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RESUMO

Objetivou-se avaliar a superovulacdo (SOV) de vacas zebuinas, utilizando protocolo convencional ou
protocolo com nimero menor de aplicagdes e similar dosagem (dose split). Utilizaram-se 16 fémeas (total
32 SOV), com idade entre 17-42 meses e escore de condicdo corporal 2,5-4 (escala de 1-5), em
delineamento tipo cross-over. No inicio do tratamento (DO), os animais receberam um dispositivo de
progesterona e 2mg de benzoato de estradiol. As fémeas do grupo convencional receberam 250Ul de
FSH/LH divididas em oito doses decrescentes administradas em intervalos de 12h (FSH/LH no D4, D5,
D6 e D7 no periodo da manha e tarde, nas respectivas dosagens: 50,0 Ul; 37,5 Ul; 25,0 UI; 12,5 Ul). No
D7 pela manha, as fémeas foram tratadas com 150ug de D+cloprostenol, e a remocgdo da progesterona foi
realizada no D7 a tarde. As fémeas do grupo split também receberam 250 Ul de FSH/LH. No D4 de
manhd, administraram-se 62,5 Ul de FSH/LH via IM e 125 Ul por via SC. Quarenta e oito horas apds
(D6) administraram-se 62,5 Ul via SC e na manhd do D7 foi removida a progesterona e aplicaram-se
150pg de D+cloprostenol. As fémeas de ambos os grupos receberam 50ug de andlogo de GnRH no D8
pela manhd e foram inseminadas 12 e 24 horas apds. No D15 realizou-se a colheita dos embrides em
ambos os tratamentos. Avaliou-se a resposta superovulatéria pela contagem do ndmero de foliculos e CLs
de cada ovario, com auxilio de ultrassom. Todas as varidveis foram submetidas ao teste T de Student para
amostras pareadas. Houve diferenca (P<0,05) na quantidade de foliculos acima de 8mm no D8 (9,06+4,54
e 5,50+4,59); nimero de CLs no dia da colheita (8,12+ 3,26 e 4,69+3,46), nUmero de embrides totais
(6,69+3,05 e 3,37+2,50) e de embrides viaveis (5,25+2,29 e 2,37+1,78) nas vacas do grupo convencional
em relagdo as do split, respectivamente. Conclui-se que o protocolo split tem pior resposta
superovulatdria e de producéo in vivo de embrides, em vacas zebuinas, quando comparado ao protocolo
convencional.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the superovulation (SOV) response of zebu cows, using
conventional protocol or other protocol with similar dose but smaller number of applications (split dose).
16 females (32 SOV), aged 17-42 months, and body condition score of 2.5-4 (1-5 scale) were used in
randomized cross-over. At the start of treatment (DO0), the animals received progesterone device and 2mg
of estradiol benzoate. The females from the conventional group received 250 IU of FSH/LH divided into
eight decreasing doses administered at intervals of 12 hours (FSH/LH in D4, D5, D6 and D7, with their
respective strengths: 50.0 1U, 37.5 1U, 25.0 IU, 12.5 IU). In D7, the females were treated with 150ug of
D+cloprostenol, and the removal of progesterone device was held in the afternoon. The females from the
split group also received 250 1U of FSH/LH. In the morning D4 was administered in 62.5 IU FSH/LH IM
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and 125 U subcutaneously. Forty eight hours later (D6) 62.5 IU was administered subcutaneously in the
morning and on D7, the progesterone device was removed and 150 ug of D+cloprostenol was applied.
The females in both groups were given 50 «g of GnRH in the morning and on D8 were inseminated after
12 and 24 hours. On D15 the embryo collection was performed in both treatments. The evaluation of
superovulatory response was done by counting the number of follicles and corpus luteum (CL) in each
ovary, with the aid of ultrasound. The variables were assessed by Student's t test for paired samples.
There were differences (P<0.05) in the number of follicles over 8mm in D8 (9.06+4.54 and 5.50+4.59); in
the amount of CL at the time of collection (8.12+3.26 and 4.69+3.46), total number of embryos
(6.69£3.05 and 3.37+2.50) and viable embryos (5.25+2.29 and 2.37+1.78) for cows in the conventional
group compared to the split group, respectively. It is concluded that the split protocol has worse
superovulatory response and in vivo production of embryos in zebu cows compared with the conventional

protocol.
Keywords: superovulation, FSH, CL
INTRODUCAO

As descobertas recentes ocorridas em relacdo aos
aspectos da fisiologia da reproducdo em bovinos
aumentaram as expectativas e possibilidades
sobre a capacidade de contribuicdo das fémeas
no melhoramento genético da espécie. Com esses
conhecimentos, novas biotecnologias tiveram sua
utilizacdo viabilizada na prética, tanto econémica
guanto na forma de aplicacdo, e a transferéncia
de embrides (TE) é uma dessas tecnologias.

A técnica de superovulagdo (SOV) é um
dos passos fundamentais no programa de TE
em bovinos. Tem como objetivo estimular,
através de administracdo de horménios, o
desenvolvimento de um grande namero de
foliculos até o estadgio no qual possam ovular
(revisado por Buratini Jr., 1997).

Os hormbnios que constituem a base dos
protocolos hormonais de superovulacdo sdo o
Horménio Foliculo Estimulante (FSH), mais
utilizado hoje em dia; a Gonadotrofina Coridnica
Equina (eCG); e, em menor utilizacdo, o
Hormdnio da Menopausa Humana (hMG)
(Goncalves et al., 2008). Esses hormdnios atuam
diretamente nos foliculos, promovendo o
desenvolvimento e crescimento destes em
codominancia, sem que haja formacdo de apenas
um foliculo dominante, reduzindo assim o
namero de foliculos que entrariam no processo
de atresia. Dessa maneira, o principal objetivo
dos tratamentos superovulatorios em bovinos é
induzir um maior numero de ovulagdes que
resultara em um grande nimero de embriGes
viaveis que levem a aceitaveis taxas de gestagdo
apos a transferéncia (Kelly et al., 1997).
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Porém, alguns estudos (Alvarez et al., 2010; B6
et al, 2010) tém sido empregados para a
utilizacdo de protocolos mais simplificados
(doses split), na tentativa de reduzir a
manipulacdo e manejo das doadoras e permitir,
mesmo assim, que haja uma adequada
superestimulacdo do desenvolvimento folicular
com pertinentes respostas superestimulatérias e
producBes embrionarias similares aos protocolos
convencionais.

Por essa razdo, objetivou-se avaliar e comparar
resultados de crescimento folicular, numero
de corpos ldteos (CLs) e produgdo de
embrides viaveis apoés a SOV de fémeas
zebuinas, utilizando FSH/LH em um protocolo
convencional e com nimero menor de aplicacdes
e similar dosagem (protocolo split).

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se doadoras de ragas zebuinas
hospedadas na Central Biotran. Foram utilizados
dois protocolos de superovulagdo em 16
doadoras. Todas as doadoras  foram
superovuladas duas vezes, uma em cada
protocolo (split e convencional). Os animais
selecionados apresentaram peso corporal acima
de 350kg e idade variando de 17 a 42 meses, €
todas as fémeas passaram por avaliacdo
ginecoldgica completa, utilizando-se os métodos
de palpagdo transretal, ultrassonografia e
vaginoscopia, a fim de detectar qualquer
alteracdo que impossibilitasse a execucdo do
projeto com éxito. Para a realizacdo dos
procedimentos com o0s animais, estes foram
mantidos em um tronco de contencdo, para
facilitar a realizacdo e como forma de seguranca
para o operador.
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Uma vez selecionadas, essas fémeas receberam
a mesma dieta durante todo o periodo
experimental, visando a um balanco energético
positivo, e houve a manutencdo de escore
corporal de 3 a 4, numa escala de 1 a 5, segundo
Ferreira (1990). A dieta baseou-se no
fornecimento de volumoso a base de silagem de
milho, sendo fornecido um total aproximado de
20kg por animal e um concentrado comercial
(3kg por animal, aproximadamente) uma vez ao
dia. Esse tipo de alimentacdo foi fornecido na
época da seca. Ja na época das aguas, as vacas
foram mantidas apenas no pasto. Agua e
mineralizacdo foram administradas de forma ad
libitum durante o ano todo.

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

Antes do inicio da SOV, todos os animais foram
submetidos a sincronizagcdo da emergéncia da
onda de crescimento folicular, segundo B4 et al.
(1995).

No protocolo 1: Grupo Convencional, utilizou-se
dose total de 250 Ul de FSH/LH por doadora
(Pluset®, Hertape Calier, Brasil), em um
esquema de aplicacdo de oito doses decrescentes,
conforme descrito na Tab. 1. A dose de 250 Ul
de FSH/LH, de cada doadora, foi diluida em 20
mL de solucdo fisiologica. As aplicacdes foram
feitas com intervalos exatos de 12 horas, via IM.

No protocolo 2: Grupo Split, utilizou-se também
a mesma dose de 250 Ul de FSH/LH por
doadora, num esquema de aplicacdo distinto
(Tab. 1). Essa dose de FSH/LH foi diluida em
10mL de solucdo fisiologica esterilizada para
facilitar as aplicacGes.

Tabela 1. Esquema em dias e doses estipuladas utilizadas para tratamento superovulatério Convencional
ou Split, em 16 vacas doadoras de ragas zebuinas, com idade variando entre 17 a 42 meses

Protocolo Convencional

Protocolo Split

Dia Manha Tarde Manha Tarde
Implante de Implante de
DO progesterona e progesterona e

aplicacdo de 2mg de
benzoato de estradiol

aplicacdo de 2mg de
benzoato de estradiol

2,5mL (62,5 Ul

4mL (50 Ul FSH/LH) — via IM
D4 AmL (50 Ul FSH/LH) FSH/LH) 5,0mL (125,0 Ul
FSH/LH) — via SC
D5 3mL (37,5 Ul 3mL (37,5 Ul
FSH/LH) FSH/LH)
2mL (25,0 UI 2mL (25,0 UI 2,5mL (62,5 Ul
D6 FSH/LH) FSH/LH) FSH/LH) - via SC
ImL (12,5 Ul ImL (12,5 Ul Remover implante de
FSH/LH) FSH/LH) progesterona.
D7 Aplicacdo de 150ug de  Remover implante  Aplicacdo de 150ug de
analogo a PGF2a. de progesterona analogo a PGF2a,
Aplicacéo de 50pg de s - Aplicacéo de 50pg de s -
D8 Acetato de Lecirelina 1*inseminacao Acetato de Lecirelina 1*inseminacdo
D9 2% inseminagéo 2% inseminagéo
. i 150ug de anadlogo . i 150pg de andlogo a
D16 Colheita dos embrides 4 PGF2a Colheita dos embrides PGF2a
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Os produtos utilizados em todos os protocolos
foram: Benzoato de Estradiol (Benzoato HC®,
Hertape Calier, Brasil); Andlogo da ®GF2
(Veteglan®, Hertape Calier, Brasil); Acetato de
Lecirelina (Gestran®, Tecnopec, Brasil); FSH/LH
(Pluset®, Hertape Calier, Brasil) e implante de
progesterona (Primer®, Tecnopec, Brasil).

As doadoras foram inseminadas em duas
oportunidades, utilizando sémen convencional de
touro da raca holandesa. Todas as doses foram da
mesma partida.

Durante a coleta de embrides, as doadoras
receberam anestesia peridural baixa, com 4mL
de lidocaina a 2% sem vasoconstritor (Dorfin®,
Hertape Calier, Brasil).

Foram realizadas avaliages de foliculos
ovarianos, com auxilio do aparelho de ultrasson
(M5 VET®, Mindray, China), tanto do grupo
convencional quanto do grupo split, antes da
superovulacdo (D0), no inicio da superovulagdo
(D4), no meio da superovulacdo (D6) e no final
da superovulacdo (D8). No dia da coleta (D15)
foram realizadas imagens de CLs. A quantidade
de foliculos foi contabilizada em cada ovario de
acordo com as seguintes mensuragdes: até 3 mm
de didmetro, de 3 a 8 mm de didmetro e maior
gque 8 mm de didmetro. Além disso, no dia 15
dos protocolos, contabilizou-se 0 nimero de CLs
presentes em cada ovario.

As imagens de ultrassonografia foram gravadas
com auxilio de uma camera de video digital
(Sony DCR30) que captura clipes de video
diretamente do equipamento via conector padrdo
RCA. Posteriormente, esses videos, em formato

.mp4, foram transferidos para um computador e,
neste, realizaram-se as anélises do didmetro
dos foliculos e contagem dos corpos luteos.
Utilizou-se para as mensuracBes a escala de
graduacdo do préprio aparelho de ultrassom.

Os embrides foram colhidos pelo método ndo
cirdrgico, sete dias ap0s a primeira inseminagao
artificial ~ (segundo  Fernandes, 1994) e
classificados segundo Lindner e Wright (1983).

Para as andlises estatisticas, todas as varidveis
foram submetidas ao teste T de Student para
amostras pareadas, utilizando o programa
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas
(SAEG), segundo Ribeiro Janior (2001). Para
todas as andlises considerou-se nivel de
significncia a 5% de probabilidade (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na Tab. 2, o nimero de
foliculos avaliados, no DO do protocolo, nédo
diferiram entre os grupos (convencional e split)
para os foliculos até 3 mm de didmetro e de 3a 8
mm de didmetro (P>0,05). Para os foliculos
maiores que 8mm de didmetro, houve diferenca
(P<0,05), em que se contabilizou maior
guantidade de estruturas no grupo convencional
(1,50+0,89) que no grupo split (0,87+0,72).
Porém, todos os animais foram sincronizados no
inicio dos protocolos (DO) justamente para que
houvesse uma organizacdo de emergéncia de
onda e ndo ocorresse diferenca de numero de
foliculos entre os animais dos dois grupos.
Portanto, pode-se inferir que a diferenca
observada se deve ao efeito do tratamento
utilizado.

Tabela 2. Média do nimero de foliculos mensurados antes do processo de superovulagdo (DO) e no inicio
da superovulacdo (D4) das 16 fémeas bovinas submetidas aos dois grupos de superovulacdo

(convencional e split)

Inicio Inicio Inicio
Tratamento N DO DO DO SOV SOV SOV
D4 D4 D4
Fols Fols entre Fols Fols Fols entre Fols
até 3mm 3a8mm > 8mm* até 3mm 3 a8mm > 8mm
Convencional 16 7,75+£3,41 5,12+2,75 1,50+0,89 9,50+3,81 4,00+2,92 1,125+0,50
Split 16  7,625+3,86 5,50+3,97 0,87+0,72 9,375+3,63 4,31+2,96 1,25+0,77
Total 32 7,69+3,59 5,31+3,36  1,19+0,86 9,44+3,66 4,16+2,90 1,1+0,64

*Dados na mesma coluna diferem pelo teste T de Student (P<0,05).
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Durante o inicio da superovulagdo (D4), a
quantidade de foliculos de até 3mm de diametro,
tanto do grupo convencional quanto do grupo
split, ndo apresentaram diferengas estatisticas
(P>0,05). Isso porque o tratamento com implante
de progesterona (P4) associado ao benzoato de
estradiol (BE) no DO suprime a liberagdo do FSH
e LH enddgenos resultando em atresia na fase
inicial da onda de desenvolvimento folicular.
Uma vez que o estradiol foi metabolizado,
restabelece-se a liberagdio de FSH e ocorre
a emergéncia de wuma nova onda de
desenvolvimento folicular no D4 (Bo et al.,
1995). Dessa maneira, o inicio do protocolo de
superovulacdo € 0 momento em que esses
foliculos emergentes estdo em maiores
guantidades, uma vez que a onda de crescimento
folicular esta sendo iniciada. Esse fato demonstra
que o protocolo de sincronizacdo com P4 e BE
foi eficiente em “anular” as ondas foliculares
anteriores (Kastellic et al., 1996) e promover
uma quantidade equivalente de foliculos em
emergéncia folicular.

De acordo com a Tab. 3, durante o protocolo de
superovulacdo (D6) ndo houve diferencas
estatisticas entre o grupo convencional e o split
quando se comparou a quantidade de foliculos
(P>0,05), o que demonstra que, até a metade do
tempo decorrido dos dois protocolos, o0s
tratamentos foram equivalentes em promover o
crescimento folicular no processo da SOV. Os
foliculos maiores que 8mm de diametro
presentes nessa etapa provavelmente devem ser
foliculos em regressdo da onda anterior a
sincronizacao (Ginther et al., 1997).

No final da SOV do grupo split (D8), esperava-
se maior quantidade de foliculos maiores que
8mm. Neste experimento, ficou claro, de acordo
com a Tabela 3, que o protocolo split ndo foi
eficiente em promover tal efeito quando

comparado ao tratamento convencional (P<0,05).
Esse resultado pode ser devido ao fato de que, do
dia 6 para o dia 8 dos tratamentos, os foliculos
do protocolo de SOV convencional receberam
doses de 50 e 25 Ul de FSH/LH segregados
pelos dias 6 e 7; porém, ja o SOV do grupo split
recebeu 62,5 Ul de FSH/LH numa dnica
aplicagéo via SC apenas no dia 6.

Notou-se, portanto, que essa dose Unica de 62,5
Ul de FSH/LH no D6, mesmo por via SC, em
que a absorcdo do medicamento (FSH/LH) é
mais lenta que pela via IM, ndo foi suficiente em
promover o desenvolvimento final dos foliculos
em crescimento, resultados esses também
derivados da meia vida do FSH que é pequena
(aproximadamente cinco horas; Demoustier et
al., 1988).

A diferenca em relagdo aos resultados
apresentados por Alvarez et al. (2010), que
demonstraram boa eficiéncia dos protocolos
Split, pode ser devido a algumas variaveis
relacionadas a resposta superovulatéria em
bovinos, que sdo distintas nos dois estudos.
Dentre estas, pode-se ressaltar a raga das
doadoras, que, no presente estudo, eram zebuinas
e, nos estudos de Alvarez, eram taurinas. De fato,
conforme indicado por Fernandes (1994), é
complexo comparar resultados de superovulacdo
em estudos realizados em situagdes de manejo,
animais e épocas distintas.

Dessa maneira, supde-se que uma administracéo
adicional de FSH/LH no D7 pode ser utilizada
para que haja a efetividade do tratamento de
SOV no grupo split. E, por consequéncia,
poderia melhorar esses resultados do nimero de
CLs encontrados no dia da colheita dos embribes
(Tab. 3). Para tal questdo, um delineamento
nessa condicdo seria sugerido para experimentos
futuros.

Tabela 3. Média no nimero de foliculos mensurados no meio (D6) e no final (D8) da superovulagéo das

16 fémeas bovinas submetidas aos dois grupos experimentais de superovulagdo (convencional e split)

Tratamento N Meio Meio Meio Final SOV Final Final
SOV SOV SOV D8 SOV SOV
D6 D6 D6 D8 D8
Fols até Fols entre Fols > Fols até Fols entre 3 Fols
3mm 3a8mm 8mm 3mm* a8mm > 8mm*
Convencional 16 3,12+1,86 8,25+3,84 4,44+258 2,19+1,22  3,62+2,093 9,06+4,54
Split 16 3,62+2,80 7,25+3,43 4,19+3,08 4,06+2,59 4,56+2,13 5,50+4,59
Total 32 3,37+42,35 7,75#3,62 4,31+2,80 3,12+2,20 4,09+2,13 7,28+4,84
*: Dados na mesma coluna diferem pelo teste T de Student (P<0,05).
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No dia da colheita de embrides (D15; Tab. 4),
houve diferengas entre o grupo convencional e o
split (P<0,05) para o numero de foliculos
maiores que 8mm de didmetro. Isto é, no D15, o
grupo split ainda mantinha maior ndmero de
foliculos superiores a 8mm de didmetro, uma
vez que poucos foliculos conseguiram atingir
diametro ideal para serem ovulatérios (11-13mm
de diametro para fémeas zebuinas, segundo
Borges et al., 2003), demonstrando que houve
auséncia de crescimento folicular final, o que se
sugeriu ser devido a falta da administragdo de
FSH no D7.

O namero de corpos lateos formados foi maior
(P<0,05) no grupo convencional (8,12+3,26) que
no grupo split (4,69+3,46), sendo justificado,
portanto, que no grupo convencional houve um
maior nimero de ovulages que no grupo split,
como j& discutido anteriormente. Além disso, o
namero total de embribes e embrides viaveis foi
superior (P<0,05) no grupo convencional
(6,69£3,05; 5,25+2,29, respectivamente) que
no grupo split (3,37x2,50; 2,37£1,78,
respectivamente), também refletindo o resultado
do ndmero final de CLs.

Tabela 4. Média no nimero de foliculos mensurados no dia da colheita de embrides (D15), média dos
corpos luteos formados, média do nimero de embrifes e média dos embrides vidveis das 16 fémeas
bovinas submetidas aos dois grupos experimentais (convencional e split)

Colheita de
embrides
D15
Fols até Fols entre 3 Fols - Total Embrides
UlELEE N 3mm a8mm >8mm* cle Embrides*  Viaveis*
Convencional 16 1,94+0,77 1,37+£0,50 0,81+0,98 8,1243,26  6,69+£3,05 5,25+2,29
Split 16 2,31+1,81 1,37+1,36 1,81+0,83 4,69+3,46 3,374250 2,37+1,78
Total 32  2,125+1,38 1,375+1,01 1,31+1,03 6,45+3,74 5,03+3,22 3,81+2,49

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

CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo split de
superovulagdo tem pior resposta superovulatéria
e de producdo in vivo de embries em vacas
zebuinas quando comparado ao protocolo
convencional.
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