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Fatores que Influenciam a Produc&o de Embrides de Vacas Nelore (B. taurus
indicus) Superovuladas

RESUMO - Fatores como idade, dose e tipo de hormdnio utilizado na
superovulacao, inicio do tratamento de superovulacdo, uso de progestageno, estacéo
do ano, propriedade e superovulacéo repetida foram relacionados com a producdo de
embrides de vacas Nelore. Os dados analisados envolveram 884 tentativas de
superovulacdo em 318 doadoras com idade entre dois e 21 anos, manejadas em seis
propriedades localizadas no Estado de Mato Grosso do Sul. Os dados foram analisados
utilizando o GLM do SAS. Dos fatores analisados, somente a idade das doadoras e a
propriedade afetaram a producédo e a qualidade dos embrides. Vacas senis (>14 anos)
produziram, em meédia, 5,0 + 0,2 e 3,0 = 0,1 embrides (total e viaveis, respectivamente)
a menos que vacas jovens (p<0,001), enquanto que um manejo diferenciado aumentou
em aproximadamente 2,0 + 0,4 o namero de embrides viaveis. O tipo de horménio
(Pluseta , Super-Ova , Ovagena , FSH-P& ) ou dosagem (50, 75 ou 100%) utilizada na
superovulagao néo influenciou a producéo de embrides (p>0,05). Ndo houve diferenca
da resposta quando o tratamento de superovulagéo foi iniciado entre os dias 8 a 12 do
ciclo (p>0,05). A superovulagdo associada a um implante com progestagenos, iniciado
a qualquer momento do ciclo, foi tdo eficiente (p>0,05) quanto o tratamento
convencional iniciado no meio do ciclo. Finalmente, constatou-se que a superovulacao
repetida por 6 ou mais vez nédo afetou a producao ou qualidade dos embrides. Concluiu-
se que 0 manejo e, a idade da doadora séo fatores que devem ser considerados ao
implementar um programa de transferéncia de embrides na raga Nelore, por limitar a

producéo de embrides nessa sub-espécie.

Palavras-chave: Bos indicus; FSH; Idade da doadora; Superovulacéo.



Factors Influencing the Embryo Production of Nelore Cows (B. taurus indicus)
Superovulated

SUMMARY - Factors such as age, dose and kind of superovulatory hormone,
starting point of the superovulatory treatment, use of progestagens, season, property
and repetition of superovulatory treatments were related to embryo production in Nelore
cows. Analysed data comprised 884 superowulation attempts on 318 donor cows, with
their ages ranging between two and 21 years, managed by six different property owners,
in Mato Grosso do Sul State, Brazil. Data were analysed using the General Linear Model
of SAS. Among all the studied factors, only the age of donor cows and the property
affected embryo production and quality. Older cows (>14 years old) produced a mean of
five and three embryos (total and viable, respectively) less than younger ones (p <
0,001), and a better management (property) was responsible for a mean of two more
viable embryos. The kind of superovulatory hormone (Pluset™, Super-Ov™, Ovagen™,
FSH-P™) and its dose (50, 75 or 100%), did not affect embryo production (p > 0,05).
Superovulatory response wasn't different when treatments started on day 8, 9, 10, 11 or
12 of the cycle (p > 0,05), nor when it began with a progestagen implant at any moment
of the cycle, as compared to conventional treatments, beginning at the middle of the
cycle (p > 0,05). Finally, it was stated that repetition of six or more superovulatory
treatments, didn’t affect embryo production or quality. It is concluded that management,
and specially age of the donors are factors to be taken into account when an embryo
transfer program is to be performed in Nelore females, because they affect

superovulatory performance in this breed of cows.

Keywords — Age of donor cows; Bos indicus; FSH; Superovulation.



1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) pode ser definida como o processo de colher
um ou mais embribes, no inicio do desenvolvimento, de uma determinada fémea
(doadora) e transferi-los ao utero de outras fémeas (receptoras) fisiologicamente
sincronizadas com a doadora, para dar continuidade a prenhez. O principal uso da TE,
em bovinos, estd relacionada com o melhor aproveitamento da via materna em
programas de melhoramento genético, sanitarios, de preservacdo de espécies e
zootécnicos. Igualmente, a TE também constitui uma ferramenta de grande valor para
realizar estudos das relacdes feto-maternais, incluindo o estabelecimento, duracéo e
manutencdo da prenhez, bem como para a producdo de animais experimentais
especializados destinados a pesquisa, tais como gémeos, quimeras e individuos de
sexo conhecido, transgénicos e clonagens.

As fémeas utilizadas como doadoras em programas de TE sdo, na maioria das
vezes, animais adultos de comprovado valor genético, apresentando condicao
reprodutiva normal e idade variando entre 2 e 12 anos. Novilhas pre-puberes ou no
inicio da puberdade podem também ser eventualmente utilizadas em programas de
selecdo em nucleos MOET fechados (MEUWISSEN, 1998). Ja a recuperacdo de
embrides de vacas senis se justifica nos casos em que sua descendéncia tenha algum
valor comercial ou como ferramenta na preservacdo de racas raras ou em perigo de
extincdo. Em todos os casos, a implementacdo adequada de programas de TE estara
condicionada a disponibilidade do maior niumero possivel de embrides para serem
transferidos em fémeas receptoras. Atualmente, a fonte principal de embrides continua
a ser a coleta uterina de doadoras previamente submetidas ao processo de estimulagéo
ovariana (superovulacéo) com gonadotrofinas exdgenas. Entretanto, os tratamentos de

superovulacdo disponiveis caracterizam-se por provocar uma resposta extremamente



variavel em todas as categorias de animais, tornando impossivel a previsdo do nimero
de embrides que serao recuperados de um determinado animal.

Em razdo das fémeas senis apresentarem uma menor populagéo folicular nos
ovarios, além de eventuais alteracbes fisiolégicas nos oOrgaos relacionados com a
reproducdo (ovario, utero, hipdfise e hipotdlamo), os problemas de variabilidade
individual da resposta ovariana parecem ser maiores nestes animais. Contudo, o efeito
negativo da idade dos animais sobre a qualidade dos embrides nédo pode ser
considerado uma resposta padrao, visto que vacas Bos taurus taurus com mais de 20
anos apresentam resposta semelhante a observada em vacas jovens ODONALDSON,
1984,). No caso da sub-espécie Bos taurus indicus, existe uma lacuna na informacgéo
sobre os fatores genéticos e/ou ambientais que afetam a resposta a superovulacao e
producdo de embrides. A necessidade de uma avaliagéo rigorosa da influéncia desses
fatores na producdo de embrides nessa espécie se justifica pelo fato da mesma,
particularmente a raga Nelore, participar com destaque no total de coletas de embrides
realizadas no Brasil. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
efeito de alguns fatores fisiol6gicos (idade dos animais), ambientais (propriedade,
estacdo do ano) e aqueles relacionados com o tratamento de superovulagcéo (tipo e
dose de hormonio, data de inicio do tratamento, superovula¢des repetidas) na producao
de embrides de vacas Nelore submetidas ao processo de superovulacdo e coleta de

embrides.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos fisioldégicos do crescimento folicular em bovinos

As fémeas bovinas estabelecem seu estoque vitalicio de odécitos pouco antes do
nascimento. Neste periodo, os ovarios contém uma reserva aproximada de 200.000
oocitos (variacdo de 0 a 700.000), alojados dentro de foliculos primordiais (ERICKSON,
1966). Do nascimento a puberdade, o destino de todos os foliculos que iniciam o
crescimento é a atresia (involucdo ou degeneracao). Nesse periodo, o crescimento dos
foliculos acontece em um padréao ciclico, semelhante a ondas, em que varios foliculos
iniciam o crescimento até o momento em que um deles ird adquirir dominancia,
induzindo seus contemporaneos a cessarem seu crescimento e a degenerarem. O
foliculo dominante, por sua vez, ndo chega a ovular e entra em atresia, seguida da
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. Na puberdade, que nos
bovinos acontece com idade aproximada de 10 a 12 meses, os foliculos continuam a
apresentar sucessivas ondas de crescimento folicular e atresia, de forma semelhante a
observada em animais prepuberes, mas com intervalos maiores entre as ondas
sucessivas e com maior atividade na sintese de estrogenos pelo foliculo dominante
(EVANS et al.,, 1994). A elevacdo das concentracdes de estrogenos resulta em
mudanca, de negativa para positiva, da acdo dos estrogenos na retroacdo do eixo
hipotalamo-hipofisario, resultando na secrecao pulsatil de LH. O aumento da frequéncia
desses pulsos, culmina a descarga preovulatoria de LH, a qual provoca a retomada da
meiose, a maturacéo citoplasmatica do oocito e a ovulacdo do foliculo dominante. Na
maturidade sexual, semelhante as fases anteriores, o crescimento folicular acontece em
ondas ao longo do ciclo estral. Na presenca de um corpo liteo funcional, o foliculo
dominante sofre regressao (atresia) e comeca uma nova onda. Somente na ultima onda
do ciclo estral acontece a ovulacao do foliculo dominante. Em bovinos, cada ciclo estral
apresenta duas ou trés ondas e, ocasionalmente, quatro ondas (PIERSON & GINTHER,
1987; SIROIS & FORTUNE, 1988).



2.2. Condicao ovariana e reprodutiva em funcao daidade

Na espécie bovina, o numero de foliculos primordiais diminui com o avanco da
idade, chegando a um valor aproximado de 100 a 2.000 em vacas com 20 anos
(ERICKSON, 1966). Igualmente, a partir de uma determinada idade adulta, variavel
entre animais, observa-se uma queda na fertilidade a medida que aumenta a idade,
sendo que esse declinio acontece antes da deplecdo total do estoque de odcitos
(ARMSTRONG, 2001). Os fatores que contribuem para esse declinio incluem
anomalias do eixo hipotalamo-hipofisario, deficiéncias enddcrinas e/ou estruturais
ovarianas, funcdo alterada do oviduto, diminuicdo da receptividade endometrial e
anomalias dos odcitos remanescentes (ADAMS, 1975). Estudos de substituicdo
hormonal e transferéncia de embrides realizados em humanos, animais domeésticos e
de laboratério tém permitido identificar a contribuicio de cada um desses fatores.
Assim, estudos de transferéncia de embrides em camundongos, cobaias e coelhos
mostraram que tanto a receptividade endometrial como as deficiéncias dos odcitos
contribuem para reduzir a fertiidade a medida que avanca a idade (TALBERT &
KRHON, 1966). Igualmente, foi demonstrada em mulheres na idade proxima da
menopausa que 0s 00citos defeituosos sédo a principal causa de infertilidade (SAUER,
1998). Nesse estudo, odcitos retirados de mulheres jovens resultaram em 30% de
gestacdo em mulheres receptoras com menos de 40 anos e 40% em mulheres
receptoras mais de 40 anos com de gestacdo, apds fecundacéo in vitro e transferéncia.
Observaram também que, apenas 9% das mulheres com mais de 40 anos que
receberam um embrido formado de seu proprio odcito ficaram gestantes. Apesar da
evidéncia que os odcitos defeituosos séo a principal causa de infertilidade, pouco é
conhecido sobre a natureza dessas deficiéncias, responsaveis pelo declinio na
fertilidade a medida que avanca a idade materna. Na espécie equina foi relatada uma
mortalidade embrionaria de 62%, entre os dias 4 e 14, nos animais com idade média de
19,4 anos em comparacao com 9% de mortalidade embrionaria em animais jovens com
idade média de 5,7 anos BALL et al., 1989). No mesmo estudo foi constatado que a

taxa de fecundagédo aparentemente ndo foi afetada, contudo, os embrides de 4 dias



recuperados de éguas jovens apresentaram uma maior taxa de sobrevivéncia em
comparacdo aos provenientes de éguas senis (52 vs 23%, respectivamente) quando
transferidos para éguas jovens. Os autores concluiram que os defeitos do embrido
podem ser intrinsecos deles mesmo ou originados do ambiente do oviduto. A
comparacdo morfologica dos odcitos de éguas jovens (de 3 a 10 anos) e senis (>19
anos) revelaram algumas diferencas menores presentes no citoplasma. Essas
alteracdes incluiram uma pequena area ocupada por granulos corticais, uma maior area
de reticulo endoplasmatico liso, rodeado por mitocondrias e vesiculas citoplasmaticas
maiores nos o0citos das éguas senis (CARNEVALE et al., 1999). Esses achados foram
interpretados como indicativos de uma maior incidéncia de defeitos degenerativos nos
o0citos nessa classe de animais. Igualmente, em humanos, também tem sido relatado
aumento na incidéncia de alteracdes degenerativas nos odcitos a medida que aumenta
a idade (LIM & TSKOK, 1997). Entretanto, as implicacbes dessas diferencas
morfolégicas, em termos de competéncia do desenvolvimento, permanecem
desconhecidas. Contrariamente, na espécie bovina, a analise de ovarios de vacas entre
9 e 17 anos mostrou somente uma diminuicdo do nuamero de foliculos, sem qualquer
diferenca morfologica na qualidade dos odcitos (KATSKA & SMORAG, 1984). Por sua
vez, NEWCOMB et al. (1978), em bovinos, mostraram que embribes de vacas com
mais de 13 anos de idade, algumas das quais tinham deixado de reproduzir, bram
capazes de se desenvolver normalmente, apds transferéncia em fémeas receptoras
mais jovens. Esses resultados indicam que, em determinados casos, a idade avancada
pode ndo afetar a competéncia dos odcitos, sendo a infertilidade basicamente

consequéncia de uma fungéo endometrial inadequada.

2.3. Variabilidade da resposta aos tratamentos de superovulagcao

Os tratamentos de superovulacdo atualmente disponiveis, sdo caracterizados por
provocar uma resposta extremamente varidvel em todas as categorias de animais
(DONALDSON, 1984;) tornando impossivel a previsdo do namero de embries que
serdo recuperados de um determinado animal. Assim, o indice médio de recuperacéo

de 5 embrides transferiveis por coleta de doadora superovulada esconde uma grande



variabilidade da resposta, com extremos de 0 a > 50 (HASLER, 1992). Os fatores
responsaveis por essa variabilidade sdo de origem mdultipla e ainda pouco
compreendida, (ALVAREZ, 1994; KAFI & McGOWAN, 1997). ARMSTRONG (1993),
BREUEL et al. (1991) e KAFI & McGOWAN (1997) consideram diversos fatores,
intrinsecos e extrinsecos, como responsaveis pela variabilidade da resposta
superovulatéria de bovinos. Os fatores intrinsecos envolvem aspectos genéticos (racas
mais ou menos prolificas, sensibilidade as gonadotrofinas), fisiologicos (idade, condigédo
do ovéario ou dominancia folicular e populacdo de foliculos no momento da
superovulacao), nutricionais (condicdo corporal, deficiéncia ou excesso de nutrientes) e
sanitarios (patologias do ovério, Utero e oviduto). Entre os fatores extrinsecos
consideram o horménio utilizado (FSH recombinante, extratos hipofisarios contendo
FSH com maior ou menor contetdo de LH, eCG, HMG, inibina), dose, via e forma de

aplicacdo, estacao do ano, manejo na propriedade, entre outros.

2.3.1. Fatores de variacao intrinsecos ao animal
2.3.1.1. Raca

BROADBENT et al. (1996) evidenciaram a ocorréncia de variagdes, entre e
dentro de racas, na resposta a uma determinada dose de superovulacdo. Ainda
BREUEL et al. (1991) citaram que a resposta superovulatdria era altamente especifica
da raca e podia ser influenciada, também, pela idade da doadora, dosagem do FSH e
sua interacdo. Os autores relataram que a maior média de estruturas e embrides
transferiveis foi coletada de doadoras da raca Simental, quando comparadas com
doadoras da raca Poled Hereford, Angus ou Charolesa. Esses achados séao similares
aos de LERNER et al. (1986), os quais constataram maior nimero de estruturas e
embrides transferiveis recuperados de doadoras da raca Simental quando comparado a
outras racas de corte e de leite. DONALDSON (1984.) relatou, também, que vacas da
raca Simental e cruzadas (Simbrah) produziram mais estruturas e embrides

transferiveis do que doadoras da raca Poled Hereford, Angus ou Charolesa.



2.3.1.2. Dominancia folicular

O estéagio do ciclo estral em que € iniciada a superovulacdo é um dos fatores de
variabilidade na resposta ovariana, com varios estudos publicados sobre o efeito na
taxa de ovulacdo. Entretanto, devido as caracteristicas individuais da velocidade de
crescimento folicular, com animais apresentando duas, trés, e ocasionalmente quatro
ondas de crescimento folicular, a resposta a estimulacgdo com o FSH também
acompanha essa variabilidade (ARMSTRONG, 1993). Assim, nenhuma diferenca na
resposta superovulatéria foi observada quando o tratamento com FSH foi iniciado nos
dias 8, 9, 10, 11, 12 e 13 do ciclo estral (D’OCCHIO et al., 1997). Igualmente, KIM et al.
(1997,) relataram que o dia do ciclo em que a gonadotrofina foi administrada nédo afetou
a producdo de embribes em vacas leiteiras. As tentativas de melhorar a resposta,
aproveitando a auséncia de dominancia folicular da primeira onda de crescimento
folicular no inicio do ciclo, ndo produziram resultados satisfatérios. ROBERTS et al.
(1994) nao observaram diferenca significativa na taxa de ovulagdo ou embrides
transferiveis em vacas superestimuladas no inicio da primeira onda de crescimento
folicular (nos dias 2 a 6) comparadas com animais superovulados na segunda onda
(dias 10 ou 11). Porém, GRADELA et al. (2000) obtiveram resultados com fémeas Bos
taurus indicus que contradizem os descritos em ragas européias, permitindo inferir que,
na raga Nelore, o foliculo dominante ndo tem o mesmo efeito sobre o aparecimento e o
namero de foliculos maiores ou iguais a 7,0 mm e que, portanto, a dinamica folicular
ovariana se processa de maneira diferente.

A dificuldade para determinar o momento mais apropriado do ciclo em que deve
ser iniciado o tratamento superovulatério, conduziu a tentativas para regular ou alterar a
dominancia folicular através de modificacbes do padrao normal da onda. Dessa forma,
a eliminagdo da dominancia folicular, por métodos fisicos (puncéo folicular), aumentou a
resposta ao tratamento de superovulacdo em fémeas européias (KO et al.,, 1991;
ADAMS et al., 1993; BUNGARTZ & NIEMANN, 1994). Entretanto, a eficiéncia desse
meétodo requer o registro ultra-sonografico continuo da dindmica folicular do ovério para
estabelecer se o maior foliculo estd crescendo, estavel ou regredindo (GUILBAULT et
al., 1991; SAVIO et al., 1991; HUHTINEN et al., 1992). Igualmente, o controle da onda



folicular pela injecdo de estradiol associado a um tratamento com progesterona também
permite bons resultados (BO et al, 1996) com a vantagem de poder iniciar a

superovulagdo a qualquer momento do ciclo estral.

2.3.1.3.ldade

Existe evidéncia na literatura que a resposta ao tratamento de superovulacédo é
menos eficiente em vacas senis (ARCHBALD, 1978; HASLER et al, 1983;
DONALDSON, 1984,; LERNER et al., 1986; GARCIA-WINDER et al., 1988 e HASLER,
1992). Entretanto, em alguns estudos a analise dos resultados mostrou algumas
contradi¢cdes. Assim, o numero médio de estruturas recuperadas ndo foi afetada pela
idade das doadoras, dosagem de FSH ou sua interacdo nas racas Angus BREUEL et
al., 1991) Holandesa (HASLER, 1992; LERNER et al., 1986 ) e Texas Longhorn
(DONALDSON, 1984.); ao contrario, na raca Charolesa, a idade dos animais influenciou
negativamente o numero de estruturas recuperadas (BREUEL et al., 1991). Em
determinadas racas (Holandesa, Hereford) o declinio no numero de estruturas
recuperadas de vacas senis foi parcialmente compensado ao aumentar a dosagem de
FSH. Um resultado interessante mostrou, igualmente, a existéncia de padroes
diferentes de resposta ao tratamento de superovulacdo conforme a raca BREUEL et
al., 1991). Nesse estudo, o numero médio de estruturas recuperadas de vacas Hereford
foi afetada por uma interacdo entre a idade da doadora e a dosagem de FSH. Para
idades jovens, o numero médio de estruturas recuperadas diminuiu com doses
aumentadas de FSH. Ao contrario, em vacas senis, 0 numero médio de estruturas
recuperadas aumentou com o aumento da dose de FSH. J& em vacas Simental, o
namero médio de estruturas recuperadas também foi afetado por uma interacdo entre a
idade da doadora e a dosagem de FSH. Entretanto, o padréo de resposta foi diferente
ao observado nas vacas Hereford. Na raca Simental, o nUmero médio de estruturas
recuperadas nas vacas jovens aumentou ao aumentar a dose de FSH enquanto que em
vacas senis o numero médio de estruturas recuperadas diminuiu ao aumentar a dose
de FSH. As causas dessas diferencas na resposta entre as diferentes racas foi atribuida

a maior taxa de ovulagdo natural das doadoras Simental ou ao fato aparente da raca



Simental apresentar maior sensibilidade as gonadotrofinas em comparagdo com outras
racas. Essas observacbes, entretanto, precisam ser confirmadas uma vez que o
nuamero de animais com idade senil (> 14 anos) foi muito pequeno. Finalmente, o efeito
negativo da idade dos animais sobre a qualidade dos embrides, estabelecido na maioria
dos trabalhos (ARCHBALD, 1978; DONALDSON, 1984,; LERNER et al., 1986;
GARCIA-WINDER et al., 1988; HASLER et al.,, 1983 e HASLER, 1992), ndo pode ser
considerada uma resposta padrdo, visto que alguns animais com mais de 20 anos

apresentam resposta semelhante a observada em vacas jovens (DONALDSON, 1984,).

2.3.1.4. Populacgéo de foliculos

O grande numero de foliculos pequenos e médios presente no dia do inicio da
superestimulagdo parece estar associado com um aumento na resposta superovulatoria
e com uma diminuicdo da variabilidade da resposta ovariana (MONNIAUX et al., 1983;
ROMERO et al, 1991). O aumento da populagdo folicular no momento da
superovulacao tem sido relacionado a elevacao dos niveis de FSH. Porém, CARVALHO
et al. (2000) ndo encontraram diferenca significativa na resposta a superovulacao de
fémeas bovinas tratadas previamente com doses reduzidas de FSH (“priming”) nos dias
3 e 4 do ciclo estral. Por sua vez, os resultados de GONG et al. (1996) mostraram um
aumento do total de estruturas recuperadas, mas ndo do ndamero de estruturas
transferiveis, de novilhas superovuladas que receberam um pré-tratamento com
somatotrofina recombinante bovina (bST). J& MANIK et al. (1998) sugeriram que a
populacdo folicular passava por mudancas dinamicas durante a superovulacdo e que a
populagéo folicular no momento da superovulagdo tinha aplicagdo limitada como

indicador da resposta superovulatoria.

2.3.1.5. Nutrientes

Apesar da dieta alimentar influenciar claramente a eficiéncia reprodutiva, a
relacdo entre nutricdo e reproducdo é complexa. De acordo com BOLAND et al. (2001),
um excesso de energia na dieta provocava um efeito negativo na capacidade de

desenvolvimento do embrido. O tipo de alimento utilizado na dieta das doadoras pode
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também influenciar a resposta superovulatéria e a qualidade dos embrides
(BLANCHARD et al., 1990; YAAKUB et al., 1999). Em experimento para padronizar o
regime alimentar e o escore da condicdo corporal para a maxima resposta
superowvulatéria em vacas zebus, SIDDIQUI et al. (2002) relataram que vacas
apresentando escore corporal de 4,0 e 4,5 (em uma escala de 5,0) ndo produziram
embrides e eram propensas a formacdo de cistos enquanto que as fémeas que
receberam dieta nutricional adequada e apresentavam escore corporal entre 2,5 e 3,0

responderam satisfatoriamente.

2.3.1.6. Patologias

Existe pouca informacdo sobre o possivel efeito adverso de doencas ou
infeccdes subclinicas na resposta superovulatéria em bovinos (KAFI & McGOWAN,
1997). KAFI et al. (1994), observaram que corpos lateos palpaveis e estruturas
coletadas foram significativamente menores em novilhas infectadas com virus da
diarréia bovina a virus (BVDV). Igualmente, infeccbes ao nivel do ovario, Utero ou
trompas podem também explicar a variagdo na resposta ovariana ou a taxa de
recuperacao de embrides (ALVAREZ et al., 1999).

2.3.2. Fatores de variagdo extrinsecos ao animal
2.3.2.1. Horménio e dose

As gonadotrofinas comumente utilizadas para induzir superovulagdo em bovinos
sdo o FSH (extrato parcialmente purificados de hipofise de origem suina, ovina ou
equina), e a gonadotrofina sérica de égua prenhe (eCG). De forma geral, as melhores
respostas sao obtidas com FSH do que com eCG (BOLAND et al., 1991), estando essa
diferenca atribuida a longa meia-vida do eCG (aproximadamente 4 dias) e a acao
luteinizante desse hormonio. As preparacdes hipofisarias de FSH também podem estar
“contaminadas” com uma elevada quantidade de LH (BROADBENT et al., 1996). Existe
uma variabilidade consideravel na relacdo FSH:LH nas preparacfes de gonadotrofinas
disponiveis (CHUPIN et al., 1984; BOLAND et al., 1991; KAFI & McGOWAN, 1997). De

acordo com KELLY et al. (1997), um alto conteddo de LH no FSH geralmente resulta
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em baixa resposta superovulatoria. O excesso de LH pode causar luteinizacédo
prematura ou ovulacdo do foliculo estimulado pelo FSH alterando sutiimente a fisiologia
enddcrina ou a interacdo de gametas. Em uma série de estudos, DONALDSON &
WARD (1985); DONALDSON & WARD (1986) e DONALDSON (1990) mostraram que a
contaminagdo de FSH com altas concentracbes de LH afetava negativamente a
resposta superovulatéria das fémeas bovinas. Também observaram que a remocao de
LH do preparo de FSH aumentava a qualidade e numero de embrides transferiveis
coletados. Dados de MURPHY et al. (1984) também demonstraram que a adicdo
crescente de LH ao tratamento de superovulacdo com FSH resultava em uma reducao
na taxa de fertilizacdo, sendo que maiores quantidades de LH tiveram uma influéncia
inibitéria na resposta ovulatoria, sugerindo que um nivel 6timo de LH teria que estar
presente em todos os preparados de FSH. Por outro lado, LINDSELL et al. (1986) n&o
acharam nenhuma diferenca significativa na resposta superovulatoria e producao de
embribes entre cinco partidas FSH com diferentes graus de contaminagdo com LH. As
diferencas na resposta a superovulacdo entre horménios com diferentes proporcoes
FSH:LH sdo tdo sutis que € requerido um grande namero de animais para serem
colocadas em evidencia.

Outro fator responsavel pela variagdo da resposta a superovulacéo faz referencia
a dosagem de FSH utilizado. De acordo com KANITZ et al. (1996), altas doses de FSH
podem suprimir completamente a ovulacdo. Nesse estudo, a resposta ovariana
aumentou na medida que aumentou a dose de FSH alcancando um platd e entdo
diminuiu quando a dose de FSH foi aplicada acima do 6timo. Concluiram que o provavel
mecanismo responsavel pela supressdo da ovulacdo seria de que, quantidades
elevadas de FSH, aumentariam a concentracdo de progesterona no periodo anterior a
ovulacdo. Sob essas circunstancias, o estradiol ndo pode induzir o pico de LH, sendo a

ovulacao completamente suprimida.

2.3.2.2. Estagédo do ano
Estudos especificos realizados sobre o efeito da estacdo do ano na resposta

superovulatéria de bovinos tém mostrado resultados contraditérios. LERNER et al.



(1986) observaram maior numero de embrides e de embrides transferiveis por coleta
em fémeas da raca Holandesa durante a primavera que durante outras estacfes. Ja
KIM et al. (1997,) trabalhando com fémeas bovinas nativas coreanas superovuladas
com FSH-P e SUPER-OV relataram que a porcentagem de embrides transferiveis era
significantemente mais alta no verdo e no outono, respectivamente. Em trabalho com
vacas leiteiras, KIM et al. (1997,) ndo evidenciaram influencia da estacdo do ano na
producao de embrides. BASTIDAS & RANDEL (1987) e TOTEY et al. (1991) relataram
gue o numero de embrides coletados de vacas Brahaman foi menor no inverno,
enquanto WICHMANN (1990) e MORAES (1990) ndo observaram este efeito em
fémeas Bos taurus. BASILE et al. (1998) estudando a influéncia de fatores sazonais no
desempenho de vacas Holandesas superovuladas concluiram que o efeito da época do
ano ndo afetava a resposta superovulatoria. Por sua vez, TONHATI et al. (1999)
comentaram que ao levar em consideracdo a espécie, ou mesmo a raga bovina, o
ambiente pode afetar o numero de embrides transferiveis obtidos de fémeas

superovuladas.

2.3.2.3. Propriedade

O estudo mais consistente sobre os fatores ambientais e de manejo que afetam a
resposta ao tratamento de superovulacdo foi realizado por HAHN (1992). O autor
relatou que fatores diversos como propriedade, ano, més, idade da doadora, numero de
coletas, intervalo entre nascimento e coleta e producéo de leite explicam 24% e 27% do
total da variacdo na producdo de embrides e embrides transferiveis, respectivamente.
Desses fatores, a propriedade constitui o fator mais relevante, totalizando 65% e 69,5%

dessa variacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descricao dos dados

Os dados para a realizagcdo deste trabalho foram gentilmente cedidos pelo
Medico Veterinario Carlos Alberto Zanenga da Central de Transferéncia de embribes
EMBRIZA S/A, localizada em Campo Grande, no Estado de Mato Grosso do Sul.

Foram utilizados os resultados de superovulacédo e coleta de 318 doadoras da
raga Nelore (Bos taurus indicus), com idades variando entre dois a vinte e um anos. Os
animais eram mantidos em seis diferentes propriedades do Estado de Mato Grosso do
Sul. A caracterizacdo de cada regido quanto ao tipo de solo, aptiddo da terra,
temperatura, clima, indice efetivo de umidade e precipitacdo pluviométrica anual esta
apresentada no Apéndice A. Os animais eram manejados de forma semelhante nas
propriedades, permanecendo em piquetes formados com pastagens tropicais cultivados
com predominancia das espécies B. brizantha e B. decumbens. O sal mineralizado e
adgua eram fornecidos ad libitum. Parte desses animais recebiam esporadicamente
suplementacdo de volumosos e/ou concentrados em razdo da sua participacdo em
exposiches agropecudrias.

Foram consideradas 884 superovulacdes realizadas no periodo de 1994 a 2001
nas 318 doadoras. O critério adotado pela empresa foi o de selecionar doadoras que
manifestassem ciclos estrais regulares antes de serem utlizadas, além de
apresentarem as caracteristicas desejaveis para a transferéncia de embribes
(conformacéo, desempenho produtivo e elevado padrao genético, entre outros).

A superovulacdo era induzida utilizando extratos hipofisarios parcialmente
purificados de origem suina — PLUSET® (Serono, Roma, ltalia), SUPER-OV® (Ausa
International Inc., Tyler, TX) e FSH-P® (Burns-Biotec, Omaha, NE) — e de origem ovina —
OVAGEN® (ICP Ltda, NZ) — administrados via intramuscular (im), em doses
decrescentes com intervalo de 12 horas, durante 4 dias. As doses de cada hormonio
variavam de 200 a 400 Ul (Pluset), de 28 a 75 Ul (Super-ov), de 10 a 16 mg (Ovagen) e
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de 16 a 36 mg (FSH-P). O protocolo de superovulacéo era iniciado entre os dias 8 a 12
do ciclo, ap6s um cio de referéncia. Em duas propriedades, parte dos animais foram
superovulados em associacdo com um progestageno (Syncro-Mate-B®, Sanofi Inc.,
Overland Park, KS, USA) implantado na orelha em qualquer momento do ciclo. No
momento da colocagdo do implante, era aplicada uma injecdo (im) de 5,0 mg de
valerato de estradiol e 3,0 mg de Norgestomet. Nesses animais, o tratamento de
superovulacdo era iniciado no 5° dia apos a inser¢cdo do implante. Todos os animais
receberam duas injecBes (im) de 500 mg de analogo de prostaglandina F2a
(Cloprostenol, Lab. Cooper) administradas com intervalo de 12 horas, no terceiro dia do
inicio da superovulacdo. A retirada do implante de progestagenos era realizada no
periodo vespertino desse dia. A observagdo do cio era feita diariamente pela pessoa
responsavel da inseminacao artificial (IA), durante uma hora aproximadamente, nos
periodos matutino e vespertino. A IA das doadoras eram realizadas doze e vinte e
qguatro horas apds a primeira observacdo do cio. A avaliacdo da resposta ovariana
(nimero de corpos lateos) era realizada via palpacdo retal, no dia da coleta de
embrides, seis a sete dias apés a IA, sendo que as fémeas que apresentavam menos
gue 3 corpos lateos ndo eram coletadas.

Os embrides eram coletados pelo método cervical utilizando uma sonda de Foley
colocada em cada corno para realizar a lavagem uterina utilizando uma solucdo de PBS
(Dulbeco’s phosphate-buffered saline — Nutricell - Brasil). O liquido da lavagem passava
através de um filtro onde os embrides eram retidos, junto com uma pequena quantidade
de PBS. A procura dos embrifes era realizada sob um estereosmicroscopio (x 60) apés
colocar o liquido em placas de Petri descartaveis. A avaliacdo e classificacdo
morfolégica dos embrides eram realizadas conforme os critérios do IETS (1998) como
segue: grau | (excelente ou bom: massa embrionaria simétrica e esférica com
blastomeros individuais, uniformes em tamanho, cor e densidade. Este embrido é
consistente com seu estadio de desenvolvimento. Irregularidades devem ser
relativamente menores, e ao menos 85% do material celular deve ser de massa
embrionaria viavel intacta. Este julgamento deve ser baseado na porcentagem de

células embrionarias representadas pelo material extravasado no espaco perivitelino. A
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zona pelucida deve ser lisa e nado ter superficies concavas ou planas, que possam
causar aderéncia do embrido a uma placa de Petri ou a uma palheta); grau Il (regular:
Irregularidades moderadas na forma geral da massa embrionaria ou no tamanho, cor e
densidade das células individuais. Ao menos 50% do material celular deve compor uma
massa embriondria viavel, intacta); grau lll (pobres: Irregularidades maiores na forma da
massa embriondria ou no tamanho, cor e densidade das células individuais. A0 menos
25% do material celular deve formar uma massa embriondria viavel, intacta); e grau IV
(morto ou degenerado: Embriées em degeneracdo, odcitos ou embries de uma célula:
nao viaveis). Para fins do presente trabalho os embrides grau I, Il e Il foram
considerados como transferiveis (ou viaveis) e os embrides de grau IV como nédo
transferiveis (ou inviaveis). Além da qualidade morfoldgica, foi avaliada a capacidade
dos embrides continuar seu desenvolvimento apds sua transferéncia em fémeas
receptoras. Para tanto, 1958 embrifes oriundos de doadoras de diferentes faixas
etarias foram transferidos a fresco, por via cervical, em fémeas receptoras
sincronizadas com as doadoras, utilizando o inovulador francés (IMV, L’ Aigle, Franca).
O diagndstico de prenhez era realizado por palpacao retal e/ou ultra-sonografia nos dias

45 e 60 e confirmado aos 90 dias ap0s a transferéncia.

3.2. Parametros analisados
A resposta das doadoras aos tratamentos de superovulacdo em termos de

resposta ovariana e producao de embrides (totais e viaveis) foi avaliada em funcao dos
seguintes parametros:

a) ldade das doadoras;

b) Estacdo do ano em que foi realizado o tratamento de superovulagao;

¢) Numero de superovulagdes por doadora;

d) Tipo e posologia do hormonio utlizado para promover a

superovulagéao;
e) Local aonde foi realizada a superovulacéo e coleta de embrides;
f) Diade inicio do tratamento de superovulacéo;

g) Uso de progestageno associado a superovulagao;
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h) Taxa de prenhez das receptoras.

3.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o Modelo Linear Geral (GLM) do
SAS/STAT (SAS/STAT, 1990). Para identificar as diferencas entre as médias, quando o
teste “F” foi significativo, adotou-se o teste de Tukey com 5% de probabilidade.
Estimou-se que a variabilidade dos dados em resposta aos tratamentos de
superovulacdo era semelhante intra e entre doadoras, de forma que cada
superovulacao foi usada como uma observacao individual e ndo foram feitos ajustes
para correlagdo entre observacdes na mesma doadora. Foi examinado o efeito da idade
da doadora, dose de FSH e sua interacdo no nimero total de estruturas recuperadas e
namero de embrides transferiveis. O efeito da estacdo do ano e da propriedade foram
analisadas isoladamente ou com interacdo da idade. O taxa de prenhez das receptoras
de embrides foi avaliada em fungéo da idade da doadora.

Os resultados foram expressos como a média + o0 erro padrédo da meédia (e.p.m.)
e as comparacgOes que implicaram proporcoes foram analisadas pelo Teste de Qui-
guadrado (X2).

O modelo matematico utilizado foi o seguinte:

Y=m+A+¢€

Y =Caracteristicas a serem estudadas (niUmero de estruturas totais por coleta;

namero de embriGes transferiveis; indice de prenhez apds transferéncia).

M= Média geral.
A= Efeitos considerados fixos (idade das doadoras; estacdo do ano; tipo e posologia
dos hormonios utilizados na superovulacdo; local em que foi realizada a

superovulacgédo e a coleta; numero de superovulacdes prévias).

e=Residuo.
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4. RESULTADOS

Das 318 doadoras submetidas ao processo de superovulacao pela primeira vez,
303 (95,3%) apresentaram cio e foram inseminadas, enquanto que 15 (4,7%) nao
manifestaram cio e ndo foram inseminadas. Das que foram inseminadas, 93,7%
(298/318) apresentaram uma boa resposta ovariana, com trés ou mais corpos luteos e
foram coletadas, enquanto que 1,6% (5/318) apresentaram menos de trés corpos lateos
e ndo foram coletadas. Das coletas realizadas, 73,3% (233/318) produziram uma ou
mais estruturas transferiveis, 16,0% (51/318) produziram somente estruturas néao
transferiveis e 4,4% (14/318) ndo produziram qualquer estrutura. No total, 73,3% das
vacas submetidas ao processo de superovulacdo e coleta de embrides resultou na

obtencé&o de pelo menos um embrido transferivel (Figura 1).
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Nesses animais foram recuperados, em média, 11,3 + 0,5 embrides dos quais

5,3 = 0,3 transferiveis por vaca superovulada. Ao considerar unicamente as doadoras

gue responderam a superovulacdo e foram coletadas, o nimero meédio de embribes
recuperados foi de 12,1+ 0,5, sendo 5,7 + 0,3 transferiveis (P>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado da coleta de embrides de vacas Nelore submetidas ao tratamento de superovulagéo.
Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Discriminacao n Total de estruturas Total de es't ruFuras
transferiveis
Superovulacdes 318 11,3+0,5 53+0,3
Coletas 298 12,1+0,5 57+0,3

A analise dos resultados dos animais submetidos a mais de uma superovulagéo

(204/318 doadoras) com intervalo de 60 dias ndo mostrou qualquer influencia dessa

variavel, em termos de producgéo de embrides ou qualidade dos mesmos (Tabela 2).

Tabela 2: Total de estruturas e embrides transferiveis coletados em vacas Nelore submetidas a

superovulag@es repetidas. Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

sul\;l;émﬁ;;%o n Total de estruturas Total de estruturas transferiveis
12 204 11,8+0,6 58+04
22 193 11,0+£0,5 55+04
32 111 10,7 +0,7 6,2+0,5
42 66 9,5+0,9 45+05
52 43 10,0+1,3 52+0,8
62 24 10,2+1,3 50+0,9

Das 884 superovulacbes

realizadas nas 318 doadoras,

850 (96,1%)

apresentaram cio e foram inseminadas, enquanto que em 34 (3,9%) superovulacdes os

animais ndo manifestaram cio e ndo foram inseminados. Dos animais que foram

inseminados, 93,4% (826/884) apresentaram uma boa resposta ovariana e foram



coletados, enquanto que 2,7% (24/884) apresentaram menos de trés corpos luteos e
nao foram coletados para preservar uma possivel prenhez. Das coletas realizadas,
75,0% (663/884) produziram uma ou mais estruturas transferiveis, 14,7% (130/884)
produziram somente estruturas ndo transferiveis e 3,7% (33/884) n&do produziram
qualquer estrutura. No total, 75,0% das superovulagdes resultaram na obtencdo de pelo
menos uma estrutura transferivel. A Figura 2 ilustra os indices de aproveitamento dos

animais submetidos a uma ou mais superovulagdes e coleta de embrides.
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884 superovulacoes

850 inseminadas 34 ndo inseminadas
(96,2%) (3,8%)
826 (93,4%) 24 (2,7%)
(menos de 3 corpos luteos)

! N+

826 coletas 58 néo coletas
(3 ou mais corpos luteos) (6,6%)
X
663 130 33
(75,0%) (14,7%) (3,7%)
l \ x v
663 130 91
coletas com 1 ou mais coletas somente com superovulagdes sem
estruturas transferiveis estruturas nao- produzir qualquer
transferiveis estrutura
663 superovulagdes produtivas 221 superovulacdes improdutivas
(75,0%) (25,0%)

Figura 2: Desempenho de vacas Nelore submetidas a uma ou mais superovulacdes e coleta de embrides.
Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001.



Do total de superovulacdes realizadas foram recuperados, em média, 10,1 + 0,3

estruturas das quais 5,1 + 0,2 transferiveis. Ao considerar unicamente o rendimento das

doadoras com boa resposta que foram coletadas o numero meédio de estruturas

recuperadas foi de 10,8 + 0,3, sendo 5,5 £ 0,2 transferiveis (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado da coleta de embrides de vacas Nelore submetidas a um ou mais tratamentos de
superovulagdo. Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Total de estruturas

Discriminacao n Total de estruturas P
transferiveis

Superovulacdes* 884 10,1+ 0,3 51+0,2

Coletas 826 10,8 +£0,3 55+0,2

* 884 superovulacdes de 318 fémeas doadoras.

A analise do numero de estruturas coletadas e embrides transferiveis em fungéo

da idade em modelo linear e quadratico (Figura 3), ndo mostraram efeito significativo

(P>0,05).

14,00

12,00 4

10,00 o

05x° - 0,253x + 13,63

—@— Total de Estruturas -

12,82

12,24 |11,93 |11,61 [11,28 10,60 |10,24 | 9,87

Total de Embrides Viaveis -

6,79

642 |623 | 603 |58 |541 |519 |49

IDADE (anos)

Figura 3: Gréfico da equacgdo de regresséo para total de estruturas e embrides transfezriveis coletados em
funcdo da idade continua linear e quadrética. Y = constante; (idade) + constante, (idade”) + intercepto



23

Porém, a andlise dessas varidveis em funcdo da idade linear (Figura 4) e
guadréatica (Figura 5), em modelo isolado, mostrou efeito altamente significativo
(p<0,001).

16,0
14,0
12,0 y=-0,391x+ 14,281
R?=1
10,0
2]
w
z
E 8,0
>
6.0 y=-0,247x+7,663
' R=1
4,0
2,0
0,0
2 | 3 4|15 |6 7 ] 8 | 9 |10 [10 [12] 138 [14 25 16] 17 [18 ] 19 [ 20
et s iruturas - 13,5 13,1 | 127 [ 123 [ 11,9 11,5 [ 11,2] 20,8] 104 [100 [ 96 [ 92 [ 88 [ 84 [ 80 | 76 | 72| 69 | 65
e = pyicies transfer. - | 7.2 | 6.9 [ 67 | 6.4 | 62| 59 |57 | 54|52 [49 | 47|45 4240|3735 |32]30]27

IDADE (anos)

Figura 4. Gréfico da equacdo de regressdo para total de estruturas e embrifes transferiveis coletados em fungéo da
idade continualinear. Y = constante (idade) + intercepto.
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16,0
14,0
" 12,0
M
|
'! 10,0
H
L]
" 8,0
6,0 A
4,0 4
2,0 1
0,0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Total de Estruturas - 12,5(12,4123 (12,1 11,9 |11,6 |11,3 |11,0 | 10,7 | 10,3 | 9,8 9,3 8,8 8,3 7,7 7,1 6,4 57 5,0
Total de Embrides Viaveis - 6,5 6,4 6,4 6,3 6,1 6,0 5,8 5,6 5,4 51 4,8 4,5 4,2 3,9 3,5 3,1 2,7 2,2 1,8
IDADE (anos)

Figura 5: Grafico da equacao de regressao para total de estruturas e embrides transferiveis coletados em
funcdo da idade continua quadrética. Y = constante (idadez) + intercepto.
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Essa diferenca (p<0,05), também foi constatada ao distribuir em classes a idade
da doadora (Tabela 4).

Tabela 4: Total de estruturas e embribes transferiveis coletados em funcdo das classes de idade. Mato
Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Clqsses de n Total de estruturas Total de es'trut.uras
idade transferiveis
2 a8 anos 426 12,0+0,42 6,2 +0,32
9 a 13 anos 294 10,2 + 0,4° 5,2+0,32
314 106 7,6+0,6° 3,4+04°

* Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

Ao analisar a taxa de prenhez das receptoras em funcdo da procedéncia dos
embrides, considerando a idade como variavel continua (Figura 6) observou-se que o

efeito da idade das doadoras néo foi significativo (P>0,05).

100
80
60
40 ~

PERCENTAGEM

20

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
IDADE (anos)

Figura 6: Grafico da equacdo de regressdo para o percentual de receptoras gestante em funcdo da
idade continua linear das doadoras. Y = constante (idade) + intercepto
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O mesmo resultado foi obtido ao agrupar os animais em classes de idade
(Tabela 5).

Tabela 5: Taxa de prenhez das receptoras em funcdo da classe de idade das doadoras. Mato Grosso do
Sul, 1994 a 2001.

Classe de idade da Embrides Receptoras prenhes
doadora transferidos N (%)
2 a 8 anos 1010 495 49,82
9 a 13 anos 687 345 51,22
14 anos acima 261 133 49,72
TOTAL 1958 973 49,72

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da producdo de embrides das
seis propriedades analisadas. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre propriedades
para o total de estruturas coletada e embrides transferiveis, sendo que a propriedade 5
apresentou o maior numero de estruturas recuperadas (12,3 * 1,2), enquanto que a
propriedade 3 teve o menor desempenho (6,7 + 1,0). Por sua vez, a propriedade 2
produziu o maior nimero de embrides viaveis (6,1 * 0,3) e a propriedade 5 o menor

namero desses embrides (4,4 + 0,7).

Tabela 6 - Total de estruturas e embrides transferiveis coletados nas propriedades. Mato Grosso do Sul,

1994 a 2001. média * e.p.m.
Propriedade n Total de estruturas Total de es,t ru'_[uras
transferiveis
1 213 11,0+ 0,52 4,6+0,3"°
2 463 11,0+ 0,3% 6,1+0,32
3 19 6,7+1,0°¢ 5,0+0,9%
4 51 9,9+1,2%° 53+0,8%
5 42 12,3 +1,22 4,4+0,7°
6 38 9,4+12" 45+0,9°

* Médias com a mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

A anadlise da interacdo da idade continua com a propriedade foi significativa
(p<0,05) para o total de estruturas coletadas e o nimero de embrides transferiveis em

funcdo da idade, também foi significativo (p<0,05) para o numero de embribes
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transferiveis em funcdo da propriedade, porém, ndo se observou efeito significativo
(p>0,05) para a interacéo da idade continua com a propriedade.
Ao utilizar classe de idade interagindo com as propriedades, a resposta foi

significativa (p<0,05) para o niumero de embrides transferiveis (Tabela 7).

Tabela 7: Numero de embrides transferiveis coletados em funcdo da propriedade interagindo com as
classes de idade. Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Propriedade Cla}zzzse de n Embries transferiveis
2 a8anos 130 4,6 + 0,42
01 9 a 13 anos 58 5,6+0,72
14 anos acima 30 3,0+0,6°
2 a8 anos 265 7,0+ 0,42
02 9 a 13 anos 178 5,4 +0,3%
14 anos acima 58 3,8+0,5"
2 a8 anos 16 8,7+1,8%
04 9 a 13 anos 20 4,5+0,9°
14 anos acima 19 2,9+0,7°

* Médias com a mesma letra dentro da coluna, para a mesma propriedade, ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5%.

A dose do hormonio nao influenciou (p>0,05) nem o nimero nem a qualidade
dos embrides, sendo que, no caso do tratamento PLUSET® até 50% da dose pode

induzir uma superovulacdo comparavel a dose recomendada pelo fabricante (Tabela 8).
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Tabela 8: Total de estruturas e embrifes transferiveis coletados em funcdo do tipo de horménio e da

dose de superovulagdo. Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Hormonio Dose * N ** Total de estruturas Total de es}rut_uras
transferiveis

200 Ul 12 8,8+21 44+11
PLUSET® 250Ul 123 10,3+0,6 58+04
300 Ul 119 10,2+ 0,7 52+0,5
400 Ul 28 99+15 6,3+1,1
28 a 50 Ul 18 121+£2.2 42+09
gg/gER_ 60 Ul 35 114+14 50+£0,9
75 Ul 18 9,6+1,8 44+11
® 10e 12 mg 26 11,3+1,75 48+11
OVAGEN 14 e 16 mg 15 8,3+2,2 44+13
P-ESH® 16 a 28 mg 25 10,8+ 1,7 46+11
32e 36 mg 11 80+16 41+172

-
* 1 mg equivale a aproximadamente 16 Ul.
** Foram excluidas da analise as doses e tipos de horm6nios com menos de 5 repeti¢des.

A andlise da interacdo da dose dos horménios com a idade da doadora nao

mostrou efeito significativo (p>0,05) para o total de estruturas e nimero de embribes

transferiveis coletados.

Quando se analisou o efeito entre os hormoénios, sem considerar a dose utilizada,

nao foi observada significancia para o total de estruturas e embrides transferiveis

coletados (p>0,05) (Tabela 9).

Tabela 9 Total de estruturas e embrides transferiveis coletados em funcdo dos hormonios utilizados. Mato
Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Hormonio n Total de estruturas Total de es:[ru'_[uras
transferiveis
PLUSET® 282 10,2+ 0,4 56+0,3
SUPER-OV® 66 11,1+ 1,0 4,7+0,6
OVAGEN® 37 10,1+14 4,7+0,8
FSH-P® 33 10,2 + 1,4 45+0,9
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O percentual de embriGes viaveis, em relacédo ao total de estruturas recuperadas
foi de 54,6% para o Pluset®, 41,9% para o Super-ov®, 46,1% para o Ovagen® e 44,1%
para o FSH-P® (p>0,05).

N&o houve efeito significativo (p>0,05) da estacédo do ano no total de estruturas e

embrides transferiveis coletados (Tabela 10).

Tabela 10: Total de estruturas e embrides transferiveis coletados em diferentes estacdes do ano. Mato
Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Estacado do Total de estruturas
n Total de estruturas P
Ano transferiveis
Verdo 214 10,8+ 0,5 5,7+04
Outono 215 10,5+ 0,5 54+0,3
Inverno 164 11,5+ 0,6 56+04
Primavera 233 10,6 £ 0,5 52+x04

Na andlise da interacdo da idade com as estacdes do ano as respostas nao
foram significativas (p>0,05).

N&o houve efeito ggnificativo (p>0,05) entre as fémeas que tiveram o inicio do
protocolo de superovulagdo apos um cio de referéncia e as que utilizaram implantes
auricular de progestageno (Tabela 11).

Tabela 11: Total de estruturas e embribes transferiveis coletados em fincdo do dia em que iniciou o
protocolo de superovulagdo. Mato Grosso do Sul, 1994 a 2001. média * e.p.m.

Inicio do n Total de estruturas Total de estruturas transferiveis
protocolo
8al2dias 107 115407 53+05
pos-cio base
Syncrgz@mate‘ 65 10,3+ 0,9 48+07
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5. DISCUSSAO

Superovulacao e producao de embrides naraca Nelore

De forma geral, aproximadamente 75% das doadoras submetidas ao processo
de superovulagcdo produzem um ou mais embrides, sendo que 25% constituem
doadoras improdutivas. Esses resultados confirmam as observacfes prévias de
DONALDSON (1984;) e HASLER (1992) sobre a dificuldade em prever o nimero de
embrides que serdo recuperados de uma determinada doadora submetida ao processo
de superovulacdo. O indice médio de recuperacdo, de aproximadamente 5 embrides
transferiveis por coleta, mascara uma grande variabilidade individual da resposta, com
extremos de 0 a > 40, sendo essa média influenciada por um reduzido nimero de
doadoras (<5%) que produzem mais de 30 embrides por coleta. A andlise dos fatores
gue explicam essa variabilidade, analisados no presente trabalho, pode contribuir para

tornar menos incerto um programa de TE, tendo como doadoras vacas Nelore.

Efeito da superovulacéao repetida

Dado o tamanho da molécula de FSH (aproximadamente 30 kD), a repeticdo de
tratamentos de superovulagdo em uma determinada doadora teoricamente poderia
provocar um aumento na producdo de anticorpos contra gonadotrofinas exégenas, com
uma concomitante reducdo na resposta superovulatoria subsequente SAUMANDE et
al., 1978). Entretanto, o presente trabalho mostrou que superovulagbes consecutivas na
mesma doadora ndo influenciam, nem o numero, nem a qualidade dos embrides
recuperados. Esse resultado estd em concordancia com CRISTIE et al. (1979),
NELSON et al. (1979), HASLER et al. (1983), LUBBADEH et al. (1980), DORN et al.
(1991) e KIM (1997,). Igualmente, foi observado que algumas vacas que nao
respondem a primeira superestimulacdo, o fazem na seguinte, e vice-versa. Essa
“imprevisibilidade” de resposta ao tratamento foi constatada em doadoras

superovuladas por dez ou mais vezes. Portanto, cada tratamento deve ser considerado



como unico, pois a variabilidade existe ndo s6 entre individuos como dentro da propria
fémea que esta sendo superestimulada. Consequentemente, com as devidas restricbes
inerentes a problemas de manejo ou eventuais caracteristicas genéticas, uma fémea
nao deve ser excluida do programa de transferéncia de embriées baseado no fato de

nao ter respondido ao primeiro tratamento de superovulagéo.

Efeito da Idade

No presente trabalho, foi consistentemente corroborado o efeito negativo da
idade na producdo de embrides, relatado previamente por LERNER et al. (1986) e
BREUEL et al. (1991) na espécie B. taurus taurus e, mais recentemente, por OLIVEIRA
et al. (2002) em vacas Nelore. A grande variabilidade da resposta ao tratamento de
superovulacdo requer um numero consideravel de repeticbes para evidenciar essa
diferenca. Essa dificuldade pode ser a causa de DONALDSON (1984,) nao ter
encontrado diferengas na producdo de embribes relacionadas com a idade. De fato,
tanto DONALDSON (1984,) quanto no presente trabalho, foram observadas vacas com
idade >20 anos com resposta semelhante a observada em vacas jovens. No obstante, a
diminuicdo no numero de estruturas e embribes transferiveis aconteceu de maneira
linear com a idade da doadora. Os casos esporadicos de fémeas senis com boa
resposta ovariana ao tratamento de superovulacdo podem eventualmente explicar a
resposta curvilinea da idade em relacdo a producdo de embribes encontrada por
HASLER et al. (1983) e LERNER et al. (1986) em racas européias de corte e leite.

A diminuicdo da resposta ao tratamento de superovulacdo observada em fémeas
idosas quando comparadas com doadoras jovens, seria atribuida a reducdo no nimero
de foliculos presentes nos ovarios nas vacas senis (ERICKSON, 1966; KATSKA &
SMORAG, 1984) e nao as deficiéncias funcionais dos ovarios em resposta ao estimulo
das gonadotrofinas exdgenas. O fato de ndo ter encontrado diferenca na taxa de
prenhez de receptoras que receberam embrides oriundos de doadoras jovens e senis,
sugere que o declinio da taxa de ovulacdo ndo esta associado com a qualidade dos
embrides. Igualmente, ndo ficou evidenciada no peso dos nascimentos provenientes de

embrides das vacas jovens e senis (C.A. Zanenga, comunicacdo pessoal). Dessa
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forma, o nascimento de produtos mais leves, freqientemente observado em fémeas
senis, estaria relacionado a alteracbes no ambiente uterino das fémeas senis e nédo a

gualidade dos embrides produzidos por essa categoria de animais.

Efeito da Propriedade

O fator propriedade influenciou significativamente o nimero e/ou a qualidade de
embrides coletados. Analisando os fatores que afetavam os resultados em um
programa de TE, HAHN (1992) também encontrou que a propriedade constitui o fator
gue afetava sensivelmente a producdo de embrides, explicando 65% e 69,5% na
variacdo encontrada para embrifes totais e embrides viaveis, respectivamente. Esse
efeito da propriedade estaria relacionado a condicfes de manejo dos animais, uma vez
gue as condi¢Bes edafo-climaticas (temperatura, umidade, topografia do solo, qualidade
das pastagens) seriam semelhantes. Consequentemente, o envolvimento do fator
humano (fornecimento de alimento, aplicacdo dos tratamentos de superovulagéo,
observacdo do cio, IA, entre outros) parece representar um ponto fundamental que
determina o sucesso nas atividades de TE. Nesse sentido, dada a auséncia de literatura
enfocando especificamente esse aspecto, seria necessario realizar pesquisas mais

aprofundadas para esclarecer essa diferenga entre as propriedades.

Dose e tipo de FSH

A andlise dos resultados comparativos entre diversas doses dos hormdnios
utilizados mostrou que aproximadamente 50% da dose considerada como padrao de
superovulagédo para gado europeu foi eficaz para induzir uma superovulagdo em vacas
Nelore. Essa resposta poderia ser atribuida a uma maior sensibilidade dos ovéarios
dessa espécie, conforme sugerem as observagdes de VISINTIN et al. (1999), os quais
encontraram uma maior resposta ovariana de novilhas Nelore superovuladas com 300
Ul de PLUSETaA em comparacao a 400 e 500 Ul. No caso de vacas Nelore, o presente
trabalho indica que a dose maxima em que acontece o declinio na resposta ovariana
parece ser superior a dose padréo de superovulacdo estipulada para a sub-espécie B.

taurus taurus, independentemente da idade da doadora. Outras informacdes da
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literatura mostram resultados controversos na andlise da interacdo da idade da doadora
com a dose de FSH na resposta ovariana. Em determinadas racas (Holandesa,
Hereford) o declinio no numero de estruturas recuperadas de vacas senis foi
parcialmente compensado ao aumentar a dosagem de FSH BREUEL et al., 1991).
Diferentemente, em vacas da raga Simental, 0 nimero meédio de estruturas recuperadas
nas vacas jovens aumentava ao acrescer a dose de FSH enquanto que em vacas senis
0 numero médio de estruturas recuperadas diminuia quando a dose de FSH era
aumentada. As causas dessas diferencas na resposta entre as diferentes ragas foi
atribuida a maior taxa de ovulacdo natural das doadoras da raca Simental ou ao fato
aparente delas apresentarem maior sensibilidade as gonadotrofinas em comparacdo
com outras racas (BREUEL et al., 1991).

Com relacdo ao tipo de hormonio utilizado para induzir uma superovulagdo, em
alguns trabalhos prévios realizados com a sub-espécie B. taurus taurus, tem sido
sugerido que a composicdo do hormonio (relagdo FSH:LH) pode ser um fator
importante na producdo de embribes (KELLY et al., 1997). No presente estudo, nao foi

observada diferenca significativa entre os quatro produtos avaliados.

Estacdo do ano

Diferentemente das observacdes deste estudo, em que ndo se notou influéncia
significativa das estacdes do ano na producdo de embrides, GORDON et al. (1962) e
PUTNEY et al. (1987 e 1989) evidenciaram efeitos gerais do meio ambiente sobre o
processo reprodutivo e sobre a superovulacdo. Esses autores salientaram a dificuldade
em medir e analisar precisamente os efeitos estacionais. Também LERNER et al.
(1986) observaram um efeito da estacdo do ano no numero de embrides e embrides
transferiveis de doadoras coletadas nas fazendas, mas ndo na Central de TE, e
enfatizaram a dificuldade de interpretar tais resultados. Por sua vez, GORDON (1975),
CRITSER et al. (1980) MASSEY & ODEN (1984) e SHEA et al. (1984), ndo observaram
efeito das estacbes do ano sobre a producdo de embrides em nenhum dos grupos

raciais (europeus ou zebuinos).



Dia do inicio do protocolo

Tradicionalmente, o tratamento de superovulacdo € iniciado 8 a 12 dias ap0s o
estro. Dada as diferencas na dinamica de crescimento folicular entre individuos, esse
periodo pode coincidir com o inicio da segunda onda de crescimento folicular ou com
um estédgio de dominancia folicular, sendo que esta Ultima tem sido associada com uma
menor resposta ao tratamento de superovulagéo (KO et al., 1991; ADAMS et al., 1993;
BUNGARTZ & NIEMANN, 1994). Consegquentemente, a eventual eliminagdo do efeito
da dominancia folicular, pela sincronizacdo da onda de crescimento folicular utilizando
progestagenos, o tratamento de superovulagdo poderia resultar em um aumento da
resposta ovariana ou reducdo dos animais que nao respondem ao tratamento de
superovulacdo (BO et al., 1996). Também, os resultados do presente estudo mostraram
nao existir diferenca em termos de producdo de embribes quando o tratamento de
superovulacdo € iniciado no meio do ciclo ou em qualquer momento do ciclo quando
associado com um tratamento de progestageno, corroborando relatos prévios de BO et
al. (1996) em gado europeu. Esse ultimo método, contudo, apresenta a vantagem de
poder ser iniciado a qualquer momento do ciclo estral com o agrupamento das fémeas
doadoras, podendo ter implicagdo importante nos programas de TE, independente da
idade da doadora e da dose de FSH.



6. CONCLUSOES

A idade das doadoras e o sistema de manejo (propriedade) afetam negativamente a
producao e a qualidade dos embrides de vacas Nelore.

Vacas senis (>14 anos) produzem, em média, aproximadamente 5 e 3 embribes
(total e viaveis, respectivamente) a menos que vacas jovens.

O tipo de hormoénio (Pluseta , Super-Ova , Ovagena , FSH-Pa ) ou dosagem (50, 75
ou 100%) utilizada na superovulacédo de vacas Nelore ndo influencia a produgéo de
embrides.

A superovulacdo associada a um implante com progestagenos + estradiol, iniciado a
gualquer momento do ciclo é tdo eficiente quanto o tratamento convencional iniciado
no meio do ciclo.

A superovulacdo repetida por 6 ou mais vezes no mesmo animal ndo afeta a

producéo ou qualidade dos embrides.
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APENDICE A

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA EM MICRO-REGIOES DAS PROPRIEDADES

As propriedades estdo distribuidas em micro-regides de Mato Grosso do Sul

com as seguintes caracteristicas:

1. Micro-regido de Trés Lagoas (propriedade 02 — Latitude 20° 39 43,4” Sul /
Longitude 51° 47' 28,9” Oeste; propriedade 04 — Latitude 20° 48 16,0” Sul /
Longitude 51° 39" 45,9” Oeste; propriedade 05 — Latitude 20° 57° 25,0 Sul /
Longitude 51° 31' 52,9” Oeste), solo do tipo Latossolo vermelho escuro muito
utilizado para pastagens cultivadas e culturas anuais; a aptiddo da terra para
pastagens plantadas; temperatura média anual de 23° C. Clima Umido a sub-Umido
apresentando indice efetivo de umidade com valores anuais variando de 20 a 40. A
precipitacdo pluviométrica anual varia entre 1.500 a 1750 mm anuais, excedente

hidrico durante 5 a 6 meses e deficiéncia durante 5 meses.

2. Micro-regido de Campo Grande (propriedade 01 - Latitude 20° 41’ 49,0” Sul /
Longitude 54° 32’ 59,2” Oeste), solo do tipo Latossolo vermelho escuro muito
utilizado para pastagens cultivadas e culturas anuais; a aptiddo agricola da terra é
para pastagens plantadas; temperatura média anual de 22° C. Clima umido a sub-
umido apresentando indice efetivo de umidade com valores anuais variando de 20 a
40. A precipitacdo pluviométrica anual varia entre 1.500 a 1750 mm anuais,

excedente hidrico durante 5 a 6 meses e deficiéncia durante 5 meses.

3. Micro-regido de Iguatemi (propriedade 03 — Latitude 23° 22’ 54,5” Sul / Longitude
542 35’ 10,0” Oeste), solo do tipo Latossolo vermelho escuro e Podzdélico vermelho
escuro muito utilizado para pastagens cultivadas e culturas anuais;, a aptidao

agricola da terra é restrita para lavoura com qualquer implementacdo agricola,;



temperatura meédia anual de 21° C. Clima umido apresentando indice efetivo de
umidade com valores anuais variando de 40 a 60. A precipitacao pluviométrica anual
varia entre 1750 a 2.000 mm anuais, excedente hidrico durante 7 a 8 meses e
deficiéncia hidrica durante 3 meses.

4. Micro-regido de Bodoquena (propriedade 06 — Latitude 20° 24’ 58,6 Sul / Longitude
56° 30’ 42,8” Oeste), solo do tipo Regossolo; a aptiddo agricola da terra é regular
para pastagens plantadas; temperatura média anual de 23° - 24° C. Clima sub-
umido apresentando indice efetivo de umidade com valores anuais variando de 0 a
20. A precipitacdo pluviométrica anual varia entre 1.200 a 1.500 mm anuais,

excedente hidrico durante 3 a 4 meses e deficiéncia hidrica durante 5 meses.

Fonte:

Atlas Multirreferencial — 1990

Estado de Mato Grosso do Sul

Secretaria de Planejamento e Coordenacéao Geral

Convénio Governo do Estado / Fundacgéo IBGE

IAGRO — DEPARTAMENTO ESTADUAL DE VIGILANCIA SANITARIA DE MATO
GROSSO DO SUL. / ESCRITORIO REGIONAL DE AQUIDAUANA
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