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RESUMO

TIRAPELLI, Ana Carolina Nascimento. Protocolos de superovulacio em zebuinos com
doses convencionais ou split.

Este experimento teve como objetivo avaliar e comparar resultados de superovulagdo de
fémeas zebuinas, utilizando um produto a base de FSH/LH num protocolo convencional e
com numero menor de aplicacdes e similar dosagem (dose split). Foram realizadas 32
superovulacdes em 16 fémeas zebuinas, com idade variando de 17 a 42 meses, com escore de
condicdo corporal 2,5 a 4 (escala de 1-5), arranjadas num delineamento experimental tipo
cross-over. Isto é, todas as fémeas foram superovuladas duas vezes, uma com cada protocolo.
Anteriormente ao inicio dos protocolos, todos os animais passaram por sincronizagdo com:
DO- introdu¢@o de um implante de progesterona e aplicagdo de 2mL de benzoato de estradiol.
As fémeas do grupo convencional receberam 250 Ul de FSH/LH, num esquema de aplicacdo
por quatro dias e oito doses decrescentes. Desta maneira, administrou-se FSH/LH no D4, D5,
D6 e D7 no periodo da manha e da tarde, com as respectivas dosagens: 50,0 UI; 37,5 UI; 25,0
Ul e 12,5 UI; sendo acrescentado no D7 a aplicacdo de 2 mL de cloprostenol sédico no
periodo da manha e remocdo do implante de progesterona 12 horas apds. No D8 aplicou-se
2mL de um andlogo de GnRH e realizou-se a primeira IA 12 horas ap6s e, a segunda 1A 12
horas ap6s a primeira. No D15 foi realizada a colheita de embrides. As fémeas do grupo split
também receberam 250 Ul de FSH/LH. No D4 administrou-se 62,5 Ul de FSH/LH por via
intramuscular e 125,0 UI por via subcutinea no periodo da manha. Vinte e quatro horas apds
administrou-se 62,5 Ul por via subcutinea e na manhd do D7 removeu-se o implante de
progesterona e aplicou-se 2mL de cloprostenol sédico. No D8 aplicou-se 2mL de GnRH e as
IAs foram realizadas as 12 horas e 24 horas apds.No D15 colheu-se os embrides. Antes do
inicio da superovulacdo (DO0), no primeiro dia (D4), no meio do protocolo (D6) e ao final
(D8), foram contabilizados os nimeros de foliculos presentes < 3 mm, entre 3 a 8 mm e >8
mm de didmetro, com auxilio de ultrasson. Os dois grupos foram equivalentes na quantidade
de foliculos mensurados do dia 4 ao 6. A partir do dia 8, houve diferenca (P<0,05) entre o
grupo convencional e split para foliculos até 3 mm (2,19+1,22 e 4,06+2,59, respectivamente)
e para foliculos > 8 mm (9,06+4,54 e 5,50%4,59, respectivamente). Foi realizada a avaliacio
da resposta superovulatoria pela contagem do nimero de corpos liiteos de cada ovario no dia
da colheita (D15) de embrides. Todos os embrides foram colhidos pelo método nio cirtrgico
e classificados segundo Lindner& Wright (1983). A quantidade de CLs foram: 8,12+3,26 para
o grupo convencional e 4,69+3,46 para o grupo split (P<0,05), e o nimero de embrides totais
coletados foram: 6,69+3,05 e 3,37+2,50, respectivamente (P<0,05). Também houve diferenca
(P<0,05) para o nimero de embrides vidveis: 5,25+2,29 (grupo convencional) e 2,37+1,78
(grupo split). Conclui-se que o protocolo split com trés aplicacdes de FSH/LH néo apresentou
equivaléncia ou superioridade na producdo de CLs e no total de embrides produzidos e
vidveis, quando comparado com o protocolo de superovulagdo convencional.

Palavras-chave: Superovulagdo, FSH, Corpos liiteos, Embrides.



ABSTRACT

TIRAPELLI, Ana Carolina Nascimento. Superovulation protocol in cows with FSH in split
dose.

This experiment aimed to evaluate and compare result of superovulation of zebu females,
using a product based on FSH/LH protocol, and with a smaller number of applications and
similar dose (split dose). Were performed 32 superovulations in16 Zebu females, aged 17-42
months, body condition score 2,5 to 4 (scale 1-5), arrangedin arandomized cross-over. That is,
all females were superovulated twice, once with each protocol .Before the beginning of the
protocol, all animals underwent a synchronization: DO-introduction of a progesterone implant
and applying 2 mL of estradiol benzoate. The females of the conventional group received 250
IU of FSH/LH, outline application for four days and eight decreasing doses. So, the
administration of FSH/LH in D4, D5, D6 and D7 was in the morning and afternoon, with their
respective strengths: 50,0 1U; 37,5 IU; 25,0 IU and 12,5 TU; D7 was added in 2 mL of
application of cloprostenol in the morning and removal the implant of progesterone 12 hours
after. On D8 was applied 2 mL of a GnRH analogue and held to first Al 12 hours after, and
the second Al 12 hours after the first. D15 was performed on the collection of embryos.
Female of split group received 250 IU of FSH/LH. D4 was administered 62,5 IU FSH/ LH
intramuscular and 125,0 IU subcutaneously in the morning. Twenty-four hours after 62,5 TU
was administered subcutaneously in the morning and on D7 was removed progesterone
implantand applied 2 ml of cloprostenol sodico. On D8 was applied 2 mL of GnRH and Als
were performed 12 hours and 24 hours after. On D15 the embryos was collected. Before
beginning the superovulation (DO) in the first day of superovulation (D4) in the middle of the
superovulation protocol (D6) and on the end of the protocol (D8) were counted numbers of
follicles present <3mm, between 3 and 8mm >8 mm in diameter, with the aid of ultrasound.
The two groups were equivalent in number of follicles measured from day 4-6. From day 8,
significant differences (P<0,05) between the conventional group and split up to 3mm follicles
(2,19 +1,22 and 4,06+2,59, respectively) and follicles >8mm (9,06 £ 4,54and 5,50+4,59,
respectively).The evaluation of the superovulatory response was doneby counting the number
of corpora luteaineach ovaryat harvest (D15) embryos. All embryos were collected by
nonsurgical method and classified according to Lindner&Wright(1983). The amount of CLs
were 8,1243,26 for the conventional group and 4,69+ 3,46 for the split group (P <0,05) and
total number of embryos were collected: 6,69+ 3,05 €3,37+ 2,50, respectively (P <0,05). Also
significant differences (P<0,05) for the number of viable embryos: 5,25 +2,29 (conventional
group) and 2,37+1,78(split group). From these results, it is concluded that the protocol split
with three applications of FSH/ LH showed no equivalence or superiority in production of
CLs and in total embryos produced and viable, compared to the conventional protocol
superovulation.

Keywords: Superovulation, FSH, CL, Embryos.
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1 INTRODUCAO

As descobertas recentes ocorridas em relacdo aos aspectos da fisiologia da
reproducdo em bovinos aumentaram as expectativas e possibilidades sobre a capacidade de
contribuicdo das fémeas no melhoramento genético da espécie. Com estes conhecimentos,
novas biotecnologias tiveram sua utilizagio viabilizada na pratica, tanto econdmica quando na
forma de aplicacdo (Fortune et al., 1991; Gintheret al., 1997). A transferéncia de embrides
(T.E.) € uma destas tecnologias. Esta técnica desenvolve-se rapidamente na pecudria bovina
brasileira. Segundo o IETS (InternationalEmbryoTransfer Society-2004) o Brasil ocupa o
segundo lugar na aplicac@o desta tecnologia. Predominantemente € aplicada em pecudria de
corte (87%). Com ela, o melhoramento genético pode ser efetuado com mais rapidez e
eficiéncia, mesmo em pequenas populacdes de animais, com a disseminacdo do material
genético de uma fémea zootecnicamente superior (Christiansen, 1991). Embora a técnica de
transferéncia de embrides em bovinos tenha evoluido consideravelmente no Brasil, nos
ultimos anos, ainda alcanca um percentual pouco expressivo de rebanhos leiteiros e de corte.
Segundo Hasler (2003) a aplicacdo da técnica de transferéncia de embrides diminuiu nos
ultimos anos na Europa e América do Norte.

O custo de implantagdo e manuteng@o do programa de transferéncia de embrides é
a principal limitacdo para uma maior difusdo desta técnica. Com os custos e resultados atuais,
a transferéncia de embrides somente vai apresentar relagdo custo-beneficio vidvel em
rebanhos cujos animais tenham um grande valor comercial, para que o valor dos produtos
possa compensar os custos de produgdo (Hasler, 2003).

A técnica de superovulacdo (SOV) é um dos passos fundamentais no programa de
TE em bovinos. Tem como objetivo estimular, através de administra¢do de hormonios, o
desenvolvimento de um grande nimero de foliculos até o estigio no qual possam ovular.
Estes foliculos a mais que se tornam ovulatérios, pertencem a uma onda de desenvolvimento,
que normalmente sofreriam atresia. Porém, com a inducdo hormonal, fornece-se também a
estes foliculos a condi¢@o e chance de ovular (Fernandes, 2003).

Os hormonios que constituem a base dos protocolos hormonais de superovulagdo
sdo: o FSH, a Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) e, em menor utilizagdo, o Hormonio da
Menopausa Humana (hMG; Gonsalves, 2001). Como mencionado anteriormente, eles atuam
diretamente nos foliculos, promovendo o desenvolvimento e crescimento destes em co-

dominéncia, sem que haja formacdo de apenas um foliculo dominante, reduzindo assim o
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ndmero de foliculos que entrariam no processo de atresia. Desta maneira, o principal objetivo
dos tratamentos superestimulatérios em bovinos € induzir um maior nimero de ovulacdes que
resultard em um grande nimero de embrides vidveis que levem a aceitdveis taxas de gestagdo
apos a transferéncia (Béet al.,2002).

No entanto, hd grande variabilidade na resposta superovulatéria e de produgdo
embriondria em vacas doadoras quando submetidas aostratamentos com gonadotrofinas,
sendo que estes hormonios representam um importante fator de custo para a industria da TE.
Em relagdo ao protocolo padrdo de SOV na espécie bovina, o progresso no conhecimento do
ciclo estral e os estudos sobre a dindmica das ondas foliculares demonstraram que melhores
respostas superovulatérias sdo alcancadas quando tratamentos de gonadotrofinas sdo
iniciadosno momento da emergéncia da onda folicular com aplicacdo de FSH, duas vezes ao
dia em doses decrescentes, em um periodo de quatro dias consecutivos (Bergfeltet al., 1997,
Béet al., 1995; Mapletofter al., 2002).

Portanto, as administragdes repetidas de FSH requerem uma atencdo redobrada
por parte dos técnicos e funciondrios da fazenda, o que aumenta a possibilidade de falhas
devido a ma gestdo além de erros de administragcdo. Além disso, Béer al. (1994) comentaram
que os tratamentos com FSH realizados duas vezes por dia podem causar estresse nas vacas
doadoras com uma diminui¢do da resposta superovulatoria.

Por estas razdes, estudos como os realizados porBéet al. (2010) tém sido
utilizados em protocolos mais simplificados (doses split) para a superestimulacio do
desenvolvimento folicular em bovinos, na tentativa de reduzir a manipulagdo e manejo das
doadoras e permitir mesmo assim que haja pertinentes respostas superestimulatérias e

produgdes embrionarias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste presente projeto foi avaliar e comparar resultados de crescimento
folicular, nimero de corpos liteos (CLs) e producdo de embrides vidveis apds a
superovulacdo (SOV) de fémeas zebuinas, utilizando FSH/LH(Pluset®) num protocolo

convencional e com nimero menor de aplicacdes e similar dosagem (protocolo split).
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil € lider mundial na producdo de embrides bovinos. Mais de um ter¢o de
todos os embrides desta espécie sdo produzidos e transferidos em territério nacional (Viana,
2009). Embora num volume considerdvel, dos aproximados de 400.000 embrides produzidos
em 2009, apenas 10 a 15% destes sdo produzidos pela TE, ou "in vivo". Pois, com o
surgimento da producdo de embrides "in vitro" (FIV), esta metodologia foi escolhida por
varios produtores e desde entdo ndo se observa evolucdo numérica significativa na aplicagio
da TE. Sdo vérios os motivos que podem ser apontados, para tal evento, dentre eles, destaca-
se a afirmacdo que a FIV leva a producdo de maior nimero de descendentes de uma fémea
geneticamente superior e ainda possibilita a utilizacdo do s€men sexado (Christiansen, 1991).

Adicionalmente, como a FIV geralmente apresenta resultados varidveis, a
possibilidade da ndo utilizacdo de todas as receptoras preparadas € inevitavel. O problema é
que nestes casos ndo se perde apenas o protocolo de sincronizacdo, mas principalmente leva
ao aumento do intervalo de partos, o que € o maior prejuizo. Para contornar esta situagdo os
projetos em biotécnicas da reproducdo sdo elaborados para que sejam produzidos e
congelados alguns embrides pela TE e que quando na auséncia de embrides de FIV para
inovular em todas as receptoras aptas, esses possam ser prontamente utilizados (Fernandes,
2003). Desta maneira, a utilizacdo racional concomitante destas técnicas gera o futuro do
crescimento de ambas.

Deste o inicio da década de 90, quando se descobriu o mecanismo de ondas de
desenvolvimento folicular,pouca ou nenhuma evolugéo significativa houve nos protocolos de
SOV. A necessidade de um grande nimero de aplicacdes de FSH (Bellows et al., 1969
&Monniauxet al., 1983), leva a dificuldade de manejo e principalmente ao risco de falhas e
erros, que sem ddvida comprometem o resultado e a utilizagdo da técnica de TE. O
desenvolvimento de protocolos de superovulacdo mais simples, com menos necessidade de
manejo e riscos de erros, além de mais oportuno, seria de grande aceitagdo por um mercado

com possibilidades reais de desenvolvimento.



17

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Perfil de desenvolvimento folicular em bovinos

Segundo SPICER & ECHTERNKAMP (1986) existem periodos determinados do
ciclo onde varios pequenos foliculos iniciam o crescimento simultaneamente, sendo tal
fendmeno chamado de ondas de crescimento folicular. A existéncia de duas ou trés ondas de
crescimento folicular, durante o ciclo estral em bovinos, foi postulada por RAJAKOSKI
(1960) e confirmada por IRELAND & ROCHE (1983), PIERSON & GINTER (1987),
FORTUNE et al. (1988), FORTUNE (1993) e ADAMS (1994).

As ondas de crescimento folicular ocorrem mesmo em periodos em que 0s
niveis de gonadotrofinas estejam basais. Elas surgem nos dias 0 a 1 e dias 9 a 11 nos casos de
duas ondas por ciclo, e nos dias 0 a 1, 8 a9 e 15 a 16 em animais com trés ondas por ciclo,
existindo porém, uma maior incidéncia de ciclos com duas ondas foliculares (SIROIS E
FORTUNE, 1988; FORTUNE 1993). Na primeira onda folicular, o foliculo dominante ou
ovulatério, atinge seu desenvolvimento mdximo, porém ndo terd condi¢des de ovular,
entrando em atresia em func¢do de ndo ter suporte hormonal para o processo de ovulacdo,
devido a alta concentragio de progesterona produzida pelo corpo liteo neste periodo do ciclo
estral (HENRICKS et al., 1970; HAFEZ, 1987). Assim, uma nova onda folicular se inicia, € o
foliculo dominante da onda anterior permanece no ovario por 4 a 5 dias quando entdo
gradativamente desaparece. Na segunda onda de crescimento folicular, que se inicia no meio
do ciclo, o foliculo dominante, que serd selecionado em torno do dia 17 a 18, terd condicdes
de ovular, visto que a partir destes dias, os niveis de progesterona estardo reduzidos, devido
ao processo de lutedlise.

SIROIS e FORTUNE (1988), indicam correlagdo negativa entre o tamanho do
foliculo dominante, no inicio da regressdo do corpo liiteo e o tempo decorrido até o estro. O
foliculo destinado a ovular seria o maior foliculo nos ovdrios, apenas um dia antes ou no dia
do estro (MATTON et al. ,1981; PIERSON & GINTER, 1987a e PIERSON & GINTER,
1987b). A selecdo ocorre 3 a 4 dias antes da ovulagdo, e além do um estimulo ao
desenvolvimento no foliculo ovulatério, parece existir também um bloqueio no
desenvolvimento dos demais, pois a resposta destes, as gonadotrofinas exdgenas ¢ menorapds

a selecao (PIERSON & GINTER, 1987).
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4.2 Técnica de superovulacao convencional para a transferéncia de embrioes em bovinos

O principal objetivodo tratamentosuperestimulatérioem bovinosé induzirum maior
nimero deovulacdesque resultariemum grande nimero deembrides vidveise aceitdveistaxas
de gestacdoapds a transferéncia (Bderal., 2002).

O protocolo hormonal convencional que apresenta como base o FSH,¢ realizado
em duas aplicagles didrias, com intervalo de 12 horas entre elas, durante quatro dias no
intervalo entre o Dia 9 (D9) até o Dia 14 (D14), tendo Dia 0 (D0O) como dia da ovulagdo. A
dose ¢é gradativamente reduzida durante as oito aplicacdes e a PGF2a deve ser administrada
junto da penultima inje¢do de FSH. O estro ocorre entre 36 e 48 h apés a PGF2a, com a
ovulacdo 24 e 36 h depois (Mapletoft er al.,2002). Apds a manifestacio da sintomatologia de
estro, as doadoras sdo entdo inseminadas duas vezes com 12 horas de intervalo (Adams,
1994). Em vacas Zebuinas, uma maior sensibilidade ao tratamento com gonadotrofinas se
comparadas as vacas européias, permitem a diminuicio das dosagens de FSH. Souza (2006) e
Visintinet al. (1996), trataram trés grupos de vacas Nelore utilizando FSH/LH nas doses com
300, 400, e 500 UL Estes autores concluiram que a dose de 300 UI de FSH/LH apresentou
melhor resposta superovulatéria, em comparacdo com as outras doses.

Os resultados obtidos pelos protocolos hormonais convencional de
superovulagdo,sofrem também variagdes causadas por outros fatores. Esses fatores podem ser
as variacdes individuais isto €, um animal pode responder a SOV de maneira diferente de
outro com o mesmo tratamento superovulatério; idade e histérico reprodutivo, ou ainda,
inerente ao ambiente como a época do ano, ambiente de permanéncia do animal, manejo

nutricional e status ovariano no momento do tratamento (Mapletoftet al., 2002).

4.3 Utilizacao de doses ''split'’ no protocolo de superovulacao em bovinos

Embora a técnica de transferéncia de embrides em bovinos tenha evoluido
consideravelmente no Brasil, nos dltimos anos, alcangou um percentual pouco expressivo de
rebanhos leiteiros e de corte. Isto porque a variabilidade na resposta aos protocolos de

superovulacdo e o manejo requerido para administragdo do FSH tem afetado a aplicacdo da
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técnica de TE nos programas de melhoramento genético. Desta maneira, tem-se pesquisado a
possibilidade de protocolos mais simples para a superovulagdo, utilizando uma ou duas
administracdes de FSH como uma alternativa para o tradicional protocolo que trabalha com
oito injecdes de FSH administrados duas vezes ao dia (Béet al., 2010).

Como apresentado anteriormente, o tradicional tratamento superovulatdrio
consiste na administracdo de extratos de pituitaria contendo FSH por quatro ou cinco dias
(Adams, 1994). Isto se d4 por que o FSH apresenta meia vida curta na vaca (por volta de 5
horas;Demoustierer al., 1988) e portanto requer a administracdo frequente para que haja a
superovulacdo (Monniauxet al.,1983). Estas duas administracdes didriastem resultado uma
melhor resposta superovulatdria do que quando administrado apenas uma vez ao dia (Walshet
al., 1993).

Porém, a necessidade destas duas injecdes didrias requer frequentes atencdes de
manejo e aumentam as possibilidades de falhas na administragio dos produtos.
Adicionalmente, estes tratamentos podem causar estresse nas doadoras com um subsequente
decréscimo da resposta superovulatéria (Béet al., 1994) e ainda pode alterar o momento do
pico de LH (Stoebel&Moberg, 1982). Por estas razdes, protocolos simplificados de
superovulacdo devem ser estudados na tentativa de reduzir a manipulacdo das doadoras e
melhorar a resposta superovulatoria.

Em outro estudo, com vacas Holandesas, uma tnica injecdo subcutinea de 75%
da dose de FSH foi administrado no dia inicial e, posteriormente, 25% da dose foi
administrada 48 horas apds, quando a PGF2a foi aplicada (Lovieet al., 1994). A resposta
superovulatéria foi intermedidria entre o protocolo original e apenas uma tnica injecdo de
FSH (que obteve a pior resposta).

Ja, Kelly et al. (1997) trabalharam com muiltiplas inje¢des (protocolo padrdo) ou
injecdes Unicas (intramuscular) para superovulacio com a utilizagdo dos hormonios
Folltropin-V ou Pluset. Multiplas injecdes de Folltropin-V ou Pluset resultaram em maior
nimero de estruturas transferiveis (2,68+0,9 e 2,7+0,9, respectivamente) que injecdes Unicas
(2,6£0,8 embrides para FSH e 1,3+0,4 embrides para FSH/LH; P< 0,05).

O objetivo do estudo de Alvarez et al. (2010) foi avaliar se uma inje¢do adicional
intramuscular de Pluset aumentaria a producio de embrides de vacas zebuinas superovuladas
com uma unica injecdo subcutanea da mesma droga. Vinte e uma vacas Nelore foram tratadas
com implante vaginal de progesterona e injetados 2,5mg de benzoato de estradiol. Quatro dias
apods, o grupo A recebeu 400UI de Pluset via subcutanea, o grupo B recebeu 320UI via

subcutanea e 80UI via intramuscular dois dias apds a primeira administragdo. O grupo C



20

recebeu 400Ul em protocolo padrdo. O nimero de embrides transferiveis dos grupos A e B
(2,440,7 e 1,7+0,6, respectivamente) foi menor que o grupo C (4,6x1,2, P<0,05). A menor
produgdo de embrides do grupo B foi relacionado a menor taxa de recuperacio (46,4%),
quando comparados aos grupos A e C (65,1 e 81,7%, respectivamente. P<0,05). Neste
experimento, concluiu-se que a administracdo intramuscular adicional de subdose (grupo B)
nao melhorou a producdo de embrides em vacas zebuinas.

Uma alternativa para estes resultados acima descritos seria a administracdo do
FSH adicionado aos polimeros de liberac@o lenta. Sob estas condi¢des, Callejaset al., (2002)
ndo induziram uma resposta satisfatéria. J4 Tribulo et al., (2010) administraram uma unica
injecdo intramuscular de Folltropin-V diluido em uma formulacdo de liberagdo lenta. Vinte e
nove animais Red Angus receberam este tratamento em contraste aos outros 29 que receberam
o tratamento superovulatdrio convencional. A média do nimero de embrides transferiveis ndo
diferiram entre os grupos tradicional e dnica injecdo (4,9+0,8 e 6,4+1,3; respectivamente;
P>0,4).

Experimentos adicionais foram conduzidos em diversas racas de doadoras para
confirmar a efetividade da injecdo tinica de FSH no dia inicial do protocolo (Tribulo et al.,
2010). Em doadoras Angus (138 superovulacdes), o nimero de embrides transferiveis ndo
deferiram entre 300mg ou 400mg de Folltropin V (6,1+0,7 versus 6,5+0,7), mas foram
resultados superiores quando administrado apenas 200mg (5,2+0,8, P<0,1).

Como visto na revisio de literatura, uma ou duas aplica¢des (uma intramuscular e
uma subcutanea), ndo foram tdo equivalentes ao protocolo convencional. Assim, deseja-se
estudar uma terceira dose além das ja conhecidas nos protocolos "split", na tentativa

dealcancar boas margens de resposta na SOV.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Desenvolvimento do projeto

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizadas doadoras de ragas zebuinas
hospedadas na Central Biotran. Foram utilizados 02 protocolos de superovulagdo em 16
doadoras. Todas as doadoras foram superovuladas duas vezes, uma em cada protocolo (split e
convencional). Os animais selecionados apresentaram peso corporal acima de 350 kg e idade
variando de 17 a 42 meses e todas as fémeas passaram por avaliagdo ginecoldgica completa,
utilizando-se dos métodos de palpagdo transretal, ultrassonografia e vaginoscopia, afim de
detectar qualquer alteracdo a qual impossibilitaria a execu¢do do projeto com éxito. Para a
realizacdo dos procedimentos com os animais, estes foram mantidos em um tronco de
contengdo, para facilitar a realizacdo e como forma de seguranga para o operador.

Uma vez selecionadas, estas fémeas receberam a mesma dieta durante todo o
periodo experimental, visando um balango energético positivo € houve a manutengdo de
escore corporal de 3 a 4, numa escala de 1 a 5, segundo Ferreira (1990). A dieta baseou-se no
fornecimento de volumoso a base de silagem de milho, sendo fornecido um total aproximado
de 20 kg por animal e um concentrado comercial (3 kg por animal, aproximadamente) 1 vez
ao dia. Este tipo de alimentagéo é fornecido na época da seca. J4 na época das dguas, as vacas
sdao mantidas apenas no pasto. A mineraliza¢cdo foi administrada de forma ad libitum durante o

ano todo.

5.2 Periodo e delineamento experimental

O periodo experimental iniciou-se dia 29 de Maio de 2012 e estendeu-se ate o dia

06 de Outubro de 2012, em um delineamento tipo cross-over.
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5.3 Protocolos utilizados

Houve a realizag¢@o de dois protocolos, sendo o protocolo 1 o grupo convencional
e o protocolo 2 o grupo "split". As fémeas foram distribuidas por sorteio para iniciarem os
protocolos nos tratamentos 1 ou 2. Todos os animais passaram pelos dois grupos
experimentais em um delineamento tipo cross-over.

No protocolo 1: Grupo Convencional, utilizou-se dose total de 250 UI de
Pluset/doadora, num esquema de aplicacdo de oito doses decrescentes, conforme descrito na
tabela 1. Esta dose de Pluset foi diluida em 20 mL de solug¢ao fisioldgica. As aplicagdes foram

feitas com intervalos exatos de 12 horas.

Tabela 1- Esquema em dias, doses estipuladas e vias de administracdes de Pluset para
tratamento superovulatorio convencional, em 16 vacas doadoras de racas zebuinas, com idade
variando entre 17 a 42 meses.

Dia Manha Tarde
DO Administracido do implante de
progesterona e aplicacdo de 2 mL de
Benzoato HC®
D4 4 mL (50 UI Pluset®) 4 mL (50 UI Pluset®)
D5 3 mL (37,5 UI Pluset®) 3 mL (37,5 UI Pluset®)
D6 2 mL (25,0 UI Pluset®) 2 mL (25,0 UI Pluset®)
D7 ImL (12,5 UI Pluset®) ImL (12,5 UI Pluset®)
Aplicacdo de 2 mL de Veteglan® Remover implante de
progesterona/Primer®
D8 Aplicagdo de 2 mL de Gestran® 1 * inseminagdo
D9 2 * inseminagdo
D16 Colheita dos embrides 2 mL de Veteglan®

¢ Benzoato HC®- HertapeCalier Saide Animal - 1 mg de Benzoato de Estradiol/mL;
e Veteglan®-HertapeCalier Saide Animal -0,75 mg de D (+)Cloprostenol /mL;
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¢ GnRH-Gestran®- Tecnopec - 2,5 mg de Acetato de Gonadorelina/100 mL;
e FSH/LH- Pluset®- HertapeCalier Saide Animal - 500 UI de FSH e de LH/20 mL;
¢ Implante de progesterona: Primer®-Tecnopec

No protocolo 2: Grupo Split, utilizou-se também dose de 250 UI Pluset/doadora,
num esquema de aplicacido conforme descrito na tabela 2. Esta dose de Pluset foi diluida em

10 mL de solugdo fisioldgica esterilizada para facilitar as aplicagdes.

Tabela 2- Esquema em dias, doses estipuladas e vias de administracdes de Pluset para
tratamento superovulatorio split, em 16 vacas doadoras de racas zebuinas, com idade variando
entre 17 a 42 meses.

Dia Manha Tarde

DO Administracdo do implante de progesterona e
aplicag@o de 2 mL de Benzoato HC®

D4 2,5 mL (62,5 Ul Pluset®) -Intramuscular

5,0 mL (125,0 UI Pluset®)-Subcutaneo

D6 2,5 mL (62,5 Ul Pluset®) - Subcutineo

D7 Remover implante de progesterona.

Aplicacdo de 2 mL de Veteglan®

D8 Aplicacdo de 2 mL de Gestran® 1 * inseminagdo
D9 2 * inseminagdo
D15 Colheita dos embrides 2 mL de Veteglan®

Todas as aplicagdes intramusculares foram realizadas na regido da musculatura
glitea, com seringas descartdveis de Sml e agulhas 40x8. As aplica¢des subcutineas foram
feitas com seringas descartdveis de Sml e agulhas 25x8. As aplicagdes subcutineas foram
feitas na cavidade ao redor da inserc¢do da cauda, pelo maior depdsito de decido adiposo neste

local.
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As doadoras foram inseminadas com o touro holandés Garisson, utilizando sémen
convencional e todas as doses foram da mesma partida.
Durante a coleta de embrides, as doadoras receberam anestesia peridural baixa,

com 4 mL de lidocaina a 2% sem vasoconstritor (Dorfin® — HertapeCalier).
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5.4 Imagens ultrassonograficas

Foram realizadas avaliacdes, de foliculos ovarianos com auxilio do aparelho de
ultrassonMindray M5 VET, tanto do grupo convencional quanto do grupo split, antes da
superovulag¢do (D0), no inicio da superovulacido (D4), no meio da superovulacido (D6) e no
final da superovulacdo (D8). No dia da coleta (D15) foram realizadas imagens de corpos
liteos. Estes foliculos foram contabilizados em cada ovéario de acordo com as seguintes
mensuragdes: até 3 mm de didmetro, de 3 a 8 mm de didmetro e > 8 mm de didmetro (figuras
1, 2 e 3). Além disso, no dia 15 dos protocolos, contabilizou-se o nimero de CLs presentes
em cada ovario (Figura 4).

As imagens foram gravadas com auxilio de uma camera de video e,
posteriormente, estas imagens foram transferidas para o computador para realizar as andlises
em programa especifico, as quais foram feitas com o objetivo de mensurar os foliculos
presentes, utilizando como propor¢do para as mensuragdes a escala de graduacdo do préprio
aparelho de ultrasson. Este aparelho possui na lateral uma graduagdo que representa a

distdncia de 1 cm entre cada ponto situado na lateral direita da tela.
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FIGURA 1- Imagem ultrassonografica que elucida a presenca de foliculos menores que 3
mm de didmetro
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FIGURA 2- Imagem ultrassonogréfica que elucida a presenga de foliculos (F) de 3 a 8 mm de
diametro.
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FIGURA 3- Imagem ultrassonogréfica que elucida a presenca de foliculos (F) maiores que 8
mm de didmetro.
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FIGURA 4- Imagem ultrassonografica que elucida a presenca de corpos liteos (CLs).
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5.5 Colheita de embrioes

Os embrides foram colhidos pelo método ndo cirtrgico, sete dias apds a primeira
inseminacdo artificial, conforme descrito por Fernandes (1994). Apds a limpeza do reto foi
feita a avaliagc@o da resposta superovulatdria pela contagem, via transretal e ultrassonografia,
do nimero de corpos liteos de cada ovario (Figura 4).Feita a andlise e mensuracdo da
resposta ovariana e a anestesia, toda a regido perivulvar foi lavada com sabdo neutro e
posteriormente foi seca e desinfetada com dlcool-iodado. Pronta a antissepsia, em alguns
animais, o dilatador cervical, previamente esterilizado foi usado a fim de facilitar a passagem
do cateter de colheita e evitar danos ao mesmo. Transposta a cérvix, o dilatador foi retirado e
introduziu-se o cateter de colheita (cateter de Foley n° 16 ou 18 - AB Technology - EUA) com
um mandril de ag¢o inoxiddvel em seu interior, dirigindo-o sempre para o corno ipsilateral ao
ovario que apresentasse melhor resposta a superovulagdo. Com a extremidade do cateter
posicionado no terco médio do corno uterino, o balonete do mesmo foi inflado com certa
quantidade do liquido de colheita, suficiente para este se fixar no local e evitar refluxo e perda
de liquido durante a colheita. O mandril foi cuidadosamente retirado, segurando-se a por¢ao
do corno uterino imediatamente caudal ao balonete.

Para a lavagem uterina, o recipiente com o liquido de colheita (DPBS® -
Nutricell — Brasil) foi posicionado cerca de 50cm acima do dorso da doadora, de forma que o
liquido poderia fluir para o ttero por gravidade. Utilizou-se como circuito de colheita um
aparato composto de mangueiras de borracha siliconizadas com presilhas para interrupc¢ao de
fluxo, acopladas. Uma extremidade do circuito foi conectada ao frasco contendo o liquido de
colheita, a outra a4 extremidade do cateter € a terceira ao filtro destinado a receber as estruturas
de origem uterina. Com o utero identificado por via retal, procedeu-se ao fluxo de liquido para
o interior do mesmo. Uma vez repleto o corno uterino, a entrada de liquido foi interrompida e
o corno levemente massageado. Apds a massagem procurou-se segurar a extremidade deste
corno quando entdo permitiu-se o esvaziamento do mesmo. Foram feitas de 5 a 6 lavagens em
cada corno. Terminado o procedimento em um corno, o balonete foi desinflado e retirou-se o
cateter. Fora do animal, o mandril de aco foi novamente acoplado ao cateter e este
reintroduzido no animal, sendo agora dirigido para o outro corno uterino, onde se realizou o
mesmo procedimento. Foi utilizado para as lavagens de ambos os cornos uterinos

aproximadamente 800mL de DPBS®.
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O liquido recuperado das lavagens uterinas, executadas em circuito fechado, foi
passado por um filtro apropriado (Coletor de embrides - Millipore®) com didmetro dos poros
de 80 micra (0,08mm) onde os embrides ficaram retidos. Tomou-se sempre o cuidado de
manter uma certa quantidade de liquido de colheita dentro do filtro para evitar o ressecamento
dos embrides.

O conteddo do filtro de colheita foi passado para uma placa de petri tamanho
100x20mm (Corning™ - EUA), com fundo quadriculado. Utilizou-se um pequeno volume
adicional de DPBS para lavar o filtro e evitar a permanéncia de algum embrido no mesmo.
Ap6s passagem do liquido do filtro de colheita para a placa esta foi deixada em repouso por
um periodo de 5 minutos para a decantacdo dos embrides. Na placa de petri as estruturas
presentes foram rasteadas e identificadas.

As estruturas coletadas presentes na placa de petri, foram rastreadas com o auxilio
de um microscépio estereoscopicotrinocular (Carton SCZ-T4™ — Carton — Japdo), num
aumento de 15x, e uma vez identificadas, foram transportadas para uma outra placa contendo

solu¢@o de manipulacido (TQC Holding Solution™ AB Technology).
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6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram digitados em planilhas eletronicas e, posteriormente, todas as
varidveis foram submetidas ao teste T de Student para amostras pareadas, utilizando o
programa SAEG (Sistema de andlises estatisticas e genéticas), segundo Ribeiro Junior
(2001).Para todas as andlises considerou-se nivel de significincia a 5% de probabilidade

(P<0,05).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na tabela 3, os dados avaliados entre o grupo convencional e o
grupo split, durante o dia 0 do protocolo ndo diferiram entre os grupos com foliculos até 3
mm de didmetro e o de 3 a 8 mm de didmetro (P>0,05). J4 se tratando de foliculos maiores
que 8 mm de didmetro, houve diferenca (P<0,05), onde visualiza-se um niimero maior de
estruturas do grupo convencional (1,50+0,89) que no gruposplit (0,87+0,72). Porém, todos os
animais foram sincronizados antes do inicio dos protocolos justamente para que haja uma
organizacdo de emergéncia de onda e "zerar" esta possivel diferenca de nimero de foliculos
entre os animais dos dois grupos.

Ainda como exposto na tabela 3, durante o inicio da superovulacdo (D4) os
foliculos de até 3 mm de didmetro tanto do grupo convencional quanto o do grupo split ndo
apresentaram diferengas estatisticas (P>0,05). No inicio do protocolo de superovulacdo é o
momento onde estes foliculos estio em maiores quantidades, uma vez que a onda de
crescimento folicular estd sendo iniciada. Este fato demonstra que o protocolo de
sincroniza¢do com P4 e E2 foi eficiente em "zerar" as ondas foliculares anteriores e promover

uma quantidade equivalente de foliculos em emergéncia folicular.

Tabela 3- Média do nimero de foliculos mensurados antes do processo de superovulagdo (DO)
e no inicio da superovulacdo (D4) das 16 fémeas bovinas submetidas aos dois grupos
experimentais (convencional e split).

TRATAMENTO N DO Inicio SOV
D4
até 3 mm 3a8 mm > 8 mm* até 3 mm 3a8 mm > 8 mm
CONVENCIONAL 16  7,75%#3,41 5,122,775 1,50+0,89  9,50+3,81  4,00£2,92  1,125+0,50
SPLIT 16 7,625+£3,86 5,50+£3,97  0,87+0,72 9,375+3,63 4,31+£2,96 1,25+0,77
TOTAL 32 7,693,599  531+3,36  1,19+0,86  9,44+3,66  4,16+£2,90 1,1+0,64

*: Dados a mesma coluna diferem pelo teste T de Student (P<0,05)

De acordo com a tabela 4, no meio do protocolo de superovulacdo (D6), ndo
houve diferencas estatisticas entre o grupo convencional e o split quando comparou-se a

quantidade de foliculos (P >0,05), o que demonstra que até a metade do tempo decorrido dos
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dois protocolos, os tratamentos foram equivalentes em promover o crescimento folicular no
processo da SOV. Os foliculos maiores que 8 mm de didmetro presentes nesta etapa,
provavelmente devem ser foliculos em regressdo da onda anterior a sincronizagdo (Guintheret
al., 1997).

No final da SOV (D8), espera-se maiores quantidades de foliculos maiores que 8
mm de diametro. Neste experimento, ficou claro, de acordo com a tabela 4, que o protocolo
split ndo foi eficiente em promover tal efeito quando comparado ao tratamento convencional
(P<0,05). Isto demonstrou que do dia 6 para o dia 8 dos tratamentos, os foliculos do protocolo
SOV convencional receberam doses de 50 e 25 UI de pluset segregados pelos dias 6 e 7,
porém, ja o SOV split receberam 62,5 Ul de pluset numa tnica aplicacdo apenas no dia 6.
Nota-se portanto, que esta dose unica no dia 6 ndo foi eficiente em promover o
desenvolvimento final dos foliculos em crescimento, pois a meia vida do FSH é pequena,
como ja descrito por Laster (1972) e Demoustieret al., (1988). Demonstra-se, portanto, que
uma administragdo de FSH a mais no dia 7 € necessdria para a efetividade do tratamento de
SOV.

Estes resultados do nimero de foliculos > 8 mm de didmetro no dia 8, refletird em

quantidades de CLs no dia da coleta embriondria (tabela 5).

Tabela 4- Média no mimero de foliculos mensurados no meio (D6) e no final (D8) da
superovulacdo das 16 fémeas bovinas submetidas aos dois grupos experimentais
(convencional e split).

TRATAMENTO N Meio SOV Final SOV
D6 D8
até 3 mm 3a8 mm > 8 mm até 3 mm* 3a8 mm > 8 mm*
CONVENCIONAL 16  3,12+1,86  8,25+3,84  4,44+2,58  2,19+1,22  3,62+2,093  9,06+4,54
SPLIT 16 3,62+2,80  7,25+3,43  4,19£3,08 4,06+2,59  4,56+2,13 5,50+4,59
TOTAL 32 337£235  77754£3,62  4,31£2,80  3,12+220  4,09+2,13 7,28+4,84

*: Dados a mesma coluna diferem pelo teste T de Student (P<0,05)

Como demonstrado na tabela 5, no dia da colheita de embrides (D15), houve
diferenca estatistica entre o grupo convencional e o split (P<0,05), para os foliculos maiores
que 8 mm de didmetro. Isto sugere que no dia da colheita de embrides (D15), ja4 havia um

maior nimero de CLs no grupo convencional que no grupo split, o que indica que o processo
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de SOV para este grupo convencional foi mais eficiente. J4 o grupo split ainda mantinha
maior nimero de foliculos superiores a 8§ mm de didmetro, uma vez que poucos foliculos
conseguiram atingir didmetro ideal para serem ovulatérios, demonstrando que houve auséncia
de crescimento folicular, que pode ser devido a auséncia da administracdo de FSH no dia 7.

O ntmero de corpos ldteos formados foram maiores (P<0,05) no grupo
convencional (8,12+3,26) que no grupo split (4,69+3,46), sendo justificado portanto que no
grupo convencional houve um maior nimero de ovulacdes que no grupo split, como ja
discutido anteriormente.

Além disso, o nimero total de embrides e embrides vidveis foi maior (P<0,05) no
grupo convencional (6,69+3,05; 5,25+2,29, respectivamente) que no grupo split (3,37+2,50;

2,37+1,78, respectivamente), também refletindo o resultado do nimero final de CLs.

Tabela 5- Média no nimero de foliculos mensurados no dia da colheita de embrides (D15),
média dos corpos liteos formados, média do nimero de embrides e média dos embrides
vidveis das 16 fémeas bovinas submetidas aos dois grupos experimentais (convencional e
split).

TRATAMENTO N Colheita
D15 Total Embrides
até 3 mm 3a8mm > 8 mm* CLs* Embrides* Vidveis*
CONVENCIONAL 16 1,94+0,77  1,37+0,50  0,81£0,98  8,1243,26  6,69+3,05 5,25+2,29
SPLIT 16 2,31£1,81  1,37+1,36  1,81+0,83  4,69+3,46  3,37+£2,50 2,37+1,78
TOTAL 32 2,125+1,38  1,375#1,01 1,31£1,03  6,406£3,74  5,03£3,22 3,81+2,49

*: Dados a mesma coluna diferem pelo teste T de Student (P<0,05)

De acordo com a tabela 5, no dia da colheita dos embrides (D15), a quantidade de
foliculos maiores que 8 mm de diametro foi superior para o grupo split (P<0,05). Isto pode ser
explicado visto que estes foliculos ndo alcangaram diadmetros satisfatdrios para a ovulacéo, e
portanto, permaneceram em quantidade superior ao grupo convencional, uma vez que neste
grupo o que predominava nos ovarios era a presenca de CLs, como resultado de um processo

de superovulagido bem sucedido.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se que doses split para superovulagdo em fémeas zebuinas foram menos
eficientes em promover resultados satisfatérios em producao de embrides quando comparado

ao protocolo de superovulagdo convencional.
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