Andlogo de prostaglandina F2o (PGF2a) foi administrado no D3 pela tarde e
D4 pela manha. O dispositivo foi removido no D4 pela manha e a ovulagdo induzida com andlogo sintético de
GnRH no inicio do D5. A TATF aconteceu 12 e 24 horas apds a indug@o da ovulagio, e a coleta realizada 7 dias

ap6s o tratamento com GnRH.
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A partir dos dados encontrados, foi avaliada a relacdo entre o nlimero de estruturas e
de embrides vidveis recuperados com o padrio de mobilizagdo folicular em resposta a
superovulacdo (percentual de foliculos que mudaram de classe de tamanho por dia de
tratamento e percentual total de foliculos que atingiram didmetro compativel com ovulagéo) e

taxa de crescimento folicular.

5.4 Monitoramento da dinamica folicular

Os exames ultrassonogréficos foram realizados com um aparelho portétil de ultrassonografia
equipado com um transdutor linear retal de 8,0 MHz (MyLab 30 Gold, Esaote, Genova). Cada
animal foi devidamente contido em um brete apropriado, as fezes presentes no reto foram
retiradas e o transdutor do aparelho ultrassonografico inserido e posicionado manualmente
pelo operador. O DO neste experimento foi definido como o dia anterior ao inicio do
tratamento superovulatério, no qual teve inicio a avaliagdo ultrassonografica a fim de
identificar a populagdo folicular presente nos ovarios (FIGURA 2). As outras avaliacdes
ocorreram com intervalos de 24 h durante os quatro dias da superestimulagdo. Apds a
identificacdo dos ovérios, foram feitos videos de ambos os ovdrios de cada animal e salvos em
arquivo no proprio aparelho. Apds o término das avaliacdes, as imagens eram analisadas e o
nimero e didmetro dos foliculos presentes foi mensurado e registrado em planilhas
individuais. Os foliculos, entdo, foram categorizados conforme seu didmetro. Quando a
imagem do foliculo analisado ndo era esférica (FIGURA 3), o didmetro foi estimado pela
média entre a maior e menor medida transversal. Avaliou-se a resposta ovariana a

superestimulag@o pela contagem do nimero de CL por ultrassonografia no dia da coleta.
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FIGURA 2 - Imagem ultrassonogriafica do oviario esquerdo do animal 9300 no D1 do tratamento, ilustrando

populagdo folicular ovariana no inicio da superestimulagao.
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FIGURA 3 - Imagem ultrassonogrifica do ovdrio esquerdo do animal 9300 no D4 do tratamento
superestimulatorio, ilustrando vérios foliculos com formato ndo esférico, ocasionados pela compressdo por

foliculos adjacentes.
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5.5 Parametros de avaliacao

Eficiéncia relativa: indicadores parciais de eficiéncia do processo superovulatério:

a) Taxa de superestimulacdo: nimero de foliculos > 7 mm no D4 em relagdo ao
numero de foliculos <4 mm no D1;

b) Taxa de ovulagdo: nimero de corpos liteos na coleta em relacdo ao nimero de
foliculos > 7 mm no D4;

¢) Taxa de recuperagdo: nimero de embrides em relagdo ao nimero de corpos liteos
na coleta;

Eficiéncia absoluta: indicador de efici€éncia global do processo, baseada na razdo do

ndmero de embrides em relacdo ao nimero de foliculos < 4 mm no D1.

5.6 Analises estatisticas

Os resultados referentes ao nimero de corpos liteos formados e de embrides totais e
vidveis recuperados foram demonstrados por andlise estatistica descritiva. Para efeito de
classificagdo de resposta, foram consideradas, arbitrariamente, producdes de 0 a 2 embrides
(resposta ruim), 3 a 4 embrides (resposta intermedidria), e acima de 8 embrides (resposta boa).
A relacdo entre o nimero de foliculos totais e em cada classe de tamanho, ao longo da
superovulacdo, e o nimero de corpos ldteos formados e de embrides recuperados foi
determinada pelo método das correlacbes de Pearson. A relacdo entre estigio de
desenvolvimento folicular e probabilidade de ovulacdo foi avaliada por andlise de regressao,
utilizando-se um modelo polinomial de 3* ordem. O nimero de foliculos em cada classe de
tamanho ao longo da superovulacdo foi submetido a andlise de variincia e diferencas entre
médias comparadas pelo teste de Tukey. As doadoras foram ranqueadas em funcdo da
eficiéncia da superestimulacdo ovariana, e diferencas entre o nimero de foliculos >7mm,
corpos liteos, embrides e eficiéncia global foram comparados pelo teste de Wilcoxon. Os
dados foram analisados com auxilio do software SAEG (Euclides, 1982). O nivel de
significAncia adotado foi de 5%. Os dados foram apresentados como média + EPM ou

percentuais.
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6 RESULTADOS

As doadoras utilizadas no presente experimento apresentaram 215 corpos liteos por
ocasido da coleta, na qual foram recuperados 87 estruturas totais e 30 embrides vidveis
(12,6£2,1; 5,1+1,1 e 1,8+0,6 por doadora, respectivamente). Como esperado, observou-se
uma grande variag@o na resposta entre doadoras (0 a 28 CL e 0 a 15 embrides, CV de 68,2 e
92,4%; respectivamente). Aproximadamente 35% das doadoras (6/17) produziram 75% dos

embrides recuperados (Figura 4).

m6/17(35,3%) m3/17(17,6%) = 8/17 (47,1%)

FIGURA 4 - Participacdo das doadoras (n=17) no total de embrides produzidos.

A andlise retrospectiva da populacdo folicular ovariana durante a superovulagcdo
demonstrou nao haver aumento (P>0,05) no nimero total de foliculos presentes ao longo do
tratamento estimulatério (Figura 5). Da mesma forma, a correlagdo entre populacgdo folicular
total e o nimero de corpos ldteos formados ou de embrides recuperados permaneceu
relativamente constante entre o D1 e o D4 (r=0,56 a 0,65; P<0,01 e r=0,70 a 0,79; P<0,01

para CL e embrides, respectivamente).



37

60 1,00
- 0,90
50 T T
W T T - D e B 080
Q __--"'"’_
= 40 ST Ll
= -~ - 0,70 o
- | S 3
E , g
5 30 P 0,60
P S =
: ’ s0 S
E 'y r 0,.)0
5 20 e
z
- 0,40
10
- 0,30
0 T T T T 0,20
DO D1 D2 D3 D4

Diada superovulacio

FIGURA 5 - Ndmero de foliculos (>3mm) presentes durante a superovulagdo (média+tEPM) e correlagdo entre

populag@o folicular total e nimero de corpos liteos (—) e de embrides (---) observados por ocasido da coleta.

A andlise da variagdo na populacdo folicular, quando classificada por tamanho,
demonstrou que o tratamento superovulatério resultou em uma reducgio progressiva (P<0,05)
no numero de foliculos pequenos, em um aumento (P<0,05) transitério (até o D3) no nimero
de foliculos médios, e em um aumento (P<0,05) no nimero de foliculos grandes no D4
(Figura 6).
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FIGURA 6 - Variacdo no numero de foliculos (médiatEPM) em cada classe de tamanho durante a
superovulacio. ABC Diferencas na mesma classe de foliculos, ao longo dos dias, estdo identificadas por letras

diferentes (Tukey; P<0,05).

A mobilizacdo de foliculos para classes de tamanho superiores, contudo, ndo foi
completa. A Figura 7 demonstra que, na média, apenas aproximadamente 50% dos foliculos

pequenos cresceu em resposta ao FSH.
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FIGURA 7 - Participagdo de foliculos de diferentes classes de tamanho na composi¢do da populagao folicular

total durante a superovulagao.

As correlagdes entre o nimero de foliculos de diferentes classes de tamanho nos
diferentes dias da superovulacio e o nimero de CL observado e embrides recuperados no dia
da coleta estdo demonstradas na Tabela 1. A magnitude e a significincia das correlacdes
variaram de maneira coerente com a mudanca de classe de tamanho dos foliculos induzida

pelo tratamento.
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TABELA 1 - Matriz de correlagdes entre o nimero de foliculos de diferentes classes de tamanho e em diferentes

dias da superovulagdo (SOV) e o nimero de corpos liteos (CL) e embrides observados no dia da coleta.

CL Embrides

Dia da SOV  Classe R P R P

DO >4mm 0.33 n.s 0,44 0,05
5a7mm 0.26 n.s. 0,35 n.s.
>8mm -0.44 0.05 -0,33 n.s.
Total 0.32 n.s. 0,45 0,05

Dl >4mm 0.48 0,05 0,65 0,01
5Sa7mm 0.54 0,05 0,33 n.s.
>8mm -0.29 n.s. -0,26 n.s.
Total 0.56 0,01 0,70 0,001

D2 >4mm 0.40 n.s. 0,60 0,01
5a7mm 0.67 0,01 0,50 0,05
>8mm -0.31 n.s. -0,18 n.s.
Total 0.62 0,01 0,75 0,001

D3 >4mm 0.23 n.s. 0,46 0,05
5a7mm 0,70 0,001 0,75 0,001
>8mm 0,52 0,05 0,50 0,05
Total 0,66 0,01 0,79 0,0001

D4 >4mm -0,10 n.s. 0,07 n.s.
5a7mm 0,52 0,05 0,65 0,01
>8mm 0,85 0,0001 0,80 0,0001
Total 0,65 0,01 0,79 0,0001
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Para a avaliacdo da efici€ncia relativa, realizou-se a andlise da relag@o entre estdgio de
desenvolvimento folicular e probabilidade de ovulagdo, pela correlacdo entre o nimero de
foliculos acima de um determinado diametro e o nimero de CL e embrides recuperados na
coleta. Em ambos os casos, as correlagdes significativas (P<0,0001) mais elevadas foram

observadas quando foram considerados foliculos > 7 mm no D4 (Figura 8).
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FIGURA 8 - Variacdo na correlagdo entre resposta superovulatoria (considerando-se corpos liteos ou embrides)
e o nimero de foliculos ao final da superestimulagdo (D4), considerando-se diferentes tamanhos minimos de

foliculos.

A andlise dos indicadores de eficiéncia do processo demonstrou grande variacdo
individual no desempenho das doadoras na superovulacdo (Tabela 2). A resposta a
estimulacdo exdgena do crescimento folicular foi o principal componente da efici€ncia
absoluta do processo, respondendo por 80% da variagdo no nimero de embrides recuperados,

e o unico indicador parcial com correlagao significativa com a efici€ncia absoluta.
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TABELA 2 - Indicadores de eficiéncia do processo de producio de embrides bovinos por superovulacio.

Parametro Média Variacdo r P

Taxa de superestimulagio’ 41,9% 0-75,6% 0,80 <0,0001
Taxa de ovulagdo” 72,6% 0 —100,0% 0,19 n.s.
Taxa de recuperagio’ 41,9% 9,1-100,0% 0,28 n.s.
Eficiéncia absoluta* 12,2% 0 —25,0% - --

"Ntmero de foliculos > 7 mm no D4 / Ntimero de foliculos < 4 mm no D1
* Ntimero de corpos liiteos na coleta / Niimero de foliculos > 7 mm no D4
? Ntimero de embrides / Ntimero de corpos liteos na coleta

* Niimero de embrides / Ntimero de foliculos < 4 mm no D1

5 . . - e A .
Coeficiente de correlagdo com eficiéncia absoluta.

Os resultados da superovulacdo em doadoras com diferentes respostas ao estimulo
exoégeno pelo FSH estdo demonstrados na Tabela 3. Apesar de terem a mesma populacio
folicular total no inicio da superovulagdo, as doadoras com maior eficiéncia na estimulagdo do
crescimento folicular produziram mais CL e embrides que as demais. A representacdo grafica
da distribuicdo da populacdo folicular em doadoras com diferentes perfis de resposta estd

ilustrada na Figura 9.

TABELA 3 - Resultados da superovulacdo (médiatEPM) apds a classificacdo das doadoras de acordo com a

eficiéncia relativa na indugéo do crescimento folicular.

Eficiéncia na estimula¢@o do crescimento folicular

média+EPM
Parametro Acima de 50% Abaixo de 50%
N=9 N=8
Foliculos <4mm no D1 41,6+6,8 2 42.1£3,1°
Foliculos >7mm no D4 24,638 % 9,6+2.,4 b
Corpos liteos 17,8+2,5° 6,9+2,1 °
Embrides 7,6£1,7° 2,4£09°
Eficiéncia absoluta 16,9+2,3° 5,5£2,0°

a» Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (Wilcoxon, P<0,01)
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FIGURA 9 - Exemplos de variagdo na populacdo folicular em cada classe de tamanho ao longo da

superovulacdo. a) Animal sem resposta ao tratamento; b) Animal com boa resposta ao tratamento.
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7 DISCUSSAO

A raga Gir € uma alternativa para a producgado de leite e também para a formagéo dos
rebanhos mesti¢os devido a sua rusticidade e adaptacdo ao clima predominantemente tropical
no Brasil. Existe uma grande demanda pela multiplicacio de gendtipos superiores nesta raga
e, consequentemente, pelo desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas, como a transferéncia
de embrides.

Esse estudo buscou caracterizar variacdes individuais de resposta ao tratamento
superestimulatério com FSH. O diferencial do presente estudo foi considerar na avaliagdo ndo
apenas o ndmero de corpos liteos formados e de embrides recuperados, mas também
parametros relativos a populagdo folicular ovariana e ao crescimento folicular em resposta ao
tratamento exdgeno.

No presente estudo com vacas da raga Gir, a média de producdo de embrides foi
semelhante as relatadas por Fonseca et al. (2001) e Prado e Toniollo (2007), tendo médias de
2,29 e 2,92 embrides vidveis respectivamente em doadoras Gir, ndo diferindo da média geral
para esta raga.

O baixo numero de estruturas recuperadas nao significa que a técnica do lavado néo
foi adequada. Diversos fatores podem influenciar, reduzindo o nimero de embrides
esperados, tais como, estado nutricional da doadora, histdrico reprodutivo, idade, estagdo do
ano, condicdo folicular no inicio do tratamento, entre outros (MAPLETOFT e PIERSON,
1994; BO et al., 1995). Contudo, como os animais foram mantidos nas mesmas condi¢des de
manejo e alimentagdo, e foram superovulados na mesma época e com a mesma partida de
hormonio, estes fatores possivelmente tiveram pouco efeito sobre a varia¢do individual de
resposta.

A resposta superovulatdria foi avaliada, inicialmente, pela contagem de corpos liteos
no dia da coleta de embrides. Observou-se variagdo significativa no nimero de estruturas
recuperadas entre animais, incluindo doadoras com resposta nula ao tratamento, nao
respondendo a estimulagdo exégena com FSH, o que foi relatado também por Martins (2005).
Aproximadamente 35% das doadoras produziram 75% das estruturas recuperadas. Esses
resultados evidenciam um dos principais fatores limitantes da técnica: a alta variabilidade

individual apds o tratamento superovulatério. Essa variacdo individual ao tratamento
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superovulatério foi relatada tanto em vacas Nelore (Bos indicus; Baruselli et al. 2003), quanto
em vacas Holandesas de alta producgéo (Bos taurus; Martins, 2005).

Analisando o nimero de foliculos ao decorrer da SOV (Figura 4), encontramos uma
correlacdo média positiva a partir do D1 no ndmero de foliculos durante o tratamento
superestimulatério com o nimero de corpos liteos e embrides encontrados no dia da coleta.
Esta correlag@o possivelmente estd mais relacionada a limitacdo na producio de embrides em
animais com populagéo folicular pequena (ROMERO et al., 1991) que a garantia de resposta
em animais com grande nimero de foliculos em crescimento.

Quando se avalia o ndmero de foliculos por classe de tamanho no decorrer da
superestimulacdo, é observado um aumento nao significativo, mas visual, no nimero de
foliculos pequenos entre o DO e D1. Esse aumento pode estar relacionado a progressdo da
emergéncia da onda de crescimento folicular, ji4 que todos os animais foram previamente
sincronizados. A aplica¢do de benzoato de estradiol ocasiona a atresia dos foliculos presentes
e a emergéncia de uma nova onda em 3,1 + 0,0 dias (BARUSELLI et al, 2006). Como a
superovulagdo foi iniciada no 5° dia apds a sincronizagdo, objetivando justamente coincidir
com o inicio da onda de crescimento, é possivel que alguns foliculos pequenos ainda
estivessem sendo mobilizados pela elevacdo do FSH enddgeno. Os resultados mostraram nao
haver aumento no nimero total de foliculos presentes ao longo do tratamento. Assim, apds o
periodo inicial de mobiliza¢do dos foliculos, o estabelecimento da dominancia bloqueia o
crescimento de novos foliculos (GUILBAULT et al., 1991; GINTHER et al., 2000). Apesar
do tratamento superovulatorio envolver a administracdo de FSH, propiciando o crescimento
de vdrios foliculos, é possivel que a elevagdo na producdo de estrégeno e inibina interfira
indiretamente na mobiliza¢do de novos foliculos ao longo da superovulacdo (GUINTHER et
al., 1997).

A modificagdo no niimero de foliculos por classe de tamanho aconteceu conforme o
esperado. Ocorreu uma redugdo progressiva no nimero de foliculos pequenos entre o D1 e
D4, um aumento transitorio no ndmero de foliculos médios, € um aumento no ndmero de
foliculos grandes no D4, conforme previamente descrito em outras racas (VIANA et al.,
1999). Essa mobilizagdo de foliculos para classes de tamanho superiores, contudo, nio foi
completa, e apenas cerca de 50% dos foliculos efetivamente cresceram em resposta ao FSH.

As correlacdes encontradas entre o nimero de foliculos de diferentes classes de
tamanho, durante a superestimulacdo, com o nimero de CL formados e de embrides

recuperados, foi coerente com a dindmica do crescimento folicular. Essas correlacdes
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demonstram a possibilidade da avaliagdo parcial do progresso da SOV pelo monitoramento
ultrassonografico. Para cada dia ao longo da SOV, o ntimero de foliculos de uma determinada
classe de tamanho pode ser utilizado para predizer o resultado do processo superovulatorio.

Ireland et al (2008), demonstraram que a ultrassonografia representa um método
simples e confidvel para quantificar os foliculos presentes no ovario, na qual essa anélise ja
foi utilizada para monitorar a populagdo folicular e predizer a resposta da OPU.

Para estabelecer um critério para cdlculo de eficiéncia relativa, foi avaliada a
correlacdo entre o nimero de foliculos acima de diferentes didmetros no D4 e o niimero de
CL e embrides. O ponto de corte estabelecido (= 7 mm) € similar ao didmetro minimo para
aquisi¢do de capacidade ovulatéria relatado em racas zebuinas por Baruselli et al. (2006).
Esses autores observaram que em Bos indicus, apenas 30% dos foliculos de 7 — 8,4 mm
ovularam em resposta ao LH exdgeno, contra 80% em foliculos de 8,5 — 10 mm, e 90% em
foliculos > 10 mm. A aparente discrepancia quanto ao didmetro observado no presente
trabalho e no relatado por Baruselli et al. (2006) se deve ao fato de que a tltima avaliacéo foi
feita por ocasido do término do tratamento com FSH, mas no protocolo adotado, os animais
foram inseminados apenas 24h apds. O periodo entre o final da superovulacdo e a ovulagio
estimada (36 a 48h) possivelmente possibilitou que foliculos que apresentavam pelo menos 7
mm atingissem didmetro compativel com ovulagdo, considerando-se uma taxa de crescimento
média de 1 — 2 mm por dia (VIANA et al., 1999; COUTINHO et al., 2007).

Adicionalmente, o espago fisico dos ovdrios, particularmente em animais Bos indicus,
que fisiologicamente apresentam didmetros foliculares menores que os Bos taurus
(FIGUEIREDO et al., 1997, VIANA et al., 2000), pode ter contribuido para o menor didmetro
folicular observado nos ovarios superovulados.

A taxa de superestimulacdo foi um indicador de eficiéncia do processo de producao de
embrides bovinos por superovulacdo com maior participacdo na eficiéncia global que as taxas
de ovulag@o ou recuperacdo. De fato, o chamado “sistema fechado” de lavagem uterina é uma
técnica relativamente simples e eficiente. Por outro lado, sdo relatadas variagdes na taxa de
recuperacdo embriondria (FRICKE et al., 1994), ou seja, a ndo correspondéncia entre o
ndmero de foliculos ovulados e as estruturas recuperadas no lavado uterino no sétimo dia apds
a inseminacgdo, da ordem de 20 a 80% (SARTORI et al., 2003).

Quando separadas as doadoras com menor ou maior eficiéncia na estimulacdo do
crescimento folicular, notou-se que o nimero de foliculos no inicio do tratamento ndo foi

responsdvel por uma resposta ou ndo ao tratamento superestimulatdrio, visto que os dois
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grupos tinham ndmero similar de foliculos < 4 mm no DI. Alguns animais como, por
exemplo, o 0303, tinham mais de 30 foliculos pequenos, e que nio cresceram em resposta ao
FSH exdégeno.

Observou-se também um caso de animal que, apesar de ter sua emergéncia de onda
folicular sincronizada, possuia em um dos ovérios um foliculo > 10 mm, no dia do inicio do
tratamento com FSH. Os efeitos deletérios da presenga de um foliculo dominante no inicio do
tratamento superestimulatério sobre a producdo de embrides sdo bem conhecidos, e a
superestimulacdo com FSH iniciada na auséncia de um foliculo dominante tem resultado em
melhoras taxas de recrutamento folicular, ovulacdo e producdo de embrides (GUIBAULT et
al., 1991). Assim sendo, o animal em questio sequer apresentou ovulacdes.

Os animais com boa resposta ao tratamento tiveram maior nimero de corpos liteos e
embrides recuperados no dia da coleta. De fato, a eficiéncia total é limitada pela diferenca de
potencial natural de desenvolvimento dos foliculos, e atresia folicular é observada em todas as
etapas da foliculogénese. Desse modo, uma eficiéncia abaixo de 100% é previsivel em

qualquer processo de manipulagdo exégena do crescimento folicular.
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8 CONCLUSAO

A populacido folicular inicial pode ser utilizada como pardmetro para estimar a
producdo de embrides por superovulacido, mas nao para predizer a eficiéncia da estimulagéo
exogena pelo FSH;

E possivel avaliar a eficiéncia parcial da superestimulacio a qualquer momento do
tratamento através da ultrassonografia, considerando a distribui¢ao da populagéo por classe de
tamanho;

Na raga Gir, o tamanho minimo ao final da superestimulag¢ao necessério para que os
foliculos tenham capacidade ovulatéria é de 7mm;

Diferencas de respostas ao FSH exdgeno sao a principal fonte de variagcdo na

superovulagdo.
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