UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”,
CAMPUS DE BOTUCATU

NOVAS  ABORDAGENS NAS
TECNICAS DE SUPEROVULACAO
E CONTROLE DO CICLO ESTRAL
DE RECEPTORAS, NA ESPECIE
BOVINA

Monografia apresentada a Disciplina “Seminarios
[I” do programa de PoOs-graduacdao em Medicina
Veterinéaria, area de concentracdo em Reproducéo
Animal, curso de Doutorado, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus de Botucatu.

Aluno : Marcelo F. G. Nogueira
Docentes responsaveis :
Prof? Dr® Maria Denise Lopes e Prof. Dr. Sony Dimas Bicudo

Orientador : Prof. Dr. Ciro Moraes Barros

Botucatu — Sao Paulo
2002



SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt ettt ettt s s s e e e e e e e e e e e e e eeeaannssannnnn s 3
1 INTRODUGAO. .. ..ottt ettt ettt ettt ettt et aesae e ste e s tesesteneteenanes 4
2 SUPEROVULAGAO. ..ottt ettt 6
2.1 Sincronizacado da onda folicular e atraso do pico pré-ovulatério de LH............ 6
2.2 Restauragdo dos pulsos de LH no periodo pré-ovulatorio.........ccceevveeeiiieennnnnns 8
2.3 Aumento da viabilidade do 00Cito € dO emMDbri80........cccevveiiiiieiiiie e 9
3 INOVULAGCAOD. ...ttt ettt e ettt et ne e, 11
3.1 Utilizagao do DST €M reCEPIOTaS. ...ccuuii ittt 11

3.2 Aumento da concentracdo plasmatica de progesterona

a) Inducéao de corpo luteo acessorio e insercao de dispositivo CIDR-B.....12

b) Inducdo de mUltiplas OVUIAGBES.......c.uevieiiiiiii i 13

3.3 INIDICAO A TULEOIISE....eiiiiiieciiie e e 15

4 CONSIDERAGCOES FINAIS. ... .ottt ettt st an 18
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoiitiiiiesieteeiee ettt 19



LISTA DE ABREVIATURAS

AINE = Antiinflamat6rio néo esteréide

b = Espécie bovina

BE = Benzoato de estradiol

CE =Ciclo estra

CIDR-B = Dispositivo intravaginal de liberagdo controlada de droga, para a espécie bovina
CL = Corpo ltteo

COX-2 = enzima ciclooxigenase 2

e = Espécie eqliina

E, = Estradiol 17b

eCG = Gonadotrofina corionica eqlina

FD = Foliculo dominante

FM = Funixin meglumine

FSH = Horménio foliculo estimulante

h = Espécie humana

hCG = Gonadotrofina corionica humana

hM G = Gonadotrofina da menopausa humana
| A = Inseminagdo artificial

LH = Horménio luteinizante

0 = Espécie ovina

p = Espécie porcina

P4 = Progesterona

PGF2a = ProstaglandinaF 2 a

PRID = Dispositivo intravaginal liberador de progesterona
bST = Somatotrofina bovina

SO = Superovulagdo ou superovulatério (a)
TE = Transferéncia de embri&o

US = Ultra-som ou ultra-sonografia

VE = Valerato de estradiol



INTRODUCAO

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular em bovinos, tornou-se
possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e o momento da ovulacdo, de forma a melhorar os protocolos
superovulatérios empregados na transferéncia de embrides. Do mesmo modo, o
controle da ocorréncia do pico pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH) permitiu
gue estratégias de “atraso’ da ovulacdo fossem desenvolvidas. Com isso, surgiram
protocolos de superovulacdo (SO) que dispensaram a observagdo do cio (estro
comportamental) da doadora de embribes, tanto antes como ap0s o0 tratamento
hormonal. Desse modo, ainda que ndo ocorresse um aumento no nimero de embrides
viaveis produzidos por colheita, houve um avanco consideravel na simplificacdo do
protocolo de SO em bovinos.

Além de dispensar uma incumbéncia diferenciada por parte dos funcionarios de
uma propriedade rural (a correta observagao de cio das doadoras, inclusive durante o
periodo noturno), esses protocolos propiciam o planejamento das inseminacdes
artificiais (IA) de acordo com o momento da inducao exdgena da ovulacao.

Porém, a grande variacdo na resposta superovulatéria ainda constitui um
obstaculo para uma maior utilizacdo da SO em bovinos. Ainda que fatores intrinsecos
dessa variacdo (fator individual das doadoras) sejam de dificil solu¢do, alguns outros
fatores poderiam ser otimizados na tentativa de aumentar a producao de embrides, tais
como; atraso do pico pré-ovulatério de LH para aumentar a populacéo de foliculos pré-
ovulatérios; geracdo exdgena de pulsos de LH para repor a diminuicdo que ocorre
apés a SO; a utilizacdo de somatotrofina recombinante bovina (rbST) de forma
péstuma a SO, para aumentar a competéncia dos odécitos oriundos de foliculos
marginais ao didmetro ovulatério minimo; e associacdes de dois ou mais dos itens
citados acima.

Por outro lado, a técnica da inovulacdo em bovinos (isto é, o ato de depositar o
embrido no corno uterino, normalmente ipsilateral ao corpo luteo; CL) sofreu poucas
mudancas nos ultimos anos, sendo que a maior delas ocorreu ha mais de 10 anos na
transicdo da forma cirargica de inovulacdo para a atual ndo cirargica (de utilizacdo
corrente).

Recentemente, os trabalhos com receptoras de embrides vém enfocando a

busca pelo aumento da taxa de concepcéo/prenhez por meio do aumento da



progesterona (com a utilizagdo de GnRH, LH, hCG, eCG e CIDR-B), mediante a
inibicdo da lutedlise (antiinflamatérios nao esterbides, acido linoléico) ou por um
aumento na producdo de interferon t bovino (rbST). Concomitante a isto, 0s
pesquisadores buscam protocolos de sincronizacdo da ovulacdo que permitam a
inovulacdo em tempo fixo (isto é, sem prévia observacdo do cio da receptora a ser
inovulada), com o intuito de maximizar a utilizacdo do rebanho de receptoras e diminuir
0s custos de manutencdo do mesmo.

O presente trabalho de revisao tem por objetivo discutir as possiveis aplicacdes,
no campo, das novas abordagens dos protocolos de superovulacéo e inovulagcdo em
bovinos, enfatizando o potencial para o aumento dos indices produtivos.



SUPEROVULACAO

Sincronizacao da onda folicular e atraso do pico pré-ovulatorio de LH

Embora os conhecimentos obtidos com a dinamica folicular (Savio et al., 1988;
Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989) tenham ajudado a compreender alguns
eventos que ocorrem na superovulagcédo de bovinos e propiciaram novas ferramentas
para facilitar o0 manejo da doadora (Bo et al., 1996; Caccia et al., 1999), a resposta
superovulatéria (isto €, o numero de embrides viaveis colhidos) continua a apresentar
resultados imprevisiveis. Em parte, esse fenbmeno foi explicado pela assincronia
existente entre a maturacao citoplasmatica e nuclear nos oécitos de vacas sob um
tratamento de SO (assincronia intrafolicular) no periodo pré-ovulatério, assim como
deficiéncias no transporte espermatico (Hyttel et al., 1986, 1991).

Por outro lado, resultados inconstantes na SO foram associados com ovulagdes
prematuras ocorrendo durante o tratamento com hormonio foliculo estimulante (FSH),
com a conseqlente formacao precoce de um corpo lateo secretando niveis sub-luteais
de progesterona no periodo esperado do estro e, por fim, inibicdo do pico pré-
ovulatério de LH e auséncia de ovulacfes (Callesen et al., 1987; Stock et al., 1996).
Além disso, uma assincronia interfolicular foi observada nos animais sob tratamento
SO (Vos et al., 1994%). Nesses animais, da populacdo de foliculos que foi estimulada
pelo FSH exdgeno, somente 25% estavam aptos a continuar o desenvolvimento até a
ovulagdo no momento da ocorréncia do pico de LH. Esse fato foi explicado pelos
diferentes diametros existentes no grupo de foliculos em crescimento, fazendo com
gue alguns poucos foliculos avancados (os maiores do grupo) induzissem o pico de LH
guando ainda nem todos eles (notadamente os foliculos menores) estavam com a
capacidade ovulatéria totalmente instalada.

A partir desses conceitos, foi aventada a possibilidade de atrasar o pico
endogeno pré-ovulatério de LH para propiciar o tempo necessario para que os foliculos
menores, recrutados mediante a aplicacdo exdgena de FSH, pudessem estar
plenamente maduros e aptos a ovular quando o pico de LH fosse induzido (Rieger et
al., 1990; Vos et al., 1994°; D'Occhio et al., 1997; Price et al., 1999; van de Leemput et
al., 2001).



Resultados promissores foram obtidos, e posteriormente modificados, com o
atraso do pico endégeno de LH por, aproximadamente, 4 a 8 horas mediante a retirada
do dispositivo intravaginal de liberacéo de progesterona (CIDR-B) ap6s 48 (Nogueira et
al., 2002% ou 36 horas da aplicacdo da PGF2a (Barros & Nogueira, 2001)
concomitante com a inducdo da ovulacdo por meio da administracdo de LH exégeno
(Lutropin, 25 mg, im) 48 horas ap0s a aplicacdo da prostaglandina (PGF2a; Figura 1).
Esse protocolo propiciou o inicio do tratamento superovulatério, em vacas Nelore, sem
prévia observacao de cio (uma vez que foi induzida a emergéncia de uma nova onda
de crescimento folicular no momento do inicio da aplicacdo do FSH), além de nédo
haver necessidade da observacao de cio para a IA (as doadoras foram inseminadas
em tempo fixo, apds 12 e 24 horas da administracdo do LH). O beneficio obtido com
esse protocolo (P48) na simplificagdo do manejo das doadoras, ndo comprometeu a
producdo de embrides viaveis quando comparada ao grupo controle (7,17+1,08 e

6,17+1,37, respectivamente).

|A em tempo fixo

Protocolos P48 e P36 : as 12, 24 e 36h
apos a aplicacdo
FSH (200mg Folltropin-V) deLH
~ CIDR-B PGF2a (t) - CIDR (m; P48) Colheiti
+4mg BE (im) PGF2a (m) |- CIDR (t; P36)| | LH (m; P48 e P36) de Embrido
1 | | l ]
D-5 DO D1 D2 D3 D4 D5 D11

Figura 1 — Protocolos utilizados para sincronizar a emergéncia da onda de crescimento
folicular, induzir a ovulagdo de forma controlada e permitir a IA em tempo fixo. A
diferenca entre os protocolos P36 e P48 é o momento da retirada do CIDR-B, que
acontece com 12 horas de diferenca (36 e 48 horas ap6s a administracdo da
primeira dose de prostaglandina, respectivamente), sendo que o momento de
aplicacao do LH permanece o mesmo para ambos os protocolos (48 horas apés a
aplicacdo de prostaglandina). A emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular foi induzida, em momento aleatério do ciclo estral, cinco dias antes do
inicio do tratamento com FSH. Duas doses luteoliticas de prostaglandina foram
utilizadas na manha e tarde do Dia 2 (ou seja, no segundo dia ap6s o inicio do
tratamento com FSH).

Em uma modificacdo do P48, denominada P36 (Barros & Nogueira, 2001), o
dispositivo CIDR-B foi removido 12 horas antes que no protocolo original (isto é, 36
horas apds a PGF2a), apds 12 horas da remocao do CIDR-B foi administrado o LH e

as |As foram realizadas em tempo fixo apés 12, 24 e, eventualmente, 36 horas. Apesar



de serem resultados iniciais (20 colheitas realizadas, vide Anexo A) e necessitarem de
um numero expandido de animais, utilizando o protocolo P36, em vacas Nelore, foram
obtidas as meédias de 13,4 e de 10,6 estruturas totais e embribes viaveis,
respectivamente, com uma taxa de viabilidade de 78,7% (211/268; 3,3 doses de

sémen utilizadas por colheita; Nogueira, 2002*).

Restauracdo dos pulsos de LH no periodo pré-ovulatério

Conforme demonstrado por PRICE et al. (1999) e GOSSELIN et al. (2000),
durante o tratamento superovulatério ocorre uma diminuigdo dos pulsos de LH, quando
comparado a pulsatilidade fisiolégica de um ciclo estral normal. Essa diminuicdo tem
inicio logo apds a primeira aplicagdo de FSH e acentua-se ao redor das Uultimas
aplicacdes e do periodo pré-ovulatorio (Price et al., 1999). E sabido que o foliculo
muda a sua dependéncia por gonadotrofinas (de FSH para, principalmente, o LH)
guando atinge, aproximadamente, 9 mm de diametro (Ginther et al., 1996; 2001). Em
animais ndo superovulados, o crescimento folicular da fase pés-desvio (9 mm) até o
momento da ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH, € mantido pela crescente
pulsatilidade do LH. Foi aventada a hipbtese que, durante a SO, a diminuicdo dos
pulsos de LH em um periodo critico do crescimento folicular (fase pré-ovulatéria)
poderia estar comprometendo a plena maturacédo da populacao de foliculos presentes.

Devido ao fato da administracdo exdgena de FSH na SO (um extrato de
pituitaria suina contendo FSH e, embora reduzido em 80% da concentracdo original do
extrato, também LH) ndo ser capaz de transpor a deficiéncia enddégena na
pulsatilidade de LH, PRICE et al. (1999) propuseram repor o padrao fisiolégico dos
pulsos de LH mediante administracbes de GnRH (Cystorelina, 5 nyg, iv, a cada 4 horas
diminuindo o intervalo até uma aplicacao por hora) e, ao mesmo tempo, aumentar a
fase folicular induzida com a utilizacéo de dispositivo de progesterona (CIDR-B).

Embora n&o tenham ocorrido quaisquer ovulagdes no grupo com inducdes de

pulsos de LH (CIDR+GnRH), quando comparado ao grupo controle (sem GnRH ou

* Nogueira, M.F.G. (Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Unesp — Campus
de Botucatu). Comunicacéo pessoal, 2002.



CIDR) e o grupo onde somente o CIDR foi utlizado (13,8+2,0 e 9,4+2,0,
respectivamente), houve um aumento néo significativo no numero de foliculos visiveis
por ultra-sonografia no periodo pré-ovulatério com relacdo ao grupo CIDR, mas nédo
guando comparado ao grupo controle (184, 13+4 e 18+4, respectivamente). Também
foi observado um aumento significativo na concentracdo plasmatica de estradiol no
grupo CIDR+GnRH quando comparado ao grupo CIDR, porém ndo com o grupo
controle (261, 2+2 e 20+3 pg/mL, respectivamente).

Os autores (Price et al., 1999) demonstraram que, com a utilizacdo do CIDR
para aumentar a fase folicular induzida pela SO, houve um efeito prejudicial sobre os
foliculos (concentracdo de estradiol, nimero de foliculos e taxa de ovulacdo
reduzidas), quando comparado ao grupo controle onde a SO foi realizada sem a
presenca do CIDR. Quando os pulsos de GnRH foram restaurados (grupo
CIDR+GnRH) o efeito prejudicial ndo foi observado e os resultados obtidos foram
semelhantes aos do grupo controle, com excecao na falha na ovulagdo observada no
grupo CIDR+GnRH. A explicacao aventada pelos autores € de que, embora 0s pulsos
de LH gerados tenham sido benéficos para o crescimento final dos foliculos na fase
folicular aumentada, o excesso de inducbes de pulsos (1 pulso por hora, no dia da
provavel ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH) levou a uma dessensibilizacdo da
hipofise anterior frente ao GnRH. Assim, quando foi administrada a dose de GnRH
(100ng, im) visando induzir um pico de LH, ndo houve a liberagdo do mesmo devido a
adeno-hipdfise estar refrataria ao GnRH.

Talvez, a idéia do atraso do pico pré-ovulatorio de LH possa ser efetivamente
implementada com a associagcdo entre aumento da fase folicular e a restauracdo dos
pulsos de LH nesse mesmo periodo. Isso poderia esclarecer se as tentativas em
atrasar o pico de LH por 24 horas falharam, em aumentar a producao de embrides, por
excesso de atraso do pico (inducédo da atresia folicular por envelhecimento) ou pela

falta de pulsatilidade de LH (inducéo da atresia por privacao de gonadotrofina).
Aumento da viabilidade do o6cito e do embrido
Uma possibilidade para incrementar a técnica de SO é o aumento da

porcentagem de embriGes vidveis com relagdo ao numero total de estruturas colhidas

(taxa de viabilidade).
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Uma das tentativas realizadas, nesse sentido, foi a utilizacdo do bST nas
doadoras de embrides, apés a SO propriamente dita. O bST (somatotrofina bovina)
guando administrado a doadora, induz a sintese do fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo | (IGF-I) no figado, aumentando de forma sistémica os niveis desse
fator de crescimento, e também de forma localizada no préprio ovario.

Além da acdo mitogénica e do sinergismo com o estradiol 17b na aparicdo de
receptores de LH nas células da granulosa (acdo no crescimento folicular), o IGF-1 esta
diretamente ligado a maturacdo oocitaria, uma vez que existem receptores de IGF-I, e
da prépria bST, nos odcitos bovinos (Izadyar et al., 1997). Assim, tanto uma acédo
direta da aplicacdo do bST poderia ser esperada na maturacao oocitaria, como uma
acao indireta também (IGF-I).

A idéia de que haveria um efeito benéfico, pela administracdo de bST, nos
embrides produzidos de doadoras superovuladas foi testada por MOREIRA et al.
(2002) em vacas Holandesas lactantes (n=8) e ndo lactantes (n=4). Apos o tratamento
superestimulatério com FSH, foi administrado bST (500 mg, sc) em uma Unica
aplicacdo no momento da IA. Os embribes foram colhidos 7 dias apds a IA, e
criopreservados em etileno glicol. Os embrides foram descongelados (método direto —
“direct transfer”) e inovulados em receptoras (grupo bST, n=41; grupo controle, n=43).
O uso de bST aumentou significativamente, quando comparada ao grupo controle, a
taxa de viabilidade dos embrides colhidos (77,2% e 56,4%, respectivamente; P<0,01),
0 numero de blastocistos por colheita (2,4+0,7 e 0,4+0,7, respectivamente; P<0,04) e a
taxa de prenhez (56,1% e 25,6%, respectivamente; P<0,04).

Embora o uso do bST tenha apresentado um efeito benéfico nesse estudo,
guando comparado ao grupo que néo recebeu a somatotrofina, os resultados devem
ser analisados com cuidado. A maior velocidade de crescimento dos embrides, apds o
uso do bST (maior niumero de blastocistos por colheita, porém sem alterar a qualidade
geral dos embrides) ndo seria, por si s6, um critério de melhora da resposta
superovulatéria. O aumento observado nas taxas de viabilidade e de prenhez
constituiram, nesse estudo, uma melhoria efetiva com relagdo ao grupo néo tratado.
Porém, deve-se ter em conta que a maioria das doadoras utilizadas (8 de 12 animais)
eram holandesas lactantes, assim como todas as receptoras. Dessa forma, animais
particularmente sensiveis ao estresse térmico (0 estudo foi realizado em Gainesville,
Flérida - EUA) poderiam estar em condi¢des fisiol6gicas inadequadas quando as SOs

e as inovulacbes foram realizadas. Nesse cenario, qualquer auxilio ao
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desenvolvimento embriondrio poderia resultar em um aumento significativo da taxa de
prenhez, o que de fato ocorreu, sem necessariamente refletir uma realidade para
outras racas de animais em climas diversos (p.ex., gado Nelore em condi¢des
climéticas subtropicais). Isso fica mais evidente quando verificamos que a taxa de
prenhez do grupo nao tratado (controle), ficou abaixo do obtido em animais ndo
estressados (aproximadamente 45% de gestacao, apoés transferéncia direta). Assim, o
efeito benéfico do uso de bST na SO de outras racas bovinas, deveria ser analisado
com cautela, talvez, manifestando-se somente em situa¢des onde haja o estresse dos

animais.

INOVULACAO

Utilizagdo do bST em receptoras

Do mesmo modo que citado anteriormente em doadoras, o uso do bST em
receptoras foi testado com o intuito de melhorar a taxa de prenhez (Moreira et al.,
2002). Apesar do mecanismo nao estar esclarecido, a utilizacdo do bST estaria
estimulando as condigBes uterinas/embriondrias necessarias para um eficiente
estabelecimento da gestacéo (secrecdo endometrial, formacdo do CL e consequiente
secrecdo de progesterona, e estimulo direto do embrido e consequente secrecao de
interferon t).

Receptoras holandesas lactantes, receberam bST um dia apés o estro (Posilac,
500 mg, sc) e foram tratadas novamente a cada 14 dias (grupo bST, n=37) ou nao
receberam tratamento com bST (grupo controle, n=43). Apdés a inovulacdo de
embrides descongelados (criopreservados em etileno glicol), a taxa de prenhez foi de
43,2% e 25,6%, respectivamente para os grupos bST e controle. Novamente, o
aumento observado no grupo tratado poderia estar refletindo as condi¢oes
inadequadas do grupo controle (estresse térmico de vacas holandesas lactantes em
clima subtropical). Além disso, cabe ressaltar o pequeno nimero de animais utilizados
nesse estudo, o que poderia estar comprometendo uma correta compreensédo dos

resultados obtidos.
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Aumento da concentracdo plasmatica de progesterona
a) Inducao de corpo lateo acessorio e insercao de dispositivo CIDR-B

Esta bem estabelecida a relacdo entre a concentracdo plasmatica de
progesterona, o tamanho do embrido bovino e a secre¢éo de interferon t por parte do
embrido (Wilmut et al., 1985; Robinson et al., 1989; Binelli et al., 2001; Thatcher et al.,
2001). Desse modo, estudos vem sendo conduzidos com o intuito de desenvolver
protocolos eficazes (em aumentar a progesterona e a taxa de concepg¢ao) e viaveis na
aplicacado em propriedades comerciais.

Trabalhos subsequentes estudaram a acao da aplicagcdo de hCG no 5° dia do
ciclo estral (CE), de GnRH no 13° dia do CE e mesmo a inser¢do de dispositivos
liberadores de progesterona (CIDR-B e PRID) ou de implantes de progestageno
(Crestar e SynchroMate-B). Embora em alguns estudos tenha sido observado um
aumento na taxa de concepcao (apés IA ou TE), em outros ndo foram detectados
efeitos benéficos. Assim, essa area de pesquisa permaneceu sem CONsenso quanto a
uma real aplicacdo comercial dos diversos protocolos idealizados.

Marques et al. (2002) visaram a formacédo de um CL acessério (como auxiliar ao
CL original na secrecdo de progesterona) mediante a ovulag¢édo induzida do foliculo
dominante da 12 onda folicular. Esse CL acessorio era obtido pela administracdo de
indutores da ovulacéo (GnRH, hCG e LH) no 7° dia do CE, ou seja, no dia em que as
receptoras sdo, normalmente, inovuladas. Além disso, foi testada a insercdo de um
dispositivo de progesterona (CIDR-B) no mesmo dia 7 do CE, permanecendo por 13
dias nos animais. Com isso, 0s autores esperavam obter incrementos detectaveis na
concentracdo plasmatica de progesterona o que, posteriormente em uma segunda
fase do estudo, seria correlacionado com a taxa de concepcédo apds inovulacao.

Os tratamentos (GnRH, LH e hCG) foram efetivos em induzir a ovulacédo de
100% dos FD da primeira onda, presentes no momento da aplicacdo. A concentracéo
plasméatica de progesterona, entre os dias 13 e 17 do CE, foi significativamente maior
no grupo hCG quando comparada aos grupos LH, GnRH, CIDR-B e controle
(8,42+3,64; 6,07+3,09; 4,79+2,19; 4,78+1,88 e 4,83+1,77 ng/mL, respectivamente). O
tratamento com hCG também aumentou a duragdo do periodo luteo (P4 > 1ng/ml)
guando comparado aos grupos LH, GnRH e controle.

Assim, seria de esperar que o tratamento com hCG no dia da inovulacdo de
embrides (7° dia do CE) pudesse aumentar a taxa de concepcdo das receptoras.
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Porém, foi relatado que, em resultados preliminares, a taxa de concepcdo aumentou
em todos os grupos tratados (hCG, LH, GnRH e CIDR-B) quando comparados ao
grupo controle (Marques, 2002*).

b) Inducéo de multiplas ovulagdes

Uma outra abordagem para aumentar a concentracdo de progesterona é a
inducdo de mais de uma ovulacédo no ciclo estral precedente a inovulagdo e, assim,
propiciar a formacdo de multiplos CLs. Uma diferenca que existe nesta abordagem e
naquelas descritas no item anterior (item a) é o periodo em que podera ocorrer o
aumento da progesterona. Enquanto na primeira (item b) o aumento poderia ser
verificado logo nos primeiros 3 ou 4 dias do CE, na Ultima estaria ocorrendo apés o 8°
ou 9° dia do CE.

Baruselli et al. (2001) utilizaram dispositivos de CIDR-B associados ao BE e a
progesterona para induzir a emergéncia de uma nova onda folicular (D0). Uma dose de
prostaglandina foi administrada no Dia 7 (manhd) e 12 horas ap6s o CIDR-B foi
removido. Na manha do Dia 8 foi administrado BE (0,5 mg) e o Dia 9 foi considerado
como sendo o dia do cio (grupo controle, n=50). As receptoras do grupo tratado com
gonadotrofina corionica equina (eCG; n=50) receberam o mesmo tratamento descrito
acima com a excecdo da aplicacado de eCG (800 Ul, Novormon, im) na manha do Dia
5, ou seja, no momento previsto da emergéncia de uma nova onda folicular. No Dia 15
todas as receptoras foram examinadas por ultra-sonografia, para a contagem de CLs,
e amostras de plasma foram coletadas para a deteccdo das concentracdes de
progesterona. No Dia 16, somente aquelas receptoras com multiplos CLs ou um Unico
CL 3 1,3 cm? receberam embrides congelados/descongelados (1,5M de etileno glicol)
pelo método direto.

A concentracdo de progesterona (1,9+0,7 e 0,4+0,1 ng/ml) e a taxa de
concepcao (21/38, 55,3% e 5/17, 29,4%) aumentaram no grupo eCG, quando
comparadas ao grupo controle, respectivamente.

Entretanto, além da andlise de progesterona estar com os resultados alterados
(como pode ser observado na baixa concentracdo encontrada no grupo controle,

* Marques, M.O. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP — S&o Paulo).

Comunicagéao pessoal, 2002.
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similar aos que ocorrem normalmente na fase folicular e ndo latea), a taxa de
concepcao do grupo controle esta aquém do esperado (29,4%), resultando, talvez, na
incorreta interpretacdo de um aumento real da concepc¢ao com a utilizagcéo do eCG.

Por outro lado, um fator positivo nesse estudo foi a inovulagdo de receptoras em
tempo fixo (sem observacdo prévia do cio), ainda que as expensas de uma intensa
administracdo de hormonios e manejo dos animais. Com isto, 0 aproveitamento das
receptoras selecionadas para a inovulacédo e, consequentemente a taxa de prenhez,
aumentaram com relagéo ao grupo controle.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, BO et al. (2002) utilizaram um protocolo
semelhante ao descrito acima, porém diminuiram a dose de eCG utilizada (400 Ul,
n=156) nas receptoras. Com isso, o0 numero de receptoras com mudltiplas ovulacdes
diminuiu (3/156, 2% das vacas tinham dois CLs), porém o diametro do CL (18,5+0,4 e
17,7£0,4) e a taxa de concepcao aumentaram (57,6% e 41,7%), quando comparados
com o grupo nao tratado (n=156), respectivamente.

Cabe ressaltar que a taxa de concepcdo obtida no grupo controle esta
condizente com aqueles obtidos em programas comerciais utilizando embrides
criopreservados em etileno glicol. Talvez esse resultado tenda a ficar abaixo do
esperado (45-50%) pelo fato do diagnostico ter sido realizado aos 30 dias de idade
gestacional e, assim, poderiam estar ocorrendo perdas embrionarias/fetais até um
segundo diagnostico ser realizado aos 60 dias de gestacdo. Mais uma vez, esse
protocolo modificado mostrou ser eficaz para a inovulagdo em tempo fixo.

Ainda dentro dessa linha de trabalho, NOGUEIRA et al. (2002°) utilizaram um
protocolo em que o eCG foi administrado entre os Dias 7 e 12 do CE, ou seja, nédo
houve uma sincronizacdo entre a emergéncia da onda folicular e a administracado do
eCG em diferentes doses (200, 400 e 600 Ul, im).

Os resultados observados nos grupos com as maiores doses de eCG (400 e
600 Ul) foram inesperados e, aparentemente, contraditérios. Assim, enquanto houve
um aumento na concentracdo plasmatica de progesterona, relacionado com a dose de
eCG administrado, de forma simultanea houve uma diminuicdo na taxa de concepcéo
observada aos 28 e 90 dias de gestacédo (ver Tabela 1).

Os autores aventaram a hipétese de que as maiores doses de eCG (400 e 600
Ul) poderiam estar luteinizando as células da granulosa de FDs presentes no momento

da aplicacdo, associada a uma multipla ovulacéo (15,3% e 37,5% das receptoras nos
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Tabela 1. Caracteristicas observadas nos grupos controle (sem eCG), 200, 400 e 600

Ul de eCG, quando administrado entre os Dias 7 e 12 do ciclo estral.

Grupos (n=83)

Caracteristicas Controle 200 400 600
Cio observado (%) 74 (89,2)% 61 (73,5)° 75 (90,4)% 75 (90,4)%
Novilhas selecionadas (%) 43 (58,1) 32 (52,5) 44 (58,7) 43 (57,3)
Concentracéo P, (ng/ml) 3,68+0,72%  4,25+0,48° 6,03+0,53*" 7,78+0,71"
Taxa de concepcdo D28 (%) 19 (44,2)* 17 (53,1)? 11 (25,0 11 (25,6)°
Taxa de concepcdo D90 (%) 18 (41,9) 16 (50,0)? 11 (25,0)° 9 (20,9)°

ab | etras diferentes, na mesma linha, indicam que houve diferenca estatisticamente

significativa (P<0,05; Qui-quadrado, ANOVA e teste exato de Fisher).

grupos 400 e 600, respectivamente). Com isso, as concentracdes de progesterona
poderiam estar elevadas (> 2 ng/ml) entre 0 3° e 0 5° dia do CE, levando a uma
liberacdo precoce de prostaglandina e, consequentemente, uma lutedlise e perda do
concepto.

De forma geral, parece haver a necessidade de sincronizar a emergéncia de
uma onda folicular, para que a aplicacdo de eCG coincida com a presenca de uma
populacdo de foliculos pequenos (@3 a 4 mm de diametro), conforme preconizado por
BO et al. (2002), sendo que a administracéo de doses de eCG maiores ou iguais a 400
Ul, em momento aleatério entre o 7° e o 12° dia do CE (Nogueira et al., 2002"),

resultou em uma drastica diminui¢do da taxa de concepgéo.
Inibicdo da lutedlise

A lutedlise em bovinos esta relacionada diretamente com a sintese de PGF2a e
esta, por sua vez, com a expressdo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2). Algumas
tentativas para incrementar as taxas de prenhez estdo sendo dirigidas para a
administracao oral de dieta rica em acido linoléico. Esse &cido possui a propriedade de
inibir a sintese da prostaglandina endometrial via inibicdo da atividade da COX-2
(revisto por Binelli et al., 2001).

Outra possibilidade seria a administracdo de outros &cidos graxos (acidos
eicosapentaendicos; EPA) que estariam competindo, como substrato, com o &cido
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aracdonico pela acdo de duas enzimas chaves da sintese de PGF2a, a PLA; e a COX
(revisto por Thatcher et al., 2001). Desse modo, a sintese de PGF2a estaria sendo
deslocada para a producéo de outros compostos menos bioativos e sem evidéncias na
participacdo da lutedlise em bovinos.

Porém, até o momento, nenhum estudo conclusivo foi publicado indicando que a
suplementacdo com &cido linoléico ou com outros acidos graxos (EPA e DHA) possa
aumentar a taxa de concepcdo de receptoras em boas condicbes corporais e sob
nenhum ou pouco estresse térmico.

Uma outra alternativa para inibir a lutedlise seria a administracdo de
antiinflamatorios ndo esterodides (AINE), como o flunixin meglumine, o diclofenaco e o
rofecoxib.

Essa classe de drogas tem a propriedade de inibir a sintese de PGF2a (e de
outras prostaglandinas) mediante a supressédo da transcricdo dos genes das COXs.
Enquanto algumas das mais novas drogas comercializadas (p.ex., Rofecoxib) inibem,
de forma preferencial a COX-2 (enzima responsavel pela sintese induzida de
prostaglandinas), outros farmacos atuam de maneira inespecifica na inibicdo da COX-
2 e da COX-1 (enzima responsavel pela sintese das prostaglandinas constitutivas).

Em 1998, ODENSVIK et al. ja haviam observado o prolongamento no
comprimento do ciclo estral de novilhas que receberam flunixin meglumine (2,2 mg/Kg
P.V., via oral), porém néo foi testada a performance reprodutiva desses animais. Além
disso, o tratamento so6 foi eficaz quando a administracdo oral foi realizada 4 vezes ao
dia, o que torna o protocolo pouco pratico.

Mais recentemente (Schrick et al., 2001; McNaughtan et al., 2002), obtiveram
resultados contraditorios com a administracdo de flunixin meglumine (FM; 10 ml, im)
previamente a inovulacdo de embrides bovinos (criopreservados ou néo).

Enquanto um aumento na taxa de concepcao apOs a inovulacdo de embrides
nao criopreservados foi observado por SCHRICK et al. (2001), nenhum efeito foi
detectado com a utilizacdo do FM antes da inovulacdo de embrides criopreservados
(McNaughtan et al., 2002). Entretanto, MCNAUGHTAN et al. (2002) observaram que
guando a inovulacao era realizada o mais cranial possivel (no apice do corno uterino),
a utilizacdo do FM foi eficaz em aumentar a taxa de concepcgao, quando comparada ao
grupo néo tratado, 0 mesmo nao ocorrendo quando as inovulagdes eram realizadas na

regido caudal do corno uterino. Os autores aventaram a hipotese de que quanto mais
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cranial a inovulagdo, maiores lesdes no endométrio estariam ocorrendo e liberando,
consequentemente, maiores concentraces de prostaglandina, quando comparado as
inovulacdes caudais.

Além do possivel efeito luteolitico, a prostaglandina liberada em decorréncia das
lesbes provocadas no endométrio, estaria sendo diretamente deletéria para o embrido
recém-inovulado (Scenna et al., 2002; diminuicdo da taxa de ecloséo in vitro). Assim,
uma provavel explicagcdo para a inconstancia nos resultados publicados, ap6s o uso do
FM, poderia ser a relacdo entre o efeito benéfico do FM somente aparecer apés
inovulacdes laboriosas, onde estariam sendo liberadas quantidades significativas de
prostaglandina, que acarretaria em uma baixa taxa de eclosdo do embrido inovulado

associada a uma inducédo da lutedlise.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados dos trabalhos apresentados nesta revisédo, conclui-se

que :

1) A indug&o da emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, associada ao
controle do pico endégeno de LH e a administracdo exdégena de LH, permitiu a IA em
tempo fixo e dispensou a observacao de cio, da doadora, tanto antes como apés a
superovulacao. Esse protocolo (P36) estabeleceu taxas de prenhez comparaveis aos

programas convencionais de transferéncia de embrido com deteccao de cio.

2) A utilizacdo de bST, no momento da IA de animais superestimulados, mostrou-se
benéfico quando as doadoras estavam sob estresse térmico. Esse tratamento
melhorou as taxas de viabilidade e de concepcédo dos embrides colhidos. Do mesmo
modo, a utilizagcdo do bST em receptoras sob estresse mostrou um efeito positivo,

aumentando a taxa de concepc¢éao ap0s a inovulacao de embrides criopreservados.

3) A administracdo de eCG em receptoras, no momento da emergéncia de uma onda
folicular induzida, propiciou um aumento nas taxas de concepcéo e prenhez, apds a
inovulacdo de embrides criopreservados. Além disso, a inovulacdo pdde ser realizada

em tempo fixo, sem a prévia deteccédo de cio.

4) Nao existe consenso se a administracdo, no momento da inovulagdo, de flunixin
meglumine ou de outros antiinflamatérios ndo esterdides, aumentaria a taxa de
concepcao de receptoras. Talvez, um possivel aumento seria nitidamente observado

apos inovulacgdes dificultosas e/ou realizadas na regido mais cranial do corno uterino.

5) Quando as receptoras ndo estdo em plenas condicdes fisiol6gicas (condi¢cdes
subdtimas), talvez uma série de procedimentos possam vir a melhorar os indices
reprodutivos. Porém, se esses mesmos procedimentos fossem aplicados em
receptoras em boas condi¢Bes gerais, a provavel melhoria tornar-se-ia diluida, nula ou

até negativa.
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ANEXO A - Relacdo das colheitas de embrido realizadas nas doadoras tratadas com o
protocolo de superovulagéo P36. Nas colunas encontram-se o nimero de ordem das colheitas
(N°rd ), a identificagdo da doadora do embrido (Doadora), a identificagdo do touro utilizado no
acasalamento (Touro), a dose de FSH utilizado na superovulacdo (Dose), o nimero de
palhetas de sémen utilizadas na IA dessa doadora (N° IA), a data da colheita de embrides
(Data col.), o numero de estruturas totais colhidas (Eto), o numero de embribes viaveis
colhidos (Evi), o numero de embrides degenerados colhidos (Deg), o nUmero de estruturas

nao fertilizadas/clivadas colhidas (NF).

N°ord | Doadora] Touro Dose [N°IA |Datacol.| Eto | Evi | Deg | NF
1 EE4305 | Porche | 200mg 4 | 04/02/02 | 25 | 17 3 5
2 DM9424 Bitelo 200mg 4 | 04/02/02 | 6 6 0 0
3 Cv8033 Ludy 200mg 2 |08/02/02| 4 2 0 2
4 DN651 Bitelo 200mg 4 | 15/02/02 | 13 8 2 3
5 EC8191 Bhajol 200mg 4 | 15/02/02 | 31 | 30 1 0
6 |GNA3820| Tandhu | 140mg 3 |26/02/02 | 18 0 11 7
7 DM9449 Ludy 200mg 2 |26/02/02| 6 5 1 0
8 DM9458 Ludy 200mg 2 |26/02/02 | 23 | 22 1 0
9 EE975 | Tandhu | 200mg 3 |[26/02/02 | 23 | 18 4 1

10 |GNA3763| Bhajol 140mg 4 |07/03/02| 8 7 0 1
11 | EC8183 | Tandhu | 200mg 3 |07/03/02| 3 2 0 1
12 EE976 | Tandhu | 200mg 3 |07/03/02 | 18 | 17 0 1
13 | DM9438 | Panagpur | 200mg 4 |07/03/02 | 8 8 0 0
14 | DM9440 | Tandhu | 172mg 3 |12/03/02 | 13 | 12 0 1
15 DN658 | Panagpur | 200mg 4 | 12/03/02 | 10 9 0 1
16 | EE4304 Ludy 200mg 2 |12/03/02 | 9 6 1 2
17 | EC8198 Ludy 200mg 2 |12/03/02 | 15 9 3 3
18 | DM9424 | Tatcher | 200mg 4 | 19/03/02 | 10 | 10 0 0
19 | EC8194 | Bhajol 200mg 4 | 19/03/02 | 10 | 10 0 0
20 | EE4305 | Porche | 200mg 5 [19/03/02 | 15 | 13 1 1




