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RESUMO

AUTOR - Ewerton Aparecido Henrique
ORIENTADOR - Prof. Dr. Carlos Henrique Cabral Viana

Os animais Zebuinos (Bos taurus indicus), sdao a grande maioria em
nosso pais. Isso pela grande resisténcia aos parasitos e as altas
temperaturas. A reproducdo de animais tao utilizados como os
Zebuinos, merece uma atencao especial, pois ja é visto que existe
diferencas nos aspectos fisiologicos entre os Bos taurus indicus e Bos
taurus taurus, sendo assim nao se pode utilizar de mesma técnica
reprodutiva para animais que sao considerados fisiolégicamente
diferentes. As biotecnologias da reproducdo séao utilizadas para
aprimorar animais que s&o considerados geneticamente superiores,
sendo que a Transferéncia de Embriées (TE) € uma das técnicas mais
utilizadas para esse procedimento. Sé que para se ter sucesso na TE &
preciso aumentar o numero de ovulagdes para que se possa, a cada
colheita, conseguir recuperar o0 maximo possivel de embrides viaveis. A
Superovulagcdo (SPO) é realizada de varias maneiras, sendo que a
dose de horménio, o horménio utilizado, o horéario de aplicacao, a onda
de crescimento folicular, a sincronizacdo do ciclo estral e outros
fatores, podem ser manipulados de forma diferente por diversos
autores que realizam experimentos praticos, sendo que cada um tem
sua conclusdao sobre a maneira de realizar a SPO. Essa revisdao de
literatura mostra algumas diferencas fisilogicas na reproducao entre o
género Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, e as técnicas mais
utilizadas atualmente por alguns autores para se conseguir bons
resultados na SPO dos animais Bos taurus indicus. Como a fisiologia
reprodutiva dos Bos taurus indicus ainda é considerada pouco
estudada, existem algumas contradicbes entre autores que serdo

abordadas, concentrando-se no numero de ondas foliculares desses



animais. No passado foi relatado que no género Bos taurus taurus ha
um maior numero de foliculos por ovario em relacdo ao Bos taurus
indicus. No entanto, recentemente outros autores relataram o contrario,
o que foi justificado em funcdao da maior concentracdao de IGF. Em
alguns topicos sao também abordados assuntos que nédo hé
contradicdao, pois ja é bem evidenciado que o tamanho do foliculo
dominante (FD) e do corpo luteo (CL) dos Bos taurus indicus sao
menores e também o nivel de progesterona (P4) e estrégeno (E2)
apresentam-se mais baixos quando comparados aos do Bos taurus
taurus. Nas doadoras o que se espera da SPO é um numero elevado de

embrides viaveis que se possa com esses conseguir uma gestacgao.

Palavras-chave - Bos taurus indicus, superovulagao, biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

Os bovinos zebuinos tém como caracteristica principal uma saliéncia muscular
no dorso, chamada de cupim ou giba. Na india, berco do zebu, os animais sdo
considerados sagrados e selecionados apenas para producao de leite. L4, existem
mais de 50 ragas zebuinas. No Brasil, existem 10 racas (Nelore, Nelore Mocha, Gir,
Gir Mocha, Guzera, Sindi, Brahman, Tabapua, Cangaiam, Indubrasil). O zebu
brasileiro é selecionado para produgéao de carne ou leite, sendo que algumas ragas
apresentam dupla aptidao (SANTIAGO, 2006).

O Brasil, no século XVIII, possuia um rebanho formado por animais mesticos de
pouca produtividade. Na segunda metade do século XIX é que aparecem 0s
primeiros plantéis de zebus puros, formados a partir de animais importados da india
(LOPEZ & REZENDE, 2001).

Entre 1904 e 1921, foram importadas, da india para o Brasil, 5.500 cabegas das
racas Nelore, Gir e Guzera. Nas décadas de 50 e 60, chegaram ao pais exemplares
das racas zebuinas Sindi e Cangaiam. A partir dessas racas trazidas da Asia, foram
desenvolvidas no Brasil outras duas ragcas que sdo o Tabapua e o Indubrasil. Ja o
Brahman chegou ao territério nacional no ano de 1994, importado dos Estados
Unidos (SANTIAGO, 2006).

Atualmente estima-se que o total do efetivo bovino no Brasil seja da ordem de
mais de 190 milhdes de cabegas, das quais 80% possuem sangue zebuino. O Brasil
tornou-se a segunda patria do zebu e o principal pais na exploracao do gado de
origem indiana, com finalidades econémicas (LOPEZ & REZENDE, 2001).

O gado Bos taurus indicus € predominante no Brasil e também em outras
regides tropicais e subtropicais, devido a grande tolerancia aos parasitos e ao
estresse causado pelas altas temperaturas (BARROS e NOGUEIRA, 2001).

Nos ultimos anos, poucos paises tiveram um crescimento tdo expressivo no
comércio internacional do agronegécio quanto o Brasil (CONTINI, 2006).

A pecuaria de corte brasileira, que vinha almejando, desde o inicio da década
de 90, aumento da eficiéncia produtiva, passou, nos ultimos anos, a ter essa
demanda exacerbada, especialmente, como resultado das pressdes impostas pela
globalizagdo da economia. As modificagdes que a mesma vem sofrendo vao desde

o conceito de producao até aquelas relacionadas com a caracterizacdo do produto
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final, passando pelo reconhecimento da cadeia produtiva da carne, pela busca da
integracdo dos diferentes segmentos que a compdem e pela integracao entre
sistemas de producdo e a incorporacdo de tecnologias. O médico veterinario
especialista em reproducdo animal € o responsavel pelo aprimoramento e
funcionamento desta cadeia produtiva (SEGUI, 2007).

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, perdendo somente

para a india, em nimeros de animais (tab. 1).

TABELA.1: Participagdo da Industria de Carnes na Economia Brasileira e Mundial — Cadeia
Produtiva da Carne.

Rebanhos mundiais de bovinos / milhares de cabecas

Paises 2003 2004 2005 2006

india 327.250 330.250 332.200 336.900
Brasil 167.265 165.772 165.035 166.080
China 134.672 137.818 140.718 143.411
E.UA 96.888 95.438 97.102 98.800

Fonte: CASTILLO, 2005.

Referindo-se a producédo de carne, o Brasil se classifica em segundo lugar no
mundo, ficando somente abaixo dos Estados Unidos (tab. 2).

TABELA. 2: Participagdo da Industria de Carnes na Economia Brasileira e Mundial — Cadeia
Produtiva da Carne.

Producgé&o de carne bovina / mil toneladas

Ano EUA BRASIL CHINA ARGENTINA INDIA
2003 12,039 7.245 6.305 2.800 1.960
2004 11,261 7.690 6.759 3.130 2.130
2005 11.317 7.817 7.140 3.200 2.230
2006 11.891 7.463 7.575 3.100 2.300

Fonte: CASTILLO, 2005.
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Nosso pais, que fica em segundo lugar, considerando o tamanho do rebanho e
a produgao de carne, e que tem como base de seu rebanho a genética zebuina, é
considerado o maior exportador de carne do mundo (SANTIAGO, 2006).

O crescimento projetado para a producao de carne bovina no Brasil, no periodo
de 2006 / 07 a 2016 / 17, € de 2,5%, e para o crescimento da exportagéo é de 2,9%
ao ano (CONTINI, 2006).

O desenvolvimento cientifico-tecnologico e a modernizagdo da atividade rural
obtidos por intermédio de pesquisas contribuiram para transformar o pais numa das
mais respeitaveis plataformas mundiais do agronegocio (CONTINI, 2006).

A marca histérica na agropecuaria do pais é dada gragas a uso de biotécnicas
que visam a aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional (NASSER,
2006).

A transferéncia de embrides (TE) é uma biotécnica que permite recolher
embrides de uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras, com a
finalidade de completarem o periodo de gestacdo. Apesar dos procedimentos
sofisticados necessarios para sua implantacao, a TE é uma técnica mundialmente
difundida. Sua importancia basica para a producao animal consiste na possibilidade
de uma fémea produzir um numero de descendentes muito superior ao que seria
possivel obter fisiologicamente, durante sua vida reprodutiva (REICHENBACH et al.,
2002).

A TE, que é o método mais empregado no mundo para a disseminacao de
material genético feminino de alto valor, além de acelerar 0 ganho genético
possibilita a comercializagdo de material genético entre os continentes (REIS, 2004).

A TE vem sendo utilizada por muitos paises. O emprego de transferéncia de
embrides com multipla ovulagdo (MOET) aumenta em quase duas vezes a taxa de
ganho genético obtido com as estratégias tradicionais em um rebanho (NASSER,
2006).

Os tratamentos superovulatorios sdo amplamente utilizados nos programas de
TE para aumentar o fornecimento de embrides de animais de mérito genético
superior (HAFEZ, 1995).

O objetivo dos tratamentos de superovulagédo (SPO), realizados em fémeas
doadoras, € obter o maior numero possivel de embrides transferiveis que

apresentem grande probabilidade de produzir prenhez (NASSER, 2006).
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O melhoramento genético e o aumento da eficiéncia reprodutiva das matrizes
sao fundamentais para alcancar metas anuais superiores as de anos anteriores
(REIS, 2004).

1.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho é dar enfoque aos métodos geralmente utilizados
para efetuar a SPO, assim como as caracteristicas peculiares dos animais zebuinos
(Bos taurus indicus), e aos aspectos fisiologicos da reproducdo, para se obter o
melhor resultado na produgcdo de embrides, o que pode aumentar o niumero e a

qualidade de animais considerados geneticamente superiores.
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2 FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

Nos animais domésticos que apresentam periodos limitados de estro, usa-se
o termo ciclo estral e o inicio do proestro define o inicio do ciclo (CUNNINGAM,
1999).

A idade da puberdade no bovino é, em média, de doze meses e o ciclo estral
€ do tipo poliéstrico, ciclando o ano inteiro. A duragao do estro na vaca é, em média,
de 18 horas e a ovulagao ocorre entre 10 a 12 horas apos o final do estro (AIELLO,
2001).

O periodo de ciclo estral pode ser dividido em duas fases distintas: a fase
estrogénica que se estende do proestro ao estro culminando na ovulagédo, e a
luteinica ou progesterdnica que compreende o metaestro e o diestro, terminando na
lutedlise (REIS, 2004).

A duragdo do ciclo estral dos bovinos varia entre 17 e 25 dias, com
semelhancas entre fémeas zebuinas e taurinas (NASSER, 2006). A média do ciclo
estral quando mantidas em condicdes ambientais adequadas é de 21 dias: o
proestro de trés dias, o estro de 18 horas, 0 metaestro de dois a trés dias e o diestro,
ou fase luteinica, aproximadamente de 14 dias (GONSALVES, 2001).

O proestro é o periodo de desenvolvimento folicular, que € subseqliente a
regressao lutea e termina no estro; estro é o periodo de receptividade sexual;
metaestro é o periodo do desenvolvimento inicial do corpo Iuteo (CL); diestro é o
periodo da fase madura do CL (CUNNINGHAM, 1999).

O ciclo estral resulta da interagdo coordenada dos tecidos do sistema nervoso
central (hipotalamo-hipoéfise), ovario e utero. Essa comunicagéo entre érgdos ocorre
principalmente mediante o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), produzido
no hipotalamo; horménio luteinizante (LH) e hormédnio foliculo estimulante (FSH),
ambos produzidos na hipoéfise; estradiol (E) e progesterona (P4), produzidos no
ovério, e prostaglandina 2a (PGF2a) produzida pelo tero (GONZALEZ, 2002).

Os horménios, 6rgaos secretores e funcao sdo demonstrados no quadro 1.
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HORMONIO FONTE FUNCAO
GnRH hipotalamo promove a liberagédo do FSH e LH
o _ estimula o desenvolvimento folicular
FSH hipdfise anterior B .
e a secrecao de estrégenos
oo _ estimula a ovulagao, formagéo e
LH hipéfise anterior . )
manutencao do corpo luteo
_ ] . estimula a manifesta¢do do cio e a
estradiol foliculo (ovario) _ B
liberacéo de LH
progesterona corpo luteo (ovario) manutencao da gestacao

Quadro 1 : Horménios, o 6rgao secretor e a fungao relacionados a reprodugao de bovinos.
Fonte: HAFEZ, 1982.

O GnRH é um peptideo que controla a secrecdo de gonadotrofinas,
principalmente do LH e, portanto, a fungdo gonadal. Esse horménio hipotalamico é
liberado de modo pulsatil e, na fémea, a sua freqiéncia e amplitude variam durante
os estagios reprodutivos nas diferentes espécies (FRANCI et al,1999).

A secrecdo de LH e FSH é controlada pelo GnRH, sendo que ambos sao
liberados de uma forma ténica ou basal tanto no macho como na fémea. Os niveis
ténicos de LH e FSH s&o controlados através de um mecanismo de retroalimentagéao
negativa das génadas (HAFEZ, 1996). Um exemplo classico da retroalimentacao
negativa € o meio pelo qual a produgédo de estrogeno e inibina conseguem causar
uma diminuigdo na concentracao de FSH (GONSALVES, 2001).

A onda pré-ovulatéria de LH comega em média 24 horas antes da ovulagao
na vaca e resulta na liberagao o oécito (CUNNINGAM, 1999).

O efeito da onda de LH na granulosa é permitir o processo de luteinizacao
que transforma as células produtoras de E2 em produtoras de P4. Com a chegada
do LH, a secregao de E2 declina e inicia a secrecao de P4 (CUNNINGAM, 1999).

O 17B-estradiol (E-17B) €& produzido pelo foliculo e induz o cio
comportamental e, quando a P4 entra em declinio, eleva o LH (HAFEZ, 1995).

Durante o cio comportamental, as fémeas bovinas apresentam manifestacoes
caracterizadas por imobilidade durante a monta, comportamento homossexual,
descarga de muco vaginal, mugidos freqlentes, intensa movimentacao, aumento na
freqiéncia de mic¢cdo. Fémeas Bos taurus indicus geralmente apresentam estro de

duracdo de aproximadamente 10 horas e mais de 50% dos animais desse grupo
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genético iniciam a manifestacdo de cio no periodo entre 18h00min e 06h00min
(BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007). Féo (1999) também relata que geralmente
as racas zebuinas apresentam o cio mais curto, em relacdo a taurinas, com maior
parte dos animais manifestando o cio no periodo noturno.

Mizuta (2003), em seu trabalho, avaliou as caracteristicas do estro por
radiotelemetria e intervalos estro-ovulacdo em vacas Nelore (Bos taurus indicus),
Angus (Bos taurus taurus) e Nelore x Angus (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus)
(tab. 3).

TABELA 3: Caracteristicas do estro avaliadas por radiotelemetria e intervalos estro-ovulagao
em vacas Nelore (Bos taurus indicus), Angus (Bos taurus taurus) e Nelore x Angus (Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus). Caracteristicas Grupos Genéticos.

Caracteristicas Nelore Nelore x Angus Angus
Duracdo do estro 12,9/2,9 (n=25) 12,4/ 3,3 (n=35) 16,3/ 4,8 (n=26)
Numero de 28,2/13,2 34,1/ 19,2 29,7 /19,4
montas / estro (n=25) (n=35) (n=26)
Intensidade do 2,3/1,3 2,8/1,5 1,9/1,2

estro (montas / (n=25) (n=36) (n=26)
hora de estro)

Intervalo estro- 27,1/3,3 25,7/7,6 26,1/6,3
ovulacéo (h) (n=8) (n=10) (n=7)

Fonte: MIZUTA, 2003.

Neste caso, Mizuta (2003) observou em 25 fémeas Nelore que a duragédo do
estro em média foi de 12,9 horas e se mostrou menor do que a observada em 26
animais Angus, que apresentaram tempo de duracdo de estro em média de 16,3
horas.

Apoés a ovulagdo, as fémeas apresentam um CL no local onde se encontrava
o foliculo dominante (FD). A principal funcdo do CL é a producdo da P4 que é
essencial para a gestacao (CUNNINGAM, 1999).

Depois de atingida a capacidade maxima, a producao de P4 se mantém até

em torno do dia 16°/ 17°do ciclo estral, quando ocorrera a lutedlise (REIS, 2004).
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O CL das vacas possui dois tipos de células que sao as luteinicas grandes e
as pequenas que se diferem na producao de horménios (PRESTES & ALVARENGA,
2006).

As células luteinicas pequenas absorvem mais colesterol, mas sdo menos
sensiveis ao LH e produzem P4 em pulsos por um periodo curto. As células
luteinicas grandes tém maior sensibilidade ao LH e absorvem colesterol das células
pequenas, podendo secretar P4 por periodos mais longos (PRESTES &
ALVARENGA, 2006).

A regressao do CL nos ruminantes € realizada pela PGF2a, que é um fator
luteolitico. A PGF2a chega aos ovarios pelo mecanismo de contra-corrente que
opera transferindo a PGF2a da veia uteroovariana para a artéria ovariana, evitando
que o hormonio seja inativado (GONSALVES, 2001).

A lutedlise pode ser bloqueada naturalmente pela acdo de uma proteina
produzida pelo concepto chamada trofoblastina ou interferon Tau, proximo a
implantacao do embrido, ap6s a ovulacao e fecundacao (GONSALVES, 2001).

Caso o concepto esteja presente no Utero entre os dias 14°e 17°do ciclo, e
ocorra a secrecao adequada de interferon Tau, ndo ocorrera a liberagdo de PGF2a e
a P4 continuara sendo secretada para a manutencao da prenhez (REIS, 2004).

Dias do ciclo estral e hormédnios predominantes em cada fase em bovinos sao

representados no grafico 1.
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DIAS

Gréfico 1: Representagao esquematica das variagoes, na concentragao dos principais horménios que
regulam o cicio estral em bovinos. O grafico acima mostra que no proestro os niveis de P4
entram em declinio e os de E2 aumentam, fazendo com que ocorra o estro, que é o periodo
de receptividade sexual da fémea. Com o E2 aumentando sua concentragdo, o LH também
se eleva chegando a um pico que provoca a ovulagdo. A ovulagdo ocorre no metaestro e,
apods o CL se tornar maduro, comega o diestro que dura aproximadamente 14 dias, sendo
este encerrado pela lutedlise, iniciando novamente o proestro.

Fonte: KING & KIRACOFS, 1982, BERARDINELLI & ADAIR, 1989.
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3 DINAMICA FOLICULAR

A unidade funcional da gbénada feminina que contém o gameta feminino é o
foliculo; a principal fungdo do foliculo é proporcionar um ambiente ideal para o
crescimento e maturagcdo do ovocito, bem como produzir horménios como o
estrégeno (E2), o E-17p e peptideos (PRESTES & ALVARENGA, 2006).

Ao nascimento, as fémeas dos mamiferos possuem, em seus ovarios,
foliculos primordiais contendo ovécitos estacionarios no estado dictidteno da profase
| da meiose. Esses ovocitos vao sofrer maturacao na fase de crescimento do foliculo
e reinicio da meiose (maturagéo final) no foliculo pré-ovulatério, somente apos a
puberdade (PRESTES & ALVARENGA, 2006).

Segundo Renesto (2004), o crescimento folicular na espécie bovina exibe
padrdo continuo de crescimento e atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na
vida fetal, passa pela puberdade e continua na vida reprodutiva até a senilidade.

O desenvolvimento de ondas foliculares acontece em varios estagios
reprodutivos dos bovinos. O processo de continuo crescimento e regressao folicular
é conhecido por dinamica folicular (BORGES et al., 2004).

O acompanhamento diario das estruturas ovarianas por ultra-sonografia tem
demonstrado que os bovinos apresentam ondas de crescimento folicular durante o
ciclo estral (BORGES et al., 2001).

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrao de ondas. Cada
onda de crescimento folicular € caracterizada por um grupo de pequenos foliculos
que séao recrutados e iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias
(GINTHER et al., 2003). Destes foliculos, apenas um continua seu desenvolvimento,
enquanto os outros sofrem decréscimo de tamanho, estabelecendo-se entédo, o
fendbmeno da divergéncia folicular (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

A emergéncia de uma onda é caracterizada por um crescimento de mais de
20 foliculos pequenos que sao estimulados pelo FSH (REIS, 2004).

A etapa de onda de crescimento folicular € denominada fase de recrutamento,
e esta associada ao aumento das concentracdes plasmaticas de FSH. A
concentragcdo de FSH atinge seu pico maximo quando o maior foliculo denominado
dominante (FD) atinge o tamanho de 4 a 5 mm (Bos taurus indicus) (NASSER,
2006).
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Segundo Renesto (2004), a emergéncia da primeira onda folicular é
observada em torno de 1,5 dia apds a ovulacao; quando um conjunto de foliculos
antrais dependentes de FSH comeca a se desenvolver, observa-se entdo um
aumento na concentragao plasmatica de FSH que antecede 1 a 2 dias a emergéncia
de cada onda folicular. Em torno de 3 a 4 dias, ap0s a emergéncia da onda, o FSH
reduz para niveis basais e o futuro foliculo dominante é selecionado, e continua seu
crescimento, enquanto o restante dos foliculos detém seu crescimento ou regride e
s&o chamados de subordinados.

Cada onda de crescimento folicular é dividida em quatro fases: emergéncia,
selecdo, dominancia e atresia ou ovulacao (REIS, 2004).

Normalmente, um s¢é foliculo ovula no ciclo estral dos bovinos. Dois foliculos
ovulam em 10% dos casos, enquanto trés ndo sao frequentes (HAFEZ, 1995).

Uma das maneiras do FD manter seu “status” € produzir substancias que
inibam o desenvolvimento de outros foliculos antrais. Uma dessas substancias é a
inibina, um hormonio peptideo produzido pela granulosa que inibe a secrecao do
FSH (CUNNINGAM, 1999).

A inibina possui como acdo bioldgica, efeito de retroalimentacdo negativa
sobre a liberacdo de FSH, aparentemente através de efeito direto sobre a hipéfise
(FLORIANI, 2006).

A imunizacdo ativa, contra a inibina, resulta em concentracdo plasmatica
aumentada de FSH, no desenvolvimento de mais foliculos e em taxa de ovulacao
elevada quando comparada com animais controle (presumivelmente pela supressao
da retroalimentacdo negativa da inibina sobre a secrecdo pituitaria de FSH)
(PETERS e BALL, 2006).

Segundo Renesto (2004), a responsavel pela queda do FSH, antes da
selecdo, € a producao de E2 e inibina, sobretudo pelas células da granulosa do FD,
que atuam inibindo a liberacdo de FSH pela hipéfise anterior.

Durante o ciclo estral, ocorrem duas ondas de atividade ovariana. Na primeira
onda, um pequeno foliculo cresce, entre os 5° e 11°dia, entrando entdo em atresia.
Este foliculo ndo ovula, mas secreta E2. Na segunda onda, foliculos grandes, que
produzem o E2, rapidamente regridem, ficando apenas um foliculo grande presente
no ovario, durante o ciclo estral, controlando o destino dos outros foliculos (HAFEZ,
1995).
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Vacas e novilhas podem ter duas ou trés ondas por ciclo, com um foliculo
tornando-se dominante em cada uma delas. Por isso, uma populacédo de pequenos,
médios e grandes foliculos é encontrada em cada ovario, durante todos os dias do
ciclo estral (BORGES et al., 2001).

Nos bovinos, o desenvolvimento folicular apresenta a particularidade de, na
maioria dos animais, consistir de duas ou de trés ondas de crescimento, sendo cada
onda formada por um grupo de foliculos com didametro maior ou igual a 4 mm (RASI ,
2005; BARROS e NOGUEIRA, 2001).

A dindmica folicular em animais zebuinos, ainda pouco estudada, tem-se
mostrado diferente da de bovinos de ragas européias, de modo que o diametro dos
FD e a area do CL s&o menores nas fémeas zebuinas (BORGES et al., 2004).

Em zebuinos, existem relatos que descrevem maior incidéncia de trés ondas,
sendo notificada a presenca de até quatro ondas de crescimento folicular por ciclo
estral (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

Em um experimento realizado por Viana et al. (2000), foram observados ciclos
com duas (6,27%), trés (60%), quatro (26,6%) e cinco (6,67%) ondas de crescimento
folicular. Neste experimento, foi concluido que na raca Gir a predominancia é de trés

e quatro ondas de crescimento folicular (graficos 2, 3,4 e 5).
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Gréfico 2: O grafico mostra o didmetro, dias do ciclo estral e dindmica folicular de uma vaca Gir com
duas ondas foliculares durante o ciclo estral. As linhas continuas representam foliculos dominantes, e
linhas pontilhadas foliculos subordinados. Os simbolos abertos representam foliculos da 12 onda
folicular, e os simbolos fechados, foliculos da 22 onda
Fonte: VIANA et al., 2000.
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Gréfico 3: O grafico mostra o didametro, dias do ciclo estral e dinamica de crescimento folicular de
vacas Gir, com trés ondas foliculares durante o ciclo estral. As linhas representam a 12, 22 e 32 onda
folicular.

Fonte: VIANA et al., 2000.
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Gréfico 4: O grafico mostra o didmetro, dias do ciclo estral e dindmica folicular de vacas Gir com
quatro ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral. As linhas representam 12, 22, 32 e 42 onda

de crescimento folicular.
Fonte: VIANA et al, 2000.
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Gréfico 5: O gréafico mostra o didametro, dias do ciclo estral e dinamica de crescimento folicular de

vacas Gir com cinco ondas de crescimento folicular. As linhas representam a 12, 22, 32, 42 e 52 onda.

Fonte: VIANA et al, 2000.

Tonson et al. (2002) citado por Reis, (2004) avaliou a fertilidade de vacas
Holandesas (Bos taurus taurus), submetidas a IA, e concluiu que os animais que
apresentaram trés ondas de crescimento folicular obtiveram maior concepgéo do
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que os que apresentavam duas ondas, sendo que esses achados também foram
verificados em vacas de corte. Essa diferenga pode ser explicada pelo menor tempo
de crescimento do foliculo ovulatério em animais com trés ondas, melhorando a
qualidade do odcito.

O numero de ondas parece estar associado ao comprimento do ciclo e a
duracdo da fase luteinica (BORGES et al.,, 2001). Rasi (2005) ressalta que a
emergéncia da 32 onda folicular estd associada a uma fase luteinica mais
prolongada.

Ciclos estrais com trés ondas foliculares tém maior duragdo do que aqueles
com duas ondas. Este periodo apresenta bastante variabilidade dentre 0 mesmo
individuo e conforme a condigdo nutricional (FEO, 1999).

Segundo Dode et al. (2000), os ovarios e o CL de fémeas zebuinas sao
menores que os de fémeas taurinas e apresentam também menor numero de
foliculos por ovario, e com menor didmetro.

Segundo Baruselli, Gimenes e Sales (2007), fémeas Bos taurus indicus
recrutam maior numero de foliculos por onda de crescimento folicular do que nas
fémeas Bos taurus taurus e tem-se a hipotese de que o maior numero de foliculos
presentes no ovario pode ser devido a elevada concentracdo de fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I).

Segundo Nasser (2006), vacas Brahman (Bos taurus indicus) apresentam
maiores concentragdes plasmaticas de IGF-I e menores concentracbes de FSH do
que vacas Angus (Bos taurus taurus). Assim, a maior quantidade de foliculos
encontrados em vacas Brahman poderia ser decorrente da alta concentracdo de
IGF-I.

O horménio do crescimento, o IGF-I, e as proteinas ligadoras de IGF sao
importantes no controle da fungao ovariana (RAMOS et al., 2007).

Diversas acOes sobre a atividade ovariana, incluindo o sinergismo e a
amplificagdo dos efeitos das gonadotrofinas no crescimento e na esteréidogénese,
bem como no estabelecimento da dominancia folicular sdo afetadas pelo sistema
IGF (SHOENAU et al., 2005).

Segundo Reis (2004), algumas diferengas endocrinolégicas tém sido
relatadas, segundo as quais 0 zebu apresenta menor capacidade de secrecao de LH

e reduzidos niveis circulantes de E2 e P4 em relagao as ragas européias.
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Os diametros dos FDs e subordinados sdo menores em Bos taurus indicus do
que em Bos taurus taurus; a divergéncia folicular em Bos taurus indicus ocorre com
didmetros inferiores aos relatados para Bos taurus taurus, e também a capacidade
ovulatéria em Bos taurus indicus é adquirida com didmetros inferiores as observadas
em Bos taurus taurus (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

Animais Bos taurus indicus apresentam diametros maximos do FD (10 a 12
mm) e do CL (17 a 21 mm), menores do que o diametro caracteristico de animais
Bos taurus taurus, que apresentam o FD de 14 a 20 mm e o CL de 20 a 30 mm
(NASSER, 2006).

Um estudo em vacas da raga Gir, realizado por Reyes et al. (2005), sobre
ondas de crescimento folicular anovulatérias, com cada onda apresentando um
foliculo dominante e um varidvel niumero de outros menores (subordinados) mostrou

0 seguinte (tab. 4).

TABELA 4: Ondas foliculares e dias de crescimento, média do tamanho dos foliculos e
variagao do tamanho dos foliculos da raga Gir.

Ondas (dias) Foliculos/média Variacao
<12 dias 9,4 mm 0,3 mm
=13 a 16 dias 10,4 mm 0,2 mm
2 17 dias 11,6 mm 0,4 mm

Fonte: REYES et al., 2005.

Com os dados demonstrados na tabela, pode-se concluir que as ondas de
crescimento folicular que sao geradas mais préximas do fim do ciclo estral,
apresentam média do tamanho dos foliculos maiores, em relagdo aos do inicio do

ciclo estral.
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4 SUPEROVULACAO

A SPO é o aumento do numero fisiolégico de ovulagdes, proprio de cada
espécie, provocado através da administracdo exdgena de gonadotrofinas. Nos
bovinos, considera-se que houve resposta ao tratamento quando se conseguem
mais de duas ovulag¢des (PFEIFER; CORREA; PINESCHI, 2005). A SPO, portanto, &€
um meétodo de estimular diversos foliculos terciarios a se desenvolverem até o
estagio de pré-ovulagdo, com subsequente ovulagédo (RASI, 2005).

Na presenca de altas concentragdes plasmaticas de P4, o foliculo perde a
dominancia e sofre atresia, recomecando uma nova onda folicular (FEO, 1999), ou
contrariamente, o FD presente no momento da regressao luteinica pode ovular
(FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). O aproveitamento mais racional desses
foliculos que se tornam atrésicos pode ser obtido por meio da SPO (RASI, 2005).

A variacdo do numero de embrides, apos diferentes tratamentos de SPO, tem
sido atribuida a fatores individuais, pois utilizando tratamentos idénticos se obtém
respostas altamente variaveis (RASI, 2005).

Donaldson (1984) citado por Rasi, (2005) demonstrou que mesmo cumprindo
todos os requisitos, a resposta superovulatéria resulta em muita variagdo, pois em
um estudo que envolveu 1263 doadoras superovuladas, somente 68% produziram
embrides transferiveis.

A resposta das doadoras a SPO apresenta grande variabilidade tanto na taxa
de ovulacao, quanto na producédo de embrides viaveis. Ha grande efeito da idade da
doadora sobre a SPO, do coeficiente de endogamia da doadora, da ordem de
colheita, da dose da droga e do numero de inseminacdes sobre esses resultados
(PEIXOTO et al., 2002).

Estudos comparando a taxa de fertilizagcado entre vacas nao-superovuladas as
superovuladas, mostraram taxas menores nas superovuladas. De um total de 1188
vacas nao-superovuladas com taxa de fertilizacdo de 82,1% e 1041 vacas
superovuladas com taxa de fertilizacdo de 62,7%. Esses estudos que lavaram o
oviduto ou Utero de bovinos com propédsito de avaliar taxas de fertilizacdo ou
qualidade embrionaria entre os dias 3 € 14 apds a |IA em vacas coletaram abaixo de
85% de embrides ou 6vulos por CL. Isso acontece provavelmente pela porcentagem

de odcitos que nao sao capturados pelo infundibulo apdés a ovulagcdo ou a
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porcentagem de embrides/ 6vulos que nao sao transportados para o Utero 3 a 4 dias
apoés o pico de LH, que ndao é conhecida, mas € provavel que alguns
embrides/6vulos sejam perdidos antes de alcancarem o Utero. Nos bovinos, os
tratamentos superovulatérios tém efeitos adversos na maturacao ovocitaria ou das
células da granulosa, comprometendo a fertilizacdo e a viabilidade embrionaria. A
menor taxa de fertilizacao nesses animais pode ser em decorréncia de disturbios no
transporte de espermatozoide e ovocitos, além da qualidade inferior dos ovécitos
(PRESTES & ALVARENGA, 2006).

O uso de FSH exdgeno para induzir a SPO € baseado na fungéo fisiologica.
Foliculos em varios estagios de desenvolvimento estdo normalmente presentes nos
ovarios, em qualquer tempo. Grupos consecutivos de foliculos pequenos crescem,
maturam e se degeneram ou ovulam. O FSH estimula o crescimento dos foliculos
pequenos, revertendo a atresia de foliculos acima de 1,7mm (RASI, 2005).

A estimulagdo hormonal com FSH pode ser iniciada antes da emergéncia da
onda folicular ou no dia da emergéncia, ou seja, antes dos foliculos subordinados
iniciarem seu processo de atresia. A resposta ovariana a SPO depende do numero
de foliculos presentes no ovario, sensiveis a gonadotrofina e do estagio da onda
folicular no momento em que a aplicacao de FSH é iniciada (RENESTO, 2004).

O FSH quando utilizado em programas de SPO por via IM, possui a meia-vida
curta existindo a necessidade de injecdes repetidas com intervalo de 12 horas para
que ocorra a SPO desejada (GONSALVES, 2001).

A SPO em Nelore pode ser induzida com oito inje¢cdes intramusculares de
FSH (Pluset®), administradas em doses decrescentes, duas vezes ao dia, por
quatro dias consecutivos (manhé/tarde: 62,5 Ul/62,5 Ul; 52,5 U1/52,5 Ul; 35 UI/35 Ul
e 25 Ul/25 Ul; dose total de 350 Ul) (GRADELA et al, 2000).

Segundo Rasi (2005), em diversos protocolos de SPO, utilizados em vacas da
raca Gir leiteiro, existe uma dosagem de FSH que demonstrou melhor resultado, em
que utilizando 300, 400 ou 500 Ul de Pluset®, se teve uma SPO melhor e com uma
maior producao de embrides viaveis na concentragao de 400 Ul (tab. 5).
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TABELA. 5: Niomeros médios de embrides viaveis, estruturas totais, vacas em estro da raca
Gir leiteiro superovuladas com 300, 400 ou 500 Ul de FSH.

Dose FSH 300 400 500
Numero de animais 25 26 16
Vacas em estro 14 (66%) 18 (69,23%) 12 (75%)
Embrioes viaveis 1,44 2,92 1,63
Estruturas totais 3,6 4,92 2,88

Fonte: RASI, 2005.

Em vacas taurinas adultas, a dosagem recomendada pelo fabricante do
horménio FSH é de 500Ul de Pluset® ou 400mg de Folltropin®, enquanto que a
dosagem recomendada para zebuinos é a metade desse valor. Quando ha resposta
exagerada (formacao de muitos Cls) ou excesso de foliculos ndo ovulados, sugere-
se a redugdo da dosagem ou troca do horménio utilizado (RASI, 2005).

Em um experimento realizado para testar a dose adequada de FSH ovino
(Ovagen®) em vacas Nelore (n=12), foi observado que a dose de 4,5 mg
proporcionou decréscimo na produgao de embrides transferiveis, e entre as doses
de 6 e 9mg ndo houve diferengas em relagdo a produgdo embrionaria. O FSH ovino
foi utilizado para iniciar o protocolo de SPO no dia 4 do protocolo sendo
administrado em oito doses decrescentes com intervalo de 12 horas (MARTINS et
al.,2006c).

Segundo Capovilla et al. (2000), consegue-se reduzir manejo das doadoras,
empregando uma dose subcuténea (SC) de FSH, ao invés de duas aplicacdes
didrias durante quatro dias, pois em pesquisas realizadas na década de 90, os
resultados da SPO demonstraram que a aplicacdo de uma injecao SC de FSH, atras
da escapula e distante 30 cm da cernelha é semelhante ao método tradicional de
varias aplicagdes.

Alvarez, Pires e Martinez (2006), em um estudo com 72 vacas Caracu (Bos
taurus taurus), avaliaram a resposta ovariana e producao de embrides de SPO com
dose unica de FSH (Pluset®) e FSH (Folltropin V®), administrada por via SC. Os G1
e G2 (32 animais cada) receberam, por via SC, dose unica de 400 Ul de Pluset®
(G1) e 300 mg de Folltropin V® (G2) aplicadas na regido da paleta. Foram
recuperados 5,6 + 0,9 (G1) e 9,0 £ 0,8 (G 2) embrides e conclui-se que 0 uso de
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Pluset® ou Folltropin V® em dose unica SC nao afeta de forma diferenciada a
resposta ovariana nem a qualidade de embrides de vacas em boa condi¢g&o corporal.

Para que uma aplicacdo SC unica possa ser eficiente, € necessario que o
animal apresente uma camada razoavel de gordura SC. A injecdo SC de hormébnios
determina menor resposta de SPO em gado leiteiro, porque este possui maior
deposicao de gordura abdominal do que SC (CAPOVILLA et al., 2000).

Outra forma para se conseguir aumentar a concentragdo de P4 plasmatica, é
a inducao de SPO, através da inducao de um maior recrutamento folicular pela
utilizacdo de gonadotrofina coribnica equina (eCG), durante o protocolo de
sincronizacdo. O eCG é uma glicoproteina produzida pelos célices endometriais e se
comprova biologicamente ativa entre os dias 35 e 140 da gestagdo da égua
(PFEIFER; CORREA; PINESCHI, 2005).

O eCG possui meia-vida longa, sendo de 8 a 14 dias quando utilizado por via
IM em bovinos, podendo ser utilizado em dose Uunica para promover SPO
(GONSALVES, 2001).

Segundo Souza (2006b), mais experimentos sdo necessarios para avaliar o
resultado do uso de eCG em tratamentos superovulatorios repetidos devido a
possibilidade de formacao de anticorpos contra o eCG e uma possivel diminuicao da
resposta superovulatéria.

Segundo Gonsalves (2001) as doadoras devem receber por via IM, 5 ml do
soro anti eCG (Neutra PMSG®), no momento da 2° IA para neutralizar a agao dessa

gonadotrofina apds o estro superovulatério.

4.1 Superovulagao utilizando cio base

Segundo Aiello (2001) o cio determina o dia de inicio do tratamento
superovulatério em doadoras.

Em programas de SPO em bovinos, é necessario a atengdo dos técnicos,
pois para se conseguir que os foliculos se revertam e ao invés de entrar em atresia,
crescam para chegar a ovulagdo, é preciso que esses foliculos estejam em um
determinado tamanho (RASI, 2005).
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Segundo Hafez (1995), o maior avango na metodologia da SPO, na ultima
década, foi utilizacdo de PGF2a ou andlogos, para que o tratamento fosse iniciado a
qualquer hora do estro entre o dia 6 do ciclo e a regressao do CL. Portanto, o
método de sincronizagdo de cio com PGF2a ou analogos € utilizado para que se
possa regredir o CL e saber quando esse animal vai retornar ao cio.

Utilizando a SPO pelo método de observacdo do cio base, tem-se que
comegar o tratamento superovulatério coincidindo com o inicio da emergéncia da
segunda onda folicular. Os dias do tratamento se concentram entre o 8% e 14° dia,
onde quando utilizado o eCG , a aplicagéo € geralmente no 1° dia desse periodo e
quando se utiliza o FSH é recomendado aplicagdes decrescentes com intervalo de
12 horas por 4 dias consecutivos que podem ser iniciados no 8°, 9% ou 10° dia apds
a deteccao do cio base ( AIELLO,2001;GONSALVES, 2001; FONSECA et al. 2001;
RENESTO, 2004; RASI, 2005; PFEIFER; CORREA; PINESCHI, 2005) .

Utilizando o cio natural realizam-se oito aplicagdes de FSH com intervalos de
12 horas, para aumentar o recrutamento dos foliculos e no 3° dia da SPO, realizam-
se duas aplicagbes de PGF2a com o intuito da lutedlise do CL, para que haja
reducao da P4 e conseqliente pico de LH, ocorrendo assim a ovulacédo (RASI, 2005)
(Quadro 2).

Dia 0 10 11 12 13 14 15
Manha Estro FSH FSH FSH FSH Cio 1A
Tarde FSH FSH FSH/ FSH 1A

PGF2a

Quadro 2: Protocolo utilizado para SPO utilizando o cio natural.
Fonte: RASI, 2005.

Gonsalves (2001) utiliza a PGF2a no 4° dia de tratamento, visando a
regressdo do CL. As doadoras, em média, evidenciardo estro entre 48 a 72 horas
apos a aplicacao da PGF2a . Aiello (2001) relata que PGF2a pode ser administrada
no 3° ou 4° dia do tratamento com gonadotrofinas e o estro deve ocorrer 36 a 48
horas mais tarde.
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Visintin et al. (1999) em um trabalho com novilhas Nelore (n=24) como
doadoras de embrides, foram superovulados com 300, 400 ou 500 Ul de FSH/LH,
sendo administradas em 8 subdoses decrescentes, com inicio no 10° dia apés os
sintomas de estro, durante 4 dias consecutivos, com intervalo de 12 horas. Foi
aplicado PGF2a concomitante com a quinta subdose de FSH/LH, realizando-se 2 1As
as 12 e as 24 horas apés o inicio dos sintomas de estro. As colheitas de embrides
foram realizadas dia 6,5 ap6és a primeira |IA. A melhor média de embrides
recuperados por doadora, foi de 5,2 embrides viaveis com a dosagem de 300 Ul de
FSH/LH, onde as outras duas dosagens recuperaram 1,81 e 2,76 embrides viaveis
respectivamente.

Fonseca et al. (2001) em um trabalho utilizando animais Bos taurus indicus,
com detecgdo do estro base, as fémeas foram superovuladas a partir do 10°dia do
ciclo estral com FSH na dosagem de 350Ul, fracionada em oito doses decrescentes,
administrados a cada 12 horas, por via intramuscular, durante quatro dias. Os
animais receberam duas doses de um miligrama por via IM de cloprostenol 60 e 72
horas apds o inicio da SPO para inducao do estro. Cada doadora foi submetida a
trés IAs. A primeira foi realizada 14 horas ap0s inicio do estro e as demais a cada
oito horas apos a primeira. Obteve-se média geral de 5,2 (135/26) embrides viaveis
por doadora.

Segundo Bényei e Barros (2000), em seu experimento com vacas Holandesas
(Bos taurus taurus), foi feita inducéo do cio com PGF2a (Veteglan®), e depois de 8 a
12 dias com base na presencga de CL fluorescentes, fez-se a SPO, testando eCG,
(Folligon®) e trés tipos de FSH, (AUSA-Superov®, Folltropin V® e Pluset®). Depois
de 48 horas do inicio do tratamento, aplicou-se PGF2a para induzir o cio, e apds 60
e 72 horas, fez-se a |A (tab. 6 e 7).

TABELA. 6: Resultados de producao de embrides em 1996.

Tratamentos FSH eCG

Numero de ovulacdes 3,3t 1,5 4,2+ 3,9
Numero de estruturas coletadas 2,8+1,7 3,8+2,6
Numero de embrides viaveis 1,915 2,3+2.2

Fonte: BENYEI, 2000.
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TABELA. 7: Resultados de produc&o de embrides em 1997.

Tratamentos FSH eCG

Numero de ovulagdes 8,2+ 5,7 9,6+ 3,8
Numero total de estruturas 6,5+ 3,5 7,4+ 0,9
Embrides viaveis 5,5+ 3,5 4,0+£0,8

Fonte: BENYEI, 2000.

Os resultados indicam que, neste caso, os tratamentos com eCG tiveram um
melhor rendimento comparado ao FSH, em 1996, quando mostraram numeros de
ovulagdes, numero total de estruturas e numero de embrides viaveis, maiores do
que o tratamento com FSH. Em 1997, foi visto, neste experimento, que o numero de
ovulacdes e total de estruturas foi maior no tratamento com eCG, mas o de embrides

viaveis foi menor quando comparado ao FSH.

4.2 Superovulacao utilizando progesterona e estrogeno

O uso de P4 e E2 em protocolos foi um grande avanco para a biotecnologia
da reproducdo animal, permitindo que a SPO fosse iniciada em fase aleatéria do
ciclo estral dos bovinos pelo fato de sincronizar o inicio da onda folicular. Esses
protocolos séo tao eficazes no gado Bos taurus indicus quanto no Bos taurus taurus,
permitindo iniciar tratamentos de SPO com dosagens mais baixas de FSH no Bos
taurus indicus, do que em doadoras Bos taurus taurus (BARUSELLI et al., 2006).

O BE, em protocolos de SPO, é utilizado com a fungdo de suprimir o
desenvolvimento folicular, e sua resposta € mais eficaz quando combinada com
aplicacdo de P4 IM na introducdo de implante vaginal, CIDR®, ou auricular,
CRESTAR®, de P4 (RASI, 2005) (Quadro 3).
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Dia 0 4 5 6 7 8 9
Manha | P4+ E2 FSH FSH FSH FSH CIO A

+ +

CIDR Retirada
do
CIDR
Tarde FSH FSH FSH FSH A
+
PGF2a

QUADRO 3: Protocolo de SPO utilizando P4, E2 e FSH.
Fonte: RASI, 2005.

Bé et al. (2001) sugeriram o tratamento para sincronizar a emergéncia da
onda folicular para SPO, aplicando 5mg de E-178 e 100 mg de P4, IM, no momento
da aplicacdo do implante de P4; iniciando SPO quatro dias depois com FSH. Os
resultados foram comparados aos tratamentos tradicionais (Quadro 4).

Tratamento Gado de corte Gado de leite
n Total Embrides n Total Embrides
Ova/embriao | Transferiveis Ova/embrido | Transferiveis
Tradicional | 1073 12,8 6,6 254 8,9 5,1
P4 + E-17B8 | 307 12,1 6,3 187 10,3 6,0

QUADRO 4: Resposta superovulatéria em vacas superovuladas entre os dias 8 e 12 apds o cio
(tradicional) e vacas tratadas com progestageno + BE.
Fonte: BO et al, 2001.
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Este tratamento determina uma resposta similar aquela decorrente do
tratamento convencional. Além do que apresenta a vantagem de se iniciar o
tratamento em dia aleatério do ciclo estral, melhorando a sincronizacao do grupo de
doadoras, facilitando o manejo e realizando os tratamentos em dias previamente
programados (BO et al., 2001).

Ribeiro Filho et al. (2004) avaliaram dois protocolos de sincronizagcéao do ciclo
estral, sobre a resposta de SPO em zebuinos, em estagio aleat6rio do ciclo estral,
foram submetidos aos seguintes protocolos: P1 (n=16) os animais tiveram a onda
folicular sincronizada com um implante intravaginal, contendo 1,9g de P4 no D1 e
aplicagéo de 3mg de BE IM no D2; neste grupo, o tratamento de SPO foi iniciado no
D5 pela manha. P2 (n=10) os animais receberam duas injecées de 75mg de
D+Cloprostenol via submucosa-intravulvar, intervaladas por 14 dias, e a SPO foi
iniciada nos dias 9 ou 10 ap6s deteccao do estro. O tratamento de SPO consistiu de
uma quantidade total de 250Ul de gonadotrofina hipofisaria suina (Pluset®) divididas
em oito doses decrescentes (50Ul Bid; 37,5Ul Bid; 25Ul Bid e 12,5Ul Bid); com a 52
aplicagao de FSH foi administrado 150mg de D+Cloprostenol IM e, com a 62 dose de
FSH, as vacas receberam 75mg de D+Cloprostenol IM. No P1, os animais tiveram
os implantes vaginais retirados. As |As foram realizadas 12 e 24 horas apés o inicio
do estro e os embrides colhidos sete dias apds a primeira IA. O resultado mostrou
que o P1 obteve melhor desempenho, com maior numero de estruturas recuperadas
e embrides viaveis, e apresentou embrides em estagio de desenvolvimento mais
adiantado.

Renesto (2004), em seu experimento (vacas Nelore), realizou aspiracao
folicular em fase aleatéria do ciclo estral, seguida pela insercdo de implante de
liberacao lenta de progestageno (Crestar®). Em torno de 48 a 60 horas apés a
aspiracao, iniciou o tratamento de SPO utilizando FSH (Folltropin®), na dose total de
180 mg por vaca, com duracdo de quatro dias consecutivos, em oito aplicagdes.
Durante a 62 e a 72 aplicacbes de FSH, foi administrada por via IM 500 mg de
PGF2a (Preloban®). O implante de progestdgeno foi retirado durante a
administragao da 72 dose de FSH (Tab. 8).
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TABELA 8: Esquema pratico de superovulagdo com FSH.

Horario Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dias 4
(FSH) (FSH) (FSH/ PGF2a) (FSH/ PGF2a)
retirada do

implante de P4
7:00 h 40mg 20mg 20mg 10mg + 500mg
19:00 h 40mg 20mg 20mg + 500mg 10mg
Fonte: RENESTO, 2004.

Aproximadamente 12 horas ap6s a SPO com o protocolo da tabela acima, foi
aplicado 25 mg de LH para causar ovulacéao nos animais e IA em tempo fixo . Foram
realizadas 2 inseminagdes com intervalo de 12 horas, sendo que a primeira foi 12
horas apo6s a aplicagdo de LH, 7 dias ap6s a 1° IA as fémeas foram coletadas e
divididas em grupos onde receberam PGF2a e foram novamente superovuladas.
Ficou concluido nesse trabalho que a SPO realizada a partir 96 horas apés a
aplicacdo de PGF2a em animais previamente superovulados para colheita de
embrides in vivo, ndo afeta a recuperagdo de odcitos e a producado in vitro de
blastocistos onde a aspiragdo folicular proxima a administragdo de PGF2a (48h)
prejudicou a recuperagao de odcitos. Esse estudo afirma que até 48 horas apéds a
PGF2a ndo houve emergéncia de onda folicular e esta ocorre provavelmente mais
tarde em animais superovulados, pois acima de 72 horas observa-se um aumento
no percentual de odcitos recuperados (RENESTO, 2004).

Segundo Nasser (2006), em seu trabalho sobre resposta de SPO na 12 onda
de crescimento folicular, realizado em doadoras Nelore, os animais receberam um
CIDR® no DO, PGF2a no D5, e 12,5 mg de LH (Lutropin®) 24 horas apds a remocao
do CIDR® (D9), no D11 iniciou-se o tratamento de SPO. As doadoras de um grupo
receberam um novo CIDR® juntamente com a 12 dose de FSH (D11). A SPO de
todos os animais foi realizada com 133 mg FSH (Folltropin®) diluidos em 10 ml de
soro fisiologico, com duas aplicagdes diarias de 1 ml, por cinco dias. No ultimo dia
de tratamento, junto com o FSH, foram aplicadas 2 doses luteoliticas de PGF2a e o

CIDR® foi removido junto com a ultima aplicacao. As doadoras receberam 25 mg de
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LH 24 horas ap6s a ultima dose de FSH e foram inseminadas 12 e 24 horas ap6s o
LH. Ficou concluido, neste experimento, que a SPO na 12 onda de crescimento
folicular é eficiente somente com suplementacao exégena de P4, pois a produgao de
embrides viaveis em doadoras tratadas na primeira onda de crescimento folicular
com suplementacdo exdgena de P4 foi semelhante aquela verificada em doadoras
superovuladas na onda induzida com P4 + BE, e superiores aquela de doadoras
tratadas na primeira onda sem suplementacdo exégena de P4, nas quais ocorreu
comprometimento na qualidade dos embrides produzidos.

Associado a protocolos que utilizam P4 e E2, Martins et al. (2006b), testaram
a eficiéncia entre eCG e FSH em vacas Nelore. Nos tratamentos com eCG, os
animais receberam 2500 ou 2000UlI de Novormon® em dose unica no D4. No
tratamento com FSH, administrou-se 100mg de Folltropin® em oito doses
decrescentes de 12 em 12 horas a partir do D4. Os resultados obtidos , foram de
que utilizando eCG-2500, eCG-2000 e FSH-10mg, ndo houveram diferencas entre o
namero de foliculos maiores que 8mm no momento da ovulagdo, taxa de
recuperacao, estruturas totais, embrides grau 1, embrides degenerados, embrides
transferiveis e embrides congelaveis. O experimento mostra que a SPO realizada
com eCG 2000UIl pode ser uma boa alternativa para o tratamento superovulatério
em doadoras Nelore.

Em um experimento realizado por Baruselli et al. (2001), com 105 vacas de
corte, comparando o uso de BE e E-17B, todas as vacas receberam dispositivo DIB-
V® e 50 mg de P4 no DO, sendo que metade recebeu juntamente uma dose de 2,5
mg E-178 e a outra metade 2,5 mg de BE. Os tratamentos de SPO foram iniciados
no D4. As vacas receberam a 12 dose de PGF2a no D7 e a segunda no D8
juntamente com a retirada do implante. Todas as vacas foram inseminadas 48 a 60
horas apos a retirada do DIB-V®. O trabalho ndo demonstrou diferengas sobre o
nuamero de embrides coletados e na qualidade embrionaria entre os grupos.

Winsche et al. (2006), em seu experimento com 16 vacas Nelore, realizou a
SPO com inser¢cao de um dispositivo intravaginal de P4 1,9 g (CIDR®) pela manha
e, 24 horas ap6s, administrou 2,5 mg de BE (Estrogin®) IM. No periodo entre os 5° e
8° dias apds o inicio do tratamento, os animais receberam 250 Ul de FSH (Pluset®)
IM em doses decrescentes; 48 e 60 horas apds a primeira aplicagdo de FSH, foram
administrados 25 mg de dinoprost IM (Lutalyse®). Os dispositivos de P4 foram

retirados, junto com a ultima aplicacao de dinaprost. As IAs foram 12 e 24 horas
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apos o inicio das manifestacdes estrais. As lavagens foram realizadas no 7° e 8° dia
apos as |As e se obteve um total de 169 estruturas.

Com finalidade de observar a melhor resposta sobre 1 ou 2 1As em
protocolos de SPO, Martins et al. (2006a) realizou um experimento com vacas

Nelore (n=10) divididas homogeneamente em dois grupos (Quadro 5).

DO D4 D5 D6 D7 D8

DIB+ BE FSH FSH FSH+ FSH LH GI1-11A
PGF2a 16 horas
ap6s o LH

FSH FSH FSH FSH + G2-2

lAs , 12 e
remogao 24 horas

do DIB apds o

LH

QUADRO 5: Esquema pratico de SPO em vacas Nelore utilizado testando 1 ou 2 IAs.
Fonte: Adaptado de MARTINS et al. 2006a.

Os animais receberam um dispositivo intravaginal de P4 (DIB®) associado a
2 mg de BE (Ric BE®) no D0O. A SPO com FSHp (133mg, Folltropin®) teve inicio no
D4 (oito doses decrescentes de 12 em 12 horas). No D6, administrou-se uma dose
de PGF2a (Prolise®). Os dispositivos de P4 foram removidos 36 horas apds a
aplicagéo de PGF2a e o LH (25 mg de LH, Lutropin-V®) foi aplicado 48 horas apés a
PGF2a (12h apos o ultimo FSH). As |IAs foram realizadas 16 horas apés o LH no G1
e 12 e 16 horas ap6s o LH no G2. Foi concluido neste experimento que ndao houve
diferenca significativa na producdo de embrides viaveis quando se utilizou uma ou
duas IAs em doadoras Nelore realizadas SPO e IATF, quando se obtiveram 4,3+0,7
e 4,2+0,6 embrides transferiveis respectivamente no G1 e G2.

A inducado da ovulagdo apo6s o ultimo tratamento com FSH e a retirada do
dispositivo de P4 sao diferentes para doadoras zebuinas e taurinas. Em vacas de
leite de alta producao, os autores relatam melhores resultados quando a indugao da
ovulagao com pLH é feita 24 horas ap6és a ultima injecao de FSH (ou 60 horas apds

a aplicacao da PGF2a). Em zebuinos, o melhor momento para inducao de ovulacao
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com pLH é de 12 horas apoés a ultima dose de FSH (ou 48 horas apds a aplicagao
da PGF2a) (SOUZA, 2006a).

Segundo Manual técnico da Tecnopec o protocolo para SPO para doadoras

taurinas consiste em aplicar no dia do inicio do protocolo (zero) 3ml de BE (Ric-BE®)

e inserir um dispositivo de liberagédo de P4 (Primer®), no D4 iniciar a SPO com 8

doses de FSH (Folltropin®) aplicadas de 12/12 horas, no D6 as 18horas se usa

PGF2a (Prolise®),no D7 as 18 horas se retira o dispositivo de liberacdo de P4, no

D8 as 18 horas usa-se LH (Lutropin®), no D9 se faz duas inseminag¢des sendo uma

as 6 horas e outra as 18 horas. A coleta dos embrides é realizada no D15 (Quadro

6).
Protocolo de SPO doadoras taurinas

DO D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15

3ml Folltropin | Folltropin | Folltropin | Folltropin A coleta
Ric-BE | 12/12h 12/12h 12/12h 12/12h 6 horas

+ + + +
Primer 18 horas | 18 horas | 18 horas | |A 18
Prolise retira Lutropin horas
Primer

QUADRO 6: Esquema pratico de SPO para doadoras taurinas recomendado pela Tecnopec.

Fonte: TECNOPEC, 2007.

Ja o protocolo recomendado pela mesma empresa para SPO em doadoras

zebuinas é diferente das doadoras taurinas, onde o indutor de ovulagdo (LH) é

aplicado com 12 horas de antecedéncia e as |IAs também s&o adiantadas 12 horas

em relagdo as doadoras taurinas (Quadro 7).
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Protocolo de SPO doadoras zebuinas

DO D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15
3ml Folltropin | Folltropin | Folltropin | Folltropin | 6 horas A coleta
Ric-BE 12/12h 12/12h 12/12h 12/12h Lutropin | 6 horas
+ + + +
Primer 18 horas | 18 horas A
Prolise retira 18 horas
Primer

QUADRO 7: Esquema pratico de SPO para doadoras zebuinas recomendado pela Tecnopec.

Fonte: TECNOPEC, 2007.

Portanto é demonstrado que se pode superovular uma doadora com 0 mesmo

protocolo de SPO até certo ponto, onde a partir do D8 esse protocolo tera que ser

modificado dependendo da doadora, se for taurina apds a aplicacdo de PGF2a se

terd 48 horas para usar o indutor de ovulagao (LH) e 60 horas para iniciar a primeira

IA. E em relacéo a retirada do dispositivo de liberacao de P4, tem-se 24 horas para

induzir a ovulagdo e 36 horas para iniciar a IA. No caso de doadoras zebuinas para

se conseguir melhor resultado tem que apds a aplicacdo de PGF2a dentro de 36

horas ja utilizar o indutor de ovulagcado (LH) e em 48 horas ja realizar a primeira IA.

Baseando na retirada do dispositivo de liberagdo de P4, o indutor de ovulacdo (LH) é

aplicado 12 horas apds, e a primeira IA é realizada 24 horas apés, adiantando-se 12

horas em relacao as doadoras taurinas.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, o Brasil possui mais de 190 milhées de cabecas de gado, e 80%
possuem sangue zebuino. Com a demanda exacerbada de carne bovina, é preciso
reproduzir animais de qualidade para suprir o mercado nacional e internacional. O
desenvolvimento cientifico e tecnologico esta contribuindo para isto. Mas se tem
visto que a fisiologia dos animais Bos taurus indicus tem pontos a serem abordados
com maiores detalhes, pois contradicdes sdo mostradas em alguns topicos.

Com o estudo da fisiologia do Bos taurus indicus, especificamente, havera
melhoras nos indices de reprodugéo, pelo aprimoramento do uso de biotecnologias
ligadas a reproducéo.

Segundo Aiello (2001), a duracao do estro na vaca dura em média 18 horas.
Estudos mais recentes mostram que o estro no Bos taurus indicus é mais curto.
Segundo Baruselli, Gimenes e Sales (2007), os Bos taurus indicus apresentam cio
em média de 10 horas e ainda 50% dos animais, desse grupo genético, apresentam
cio entre as 18h e 6h, dificultando a observagéo.

Se a ovulagédo dos bovinos € regulada conforme o final do estro (10 a 12
horas ap6s o final), também teria que diferenciar o horario da IA aos Bos taurus
indicus, pois com o encurtamento do estro também a ovulacdo ocorrera algumas
horas antes.

As ondas de crescimento foliculares sdo estudadas por varios autores e pode-
se ver que dentro do mesmo grupo genético ha muitas diferencas encontradas.

Segundo Hafez (1995), nos bovinos a maior incidéncia na dinadmica folicular é
de duas ondas de atividade ovariana por ciclo estral.

As ondas foliculares nos Bos taurus indicus sao relatadas por Baruselli,
Gimenes e Sales (2007) com presenca de trés e quatro ondas, com incidéncia de
trés ondas por ciclo estral.

Barros e Nogueira (2001) relataram que, nos Bos taurus indicus, a incidéncia
maior é de duas ou trés e raramente podem ocorrer duas ou quatro ondas. Porém
Viana et al. (2000), em um trabalho com animais da raga Gir (n=15), observaram a
maior incidéncia de trés e quatro ondas de crescimento folicular.

Dode et al. (2000) haviam relatado que os animais zebuinos tém menores

numeros de foliculos por ovario; poréem mais recentemente, Baruselli, Gimenes e
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Sales (2007) relataram que os animais Bos taurus indicus recrutam maior nimero de
foliculos por onda de crescimento folicular e isso pode ser relacionado a elevada
concentracao de IGF.

Nasser (2006) também observou que vacas Brahman (Bos taurus indicus)
tém maiores concentra¢des de IGF e que a maior concentracdo de foliculos por
ovario, encontrados em Brahman, poderia estar relacionada ao IGF. Pois, segundo
Shoenau et al. (2005), o IGF tem diversas agbes sobre a atividade ovariana
incluindo sinergismo e a amplificacdo dos efeitos das gonadotrofinas, no
crescimento e na esterdidogénese, bem como na dominancia folicular.

Segundo Nasser (2006), os animais Bos taurus indicus apresentam diametros
maximos do FD (10 a 12 mm) e do CL (17 a 21 mm), menores do que o diametro
caracteristico de animais Bos taurus taurus que apresentam o FD de 14a 20 mm e o
CL de 20 a 30 mm.

Reyes (2005), em seu estudo sobre ondas de crescimento folicular
anovulatérias em Gir, com cada onda apresentando um foliculo dominante € um
variavel niumero de outros menores (subordinados), mostrou que as ondas menores
ou iguais a 12 dias, entre 13 a 16 dias e maiores ou iguais a 17 dias, os tamanhos
dos foliculos apresentaram respectivamente a média de 9,4 mm, 10,4 mm e 11,6
mm.

Para a técnica de controle do ciclo estral e SPO, sdo recomendados varios
protocolos, e cada técnico utiliza uma maneira diferente. H4 varias mudancas nos
dias de inicio do protocolo, onde é relatado a SPO através da utilizacdo da detecgéao
do cio base e a SPO através do uso de dispositivo de liberagdo de P4 juntamente
com aplicagdo de E2, mudangas no horario de aplicagdes de horménios, nos tipos
de aplicagdes, quantidades de aplicagdes, doses utilizadas e cada um mostra seu
resultado em determinadas ragas.

Nos protocolos, muitos autores (HAFEZ, 1995; BENYEI, 2000; AIELLO, 2001;
PFEIFER, CORREA E PINESCHI, 2005; MARTINS et al., 2006b; SOUZA, 2006) tem
relatado o uso de eCG para se conseguir a SPO, porém Souza (2006) conclui que
mais experimentos serdo necessarios para avaliar o uso deste horménio devido a
formacdo de anticorpos contra o0 eCG e uma possivel diminuicdo na resposta
superovulatéria nos animais.

Segundo Aiello (2001), a SPO baseada no estro deve ser entre 0 9°e 12° dia
do ciclo estral. B6 et al. (2001), Bényei (2000), e Pfeifer; Correa e Pineschi (2005)



46

relatam a SPO entre o0 8°ao 12° dia. Ja Renesto (2004) utilizou o tratamento entre o
9°e 12°dia e Visintin et al. (1999), Fonseca et al. (2001) e Rasi (2005), utilizaram a
SPO com o inicio a partir do 10° dia do ciclo estral.

Durante o tratamento de SPO, a aplicacao de PGF2a para induzir a lutedlise é
recomendada por Rasi (2005) e Bényei (2000) no 3° dia. Diferenciando, Gonsalves
(2001) recomenda no 4° dia. Ja Aiello (2001) e Fonseca et al (2001) dizem que a
inducao pode ser no 3°ou 4°dia da SPO.

Bé et al. (2001) avaliou os métodos de SPO tradicional comparando com o
método que utiliza dispositivos de liberagdo de P4 juntamente com aplicagdo de E2
concluindo apds o experimento, que a resposta foi similar tanto em gado de leite
quanto de corte. Porém Ribeiro Filho (2004) avaliou em zebuinos o protocolo
contendo P4 + BE e o método utilizando cio base por meio da aplicagdo de
cloprostenol com duas doses com intervalo de 14 dias, iniciando a SPO no 9°ou 10°
dia e concluiu que o meétodo utilizando P4 + BE se obteve maior numero de
estruturas recuperadas e embrides viaveis.

A inducdo da ovulacdo nas doadoras utilizando o LH é recomendada por
Souza (2006b) em Bos taurus taurus 60 horas apés a aplicacao de PGF2a ou 24
horas apos a ultima aplicagdo de FSH. Ja no protocolo presente no manual técnico
da Tecnopec em Bos taurus taurus é recomendada aplicacdo de LH 48 horas ap6s a
aplicacao de PGF2a ou 24 horas apés a ultima aplicacao de FSH.

Em Bos taurus indicus, Souza (2006b) recomenda a inducao da ovulacdo com
LH, 48 horas ap6s a aplicagdo de PGF2a ou 12 horas apds a ultima aplicagdo de
FSH. No manual técnico da Tecnopec é recomendado o LH para zebuinos 36 horas
apo6s PGF2a ou 12 horas apdés o ultimo FSH.

Segundo o protocolo do manual técnico da Tecnopec a indugdo da ovulagao
com LH acontece 12 horas mais tarde nos taurinos em relagdo aos zebuinos. A a |IA
€ baseada no indutor de ovulag&o, ocorrendo tanto em taurinos quanto zebuinos 12
horas apés a aplicagdo de LH. Esse protocolo recomendado pela tecnopec indica a
utilizacéo de 2 IAs.

Martins et al. (2006a) realizou em seu experimento com animais Bos taurus
indicus, o0 uso de somente uma IA 16 horas ap6s o indutor de ovulagao e observou
nao haver diferenca significativa entre 2 1As, 12 e 24 horas apés o LH e 1 1A, 16
horas apés o LH. Porém o dispositivo de P4 foi removido 36 horas apos a aplicacao
de PGF2a e o LH foi aplicado 48 horas ap6s a PGF2a (12h apés o ultimo FSH),
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enquanto que no manual técnico da Tecnopec ¢ indicado a retirada do dispositivo
de P4, 24 horas apo6s a aplicacao de PGF2a.

Enfim, nota-se recentemente que existem inUmeros métodos para se realizar
a SPO, nos quais se pode obter bons resultados utilizando-se protocolos com P4 +
E2 ou utilizando-se o cio base.

Porém tem-se a vantagem de iniciar protocolos com P4 + E2 em fase
aleatéria do ciclo estral e obter mais seguranga em relagdo a sincronizagdo do
estimulo superovulatério com o inicio de uma onda folicular (na auséncia de foliculo
dominante), em Compara¢éo ao método da observacgao do cio base.

Outra vantagem dos protocolos utilizando P4 + E2 é de se ter possibilidade de

incluir maior numero de animais nos programas de SPO ao mesmo tempo.
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6 CONCLUSAO

O Brasil que tem uma grande demanda na cadeia produtiva da carne,
necessita de uma producao de animais de qualidade em grande escala.

Com a utilizacdo de biotécnicas da reproducdo, se tem um aumento na
possibilidade de atingir a meta imposta pelo mercado.

O estro de animais Bos taurus indicus é mais curto em relacao ao Bos taurus
taurus. O tamanho de FD e do CL em fémeas zebuinas mostra um menor didametro
em comparacao as fémeas as fémeas Bos taurus taurus.

Em relagdo ao numero de ondas foliculares por ciclo estral, parece haver uma
diferenca racial nas fémeas zebuinas. A maior incidéncia € de 2 a 4 ondas por ciclo,
em geral.

Os hormdnios utilizados para promover a SPO é o FSH ou o eCG. Os
métodos utilizados para conseguir uma resposta superovulatéria, sdo baseados na
detecgao do cio natural ou na utilizagéao de fontes de P4 e E2.

A utilizacao de E2 e P4 possibilita a sincronizacdo da aplicacdo da droga
superovulatéria com o recrutamento de uma nova onda folicular e sem presencga de
um FD, melhorando substancialmente a resposta superovulatéria, tanto em fémeas
zebuinas quanto taurinas.

O fato do estro de fémeas zebuinas ser mais curto em relacdo a taurinas e a
ovulagao ser regulada conforme o fim do estro, resulta em diferengas nos protocolos
utilizados para SPO. Essa diferenca é observada em relacao ao indutor de ovulagao
(LH) e a IA que sao utilizados nos protocolos atuais com um adiantamento de 12

horas nos zebuinos em relacédo aos taurinos.
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