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O protocolo denominado P36 tem sido amplamente utilizado para induzir ovulacédo
multipla e permitir a inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) facilitando o manejo de
doadoras de embrides. Estudos recentes com o P36 indicam que a substituicdo das duas
Ultimas doses de FSH por eCG pode melhorar a producao de embrides, possivelmente por
sua atividade LH. Objetiva-se com o presente trabalho comparar o protocolo P36 com o
tratamento superestimulatério convencional (com observacao do estro) e testar, em vacas
da raca Nelore, a substituicdo da eCG pela aplicacao simultanea de FSH e LH no ultimo
dia de tratamento superestimulatério. Vacas Nelore (n=16) foram distribuidas
aleatoriamente em 4 grupos: superovulacdo convencional com observacdo de estro
(Controle), P36, P36/eCG e P36/FSH+LH. Os tratamentos foram feitos em modelo cross-
over, ou seja todos os animais passaram pelos 4 tratamentos. No grupo Controle, o
tratamento superestimulatério iniciou 10 dias apds a observacéo do estro. As aplicacdes de
FSH foram feitas durante 4 dias consecutivos (133mg, IM), duas vezes ao dia em doses
decrescentes. Dois dias ap6s o inicio do tratamento as doadoras receberam uma dose
luteolitica de d-cloprostenol (150ug, IM). As inseminacdes foram realizadas 12 e 24 horas
apos a deteccédo do estro. No grupo P36, em dia aleat6rio do ciclo estral (D0O), as doadoras
receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (1g) e benzoato de estradiol (3 mg,
IM). O FSH (133mg, IM) foi administrado em doses decrescentes, 2 vezes ao dia durante o
D4 ao D7. No D6, foi aplicado d-cloprostenol (150ug, IM) e o dispositivo intravaginal foi
removido 36h mais tarde. No dia 8, a ovulacdo foi induzida com 12,5mg de pLH e os
animais foram inseminados artificialmente em tempo pré-determinado, sem a observacao
de estro, 12 e 24 horas ap6s a aplicacdo de pLH. As vacas do grupo P36/eCG foram
tratadas de forma semelhante ao P36, exceto que as duas ultimas doses de FSH foram
substituidas por duas doses de 200Ul de eCG (totalizando 400Ul, IM). O protocolo do
P36/FSH+LH foi semelhante ao grupo P36, porém, juntamente com as duas Ultimas doses
de pFSH, os animais também receberam duas doses de 1,0mg de pLH (2mg, via IM). A

coleta de embrides foi realizada 7 dias apos a IA. Os dados foram analisados por ANOVA
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(Proc GLM, SAS). O tratamento P36/ FSH+LH diminuiu o nimero de embribes viaveis
(0,32+0,46) quando comparado aos demais tratamentos: Controle (1,73+0,48), P36
(2,07+0,48) e P36/eCG (1,7610,46). Conclui-se que o protocolo P36/FSH+LH ndo é

indicado para induzir ovulacdes multiplas em vacas da raga Nelore.

Palavras-chave: FSH, LH, eCG, transferéncias de embriGes, superovulacdo, Nelore,

Bos indicus.
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ABSTRACT
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The P36 protocol has been widely used to induce multiple ovulation and allow for fixed-
time artificial insemination (FTAI) facilitating the management of embryo donors.
Recent studies with the P36 protocol indicate that the replacement of the last two
doses of FSH by eCG can improve embryo yield, possibly due to its LH activity. The
objective of this study was to compare the P36 protocol with conventional
superestimulatory treatments (with estrus observation) and to test, in Nelore cows, the
replacement of eCG by the simultaneous administration of FSH and LH on the last day
of the superstimulatory treatment. Nelore cows (n=16) were randomly distributed into
four groups: conventional superovulation with estrus observation (control); P36; and
P36 / eCG P36 / FSH+LH. The treatments were performed in a crossover model, i.e.
all animals passed through the four treatments. In the control group, the
superstimulatory treatment started 10 days after estrus observation. Administration of
FSH was made in 4 consecutive days (133 mg, IM), twice daily in decreasing doses.
Two days after the initiation of treatment donors received a luteolytic dose of d-
cloprostenol (150 pg, IM). Insemination was performed 12 and 24 h after estrus
observation. In the P36 group, in a random day of estrous (DO), donors received a
progesterone intravaginal device (1.0 g) and estradiol benzoate (3.0 mg, IM). The FSH
(133 mg, IM) was administered at decreasing doses, twice daily from D4 to D7. In D6,
d-cloprostenol was administered (150 ug, IM) and the intravaginal device was removed
after 36 h. On day 8, ovulation was induced with 12.5 mg of pLH and the FTAI was
performed at 12 and 24 h after pLH administration. Cows from the P36/eCG group
were treated similarly to P36 group, except that the last two doses of FSH were
replaced by two doses of 200 IU of eCG (total of 400 U, IM). The protocol of P36 /
FSH+LH group was similar to P36 group, however, with the last two doses of pFSH,
animals also received two doses of 1.0 mg pLH (2 mg, IM). The collection of embryos
was performed 7 days after Al. Data were analyzed by ANOVA (Proc GLM, SAS). The

treatment P36 / FSH+LH reduced the number of viable embryos (0.32 = 0.46) when
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compared to other treatments: control (1.73 = 0.48), P36 (2.07 £ 0.48) and P36/eCG
(1.76 = 0.46). In conclusion, the protocol P36 / FSH + LH is not indicated to induce

multiple ovulation in Nelore cows.

Keywords: FSH, LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Nelore, Bos indicus.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS
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Os animais de racas zebuinas (Bos indicus) constituem a maior parte do rebanho
bovino de corte em regides de clima tropical, devido a maior tolerancia ao estresse
térmico e resisténcia aos parasitos, em relacdo aos animais de racas européias (Bos
taurus). O rebanho de corte brasileiro (cerca de 205 milhdes de cabecas, IBGE, 2009) é
composto em sua maior totalidade por animais da raca Nelore (ACBN, 2008), criado
principalmente em regime extensivo. O emprego de biotecnologias, tais como a
inseminacao artificial (IA) e transferéncia de embrides (TE), ainda é pouco empregado em
animais da raca Nelore, devido a dificuldade de observacgéo do cio (requer mao de obra
treinada) aliado curta duracdo de estro dessas fémeas e com alta incidéncia de
manifestacdo noturna (Pinheiro et al., 1998).

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular das fémeas
bovinas (Savio et al., 1988; Sirios e Fortune, 1988; Ginther et al., 1989) tornou-se
possivel o desenvolvimento de protocolos de tratamentos hormonais capazes de regular
o crescimento folicular e 0 momento da ovulacdo, permitindo que a inseminacéo artificial
seja realizada em tempo fixo (IATF), ou seja sem a observacdo de cio (Barros et al.,
1998; B6 et al., 2003; Ereno et al., 2007).

Segundo o relatério da Sociedade Internacional de Transferéncia de embribes
(IETS, 2009), apesar da crescente producdo brasileira de embrides in vitro (256.000),
foram produzidos 42.000 embribes in vivo (Stroud e B6, 2009), o que projeta
aproximadamente 12.000 superovulacdes por ano realizadas na América do Sul. Esses
resultados destacam o Brasil no cenério mundial de producédo de embrides.

Entretanto, os resultados obtidos nos tratamentos superestimulatérios continuam
sendo variaveis e imprevisiveis, devido a inconstancia na resposta supervolatoria, na taxa
de fertilizacdo e desenvolvimento dos embribes (Armstrong, 1993; Boland e Roche, 1993;
Adams, 1994; Barros e Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006). Esta variagdo individual a
SOV foi relata tanto em vacas Nelore (Bos indicus, Baruseli et al., 2003) quanto em vacas

Holandesas (Bos taurus, Martins, 2005).
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Dentre os tratamentos superovulatérios utilizados em racas zebuinas, destaca-se
0 protocolo P36 proposto por Barros & Nogueira (2001) no qual a fonte de progesterona
(CIDR-B® ou DIB®) é mantida por até 36 horas apds a aplicacdo de PGF.a (dai a
denominacao P36) e a ovulacao é induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas mais
tarde. Gracas a administracdo exdgena de LH é possivel controlar o0 momento da
ovulacdo, que ocorre entre 24 e 36 horas apds a administracdo desta gonadotrofina
(Nogueira & Barros, 2003). Consequentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12
e 24 horas ap6s a aplicacéo de LH, dispensando a deteccao do estro das doadoras.

Em fémeas Bos taurus o P36 ndo se mostrou tdo eficaz quanto em vacas Bos
indicus (Baruselli et al., 2006). Estes dados motivaram ajustes no protocolo P36, onde a
administracdo do indutor de ovulacdo foi atrasada em 12 horas, tornando-o eficaz
também em racas europeias (Martins et al., 2005; Chesta et al., 2007).

Na tentativa de aumentar a producdo de embrides, Barcelos et al. (2006) testaram
a possibilidade de substituir as duas ultimas doses de FSH por eCG no protocolo P-36. A
eCG, é uma gonadotrofina que possui atividade FSH e LH e portanto poderia estimular a
maturacao folicular final apés a fase de desvio folicular quando ocorre a transi¢cdo da
dependéncia de FSH para LH. Os resultados positivos obtidos por Barcelos et al. (2007)
com o uso de eCG no protocolo P-36 na raca Nelore, foram confirmados na raca Sindi
(Mattos et al., 2011) e Brangus (Reano et al., 2009).

Dando continuidade ao trabalho de Barcelos, Rosa (2010, na raca Angus) e
Oliveira (2011, na raca Nelore) testaram a substituicdo da eCG por LH, no dltimo dia do
tratamento superestimulatério. Observaram que a aplicacdo de apenas LH no ultimo dia
do tratamento superestimulatério, diminuia (Rosa, 2010) ou ndo promovia alteracédo
(Oliveira, 2011) na produgédo de embrides. No entanto, quando o LH foi administrado
juntamente com as duas ultimas doses de FSH em vacas Angus, (P36/FSH+LH), a
producdo de embrides vidveis foi comparavel ao observado em doadoras tratadas com o

protocolo P36/eCG. Estes resultados indicam que € possivel substituir a eCG por



23

FSH+LH, no ultimo dia do tratamento do protocolo superestimulatério P36, na raca
Angus (Rosa, 2010).

Objetiva-se com o presente trabalho comparar o protocolo P36 com o tratamento
superestimulatorio convencional (com observacéo do estro) e testar, em vacas da raca
Nelore, a substituicdo da eCG pela aplicacdo simultanea de FSH e LH no ultimo dia de
tratamento superestimulatério.

A hipétese a ser testada é que a aplicacdo de LH e FSH no ultimo dia do
tratamento superestimulatério, aumenta a taxa de ovulacdo, a qualidade e a quantidade

de embribes viaveis produzidos.
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Foliculogénese

Admite-se que o inicio da foliculogénese em fémeas mamiferas ocorre na fase
fetal, quando as células germinativas primordiais migram do saco vitelino para a
gbnada em formacdo, originando as oOgonias. Estas diferenciam-se em o0d4citos
(iniciam o processo de divisdo meiética, o qual é interrompido em préfase da meiose |
até o recrutamento folicular), os quais, associados com as células da granulosa,
constituem os foliculos primordiais. Esses foliculos representam a fonte da qual serédo
recrutados os foliculos para o crescimento durante toda a vida, sendo que os ovarios
pareados de um individuo contém em torno de 350.000 a 1.100.00 desses foliculos no
nascimento (humanos: Gougeon, 1996) e de 16.000 a 240.000 em bovinos (Erickson,
1995).

Uma vez iniciado o crescimento dos foliculos primordiais, as células da
granulosa se proliferam para formar estruturas multilaminares (foliculos pré antrais,
Turnbull et al., 1977). O papel das gonadotrofinas no controle do desenvolvimento pré-
antral é controverso. Receptores de FSH (FSHr) podem ser detectados em foliculos
primarios bovinos (Wandji et al., 1992) e estimulagdo do desenvolvimento folicular
pré-antral pode ser alcancado pela adicdo de FSH ao meio de cultura. Entretanto,
considera-se que o FSH desempenha um papel permissivo ao invés de regulador
neste estagio de desenvolvimento (Webb et al., 2003). Alternativamente, o inicio e a
regulacdo do desenvolvimento folicular pré antral sdo predominantemente conduzidos
por fatores produzidos localmente (McNatty et al., 1999). O odcito tem um papel ativo
na coordenacao da proliferacdo e diferenciacédo das células da granulosa ao seu redor

(Gilchrist et al., 2004).
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Recrutamento Folicular

Diferentemente do estagio pré-antral, o desenvolvimento folicular antral é
criticamente dependente do suporte de gonadotrofinas. Em varias espécies
domeésticas, os foliculos antrais sdo recrutados e crescem simultaneamente sob o
controle das gonadotrofinas (Fortune et al., 2001; Ginther et al., 2003).

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrédo de ondas. Cada
onda de crescimento folicular é caracterizada por um grupo de pequenos foliculos que
sdo recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma fase de crescimento comum por
cerca de 3 dias (Ginther et al, 2003). Destes, apenas um continua seu
desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto os outros sofrem decréscimo de
tamanho (foliculos subordinados, Lucy et al., 1992), estabelecendo-se entdo, o
fendmeno denominado de desvio folicular. Neste momento o didmetro médio do maior
foliculo é 8,5mm para Bos taurus (Holandés, Ginther et al., 1996) e de 6,0mm para
Bos indicus (Nelore, Sartorelli et al., 2005, Gimenes et al., 2008; Ereno, 2008) Apos 0
desvio de crescimento folicular, e na presenca de altos niveis de progesterona que
inibe o pico pré ovulatério de LH o foliculo dominante torna-se anovulatorio. A partir
deste momento comeca o processo de atresia e perda da dominancia, dando inicio a
uma nova onda de crescimento folicular (Ginther et al., 1989; Webb et al., 2004). Por
outro lado, se o foliculo dominante estiver presente no momento da regresséo
luteinica, ocorrera ovulagdo do mesmo (Fortune et al., 2004).

A emergéncia da onda de crescimento folicular, coincide com um aumento nas
concentracdes plasmaticas de FSH, responsavel pelo recrutamento de um grupo de
foliculos antrais menores que 4 mm de diametro (Fortune et al., 2001; Mihm & Austin,
2002), com média de crescimento semelhantes entre si (Gastal et al., 2004) durante
aproximadamente 2 a 3 dias (Jaiswall et al., 2004). Aproximadamente 20 a 30 foliculos
emergem em cada onda folicular. Boa parte deles tem o potencial de atingir o estagio

pré ovulatério, fato que pode ser demonstrado pela possibilidade de estimular o
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crescimento e a ovulacdo de varios foliculos através da administracdo de
gonadotrofinas (Adams, 1994). Além da acdo das gonadotrofinas, também se tornou
evidente que fatores de crescimento produzidos localmente constituem moléculas
estimuladoras e reguladoras chave para os foliculos antrais, atuando por meio de
mecanismos paracrinos e endécrinos (Webb et al., 2003; Fortune et al., 2004).

Existem diferencas na dinamica folicular entre Bos taurus e Bos indicus. Uma
particularidade observada é que em zebuinos ha maior incidéncia de 3 ondas de
crescimento folicular por ciclo estral (Figueiredo et al., 1997; Gambini et al., 1998;
Viana et al., 2000; Mollo et al., 2007) enquanto em taurinos ocorre o padréo de 2
ondas (Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Wolfenson et al.,
2004). Em geral, o Bos indicus apresenta maior numero de foliculos recrutados

durante a onda folicular em relagdo ao Bos taurus (revisto por Sartori e Barros, 2011).

Tratamentos para induzir multiplas ovulacdes

Entre os agentes superestimulatorios testados destacam-se a gonadotrofina
coridnica equina (eCG) ou (PMSG) que é produzida pelos célices endometriais da
égua prenhe entre os dias 40° a 120° de gestacdo (Combarnous, 1992). Quando
administrada em outras espécies a eCG pode exercer atividade tanto de FSH como de
LH, sua meia vida é longa (40 horas), persiste por até 10 dias na circulacéo de fémeas
bovinas devido a proporcédo de acido sialico (10 a 15%) presente na sua molécula
(Dieleman et al., 1993) e também possui alto peso molecular o que dificulta a sua
filtracdo glomerular (revisado por Souza, 2008). Por esse motivo ela pode ser
administrada isoladamente (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al.,
1978) ou associada a soro anti-PMSG (Alfuraiji et al., 1993; Gonzalez et al., 1994).

Outro agente empregado na SOV é o horménio foliculo estimulante (FSH)

proveniente de extrato de pituitarias de suinos, ovinos e equinos (Donaldson, 1989) ou
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ainda, FSH recombinante bovino (Looney & Bondioli, 1988; Bellows et al., 1991;
Wilson et al., 1993). O uso do FSH foi amplamente estudado como agente indutor de
superovulagédo. Essas pesquisas envolviam dose, eficiéncia de produtos comerciais e
as variacdes nos indices FSH:LH de diferentes produtos comerciais (Donaldson e
Ward, 1987; Donaldson, 1990). Estes trabalhos caracterizaram a diferenca de poténcia
do FSH (Braileanu et al.,, 1998) e a variacdo da relacdo FSH:LH existente entre
diferentes produtos comerciais e dentro de um mesmo produto. Altas concentracfes
de LH promovem um efeito negativo relacionado a qualidade e producdo embrionaria
bovina, demonstrado por Willmot (1990), Gonzalez et al. (1990) e Mapletoft et al.
(2002). A partir desses trabalhos sugeriu-se que o maximo de contaminacao de LH no
FSH seja de aproximadamente 15 a 20%. Devido ao FSH ter uma meia vida curta
(estimada em 5 horas ou menos), ha a necessidade de 2 aplicac6es diarias (Monniaux
et al., 1983) durante 4 dias consecutivos para induzir SOV (Barros & Nogueira, 2001
e 2005; Baruselli et al., 2006).

Varios tratamentos para induzir maltiplas ovulagdes (SOV) foram propostos
nos ultimos anos (Barros & Nogueira, 2001, Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010).
Um dos primeiros protocolos de superovulagéo utilizava o cio natural como referéncia.
O tratamento superovulatério iniciava-se entre os dias 8 a 12 ap6s a manifestacao do
estro, coincidindo com o inicio da emergéncia da segunda onda folicular. (Mapletoft et
al., 2002).

Existem evidéncias na literatura de que a presenca de um foliculo dominante
no inicio do tratamento superestimulatério pode diminuir a producdo de embrides
(Guibault et al., 1991; Lussier et al., 1995). A fim de evitar o foliculo dominante no
inicio dos tratamentos, algumas estratégias foram desenvolvidas, como por exemplo,
comecar a superestimulagdo com FSH no inicio do ciclo estral (Goulding et al., 1990;
Roberts et al.,, 1994; Stock et al., 1996), aspirar o foliculo dominante ou todos os

foliculos acima de 5 mm de didmetro antes da superestimulacdo com gonadotrofinas
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(Bergfelt et al., 1994; Bodensteiner et al., 1996; Hill & Kuehner, 1996) e sincronizar o
inicio da emergéncia das ondas foliculares (B6 et al., 1995, 2003).

Ja foi amplamente demonstrado que o uso de uma fonte de progesterona
(dispositivos intravaginais e implantes auriculares), associada a administracdo
intramuscular de estrégeno, promove atresia dos foliculos e origina uma nova onda
folicular, cerca de 4 dias apds o inicio do tratamento (revisto por B6 et al., 1995, 2003).
Diante a estes dados e a fim de evitar a presenca de um foliculo dominante o
tratamento superestimulatério com FSH comeca justamente no inicio da onda folicular,
ou seja, 4 dias apds a colocacao do dispositivo intravaginal e administracdo de
estrogeno. Dois dias apds a primeira injecdo de FSH, € administrada uma dose
luteolitica de PGF,a e 12 horas mais tarde a fonte de P4 é removida. As doadoras sao
inseminadas artificialmente 12 e 24 horas apés a deteccdo do cio. Seis a sete dias
mais tarde os embribes sdo colhidos, classificados e congelados ou inovulados. Este
protocolo apresenta duas vantagens, pode ser iniciado em qualquer dia do ciclo estral
e dispensa a observacao do cio base. Porém, a deteccao do cio para IA das doadoras
ainda € necesséria.

Observou-se que nem todos os foliculos que respondiam aos tratamentos de
SOV ovulavam, possivelmente por ndo terem se desenvolvido normalmente ou por
ndo possuirem quantidade suficiente de receptores de LH para responderem ao pico
pré-ovulatorio de LH (Xu et al., 1995; D'Occhio et al., 1997; Liu et al., 1998). Portanto,
estratégias que atrasam o pico pré-ovulatério de LH foram utilizadas na tentativa de
aumentar o numero de embrides (D'Occhio et al., 1997; Van de Leemput et al., 2001)
ou ainda para viabilizar a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) apés a
superovulacdo (Barros & Nogueira, 2001 e 2005; Baruselli et al., 2006).

Barros & Nogueira (2001) testaram a eficacia de protocolos, nos quais o
momento esperado da ovulagéo era atrasado por 6 a 12 horas e esta foi induzida pela

administragcdo de pLH ou GnRH. Estes protocolos ndo aumentaram significativamente
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o numero de embribes viaveis quando comparados a protocolos com deteccdo do
estro (Barros e Nogueira 2001). Porém, estes tratamentos permitiram controlar o
momento da ovulacdo, possibilitando a utilizacdo da IATF. A partir destes
experimentos desenvolveu-se um novo protocolo denominado P-36 (Barros &
Nogueira, 2001 e 2005), no qual a fonte de P4 (CIDR-B® ou DIB®) é mantida por até
36 horas ap6s a aplicacdo de PGF,a (dai a denominacdo P-36) e a ovulagcédo é
induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas apds a remocéao da fonte de P4 (ou
seja, 48 horas ap0s a aplicacao de PGF,a). Uma vez que a ovulacao ocorre entre 24 e
36 horas ap6s a administracdo de pLH (Nogueira et al., 2003) a IATF é realizada 12 e
24 horas ap0s a aplicacao desta gonadotrofina, evitando a inconveniéncia da detecgéo
do estro.

Alguns estudos foram realizados na tentativa de se obter a dose ideal tanto do
LH como de FSH nos tratamento de SOV. Ja foi demonstrado que a reducédo da dose
de 25 para 12,5 mg de pLH em vacas Nelore ndo altera significativamente o nimero
de embrides viaveis (9,8+1,09, e 9,2+0,77, respectivamente) ou a taxa de viabilidade
(73,7 e 69,5%, respectivamente; Nogueira et al., 2007). Ree et al. (2009) observaram
em animais Bos taurus, diminuicdo nas taxas de ovulacdo (32, 58 e 84%) proporcional
a dose de LH utilizada (8, 12,5 e 25mg, respectivamente), indicando a necessidade do
emprego de doses mais elevadas de pLH nas racas européias (Bos taurus 25mg) em
comparagdo com as preconizadas na raca Nelore (Bos indicus).

Baruselli et al. (2003), avaliaram diferentes doses de Folltropin-V (100, 133 e
200mg). Os resultados indicaram que é possivel reduzir a dose de Folltropin-V para
100mg em doadoras Nelore, sem comprometer a resposta superovulatéria e a
qualidade embrionaria.

A eficacia do protocolo P36 ja esta demonstrada na raca Nelore (Baruselli et
al., 2006; Nogueira et al., 2007; Barros et al., 2010), porém em Bos taurus, algumas

modificacbes foram necessarias, devido a baixa taxa de recuperacdo de embrides
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nesses animais (Baruselli et al.,, 2006). A discrepancia nesses resultados pode ser
atribuida pelas particularidades fisiolégicas que diferenciam vacas Bos taurus e Bos
indicus (Sartori et al., 2010).

Sartori et al. (2001) verificaram que fémeas Bos taurus ovulam a administracéo
de LH somente quando os foliculos atingem diametro acima de 10 mm enquanto que
Bos indicus essa resposta é obtida com foliculos ao redor de 8mm (Gimenes et al.,
2008; Simdes et al., 2012). A capacidade ovulatéria e a expressao de LHR nas
células da granulosa estéo relacionadas ao aumento do diametro folicular (Simbes et
al., 2012). Considerando esses dados, poderia se esperar que protocolos nos quais, a
administracdo do indutor da ovulacdo (pLH ou GnRH) fosse atrasada em 12 horas
(P36/LH60), seriam mais efetivos em fémeas taurinas do que o protocolo P36/LH48,
possivelmente pelo primeiro tratamento disponibilizar maior tempo para que o0s
foliculos atinjam didmetros condizentes com a capacidade ovulatéria (Martins et al.,
2005). Com essa hipétese, a outra alteragéo no protocolo P36 foi proposta. Observou-
se gue tanto na raca Holandesa (Martins et al., 2005) quanto na Angus (Chesta et al.,
2007) o protocolo P36 se mostrou mais eficaz quando o agente indutor da ovulagéo
(LH ou GnRH), foi aplicado 60 horas (P36/LH60), ao invés de 48 horas (P36/LH48),
apos a administracdo de PGF,a. De forma similar, resultados obtidos por Barcelos et
al. (2006), na raca Bonsmara (% Africaner e ¥ Hereford e Shorthorn) indicam que a
aplicacdo de pLH 60 h apdés a PGF,a, pode ser vantajosa também para esta raca.
Deve se destacar que o0 atraso no momento da ovulacdo foi benéfico para racas
européias, porém o0 mesmo nao ocorreu com a raca Nelore, onde esta modificacdo no
protocolo P36 promoveu diminuicdo no numero de embrides viaveis (Baruselli et al.,
2006).

Foi demonstrado que durante o tratamento da SOV, os pulsos de LH diminuem
logo ap0s a primeira aplicacdo de FSH. Este declinio se acentua ao redor das ultimas

aplicacdes e préximo periodo pré-ovulatorio. Isso ocorre devido ao aumento nas
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concentracdes circulantes de estradiol e progesterona em decorréncia da alta
atividade esteroidogénica das vacas superovuladas (Price et al., 1999). Como se sabe,
o LH é imprescindivel para o crescimento final dos foliculos e para a completa
maturacao dos odcitos. Xu et al. (1995) caracterizaram a importancia da expresséao de
receptores de LH nas células da granulosa em bovinos como ponto chave para a
transicdo da dependéncia de FSH para LH. Uma maneira de suprir a deficiéncia
enddgena dos pulsos de LH pela administracdo de FSH exbégeno (geralmente extrato
de pituitaria suina contendo FSH e baixa concentracdo de LH), seriam administraces
freqlentes de GnRH, aumentando, assim, o numero de foliculos pré-ovulatérios
provenientes do tratamento superestimulatério (Price et al., 1999; Melo et al., 2004).
Barcelos et al. (2007) testaram se a substituicdo do pFSH por eCG, no ultimo
dia do tratamento superestimulatorio, aumentaria o crescimento folicular, a taxa de
ovulacéo e a producédo de embribes. Esses autores testaram a substituicdo das duas
Ultimas aplicacdes de pFSH por duas doses de 200 Ul de eCG (total de 400 Ul IM).
Tanto o numero de foliculos com diametro superior a 6 mm presentes no momento da
administracao de pLH quanto o numero de estruturas totais colhidas foram superiores
(p<0,03) nos animais que receberam eCG em comparagdo aos animais do P36
convencional. Estes dados s&o indicativos de que a eCG estimulou o crescimento
folicular final, resultando em maior nimero de foliculos capazes de ovular em resposta
a administracdo exdgena de LH e, consequentemente, aumentou o nimero total de
estruturas recuperadas. Apesar de ndo ter ocorrido aumento estatisticamente
significativo na média de embrides viaveis nas vacas tratadas com eCG (7,30+1,20)
guando comparadas as que nao receberam esta gonadotrofina (5,10+1,10), o nimero
total de embrides viaveis produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG
(146) vs P-36 (102) evidencia a vantagem de se substituir as duas ultimas doses de

pFSH por eCG.
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Na raga Brangus, o protocolo P-36/eCG melhorou a quantidade de embribes
viaveis (10,9 £ 1,5) quando comparado ao protocolo P36 (7,1 + 1,4; Reano et al.,
2009). Resultados positivos também foram obtidos em trabalhos com a raga Sindi (Bos
indicus), onde os autores verificaram que a adicdo de eCG no protocolo P36
aumentou o namero de embrifes viaveis (5,8 + 1,3 vs 2,6 + 0,7; p < 0,01, Mattos et al.,
2011).

Considerando os resultados satisfatorios obtidos pela adicdo da eCG ao P36,
uma outra op¢ao a este protocolo foi sugerida: essa gonadotrofina foi substituida por 2
doses de LH de 2 ou 4mg. Oliveira (2011), utilizando 4mg do LH n&o observou
aumento no numero de estruturas totais e embrides viaveis quando comparado ao
grupo controle (P36). Porém, Rosa, (2010) testaram a dose de 2mg de LH em vacas
Angus e observou que a substituicdo da eCG pelo LH (grupo P36/LH) resultou em
declinio (p<0,05) no namero de embribes viaveis, quando comparado aos outros
grupos. No entanto, a adicao de LH as duas ultimas doses de FSH (P-36/FSH+LH)
melhorou a qualidade e aumentou a quantidade total de embrifes viaveis coletados
(P36 FSH+LH, 87) quando comparado ao grupo controle (P36, 43) e ao P-36/LH (13),
sendo similar ao P36/eCG (67). Os resultados indicam que a eCG ndo pode ser
substituida apenas pelo LH (2,0mg) no ultimo dia do tratamento superestimulatério de
vacas Angus e que a acdo do FSH se faz necesséaria no ultimo dia de SOV

(P36/FSH+LH).
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CAPITULO 2

EFICIENCIA DO PROTOCOLO SUPERESTIMULATORIO P36,

ASSOCIADO A ADMINISTRACAO DE eCG OU LH EM ANIMAIS
DA RACA NELORE

Este artigo cientifico esta de acordo com as normas para publicacdo na

Theriogenology exceto a apresentacéo das figuras, tabelas e idioma



49

Eficiéncia do protocolo superestimulatorio P36, associado a administracao
de eCG ou LH, em animais da raca Nelore

Running title:
Protocolo P36 associado a aplicagdo de eCG ou LH.

José R. L. M. Cury, Eduardo Lucacin, Barbara Loureiro, Ronaldo L. Ereno, Ciro M.
Barros®

Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sdo Paulo, Brasil

@Autor para correspondéncia: Ciro M Barros; fax: +55 14 3815-3744; e-mail: cmbarros@ibb.unesp.br



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

50

Resumo

O protocolo denominado P36 tem sido amplamente utilizado para induzir ovulagdo multipla
e permitir a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) facilitando o manejo de doadoras
de embrides. Estudos recentes com o P36 indicam que a substituicdo das duas ultimas
doses de FSH por eCG pode melhorar a producdo de embrides, possivelmente por sua
atividade LH. Objetiva-se com o presente trabalho comparar o protocolo P36 com o
tratamento superestimulatério convencional (com observacéo do estro) e testar, em vacas
da raca Nelore, a substituicdo da eCG pela aplicacdo simultanea de FSH e LH no dltimo
dia de tratamento superestimulatério. Vacas Nelore (n=16) foram distribuidas
aleatoriamente em 4 grupos: superovulacdo convencional com observacdo de estro
(Controle), P36, P36/eCG e P36/FSH+LH. Os tratamentos foram feitos em modelo cross-
over, ou seja todos os animais passaram pelos 4 tratamentos. No grupo Controle, o
tratamento superestimulatério iniciou 10 dias apds a observacédo do estro. As aplicacdes de
FSH foram feitas durante 4 dias consecutivos (133mg, IM), duas vezes ao dia em doses
decrescentes. Dois dias apds o inicio do tratamento as doadoras receberam uma dose
luteolitica de d-cloprostenol (150ug, IM). As inseminacdes foram realizadas 12 e 24 horas
apos a deteccédo do estro. No grupo P36, em dia aleat6rio do ciclo estral (D0O), as doadoras
receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (1g) e benzoato de estradiol (3 mg,
IM). O FSH (133mg, IM) foi administrado em doses decrescentes, 2 vezes ao dia durante o
D4 ao D7. No D6, foi aplicado d-cloprostenol (150ug, IM) e o dispositivo intravaginal foi
removido 36h mais tarde. No dia 8, a ovulacdo foi induzida com 12,5mg de pLH e os
animais foram inseminados artificialmente em tempo pré-determinado, sem a observacao
de estro, 12 e 24 horas apés a aplicacdo de pLH. As vacas do grupo P36/eCG foram
tratadas de forma semelhante ao P36, exceto que as duas ultimas doses de FSH foram
substituidas por duas doses de 200Ul de eCG (totalizando 400Ul, IM). O protocolo do

P36/FSH+LH foi semelhante ao grupo P36, porém, juntamente com as duas Ultimas doses
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de pFSH, os animais também receberam duas doses de 1,0mg de pLH (2mg, via IM). A
coleta de embrides foi realizada 7 dias apos a IA. Os dados foram analisados por ANOVA
(Proc GLM, SAS). O tratamento P36/ FSH+LH diminuiu 0 nimero de embrides viaveis
(0,32+0,46) quando comparado aos demais tratamentos: Controle (1,73+0,48), P36
(2,07£0,48) e P36/eCG (1,76+0,46). Conclui-se que o protocolo P36/FSH+LH nao é
indicado para induzir ovulacdes multiplas em vacas da raca Nelore.

Palavras-chave: FSH, LH, eCG, transferéncias de embriGes, superovulacdo, Nelore,

Bos indicus.

1. Introducédo

Os animais de racas zebuinas (Bos indicus) constituem a maior parte do rebanho
bovino de corte em regides de clima tropical, devido a maior tolerancia ao estresse
térmico e resisténcia aos parasitos, em relagcdo aos animais de racas européias (Bos
taurus). O rebanho de corte brasileiro (cerca de 205 milhdes de cabecas, [1]) € composto
em sua maior totalidade por animais da raca Nelore [2], criado principalmente em regime
extensivo. O emprego de biotecnologias, tais como a inseminacao artificial (IA) e
transferéncia de embrides (TE), ainda é pouco empregado em animais da raca Nelore,
devido a dificuldade de observacédo do cio (requer médo de obra treinada) aliado curta
duracgéo de estro dessas fémeas e com alta incidéncia de manifestagéo noturna [3].

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular das fémeas bovinas [4-6]
tornou-se possivel o desenvolvimento de protocolos de tratamentos hormonais capazes
de regular o crescimento folicular e o momento da ovulacdo, permitindo que a
inseminacédo artificial seja realizada em tempo fixo (IATF), ou seja sem a observacéo de
cio [7-9].

Segundo o relatério da Sociedade Internacional de Transferéncia de embrides

(IETS, 2009), apesar da crescente producdo brasileira de embribes in vitro (256.000),
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foram produzidos 42.000 embriGes in vivo [10], o que projeta aproximadamente 12.000
superovulagdes por ano realizadas na América do Sul. Esses resultados destacam o
Brasil no cenario mundial de producao de embrides.

Entretanto, os resultados obtidos nos tratamentos superestimulatorios continuam
sendo variaveis e imprevisiveis, devido a inconstancia na resposta supervolatdria, na taxa
de fertilizacdo e desenvolvimento dos embrides [11-15]. Esta variacdo individual a SOV
foi relata tanto em vacas Nelore (Bos indicus, [16]) quanto em vacas Holandesas (Bos
taurus, [17]).

Dentre os tratamentos superovulatérios utilizados em racas zebuinas, destaca-se
0 protocolo P36 proposto por Barros & Nogueira [14] no qual a fonte de progesterona
(CIDR-B® ou DIB®) é mantida por até 36 horas apds a aplicacdo de PGF.a (dai a
denominacao P36) e a ovulacao é induzida com LH exdgeno, administrado 12 horas mais
tarde. Gracas a administracdo exdgena de LH é possivel controlar o momento da
ovulacao, que ocorre entre 24 e 36 horas ap6s a administracdo desta gonadotrofina [18].
Consequentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apés a
aplicacdo de LH, dispensando a detecc¢éo do estro das doadoras.

Em fémeas Bos taurus o P36 ndo se mostrou tdo eficaz quanto em vacas Bos
indicus [15]. Estes dados motivaram ajustes no protocolo P36, onde a administracdo do
indutor de ovulagdo foi atrasada em 12 horas, tornando-o eficaz também em ragas
europeias [17,19].

Na tentativa de aumentar a producdo de embrides, Barcelos et al. [20] testaram a
possibilidade de substituir as duas ultimas doses de FSH por eCG no protocolo P-36. A
eCG, é uma gonadotrofina que possui atividade FSH e LH e portanto poderia estimular a
maturacao folicular final apés a fase de desvio folicular quando ocorre a transicdo da
dependéncia de FSH para LH. Os resultados positivos obtidos por Barcelos et al. [21]
com o uso de eCG no protocolo P-36 na raca Nelore, foram confirmados na raca Sindi

[22] e Brangus [23].
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Dando continuidade ao trabalho de Barcelos, Rosa ([24], na raca Angus) e
Oliveira ([25], na raca Nelore) testaram a substituicdo da eCG por LH, no dltimo dia do
tratamento superestimulatorio. Observaram que a aplicacdo de apenas LH no dltimo dia
do tratamento superestimulatério, diminuia [24] ou ndo promovia alteracdo [25] na
producdo de embrides. No entanto, quando o LH foi administrado juntamente com as
duas ultimas doses de FSH em vacas Angus, (P36/FSH+LH), a producdo de embribes
viaveis foi comparavel ao observado em doadoras tratadas com o protocolo P36/eCG.
Estes resultados indicam que é possivel substituir a eCG por FSH+LH, no ultimo dia do
tratamento do protocolo superestimulatorio P36, na raca Angus [24].

Objetiva-se com o presente trabalho comparar o protocolo P36 com o tratamento
superestimulatorio convencional (com observacédo do estro) e testar, em vacas da raca
Nelore, a substituicdo da eCG pela aplicagdo simultanea de FSH e LH no ultimo dia de
tratamento superestimulatorio.

A hipbtese a ser testada é que a aplicacdo de LH e FSH no dltimo dia do
tratamento superestimulatério, aumenta a taxa de ovulagéo, a qualidade e a quantidade

de embribes viaveis produzidos.

2. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda e Haras Simone, municipio de Moreira
Sales (Latitude 24.012982 S e longitude 53.037180W) , estado do Parand, Brasil, durante
o periodo de fevereiro de 2011 a fevereiro de 2012. Foram utilizadas vacas Nelore
multiparas, puras de origem (PO; Bos Indicus, n=16), com faixa etaria entre 4 a 9 anos,
escore de condicao corporal 3,0 a 4,5 (escala de 1 a 5; [26]) mantidas em regime de
pasto Brachiaria brizantha e Cynodon sp com acesso irrestrito a agua e sal

mineralizado.
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Antes de se iniciar os tratamentos, as vacas foram previamente avaliadas por exame
ultrassonografico (Tringa Linear Esaote Pie Medical transdutor transretal 3,5 a 15 MHz)
para a confirmacgdo de ciclicidade e auséncia de quaisquer patologias reprodutivas. As
doadoras foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos: Controle, P36, P36/eCG e
P36/FSH+LH. O experimento foi delineado em modelo cross-over, ou seja, todas as
vacas receberam 0s quatro tratamentos. As inseminacdes foram feitas por apenas um
inseminador, utilizando sémen de um Unico touro e de uma mesma partida. Para facilitar
0 manejo dos animais, com relacdo a aplicacdo dos hormbnios e avaliacdes
ultrassonogréaficas durante os tratamentos, as vacas foram numeradas de 1-4 (os
nameros correspondiam aos grupos que pertenciam no momento em que eram tratadas,
n=4 em cada grupo).

Nas vacas do grupo controle o tratamento superestimulatorio teve como referéncia
o dia da manifestacédo do estro (D0). Dez dias apés (D10) administrou-se, FSH (133mg,
IM, Folltropin-V®, Bioniche, Ontério, Canada), 2 vezes ao dia, em doses decrescentes
(40, 30, 20 e 10% da dose total, respectivamente) durante 4 dias consecutivos. No (D12)
as 7:00 h, foi administrada uma dose de um analogo da PGF,a (150ug, d-cloprostenol,
IM, Prolise, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil). Apés o término da SOV (D13) iniciou-se a
observacdo do estro e 12 e 24 h apés a manifestacdo do mesmo, realizou-se a

inseminacao artificial. A coleta dos embrides foi realizada 7 dias apés a primeira IA.

a1z e
PGFaa 24h apds . ]
Estro 7:00h astro Colheita
"::V‘? dos

!‘\.i"! FSH OBS Dsth {} Embrides
|

| | | | | I
DO D4 D10 D11  pi2 Dpi13 D14 DIS Us 7 dias
us us us us US  aposl apaslA
1A us

128 Figura 1: Tratamento superestimulatério utilizado no Grupo Controle. US = ultrassom; IA =

129

inseminacdo artificial; PGF,a = prostaglandina.
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As vacas do grupo P36, receberam em dia aleatério do ciclo estral (D0O), um
dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIP, 1g, PRIMER®, Techopec, Sao
Paulo, Brasil) juntamente com a aplicacdo de 3 ml de benzoato de estradiol (BE, 3mg,
IM, RIC-BE®, Syntex, Buenos Aires, Argentina ). Quatro dias mais tarde (D4) foi iniciado o
tratamento superestimulatorio com pFSH (133mg, Folltropin-V®, IM), 2 vezes ao dia,
durante 4 dias consecutivos, em doses semelhantes as utilizadas no grupo controle. No
D6 pela manhd foi administrada uma dose de um andlogo da PGF,o (150ug, de d-
cloprostenol, IM, Prolise®). Trinta e seis horas ap6s (D7, as 19 h), o DIP foi removido. No
D8 (manhd), a ovulacdo foi induzida pela aplicacdo de uma dose de LH (Lutropin®,

12,5mg, IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada) e a IATF foi realizada 12 e 24

horas apos.
PGF.a
7:00h LH 7h
I\.-': |ATF IATF Colheita
FSH 19h 7:00h dos
Eembrices
PROGESTEROMNA
I | | | I I
DO p4 D5 D6 D7 D8 DI
+P4+BE us us -p4 U
us

Figura 2: Tratamento superestimulatorio utilizado no grupo P36. +P4 = insercdo do
dispositivo intravaginal; -P4 = retirada do dispositivo intravaginal; BE =
benzoato de estradiol; US = ultrassom; IATF = inseminacgdo artificial em
tempo fixo; PGF,a = prostaglandina F,a.

O tratamento dos animais do grupo P36/eCG foi semelhante aos do grupo P36,
exceto que as duas ultimas doses de FSH foram substituidas por duas doses (200U,

cada) de gonadotrofina coriénica equina (eCG, totalizando 400Ul, IM, Novormon®, Sintex,

Buenos Aires).
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PGF 0
7:00h
v LH 7h - _
IATE 19h Colheita
FSH eCG dos
Embrides
PROGESTERONA
| | | |
Do D4 D5 D6 D7 D& D9 D16
+P4+BE us us -P4 us us
152 Us
153 Figura 3: Tratamento superestimulatério utilizado no Grupo P36/eCG. US = ultrassom; BE
154 = benzoato de estradiol; IATF = inseminacao artificial em tempo fixo; PGF,a =
155 prostaglandina F,a; eCG = gonadotrofina coriénica equina.
156
157 No grupo P36/FSH+LH, o tratamento foi semelhante ao P36, porém, juntamente

158 com as duas ultimas doses de FSH, aplicou-se também 2 doses de 1mg cada, de LH

159  (Lutropin® 2mg, IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada).

PGF.c
7:00h
[
NV LH 7h
LH .
IATF IATF Colheita
Embrides
PROGESTEROMNA
| [ | T 1 I
oo D4 D5 D6 D7 D8 D9 D16
FPA+BE us s -P4 s Us

160 Us

161 Figura 4: Tratamento superestimulatério utilizado no Grupo P36/FSH+LH. US = ultrassom;

162 BE = benzoato de estradiol; IATF = inseminac&o artificial em tempo fixo; PGF,a
163 = prostaglandina F,a.

164

165 A escolha da dose 1mg de LH, administrada simultaneamente com as doses de

166  FSH no ultimo dia do tratamento superestimulatério, foi determinada pelos resultados de
167 um experimento preliminar, em vacas Nelore, onde as doses de 12,5; 6,25; 3,12mg de LH
168  induziram ovulagdo em 80% dos animais, a0 passo que as vacas que receberam 1,56 mg

169  nao ovularam [27].
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2.1. Ultrassonogréfia

As avaliacdes ultrassonografica foram realizadas nos dias indicados nas figuras,
para acompanhar a dindmica folicular (auséncia de foliculo dominante no inicio do
tratamento superestimulatério para o grupo controle), efichcia dos tratamentos
superestimulatérios (numero total de foliculos no D4, D6 e D8), taxa de ovulacdo e

contagem de corpos liteos (D16).

2.2. Coleta de embrides

A coleta de embrides foi feita por um mesmo veterinario, pelo método nao
cirargico, 7 dias apés as inseminacdes, através de lavagem uterina utilizando tampéao
fosfato-salina (PBS). Os embribes foram avaliados e classificados como viaveis,
degenerados e estruturas nao fertilizadas. A classificagdo da viabilidade dos embrides
obedeceu as normas da Manual da Sociedade internacional de Transferencia de
Embrides, onde grau 1 (Gl, excelente ou bom), grau 2 (GlI, regular), grau 3 (Glll, pobre)
e grau 4 (GIV, degenerado, [28]). Os embribes recuperados (grau | e 1) foram
criopreservados com etilenoglicol (Solucdo de Congelamento Etileno Glycol Freeze,

Embriolife®).

2.3. Analise Estatistica.

O quadrado minimo das médias (LSMeans + o erro padrdo da média) da
guantidade de foliculos nos dias 4, 6 e 8, corpos luteos, estruturas totais colhidas,
embribes viaveis e a porcentagem de ovulagdo, viabilidade dos embribes, corpos

lGteos/estrututras totais e embrides classificados morfologicamente como Gl, Gll, Gll e
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degenerados foram analisados por analise de variancia (ANOVA), utilizando PROC GLM
do programa SAS (SAS for Windows, Version 9.2 Cary, NC). Os dados de porcentagem
foram transformados para arcoseno antes das analises. O efeito dos tratamentos
superestimulatorios foi considerado fixo, enquanto o efeito de rodada foi considerado
aleatério. Diferencas individuais entre os tratamentos foram comparadas por
probabilidades de diferencas individuais (PDIFF; SAS 9.2). As diferencas foram

consideradas significativas quando o valor de p<0,05.

3. Resultados

Nao houve diferenca entre os grupos com relacdo ao numero total de foliculos nos
dias 4 e 6 (p>0,05; tabela 1). Porém, o grupo Controle apresentou maior quantidade de
foliculos no D8, quando comparado aos animais do P36FSH+LH e nédo diferiu dos grupos

P36 e P36/eCG (p<0,05).

Tabela 1. Numero de foliculos (média + EPM) nos dias 4 (inicio do tratamento
superestimulatério), 6 (aplicacdo da PGF,a) e 8 (aplicacdo do LH). em vacas
Nelore superestimuladas dos grupos: Controle, P36, P36/eCG, P36/FSH+LH.

Grupos Experimentais (n=16)

Controle P36 P36/eCG P36/FSH+LH
Foliculos no D4 25,69+2,59"  27,8+25" 22,76+2,4% 22,86+2,38"
Foliculos no D6 16,33+1,62*  15,21+1,56" 15,03+1,5* 12,88+1,494
Foliculos no D8 20,35+1,72" 16,93+1,65"® 18,28+1,59”®  1557+1,58°

A% Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05)

A taxa de ovulacdo do grupo Controle foi inferior ao do grupo P36 (Tabela 2). No

grupo P36/FSH+LH o numero de estruturas totais colhidas foi inferior aos grupos Controle

e P36 (Tabela 2). Em relacdo a proporcdo de estruturas viaveis, o grupo P36/FSH+LH
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220 apresentou o menor valor em relagcdo aos demais, consequentemente, a taxa de

221  viabilidade dos embrides também foi menor no grupo P36/FSH+LH quando comparado

222  aos demais (p<0,05; tabela 2).

223

224 Tabela 2. Taxa de ovulacdo (%), nimero de corpos luteos, estruturas totais colhidas, embriées

225 viaveis, taxa de viabilidade (%) e porcentagem de estruturas totais colhidas em
226 relacdo ao numero de CL, em vacas Nelore superestimuladas. Os dados estdo
227 representados por média £ EPM.

Taxa de Ovulacéo (%)

N° de Corpos luteos

Estruturas totais

Embrides viaveis

Taxa de viabilidade (%)

Estruturas totais/CL (%)

Grupos Experimentais (n=16)

Controle P36 P36/eCG P36/FSH+LH
3045,95* 48,8+5,74° 36,645,51"® 39,3445 47"°
5,8+1,01" 7,59+1,02 4 6,82+0,98 " 6,03+0,97

2,51+0,71°8 3,760,71" 2,51+0,68"° 1,35+0,68°

1,73+0,48" 2,07+0,48" 1,76+0,46" 0,32+0,46°
74,72+¢123"  68,75#10,8"  63,38+10,8"  23,20+12,45°
45,36+8,78 43,43+7,9" 41+7,81% 26,17+8,42"

228 ™ F Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa entre os tratamentos

229  (p<0,05)

230

231 A proporcdo de embribes GII foi maior no grupo Controle em relagdo ao grupo

232 P36/FSH+LH (p<0,05) e ndo diferiu dos grupos P36 e P36/eCG ( p>0,05; tabela 3).

233 Nenhuma diferenca foi observada quanto a propor¢cdo de embrides Gl e Glll entre os

234 grupos (p>0,05; tabela 3).

235
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Tabela 3. Porcentagem de embrides (média + EPM) classificados como GlI, GlI, Glll e
embrides degenerados, de acordo com suas caracteristicas morfolégicas.

Grupos Experimentais (n=16)

Controle P36 P36/eCG P36/FSH+LH
Gl 43,25+13,41" 45,85+11,83" 38,88+11,87" 23,83+13,58"
Gl 31,33+10,81" 22,27+9,54"®  18,02+9,57"B 0+10,94°8
Glll 0+2,86% 0+2,524 6,4+2 53" 0+2,9%

Degenerados 21,77+12,29” 31,02+10,85*  33,48+10,88"  76,62+12,44°

A B Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa entre os

tratamentos (p<0,05)

4. Discussao

No protocolo P36/FSH+LH a resposta ao tratamento superestimulatério e a taxa
de ovulacdo foram semelhantes as dos grupos Controle, P36 e P36/eCG. Entretanto,
contrariando a hipotese inicial deste trabalho, a producéo de embrides viaveis foi inferior
aos demais grupos experimentais.

Este resultado surpreendente difere dos obtidos por Oliveira [25] que, ao utilizar
somente LH (2 ou 4mg) em substituicdo as duas ultimas doses de FSH, ndo observou
diferenca na producdo de embrides viaveis em relagdo aos protocolos P36 e P36/eCG.
Por outro lado, Rosa [24] relata que houve declinio na quantidade de embrides viaveis ao
tratar vacas da raca Angus com o protocolo P36/LH. No entanto, quando associou FSH
com LH no dltimo dia do tratamento superestimulatério (protocolo P36/FSH+LH),
observou aumento na producdo de embrides viaveis, em relacdo ao grupo P36/LH e

producdo semelhante (numericamente superior) aos grupos P36 e P36/eCG.
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Os dados reportados por Rosa ([24], protocolo P36/FSH+LH), aliados aos
resultados obtidos com o uso de eCG (possui atividade FSH e LH) no ultimo dia do
tratamento superestimulatério P36, em animais da raca Nelore [21], Sindi [22] e Brangus
[23], indicam que talvez haja necessidade de FSH no ultimo dia de tratamento
superestimulatorio, visto que os tratamentos que apresentaram aumento no nimero de
embrides viaveis incluiam hormonio com atividade FSH (eCG ou FSH+LH).

E possivel que estas aplicacdes de FSH, no dltimo dia do tratamento
superestimulatério, além de estimularem o crescimento de foliculos pequenos que ainda
nao ultrapassaram a fase de desvio folicular, induzam a expressao de receptores de LH
nas células da granulosa [29,30]. Desta forma, ao final do tratamento superestimulatorio,
a maioria dos foliculos estariam aptos a ovular no momento da administracdo do agente
indutor da ovulacdo (usualmente, LH ou GnRH).

A combinacdo de FSH com LH, no ultimo dia do tratamento superestimulatorio, se
baseia no trabalho de Price et al. [31], que relataram diminuicdo progressiva nos pulsos
de LH a partir do inicio de tratamento superestimulatério com FSH, devido possivelmente
ao aumento nas concentracdes circulantes de estradiol e progesterona, provenientes da
maior atividade esteroidogénica das vacas superovuladas. Portanto, a reposicdo de LH
no Gltimo dia do tratamento superestimulatorio, justifica-se tendo em vista que o aumento
da pulsatilidade do LH durante o ciclo estral é importante para o crescimento final e
maturacao do foliculo e do odcito [32, 33, 31]. Além disso, Greve et al. [34] observaram
gue em animais superestimulados pode haver atraso na maturacado citoplasmatica do
oocito, prejudicando a fertilizacdo e, consequiientemente, diminuindo as taxas de
prenhes.

Embora o tratamento superestimulatorio promova a diminuigdo nos pulsos de LH
[31], outros estudos mostram que a administracdo do FSH sem a contaminacdo de LH
promove melhora nos resultados [35,36]. Talvez esses dados possam justificar a

diminuicdo na producdo de embribes viaveis apos o uso do P36/FSH+LH. Segundo
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Mapletof et al. [37] o grau de contaminacdo do FSH com LH pode ser prejudicial quando
administrado durante os protocolos de superestimulacdo possivelmente por induzir uma
ativacao precoce da meiose durante esses tratamentos [38]. No entanto, 0 mesmo néo se
observou quando somente o LH (2 ou 4mg) foi administrado no ultimo dia de tratamento
da superestimulatorio em vacas Nelore [25]. Esta autora observou que no protocolo onde
o FSH foi totalmente substituido por LH ndo houve diferengca no nimero de embribes
viaveis recuperados (LH2mg, 3,7+0,8 e LH4mg, 4,2+1,0) quando comparado ao grupo
P36/eCG (4,510,5).

Uma possivel acao deletéria do LH poderia ser esperada também nos
tratamentos superovulatérios onde a eCG foi utilizada, porém, isto ndo foi observado em
varios trabalhos [21,24,25]. Para o protocolo P36/FSH+LH, uma possibilidade a ser
considerada, é que as doses de FSH utilizadas no ultimo dia do tratamento
superestimulatério (13,3mg) possuem um total de aproximadamente 2,1mg de LH
contaminante, o que juntamente com a administracdo exdgena do LH (2mg), poderia ter
fornecido uma dose alta desta gonadotrofina para os animais deste experimento. No
entanto, na raca Angus, quando se administrou a dose de 2mg de LH juntamente com as
duas ultimas aplicagbes de FSH, houve tendéncia de aumento na quantidade de
embriGes viaveis [24]. Dentre as possiveis explicacdes para estes resultados conflitantes
estdo as particularidades fisiolégicas que diferenciam fémeas Bos taurus [32] de Bos
indicus [39,40], principalmente em relacdo a taxa de crescimento folicular e tamanho em
gue o foliculo atinge capacidade ovulatéria [41,27].

Conclui-se que o protocolo P36/FSH+LH, contrariamente a hipotese inicial deste
trabalho, diminui a producdo de embribes viaveis e, portanto, ndo deve ser indicado como
tratamento superestimulatério para vacas Nelore, até que experimentos adicionais

confirmem ou contestem os resultados do presente trabalho.
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