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1 RESUMO

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotécnica que permite recolher embrides deuma fémea
doadora transferindo-os para fémeas receptoras as quais levardo a gestacdo a termo. Os
principais beneficios da TE para a producdo animal, em especia para a bovinocultura, sdo:

produzir um nidmero de descendentes superior ao obtido fisiologicamente durante a vida
reprodutiva do animal, fornecer base técnica para a implementaco de biotécnicas afins, acelerar
e conferir maior precisdo no processo de sele¢do animal, permitir a obtencéo de descendentes de
animais com distarbios reprodutivos adquiridos sem caracterizagdo genética e controlar a
transmissdo de doencas infecto -contagiosas. Sdo inimeros os fatores que interferem na eficiéncia
dos programas de TE, os quais reduzem potencialmente o desempenho reprodutivo das fémeas
submetidas a estes programas. Dentre tais fatores, destacam-se a influéncia dos protocolos
hormonais e a diversidade das respostas individuais a estes tratamentos. Os protocolos buscam
manipular o ciclo estral das fémeas bovinas de maneiraa sincronizar o cio e também a ovulag&o,
otimizando os métodos utilizados em um sistema de TE. Esta revisdo visa abordar
principalmente assuntos relativos & fisiologia e ao controle exdgeno do ciclo estral, dém de
apresentar resultados de protocol os de superovulagdo de doadoras e sincronizag&o de receptoras,
buscando maximizar o retorno zootécnico e econdmico desta biotécnica.

Palavras-chave: bovinos; tratamentos hormonais; transferéncia de embrides.

2 ABSTRACT

The embryos transfer (ET) is a biotecnical that allows to collect embryos of a giver female
transferring to the receiving females, which will take the pregnance to the end. The main benefits
of ET to the animal production, in specia to the bovines, are: to produce a bigger number of
descendants that the fisiological humber gotten during the animal life reprodutive, to supply
technique base to the implementation of similar biotecnicals, to speed up and to confer greater
precision in the animal selection process, to alow the attainment of descendants of animals with
reproductive disturbs acquired without genetic characterization and control the transmission of
infectum-contagious diseases. A lot of factors intervene in the efficiency of ET programs, which
potentially reduce the reproductive performance of the females submitted to these prograns.
Amongst such factors, distinguishing the influence of the hormonal protocols and the diversity of
theindividual answersto these treatments. The protocols search to manipulate the estral cycle of



the bovine females in way to also synchronize the estrus and the ovulation, optimizing the
methods used in a system ET. This revision aims to mainly approach relative subjects to the
physiology and the exogenous control of the estral cycle, besides presenting resulted of
superovulation protocols, searching to naximize the zootecnical and economic return of this
biotecnical.

Key words: bovines; hormonal treatments; embryo transfer.

3 INTRODUCAO

A transferéncia de embrifes (TE) é uma biotécnica que permite recolher embrides de uma
fémea doadora, transferindo-os para fémeas receptoras as quais levardo a gestacdo a termo.
Apesar da necessidade da utilizac&o de procedimentos sofisticados para a implantagdo de um
programa de TE, trata-se de uma técnica mundialmente difundida. A técnicafoi utilizada pela
primeiravez em coelhas. Em bovinos, a primeira TE foi realizada somente em 1951. A TE teve
grande expansdo a partir da década de 70 com a criagdo da IETS (Sociedade Internacional de
Transferéncia de EmbriGes) no Colorado-EUA. No Brasil, somente a partir da década de 80, é
gue esta técnica foi realmente difundida, principalmente depois da criagdo, em 1985, da SBTE
(Sociedade Brasileira de Transferéncia de Embrides), atualmente chamada de Sociedade
Brasileira de Tecnologia de EmbriGes. A importancia basica da TE para a producdo animal
consiste na possibilidade de uma fémea produzir um nimero de descendentes muito superior ao
gue seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva. Além disso, permite
equacionar problemas de ordem genética e sanitéria, contribuindo também para ampliar os
conhecimentos de fisiologia, patologia e endocrinologia decorrente da relaco entre embrio,
Orgdos genitais internos e sistema nervoso central. A TE fornece base técnica para redizar a
implementacdo de biotécnicas afins, como a produggo de clones e de animais transgénicos, além
da biparticdo embrionédria, sexagem de embrifes, andlise do genoma e criopreservacdo de
embrides. Trata-se de uma importante ferramenta para 0 melhoramento zootécnico, pois acelera
e confere maior precisdo no processo de selecdo animal. Neste sentido, a TE apresenta-se como
uma biotécnica de grande potencial para a selecéo e a proliferacdo de animais geneticamente
superiores, visto que em bovinos, dos aproximadamente 200.000 ovcitos primérios presentes no
ovario de umafémeano momento de seu nascimento, muito poucos resultam naturalmente numa
crig, principalmente devido a limitacGes de carédter bioldgico, tais como: intervalo entre partos
prolongado; gestacdes simples, raramente gemelar; fatores ambientais, nutricionais, sanitariose
econdmicos’.

Além da utilizagdo em programas convencionais de melhoramento animal, a TE pode ser
empregada em programas MOET (Multiple ovulation and Embryo Transfer). O termo MOET é



adotado para programas de melhoramento em nudeos formados por animais selecionados de
diferentes popul agdes e que possuam perfil genético privilegiado. Outra caracteristicaimportante
desses programas € a utilizacdo exclusiva da TE e de biotécnicas afins, como instrumento central
e que propicie aumento do indice reprodutivo. Além disso, as provas de rendimento de
desempenho e de producgao sdo realizadas no proprio nicleo.

A TE é a técnica mais utilizada em todo o mundo para multiplicar animais de alto valor
genético®. Entretanto, verificase no emprego desta biotecnologia, a necessidade de iniciar o
tratamento superestimul atério em um momento determinado do ciclo estral. A baixa consisténcia
da producdo de embribes vidveis por doadora e o fato de que 20 a 30% das doadoras nao
produzem nenhum embrido transferivel, demonstra a grande variabilidade nas respostas aos
tratamentos hormonais, o que pode ser influenciado por fatores relacionados aos tratamentos ou,
namaioriadas vezes, por fatores individuai s associados a caracteristicas da dindmicafolicular.

Esta revisdo, sobre os aspectos hormonais da transferéncia de embrifes, visa abordar
principalmente assuntos relativos a fisiologia e ao controle exdgeno do ciclo estral, além de
apresentar resultados de protocolos de superovulagcdo de doadoras e sincronizacéo de receptoras
mediante ao controle ex6geno da dindmica folicular e da ovulagéo.

4 METODOSDE SINCRONIZACAO DE RECEPTORAS.

Cerca de 70.000 embrides sdo transferidos no Brasil anuamente, quantidade inferior
somente aos 176.000 embri&es transferidos nos BUA*?,

As fémeas sel ecionadas como receptoras sdo animais com atividade estral ciclica, sendo que
novilhas sdo preferencialmente usadas para programas de TE, pois ndo apresentam limitantes de
caréter fisiologico, como as fémeas em anestro, o que também n&o exclui vacas ou novilhas em
anestro. No caso de fémeas em anestro é possivel induzir artificialmente a atividade sexual
ciclica, tendo-se a precaucdo quanto a sua utilizacdo, pois normalmente os primeiros cios e
ovulacbes, tanto no pésparto quanto no periodo peripuberal, apresentam taxas de concepcoes
baixas, provavelmente pela baixa qualidade do ovécito e ou baixa taxa de progesterona,
necesséria para manter o ambiente uterino apropriado para uma possivel gestacio™.

Algumas consideraces devem ser feitas em relagdo & sincronia da receptora com a
doadora, tendo em vista que no momento da coleta, os embrides apresentam uma importante
variabilidade em seus estagios de desenvolvimento (24 a 36 h de diferenca). Sendo assim é
adeguado ter um grau de sincronia de ? 24 horas entre a doadora e a receptora, 0 que permite

€eleger areceptora mais apropriada para cada tipo de embri&o coletado.



Inimeros fatores interferem na eficiéncia de programas de TE com destaque especia a
influéncia das receptoras. Os programas de TE comerciais apresentam baixas taxas de
aproveitamento, ja que normalmente em um rebanho de receptoras tratadas com protocolos
tradicionais, somente 40-50% dos animais sdo aproveitados para inovulagdo, se consideramos
uma taxa de concepcdo de 50%, obtém-se apenas 20- 25% de gestacdes ao final do tratamento.

Assim, 0 incremento nas taxas de concepcdo e de prenhez das receptoras é fundamental
para maximizar o retorno zootécnico e econdmico da TE, determinando além de maior nimero

de nascimentos/ano, areducéo dos gastos com fémeas ndo prenhés no rebanho.

41 SINCRONIZAGAO DE RECEPTORAS COM PGF2a

A PGF2a (prostaglandina F2 afa) e seus an alogos s@® os hormdnios mais utilizados na
sincronizagcdo de cio. Porém, a PGF2a apresenta alguns limitantes em seu uso, tais como:
necessidade de pessoas qualificadas para deteccdo de cio, alta variabilidade das respostas ao
tratamento e limitada quantidade de receptoras detectadas em cio.

V arios estudos sobre o uso de prostaglandinas, realizados na década de 90, demonstraram
gue avariagdo do intervalo entre a aplicacdo aos sinais de cio e a ovulagdo, podem ser atribuidos
a0 estado da onda folicular no momento do tratamento. Se a lutedlise for induzida antes da
metade do periodo estético do foliculo dominante, indica que este serd o foliculo ovulatdrio,
sendo que o intervalo tratamento-cio serd curto entre 2 e 3dias. Porém, se a lutedlise for
induzida apds esse momento, o foliculo ovulatério sera da proxima onda folicular e o intervalo
tratamento-cio serd maior, entre 4 a 6 dias™.

Além disso, estudos revelam que a PGF2, n 8o é efetivanos primeiro 5 a6 diasdo ciclo
estral. Um dos protocolos de sincronizagéo de cios mais usados e mais eficiente, consiste na
administracdo de 2 doses de PGF2a num intervalo de 11 a 14 dias, 0 que possibilitard que todos
animais tratados estejam em fase luteal no momento da segunda aplicagio?. Este método é
facilmente aplicado a um programade TE, visto que permite que a primeira dose de PGF2a sgja
administrada na receptora no momento em que a doadora estiver em cio, antes da superovulagéo
(SQV), com a 2° dose sendo aplicada ap6s 11-12 dias, ou sgja 12 horas antes da aplicacédo de
PGF2a na doadora, fazendo com que o cio da receptora e doadora sgjam 0 mais $ncrono
possivel.

O estudo das caracteristicas comportamentais durante a fase estral é de grande
importéncia para o emprego de um programa de TE, uma vez que sua aplicagdo pode ficar
comprometida simplesmente devido a baixa eficiéncia na deteccdo de estro. Estudos relatam que

56,5% das montas em vacas de corte ocorreram entre 7:00 da manha e 7:00 da noite. Outros



trabalhos realizados com fémeas zebuinas, utilizando a deteccdo visual do estro, indicaram curta
duracdo do cio (+ 11 h.), associados a alta incidéncia de cios noturnos, em torno de 30 a 50%.
Estes dados demonstram a dificuldade na detecgdo de cio, 0 que pode comprometer tanto um
programa de inseminagdo artificial (I1A) quanto um programade TE.

42 USO DO GNRH E SUASASSOCIAGCOES

Um protocolo muito usado para sincronizar a ovulagdo de receptoras € conhecido como
OV SYNCH e consiste no seguinte esquema de tratamento:

100 pg GnRH PGF2a 100 pg GnRH TETF*
DO D7 D9 D16

Esguema:1 Protocolo OV SYNCH de sincronizagdo da ovul ag&o.
* Transferéncia de embrides em tempo fixo.

A administracdo de GnRH e seus agonistas (GnRHa), induz a liberagdo de LH e FSH. A
liberacdo de LH induz a ovulagdo ou a luteinizagdo de grandes folicul os presentes no momento
do tratamento. A ovulacdo do foliculo dominante permite a liberagdo de FSH, podendo ser
complementado pelo GnRH exdgeno, culminando com mais liberagcdo de FSH, para iniciar o
recrutamento de uma novaondafolicular.

O mecanismo de acdo do GnRH consiste: a primeira dose ird induzir a liberagdo de LH,
resultando em ovulagdo ou luteinizacdo do foliculo dominante induzindo, consequentemente, a
emergéncia de uma novaondafolicular dentro de 2 dias. A administracdo de PGF2a 7 dias apés
tem fungdo de induzir a lutedlise; 2 dias depois se administra outra dose de GhRH com a
intencdo deinduzir outro pico de LH e sincronizar a ovulagéo do foliculo dominante existente®®.

O sistema OVSYNCH mostrou melhores resuttados quando usados em vacas do que em
novilhas. Resultados de outro estudo confirmaram que o0 GnRH nem sempre resulta em ovulaco
ou luteinizacdo do foliculo dominante em novilhas. Vale ressaltar que a emergéncia folicular
serd efetiva somente quando o tratamento causar ovulacdo®. Para novilhas tém se obtido maior
taxa na sincronizagdo quando entre 0 GnRH e a PGF2a, for administrado um implante de CIDR-
B (Esquema 2) visando prevenir o aparecimento do cio, que ocorre em muitos casos antes da
segunda dose de GnRH?®.

O inicio do protocolo OVSYNCH em determinado est&gio do ciclo estral é associado com
reducdo na fertilidade; por exemplo, se a 1° dose de GnRH for aplicada entre 0 D9 e D12 do
ciclo estral, a mesma pode ndo resultar em ovulagdo com consequente ndo formagdo do corpo

IGteo (CL). Neste estagio vacas que possuem gpenas 2 ondas foliculares, comumente possuem



pequeno potencia de foliculo dominante, que ndo é responsivo ao GnRH. Conseguentemente,
ndo ha formacdo de um CL 2 a4 dias apos a injecdo de GnRH. O ciclo segue normalmente com
a secrecdo de PGF2a uterina causando a lutedlise, sem o aparecimento de cio induzido e sim
fisiolégico. Outra fase critica para o uso do OVSYNCH é quando o ovéario se encontra no
metaestro. Neste estadgio, houve uma ovulagéo fisiolégica prévia e o potencial do foliculo
dominante ainda é pequeno e ndo € responsivo ao LH (< 9 mm), ndo havendo resposta a
aplicagio do GNnRH®,

Algumas estratégias vém sendo desenvolvidas para minimizar o nimero de vacas que se
encontram nestes estégios criticos do ciclo estral no inicio do tratamento OVSYNCH. Um
método € a aplicacdo de 2 doses de PGF2a, em um intervalo de 14 dias antes do inicio do
tratamento com OV SYNCH, 12 dias depois da segunda dose de PGF2a. Com este tratamento se
todas as vacas estiverem ciclando espera-se que 90% das vacas estejam no momento ideal para
comegar o protocolo, podendo -se obter umataxa de prenhez de 48%.

Se observa também, um aumento na taxa de prenhez quando é usada a présincronizacéo
com PGF2a (53%), em relacéo as vacas que sdo somente submetidas ao OVSY NCH (31%).

Na Tabela 1, encontram-se os resultados de um experimento que avaliou a eficacia do
OVSYNCH comparado a um protocolo a base de PGF2a. Neste estudo, foram inovuladas todas
asvacas que apresentavam corpo | Gteo pal pavel, confirmado por ultrassografia.

Téabela 1: Taxas de prenhez e aproveitamento (prenhez/tratamento) para vacas sincronizadas com
3 diferentes protocolos.

Aproveitamento - %
T t Prenhez (%
retamento enhez (%) (Prenhez/Tratamento).
GnRH + PGF2a (c/ deteccéo cio) 62 40
OVSYNCH 48 44
OVSYNCH + P4 54 50

Fonte: Bo et al., 2001.

Tempo fixado
100 ug GnRH PGF2a 100 ug GnRH para TE
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 |

Implante de Progester ona

Diasde Tratamento




Esguema 2: Tratamento para TETF (transferéncia de embrides em tempo fixo), com OV SYNCH
+ progesterona sem a necessidade da deteccéo de cio (Fonte: Boet al., 2001).

Outra associacdo que esta sendo objeto de muitos estudos é o uso de GnRH associado ao
bST (somatotrofina bovina). Foi realizado um estudo com 375 vacas, + 74 dias pdsarto,
utilizando OVSYNCH para sincronizar a ovulagdo. Um grupo recebeu 250 pg de bST no
momento da 1 aplicagdo de GnRH; outro recebeu a mesma dose no dia da 2 aplicagdo de GnRH.
Um grupo controle recebeu apenas o tratamento OV SYNCH. Os resultados da taxa de prenhez
s80 respectivamente, 34,2%, 33,7% e 25%, respectivamente. Estes resultados indicam que 0 uso
de bST pode ter influéncia positiva na sincronizagao de receptoras em programas de TE*.

O sistema OV SYNCH tem sido usado tanto para |A em tempo-fixo, quanto para sincronizar
aovulagdo em receptoras de embrifes, o que descarta a necessidade da deteccdo de cio, dém de
aumentar o aproveitamento de receptoras.

43 PROGESTAGENOS

Sabidamente, injecdes didrias de progesterona durante um certo periodo sdo capazes de
sincronizar o0 cio. Inicialmente, se usavam progestagenos, principalmente progesterona, por
longos periodos (12-14 dias). Este periodo possibilita uma boa sincronizagdo de cio e ovulagéo,
porém é geral mente associado a uma baixa fertilidade®.

Estudos mais recentes indicaram que o uso exclusivo de progestédgenos tais como implante
de norgestomet, MGA (acetato de melengestrol) nadieta, PRID (progesterone releasing internal
device), possuem um efeito relativamente baixo na supresséo de LH, comparado com a fase
lutedl normal e pode ser associado com o desenvolvimento de foliculos dominantes
persistentes™. A baixa fertilidade tem sido atribuida & espontanea maturacso (rompimento da
vesicula germinativa e expansdo da célula do cimulus) de ovdcitos dentro dos foliculos
dominantes persistentes®’. Por outro lado existem pesquisas que indicam que este foliculo
persistente pode ser induzido a ovular e formar um CL com atividade normal, que supostamente

é capaz de manter uma gestacao™.

44 ASSOCIAGAO DE PROGESTAGENOS E ESTRADIOL.

O uso do estradiol em associagdo com 0s progestédgenos é realizado a mais de 3 décadas,
guando foi descoberto que o periodo de duracéo da progesterona poderia ser encurtado para 9
dias, se o estradiol fosse administrado no inicio do tratamenta® .



A funcdo principal do estradiol é de induzir a regressdo dos foliculos antrais em
crescimento®. Os resultados mais eficazes foram obtidos quando o estradiol é aplicado até 1 dia
depois dainsercdo do implante de progesterona.

O mecanismo pelo qual o estradiol causa regressdo folicular envolve a inibi¢ao do FSH, até
gue o estradiol seja metabolizado. A partir de entéo, o FSH volta a aumentar seus niveis e uma
nova onda folicular é recrutada. A dose de 5 mg de estradiol 17-? (E-17?), causa uma
emergéncia folicular 4 dias apés sua aplicagio’. O benzoato de estradiol (BE) na dose de 5 mg
possui efeito similar, além do que demonstra atividade [uteolitica.

Os gjustes nos protocolos sdo controversos, mas tem-se notado uma maior sincronizagdo da
emergéncia folicular, quando o BE é aplicado no DO juntamente com 50 mg de P4, do que
guando é aplicado apenas BE, mesmo sem ter sido observados aumentos nas taxas de prenhez(&
31 )

Os protocolos demonstrados abaixo usando |A, em tempo fixo (TF), ndo demonstraram

diferencas nas taxas de prenhez em relagao aos tratamentos utilizando detecgo de cio .

BE PGF2a GnRH ou GnRH
DO D7 D8 D9

( !

\ CIbrR-B /

Esguema 3: Protocolo de sincronizacdo da ovulago associando progestageno + BE + GnRH
(Fonte: Kastelic, 1996).

Uma série de estudos vem sendo desenvolvidos, com o objetivo de melhorar o
aproveitamento de receptoras para programas de TE sem 0 uso da detecgdo de cio. Tribulo
sugere a aplicacdo de CIDR-B, combinado com 2 mg de BE e 50 mg de P4, no dia 0 e uma
aplicacdo de PGF2a no dia 7, ou sgja, no momento da retirada do CIDR, e mais uma dose de 1
mg de BE no D8, sendo que para todas vacas foram consideradas que o D9 era o dia do estro.
Vacas do grupo controle foram tratadas com 2 doses de PGF2a num intervalo de 14 dias com
observacdo de cio durante 5 dias apos a segunda aplicacdo. Apos 7 dias da observacdo dos cios
do grupo controle e do D9 do grupo CIDR, as vacas que apresentavam CL funciona (>15 mm)
foram inovuladas com embriBes congelados.

Na Tabela 2, demonstra-se resultados de taxa de prenhez em receptoras que receberam
embrides sem deteccdo de cio, apés o tratamento com CIDR-B por 7 dias e estradiol +
progesterona no DO, em comparagdo com vacas que receberam 2 doses de prostaglandina e

foram inovuladas 7 dias ap6s a deteccdo do cio.

Comentario: Este tratamento
pode ser usado com 7,8 ou 9 dias
deimplante.




Tabela 2: Taxa de prenhez em receptoras que submetidas a tratamento com CIDR-B ou PGF2a,
sem ou com deteccdo de cio, respectivamente.

Grupo n Transferidas/ Prenhez/ Prenhez/
Tratadas (%) Transferidas (%) Tratamento (%)
CIDR-B 100 59 62,70 37
PGF2 ¢/ det. cio 100 60 53,30 32

Fonte: Barusdlli, 2000.

Este protocolo néo serviu para aumentar o percentual de aproveitamento de receptoras, em
relacdo ao grupo PGF2a, mas conseguiu manter indices similares, mesmo ndo realizando-se
deteccgéo de cio.

Outro dispositivo intravaginal liberador de progesterona disponivel no mercado, é o DIV-B
(Syntex, Argentina), que contém 1 g de progesterona. Um experimento foi delineado para
determinar qual € o efeito do dia da aplicacdo de PGF2a, em um protocolo de sincronizagdo
usando DIV por 8 dias e BE + P4 no DO. A hipétese é que o foliculo dominante daondafolicular
induzida poderia desenvolver a partir de sua emergéncia no D4 em um ambiente de baixa
progesterona (sendo a Unica fonte o DIV) e alta fregiiéncia nos pulsos de LH, obtendo-se um
foliculo de grande didmetro no momento da remocéo do implante e ovulacdo™®. Tem sido
sugerido que o sucesso ha indugdo da ovulacéo pelo estradiol* e o tamanho do CL, pode estar
relacionado com o tamanho do foliculo dominante no momento do tratamento.

Em outro estudo®, para avaliar a influéncia do dia da licagdo de PGF2a foi separado 2
grupos de vacas, que receberam no DO: DIV-B, 2 mg de BE e 50 mg de P4 injetavel, sendo que o
tratamento so diferiu no dia da aplicacdo da PGF2a, no D4 ou D8 (dia da retirada do implante).
No D9 todas as vacas receberam 1mg de BE e o D10 foi considerado o dia do estro. Dia 16,
agquelas que estavam com CL > 10 mm, foram selecionadas para TE. As fémeas que foram
tratadas com PGF2a no D4, néo apresentavam aumento no diédmetro do CL, mas apresentaram
um aumento da propor¢do de receptoras selecionadas para transferéncia, bem como na taxa de
prenhez (Tabela 3).

Tabela 3: Didmetro dos corpos Iiteos 1 dia antes da TE e taxas de prenhez em receptoras que
receberam tratamento com DIV-B e BE + progesterona no DO e transferidas sem
deteccdo de cio, com a PGF2a aplicada em diferentes momentos do protocolo.

Grupo n CL Transferidas/ Prenhez/ Prenhez/
(mm) Tratadas (%) Transferidas (%) Tratamento (%)
PGF2aD4 9% 165 70 58 41
PGF2aD8 93 16,5 53 40 21

Fonte: Tribulo, 2000.
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45 TRATAMENTOSQUE VISAM INCREMENTARA CONCENTRAGAO DE
PROGESTERONA PLASMATICA E A TAXA DE PRENHEZ.

Cadavez maistem seintensificado o estudo da relagdo entre a concentracdo de progesterona
sérica e a taxa de prenhez. Fémeas que falham na concepgdo apresentam menores niveis de
progesterona do que aquel as que concebem.

O desenvolvimento embrionario e a habilidade do concepto em secretar Interferon-tau, tem
sido relacionado com a concentracio de progesterona sérica®. No entanto, os resultados s&o
inconsistentes quanto ao uso de progesterona exdgena sobre o efeito nataxa de prenhez.

A inser¢do do CIDR, no momento dainovulagdo de embrides, resultou em um aumento de
12,8% na taxa de prenhez em receptoras leiteiras que estavam ciclando em um estudo de
Entretanto, outros estudos n&o obtiveram incrementos na taxa de prenhez utilizando CIDR em
vacas leiteiras e fémeas zebuinas e apenas poucos estudos foram capazes de demonstrar a
eficiéncia da suplementacdo de progesterona em receptoras ap6s a TE de embriGes de ma
qualidade, com melhoria na taxa de prenhez quando foi usados PRID em receptoras com CL de
baixa qualidade’.

Umaalternativa € ainducéo de um CL acessorio através daindugdo da ovulagdo do foliculo
dominante pela agdo do hCG (gonadotrofina coriénica humana) ou por inser¢éo de um implante
de Dedordin’ no dia 5 do ciclo estral®. Neste estudo, demonstrou que agqueles animais que
receberam hCG no D5, obtiveram a formag&o de um ou mais CLs acessorios em 86,2% das
vacas tratadas. O tratamento com hCG no D7 também incrementou a concentracdo de
progesterona em receptoras Bos Indicus®, mas os experimentos ndo foram suficientes para
avaliar se houve aumento nataxa de prenhez.

Outra forma que estd sendo estudada para aumentar a concentragdo de progesterona
plasmatica é através da inducdo de mlltiplas ovulagdes, através da inducdo de um maior
recrutamento folicular pela utilizagdo de eCG (gonadotrofina coridnica equina) durante o
protocolo de sincronizagéo.

Fuentes e De La Fuente! registraram que o tratamento de novilhas holandesas com PRID
por 6,5 dias, combinado com 100 mg de P4 e 5 mg de BE no DO, e 1000 Ul de eCG no D4 (dia
em que é esperado a emergéncia da nova onda), resultou em multiplos CLs (2 a 5 por ovério).
Este tratamento, conhecido como “PRID plus eCG”, também resultou em maior nimero de
receptoras selecionadas para a TE (89,7%) e um alto percentual de prenhez (58,6%) quando
comparado com novilhas que foram tratadas com mesmo protocolo sem o0 uso do eCG,
apresentando 49,1% de receptoras selecionadas e 22,2% de taxa de prenhez (Esquema 4), e

guando comparado aquelas sincronizadas com PGF2a (44% e 19%, respectivamente), ou
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aquelas que receberam embries no D7 apds deteccdo

respectivamente).

GRUPO 1
100 mg P4 .
1000Ul eCG  Retirada PRID
5mg BE
DO D4 D7
PRI
GRUPO 2
100 mg P4 .
Retirada PRID
5mg BE
DO D7
= J
'
PRI

de cio natural (50% e 28%,

Grupo PRID pluseCG
89,7% - Aproveitamento
58.6% - Prenhez

Grupo PRID
49,1% - Aproveitamento
22,2% - Prenhez

Esguema 4: Diferentes protocolos para estimar a influéncia da progesterona exdgena sobre as
taxas de prenhez (Fonte: Fuentes e de la Fuente, 1997).

Baruselli realizou um estudo utilizando 100 novilhas cue foram tratadas por 7 dias com

CIDR, combinado com 2 mg BE e 50 mg P4 no DO. Um grupo de fémeas recebeu 800 Ul de
eCG no D5 e todas novilhas receberam PGF2a no D7 e 1 mg de BE no D8 (Esguema 5). Todos

animais foram examinados por ultrassonografia um dia antes da TE e amostras de sangue foram

coletas para andlise da progesterona plasmética. Este tratamento demonstrou um aumento do

nimero de ovulagd es (CL), aumento da concentracdo de progesterona plasmética e também da

taxa de prenhez (Tabela4).
50 mg P4
800 Ul eCG PGF2a
2mg BE
DO\ D5 /D7
Y
CIDR-B

1 mgBE

D8

Esguema 5: Protocolo para TETF (transferéncia d e embriGes em tempo fixo), com utilizacdo da
combinagdo de CIDR, BE, P4 e PGF2a + eCG (Fonte: Baruselli, 2000).
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Tabela 4: Numero de CLs, concentracdo de progesterona plasmatica, 1 dia antes da TE, e taxas
de prenhez com 800 Ul de eCG ou sem (controle) no D5.

Gruno n CL P4 Selecionadas/ Prenhez/ Prenhez/
P (N?) (mg/ml)  Tratamento (%) Transferida (%) Tratamento (%)
Controle 50 05a 13a 34 (17/50) a 29,4 (5/17) 10 (5/50) a

ECG 50 26Db 42b 84 (42/50) b 55,3 (21/38) 42 (21/50) b
Fonte: Baruselli, 2000.

Outro estudo® buscou demonstrar o efeito de uma menor dose de eCG sobre a taxa de
prenhez em receptoras transferidas sem a detecgdo de cio. Foi usado DIV-B, sendo que uma
parte das vacas recebeu 400 Ul de eCG no D5 e todas receberam PGF2a no mesmo dia
(Esquema 6). O DIV foi removido no D8 e 1 mg BE foi administrada no D9. Todas vacas foram
examinadas 1 dia antes da TE. Este tratamento ndo resultou em multiplos CLs, sendo que apenas
2% das vacas apresentaram mais que um CL. O tratamento com eCG resultou em aumento do
didmetro do CL e nas taxas de prenhez (Tabela 5).

Tabela 5: Efeito da dose de eCG sobre a taxa de prenhez, aproveitamento de vacas e didmetro
dos CLs em vacas tratadas com DIV-B + P4 e BE no DO, com e sem eCG no D5.

Grupo n CL Transferidas/ Prenhez/ Prenhez/
P (mm) Tratadas (%) Transferida (%) Tratamento (%)
Controle 156 17,7a 8l,4a 41,7 a 339a
eCG 156 185b 84.6a 576Db 48,7 b

Fonte: Baruselli , 2000.

2mgBE 400 Ul eCG
1 mgBE TETF*
50 mg P4 PGF2a
DO D5 D8 D9 D17
- /)
h'd
DIV-B

Esquema 6: Protocolo de TETF, usando 400 Ul de eCG e inovuladas no D17, sem deteccéo de
cio (Baruselli, 2000).
*TETF: transferéncia de embrides em tempo fixo
O razédo das discrepancias entre os resultados dos protocolos que usam progestagenos néo
esta claro, no entanto, tem sido registrado que tratamentos com progestagenos mostraram uma
expressdo de cio maior do que naquel es que usam PGF2a.
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Os tratamentos de sincronizac&o que usam progesterona e estradiol podem induzir o cio ea
ovulagdo em vacas que ndo tiveram um periodo pés-parto adequado ou insatisfatéria condicéo

corporal®*,

5 MANIPULAGCAO DA ONDA FOLICULAR PARA SUPEROVULAGCAO

Denomina se superovulacéo o aumento do nimero fisiol 6gico de ovul agdes, proprio de cada
espécie, provocado através da administracdo exdgena de gonadotrofinas. Nos bovinos se
considera que houve resposta ao tratamento quando se consegue mais de 2 ovul agoes.

Donaldson™* em um estudo com 1263 doadoras, demonstrou que 68% das fémeas que foram
superestimuladas produziram embrides transferiveis e nas outras 32% foi observado: 7% ndo
responderam; 7% ndo produziram nenhuma estrutura; 17% ndo produziram embrides

transferiveis e 1% apresentaram cio antes da aplicagdo de PGF2a.

51 VARIABILIDADE DA RESPOSTA SUPEROVULATORIA
5.1.1 Variabilidade devido os tratamentos hormonais

- Gonadotrofina

Os principais horménios que sdo utilizados para superovular fémeas sdo a gonadotrofina
coridnica eqliina (eCG) ou extratos de pituitaria suina (FSHp).

O eCG é uma glicoproteina produzida pelos célices endonetriais e se comprova
biologicamente ativa entre os dias 35 e 140 da gestacdo da égua. A relagcdo FSH/LH deste
horménio varia durante os estagios da prenhez**. O eCG permite que se consiga uma resposta
superovulatéria com apenas 1 dose entre os dias 8 e 12 do ciclo estral. No entanto, sua
permanéncia prolongada no sangue provoca um crescimento folicular disperso, com altos niveis
de estr6geno, que afeta tanto a taxa de fertilizagdo como a qualidade embriondria. O eCG
também induz uma resposta imunoldgica, com producdo de anticorpos anti-eCG, o que
determina para tratamentos superovulatérios subsegquentes, um aumento na dose para que se
obtenha o mesmo efeito.

Em 1977 Bindon e Piper®, utilizaram um soro anti-eCG para eliminar os efeitos deste
hormdnio. O momento mais apropriado para administrar este soro é logo apds 0 pico pré-
ovulatério de LH. Na prética, € administrado no momento da 12 inseminac&o artificial. Em geral
0 soro anti-eCG melhora os resultados da superovulaggdo, mesmo que existam registros de

trabalhos, nos quais 0 soro n&o exerceu nenhum efeito benéfico™. Outros estudos demonstram
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gue a neutralizacdo do eCG, poucas horas apds o pico de LH, sincroniza a maturacéo folicular e
sincroniza mais 0 momento das ovulagtes mdltiplas.

O horménio mais usado em programas de TE é o FSH-p, com o qual o tratamento é feito
através de 2 doses didrias durante 4 dias, comegando a superestimulacdo entre os dias 8 e 12 do
ciclo estral. Outros horménios que comprovaram causar superovulagdo, mesmo sendo pouco
utilizados s@: EPE (extrato de pituitéria eqliina), FSH-O (extrato de pituitéria ovina) e uma
gonadotrofinaisolada da urina de mulheres em menopausa (HMG).

N3&o existe uma dose hormonal 6étima para todas doadoras, se fazendo necessario adequar
a dose de gonadotrofinas para cada animal, o que muitas vezes s6 é possivel apds uma ou duas
superovulagBes. No entanto, h4 uma série de complicagdes que estdo relacionadas com
superdosagens dos tratamentos superestimul atorios, tais como:

- Retenc&o de ovécitos em folicul os luteinizados e nos corpos | (iteos™.

- Retenc&o de ovdcitos e/ou embrides nos ovidutos?’.

- Niveis altos de estrogenos produzidos por grandes folicul os ndo ovulados que bloqueariam
a capacidade de captacdo das fimbrias, consequentemente havendo a queda de ovécitos na
cavidade abdominal®®.

512 Reacdo FSH/LH

A folicul ogénese nos mamiferos depende tanto do FSH quanto do LH. As gonadotrofinas
utilizadas parainduzir a superovulagdo possuem relagdo FSH/LH diferentes.
No caso do eCG, a diferenca se deve a variagfes individuais entre as doadoras e também
0 momento da gestacdo da égua em que este € coletado. O FSH-p, possui variacfes que se
relacionam fundamental mente na dificuldade de separar as fragdes FSH e LH a partir de extratos
hipofisarios. O HMG se caracteriza por possuir fragdes equivalentes de FSH/LH.
Foram feitos alguns estudos que demonstraram variagbes quando a por¢do de LH foi
excessiva
- Menor taxa de ovulagéo™®.
- Menor taxa de fecundagéo®™.
- Menor niimero e porcentagem de embrides transferiveis®.

52 MODIFICACOES NOS ESQUEMAS DE TRATAMENTO

As modificagbes nos esgquemas de tratamento se limitam exclusivamente ao FSH-p.
Tendo em conta que o atual esquema de aplicagdo do FSH-p representa um problema do ponto
de vista pratico, pelo nimero de aplicacdes necessarias utilizadas en programas de TE. Para

tanto tem sido estudadas algumas propostas que visam reverter este quadro:
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1. Reducdo na duracdo do tratamento: Reduzindo o tratamento de 4 para 3 dias, alguns estudos
demonstraram resultados similares aos tratamentos classicos. Outra mudancarel atou o uso de
uma Unica dose administrada no tecido subcuténeo; os resultados foram insatisfatorios,
quando usado por outros pesquisadores*®.

2. Administragdo de uma dose didria: A intencéo € aplicar uma dose diaria durante os quatro
dias de superestimulacdo, sugerido mais recentemente por’. Esta inovacdo ndo teve
aceitacdo napratica, pois se sabe queameiavidado FSH éde 12 a 14 horas.

3. Mudanca navia de administracdo: O FSH, geralmente € administrado por via intramuscular
em solucdo salina. JA foi proposta administracdo continua de FSH por via intrarterial *° ou
mesmo por via endovenosd”, com o objetivo de manter um nivel de horménio no sangue.
Estas proposi ¢des mostraram que as respostas aos hormoénios eram menores, pois pode haver
uma saturagdo dos receptores de FSH dagranulosado foliculo.

4. B6° demonstrou que com uma s administracdo de 400 mg de Folltropin®, administrado por
via subcutanea, diluido em 20 mL, obtém-se uma resposta superestimul atéria semelhante ao
grupo controle, superestimulado pelo método tradicional. Doses maiores mostraram
diminui¢&o do nimero de embrides coletados e transferidos.

53 CONTROLE DO DESENVOLVIMENTO FOLICULAR E SUPEROVULAGCAO

Nos dUltimos dez anos foram desenvolvidos varios métodos para controlar
farmacol ogi camente oinicio da onda de crescimento folicular em bovinos. Paratanto, preconiza-
se administragéo de agonistas do GnRH, LH ou mesmo métodos mecanicos como a aspiracéo
folicular. Entretanto, existem propostas para controlar a onda folicular, através da associacdo de
hormonios como o estrogénio e a progesterona, 0s quais serdo discutidos a seguir.

Os tratamentos tradicionais de superovulagdo consistem na deteccdo de cio das doadoras,
seja este natural ou induzido pelo uso de PGF2a, com o comeco da superestimulacdo entre os
dias 8 e 12 do ciclo estral. A aplicagdo das gonadotrofinas é feita duas vezes ao dia, durante
quatro dias, em doses decrescentes. No entanto, recentes estudos avaliaram especificamente o
estado folicular dos animais quando os tratamentos superovulatérios foram iniciados. Isto
somente foi possivel através do monitoramento dos ovarios por ultra-sonografia.

Através do levantamento destes dados, foi possivel identificar que entre os dias 8 e 12 do
ciclo estral, ou sgja, 7 e 11 dias apds ovulagdo, aproximadamente, comega uma nova onda
folicular de vacas que possuem de 2 a 3 ondas foliculares por ciclo™®. Esta claro que tratamentos
superestimul atérios que iniciam no momento da emergéncia da onda folicular resultam em altas

taxas superovulatérias, em relacdo aqueles que sdo iniciados em um momento tardio da
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emergéncia folicular. Se os tratamentos com gonadotrofinas forem iniciados com um dia de
atraso, em relacdo a emergéncia da onda folicular, a resposta siperovulatria é reduzida
significantemente, comparado quando o tratamento € iniciado no dia exato da emergéncia da
ondafolicular.

Aproximadamente 20% do ciclo estral, ou seja, quatro a cinco dias esta disponivel para
comegar a superestimulagdo. Sendo assim, 80% do ciclo estral ndo é apropriado para se obter
boas respostas superovulatérias. Para minimizar estes problemas, uma alternativa adequada é
iniciar o tratamento superestimulatorio apés o controle hormonal exégeno daondafolicular.

A aspiracao folicular, guiada por ultra-sonografia, de todos os foliculos maiores ou iguais
a5 mm, é uma aternativa pouco usada pra sincronizar a emergéncia folicular em novilhas. Um
dia apds a aspiracdo, as fémeas devem receber uma dose de FSH seguido de uma aplicacéo de
PGF2a 48 h apds®.

Outro modo de sincronizar o inicio da onda folicular envolve o uso de GhRHa ou LH
porcino (LH-p). No entanto, foi registrado uma assincronia na emergéncia folicular (de 3 dias
antes a5 dias depois), sugerindo que ndo seria apropriado paraasuperestimulagio .

Um método hormonal, que tem sido usado para controlar o desenvolvimento folicular é a
combinagcdo de estrégenos com progestagenos, que consiste em induzir a atresia de foliculos
antrais presentes, fazendo com que ocorra uma emergéncia folicular 4,3 dias apds o tratamento’.

B6° sugeriu o seguinte tratamento para sincronizar a emergéncia da onda folicular para
superestimulacdo, aplicando 5mg de E17? e 100 mg de progesterona, IM, no momento da
aplicacdo do implante de progesterona. Iniciando a superovulac8o 4 dias depois com FSH
(Tabela 6). Os resultados foram comparados com tratamentos tradicionais, o qual € mostrado na
tabela abaixo:

Tabela 6: Resposta superovulatoria em vacas superovuladas entre os dias 8 e 12 ap6s o cio
(tradicional) e vacas tratadas com progestageno + BE.

Tratamento Gado de corte Gado deleite
n Total Embrides Total Embrides
Ovalembrido  Transferiveis Ovalembrido  Transferiveis
Tradicional 1073 12,8 6,6 254 8,9 51
P4+ E17M3 307 12,1 6,3 187 10,3 6,0

Fonte: B6 et al., 2001.

Portanto, este tratamento determina uma resposta similar aquela decorrente do tratamento
convencional. Além do que, apresenta a vantagem de se iniciar o tratamento em dia aleat6rio do
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ciclo estral, melhorando a sincronizag&o do grupo de doadoras, facilitando o mangjo e realizando
ostratamentos em dias previamente programados.

O BE é outro estrégeno disponivel no mercado brasileiro, assm como o VE (valerato de
estradiol). O tratamento com 2,5 ng de BE associado a aplicacao de 50 mg de P4, administrados
no momento dainser¢do do CIDR-B, resultou na sincronizagdo de umanovaondafolicular 2 a3
dias ap6s, também compativel com aquelas que foram superestimuladas convenciona mente
entreosdias8 e 12 do ciclo estral®®.

Animais tratados com 5 mg de VE e 3 mg de norgestomet, resultaram na diminuicéo da
sincronizacdo da emergéncia folicular e uma menor resposta superovulatéria do que fémeas
tratadas com 5 mg de E17 3 e 100 mg de progesterona em vacas com dois implantes de sincro-
mateB.

Baruselli® trabalhou com 105 vacas de corte, comparando o uso de BE e E17B, no
seguinte protocolo de superovulagdo. Todas as vacas receberam dispositivo DIV-B e 50 mg de
P4 no DO, sendo que metade recebeu juntamente uma dose de 2,5 mg E- 1713 e a outra metade
2,5 mg de BE. Os tratamentos superovulatérios foram iniciados no D4. As vacas receberam a
primeira dose de PGF2a no D7 e a segunda no D8 juntamente com aretirada do implante. Todas
as vacas foram inseminadas 48 a60 horas apés a retirada do DIV (Esquema 7). O trabalho ndo

demonstrou diferencgas sobre 0 nimero de embrides col etados .e na qualidade embrionéria entre

0Sgrupos.
SOV
2,5mg BE ou
PGF2a | PGF2a 1A IA
E-173
DO D4 |D5 |D6 D7 D8 D10 +12hs
e .
DIV-B

Esquema 7: Protocolo de SOB, usando progesterona em associagcdo com E-17 B (Fonte:
Barusdlli, 2001).

Zanenga', sugeriu a superovulagio em vacas zebuinas utilizando um protocolo que visa
alA sem deteccdo de cio, associando progestégeno e estrégeno:

*CIDR-B

3mgBE PGF2a LHp A TE
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| DO |D5| D6 D7 | D8 D9 +12 a 24hs D16

] L/
SOV

*CIDR foi retirado 36 h ap6s aplicacdo de PGF2a.

Esquema 8: Protocolo de SOV usando CIDR associado com BE, iniciando no D5 (Fonte:
Zanenga, 2000).

Os resultados deste experimento foram:

- Nimero de animais: 10

- Embrides viaveis: 10,3+ 5,9

- Embrides degenerados. 5,2 + 6,1
- N&o fertilizados: 2,2 + 3,5

- Total de estruturas: 17,7 + 11,7

Estes resultados sugerem que a IA em tempo-fixo, 12 a 24 horas apés a aplicagdo de
PGF2a é viavel para programas de TE, sem a necessidade da deteccéo de cio, concordando com
resultados préviosdaliteratura’.

Alguns autores sugerem o uso do bST, com a intencdo de melhorar a resposta
superovulatdria e a viabilidade embrionaria em vacas doadoras.

Na tentativa de registrar a influéncia do bST®, testou a influéncia do bST em vacas
doadoras superovuladas no momento da inseminacdo, com o intuito de observar o
desenvolvimento embrionério e a viabilidade destes embrifes. Foram superovuladas 12 vacas,
das quais 6 receberam uma injecéo de 500 mg bST (Boostin’), no momento da |A e outras 6 ndo
receberam. Os embriBes foram coletados 7 dias depois e avaliados. Aqueles de grau 1, foram
congelados para serem posteriormente transferidos. Nao houve diferenca no total de embrides
coletados entre 0 g rupo bST e o grupo controle, no entanto o nimero de ovécitos ndo fertilizados
por coleta, foi menor no grupo bST. O tratamento com bST aumentou a percentagem de
embriBes classificados como transferivels, asssim como o nimero de blastocistos. O experimento
demonstrou que as doadoras que receberam bST, aumentaram a capacidade dos ovécitos de
serem fertilizados, conseqlientemente diminuindo o nimero de ovécitos ndo fertilizados. Véarios
experimentos usando bST, indicam um aumento nas taxas de prenhez, causado provavelmente
pela estimulag&o no processo de maturagéo e desenvol vimento embrionario precoce.

Os efeitos que s3o atribuidos ao bST sfo, basi camente?:

- Acelerao desenvolvimento embrionario.
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- Afeta os componentes maternais para fertilizagdo, modulagdo dos fatores de
crescimento e outras proteinas do Utero e oviduto e diminuicdo do sinal luteolitico no
momento do reconhecimento materno da gestagéo.

A identificacdo dos fatores que podem ser influenciados pelo bST e sua eficécia na

fertilidade ainda é objetivo de muitos estudos e devem ser melhor esclarecidos.

6 CONCLUSAO

Tendo em vista os mais diversos protocolos passiveis de serem utilizados, visando
otimizar a eficiéncia da TE, a grande variabilidade nas respostas tem sido um dos maiores
problemas na sincronizag de cio, bem como nos tratamentos superovul atérios.

A incorporagdo de técnicas que visam o controle da dindmica folicular, como as ja
discutidas, poderareduzir a variabilidade das respostas aos tratamentos em vacas que apresentam
diferentes estagios do dclo estral. A sincronizacdo de cio através do controle do ciclo estral,
proporciona possi bilidades interessantes para | A em tempo-fixo e elimina o trabalho da deteccéo
de cio. Os estudos ainda ndo forneceram um método adequado de minimizar a variabilidade das
respostas ovarianas a superestimulagdo, mas os protocolos envolvendo sincronizacdo da
emergéncia folicular, podem fornecer tratamentos répidos e eliminando a necessidade da

deteccédo de cio em programas de TE, sem que os resultados biol 6gicos sejam conprometidos.
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