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INTRODUCAO

Segundo o ultimo relatério da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE,
2007), apesar da crescente producdo brasileira de embrides in vitro (196.000) foram
produzidos 70.000 embrides in vivo (Viana e Camargo, 2007), o que projeta
aproximadamente 15.000 superovulacfes por ano. Esses resultados destacam o Brasil no
cenario mundial de produgcdo de embrides. Porém, os programas tradicionais de
superovulagdo ainda apresentam algumas limitagbes como: 1) manejo para detecgéo de cio;
2) necessidade de iniciar o tratamento superestimulatério em momento especifico do ciclo
estral; 3) necessidade de deteccdo do cio para inseminacdo das fémeas superestimuladas;
4) baixa consisténcia na producao de embrides viaveis por doadora; 5) cerca de 20 a 30%
das doadoras nao produzem embrides.

O objetivo desta revisdo € discutir os novos avancos nos tratamentos de
superestimulagdo em bovinos, levando em consideracdo os seguintes aspectos: 1) fatores
que influenciam a resposta superovulatéria, 2) controle da dindmica folicular durante os
tratamentos de superestimulacdo, 3) inseminacdo artificial em tempo fixo em doadoras
superstimuladas; 4) determina¢cdo do momento apropriado para indugéo da ovulagéo visando
a IATF, 5) nimero de administragbes de FSH para superovulacdo, 6) uso da eCG para
superestimulacéo e 7) uso do sémen sexado em doadoras superovuladas e inseminadas em
tempo fixo.

FATORES QUE AFETAM A RESPOSTA SUPEROVULATORIA EM BOVINOS

A variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento superestimulatério com
gonadotrofinas continua sendo um dos maiores problemas nos programas comerciais de TE
(Mapletoft et al., 2002, Barros e Nogueira, 2004; Baruselli et al.,, 2006). Esta variacdo
individual ao tratamento superovulatorio foi relatada tanto em vacas Nelore (Bos indicus;
Baruselli et al. 2003), quanto em vacas Holandesas de alta producdo (Bos taurus; Martins,
2005).

No protocolo tradicional de superovulagcdo (SOV), o tratamento com gonadotrofinas é
iniciado na metade do ciclo estral (8-12 dias ap0s ovulagéo). Esta metodologia apresenta
algumas dificuldades por requerer a detecgcdo do “cio base” para o inicio do tratamento
superestimulatério (Mapletoft et al., 2002).

A auséncia do foliculo dominante e a realizagdo da superovulagédo no inicio da onda
de crescimento folicular aumentam a eficiéncia dos programas de SOV (Mapletoft et al.,
2002). Sendo assim, alternativas para o controle da emergéncia da onda de crescimento
folicular em momentos aleatérios do ciclo estral, sem a necessidade de detec¢do do estro
para o estabelecimento do “cio base” podem facilitar o manejo de doadoras tanto Bos taurus
quanto Bos indicus, bem como aumentar a eficiéncia dos programas de transferéncia de
embrides (Baruselli et al , 2006; Bo et al., 2006).
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CONTROLE DA DINAMICA FOLICULAR PARA A SUPEROVULACAO EM
BOVINOS

O tratamento eletivo para a inducdo da emergéncia da nova onda de crescimento folicular é
a associacao de estradiol (E2) e progesterona (P4). A eficiéncia desta associacdo tem sido
descrita em diversos trabalhos em fémeas Bos taurus (B6 et al.,, 1991; BG6 et al.,, 1995;
Colazo et al., 2003). Nosso grupo de pesquisa tem estudado o efeito do tratamento com
estradiol e progesterona na emergéncia da onda folicular em Bos indicus, Bos taurus x Bos
indicus e Bos taurus mantidas nas mesmas condi¢ces de manejo (Carvalho et al., 2008).
N&o foi observada diferenga no intervalo entre o tratamento com benzoato de estradiol e a
emergéncia folicular entre Bos indicus, Bos taurus indicus e Bos taurus (3 a 4 dias).
Entretanto, verificou-se que novilhas Bos indicus recrutam maior nimero de foliculos no
inicio da onda de crescimento folicular que novilhas Bos taurus, sugerindo maior resposta
superestimulatoria ao tratamento com gonadotrofinas em fémeas Bos indicus.

INSEMINACAO _ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM PROGRAMAS DE
SUPEROVULACAO

A manifestacdo do estro em Bos indicus apresenta grande variabilidade devido
principalmente a peculiaridades como: curto periodo de aceitacdo de monta e alta incidéncia
de cios noturnos (Bo et al., 2003), o que aumenta a possibilidade de erros na deteccdo e
dificulta a programacgéo prévia da data da colheita dos embrides. Sendo assim, diversos
estudos tém procurado avaliar a possibilidade do controle farmacologico da ovulagdo, com o
objetivo de viabilizar a inseminacao artificial em tempo fixo de fémeas Bos indicus e Bos
taurus superestimuladas (Zanenga et al., 2003; Martins, 2005, Baruselli et al., 2006; Bo et al.,
2006).

Delineamos um experimento para avaliar o momento da retirada do dispositivo de P4
em vacas Nelore superovuladas e inseminadas em tempo fixo (IATF). No primeiro grupo
(P24) o dispositivo foi retirado 24 horas apés a PGF2a, administrada juntamente com a sexta
dose de FSH. Administrou-se 25 mg de LHp 48 horas apés a PGF2a. O segundo grupo
(P36) recebeu protocolo semelhante ao do primeiro, exceto a retirada do dispositivo (36
horas ap6s a PGF2a). Todas as doadoras foram inseminadas 12 e 24 horas ap6s o LH. Sete
dias apos o tratamento com LH foram realizadas a colheita e a classificacdo dos embriées
(Zanenga et al., 2003). Os resultados sédo sugestivos de que a retirada do dispositivo de
progesterona 24 ou 36 horas ap0s a administracdo de PGF2a, seguido da indugdo da
ovulagdo com LH (48h ap6s a PGF2a) com a IATF 12 e 24 horas ap06s o LH é um protocolo
vidvel para programas de superovulacdo e transferéncia de embrides em Bos indicus,
eliminando a necessidade de deteccdo de estro e possibilitando a programacao precisa das
atividades de sincronizacao, de colheita e transferéncia dos embrides.

DETERMINNAQAO DO MOMENTO APROPRIADO PARA INDUCAO DA
OVULACAO VISANDO A IA EM TEMPO FIXO.

Investigamos o momento mais apropriado para induzir as ovulagbes para inseminacao
artificial em tempo fixo em vacas Nelore (Bos indicus) e em vacas Holandesas (Bos taurus)
superovuladas. Dentre as particularidades fisioldégicas que diferenciam vacas Bos indicus de
Bos taurus podemos citar: o didmetro folicular na divergéncia e o didmetro no qual o foliculo
atinge capacidade ovulatéria. Verificou-se que fémeas Bos indicus atingem a divergéncia
folicular com didametro inferior que fémeas Bos taurus (6,2mm; Gimenes et al., 2005 para Bos
indicus e 8,5mm; Ginther et al., 1996 para Bos taurus). Nota-se, ainda, que fémeas Bos
taurus atingem capacidade ovulatéria com didmetros superiores (>10mm) comparado com
fémeas Bos indicus (> 7,5mm; Gimenes et al., 2008).



Levando em consideracdo essas particularidades, realizamos experimentos com o intuito de
atrasar a administracdo do indutor de ovulacdo (de 12 para 24 horas apés o ultimo FSH) em
doadoras Bos taurus para tentar aumentar a resposta superovulatoria e producdo de
embrides. Em doadoras Holandesas, o tratamento com o indutor de ovulacdo (LHp ou
GnRH) 24h ap6s o ultimo FSH resulta em aumento na resposta superovulatoria e maior
namero de embrides transferiveis (Rodrigues et al., 2005; Martins, 2005). Rodrigues et al.
(2005) observaram reducéo no namero de foliculos ndo ovulatérios (>10mm) no momento da
colheita dos embrides e aumento numérico de embrides transferiveis quando o GnRH foi
administrado 24h, comparado com 12h apdés o ultimo tratamento como FSH. Martins (2005),
também observou aumento no numero de embrides transferiveis quando o LHp foi
administrado 24h, comparado com 12h ap6s o ultimo FSH. Baseado nestes resultados €
possivel concluir que o intervalo de 24h apds o ultimo FSH (60h ap6s o tratamento como
PGF2a) € adequado para induzir a ovulagdo em vacas Holandesas (Bos taurus)
superovuladas.

Para tentar estudar o melhor momento para induzir a ovulagdo em Bos indicus
realizamos um experimento atrasando 12 horas a indugdo das ovulacdes em doadoras
Nelore (12 ou 24h ap6s o ultimo FSH; Martins et al., 2006), semelhantemente ao realizado
para vacas Holandesas. As fémeas foram subdivididas para receber LHp 12 ou 24h apés a
tltima administracdo de FSH (Dia 8 manha e tarde), sendo posteriormente inseminadas 12 e
24 h ap6s o LH. Verificamos que o atraso no indutor de ovulacédo de LH de 12 para 24h ap6s
a ultima administracdo de FSH diminuiu (p<0,05) o niumero de embrides transferiveis e
congelaveis e aumentou (p<0,01) o nimero de embrides degenerados. Estes dados sao
sugestivos de que a administracdo do indutor de ovulag&o 12 horas ap6és o ultimo FSH (dia 8
pela manhd) seja apropriada para induzir a ovulacdo em vacas Nelore (Bos indicus)
submetidas ao protocolo de superovulagcdo com inseminacao artificial em tempo fixo.

NUMERO DE ADMINISTRACOES DE FSH PARA SUPEROVULACAO

Com o intuito de reduzir o nimero de manejos em protocolos de superovulagdo em tempo
fixo, realizamos dois experimentos para avaliar a resposta superovulatéria em doadoras
Nelore (Bos indicus) conforme o numero de administragées de FSH (Martins et al., 2008). No
Experimento 1, 24 vacas Nelore receberam um dispositivo intravaginal de progesterona
associado a 2mg de BE no DO. No D4, as doadoras foram alocadas em um de trés grupos.
No grupo 2FSH, as vacas receberam 133mg de FSH em duas administrages (70% no D4
manha (M) e 30% no D6M), no Grupo 4FSH a mesma quantidade de FSH foi dividida em
guatro administracfes em doses decrescentes (40% no D4M, 30% no D5M, 20% no D6M e
10% no D7M) e no grupo 8FSH (convencional), as vacas receberam 8 administracdes de
FSH de 12/12 horas em doses decrescentes. Utilizou-se o delineamento cross-over, no qual
todas as doadoras passaram por todos os tratamentos (72 superovulacbes). No D6M,
administrou-se PGF e o dispositivo de progesterona foi retirado no D7 (tarde (T); 36 apos a
PGF). No D8M, administrou-se 25mg de LH. A IATF foi realizada 12 e 24 horas ap0s o
indutor de ovulacdo. As coletas de embrides foram realizadas no D15. Os resultados estédo
expostos na Tabela 1. Os dados sé&o indicativos de que houve diferenca na producdo de
embrides entre os Grupos 2FSH e 8FSH, sendo menos eficiente para o grupo com menor
namero de tratamentos. No entanto, o grupo 4FSH apresentou resultado semelhante ao
grupo convencional, mostrando ser uma opc¢ao para reduzir o numero de administracdes de
FSH para superovulacdo em doadoras Nelore.

O Experimento 2 teve como objetivo avaliar a produgcédo de embrides com 3 administracdes
de FSH (133mg dose total). Utilizou-se 0 mesmo delineamento experimental do Experimento
1, diferindo no momento da retirada do dispositivo (D7M nos grupos 2FSH, 3FSH e D7T no



grupo 8FSH). No Grupo 3FSH, as administragdes de FSH foram realizadas no D4M (40%)
no D5T (40%) e no D7M (20%). No Grupo 2FSH, as administrac6es foram no D4M (50%) e
no D5T (50%). Os dados estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados foram semelhantes
ao encontrado no Experimento 1, no qual a producdo de embri&o foi inferior no grupo 2FSH.
No entanto, os dados foram semelhantes entre os grupos 3FSH e 8 FSH, indicando que a
reducdo no numero de administracbes de FSH em protocolos de superovulacdo € uma
alternativa viavel para programas de transferéncia de embrides in vivo com a vantagem de
reduzir o nUmero de manejos para promover a superovulacao.

Tabela 1 - Efeito do nimero de administracdes de FSH (2, 4 ou 8 vezes) na resposta superovulatoria
de vacas Nelore (Bos indicus), Pocos de Caldas-MG (adaptado de Martins et al., 2008).

Numero de administracées de FSH

2 4 8 P

NUmero de animais 24 24 24

N° de foliculos no D4 11,1+0,8 10,8+0,7 10,3+0,6 0,66
N° de foliculos no LH 11,3+0,8" 13,9+0,72 14,8+0,72 0,003
N° de CLs no D15 7,3+0,6° 8,8+0,6%" 10,8+0,62 0,001
Total de estruturas 7,1+0,8° 8,0+0,6% 8,7+0,6% 0,06
Emb. transferiveis 5,42+0,63" 6,33+0,54% 7,67+0,53% 0,008
Emb. congelaveis 4,71+0,61° 5,54+0,42% 6,71+0,442 0,01
Emb. nao fertilizados 1,00+0,342 1,29+0,422 0,33+0,10° 0,004
Emb. degenerados 0,62+0,16 0,38+0,13 0,67+0,17 0,34

Tabela 2 - Efeito do nimero de administra¢des de FSH (2, 3 ou 8 vezes) na resposta superovulatoria
de vacas Nelore (Bos indicus), Pogos de Caldas- MG (adaptado de Martins et al., 2008).

Numero de administracées de FSH

2 3 8 P

Namero de animais 12 12 12

N° de foliculos no D4 12,0+1,1 11,3+0,9 12,5+1,0 0,63
N° de foliculos no LH 8,9+0,5" 15,8+0,9?2 16,1+1,12 0,001
N° de foliculos no D15 1,33+0,41 2,50+0,42 1,83+0,17 0,14
N° de CLs no D15 7,08+0,58° 11,83+0,83% 12,83+0,68% 0,001
Total de estruturas 5,92+0,77" 9,33+0,79? 10,83+0,95? 0,002
Emb.. transferiveis 4,83+0,59° 7,00+0,59? 7,25+0,49? 0,045
Emb. congelaveis 4,17+0,49° 6,58+0,57% 6,9240,43% 0,018
Emb. nao fertilizados 0,42+0,19 1,33+0,39 2,08+0,61 0,79
Emb. degenerados 0,50+0,36 1,00+0,35 1,50+0,58 0,99

USO DA ECG PARA SUPERESTIMULACAO

Estudamos a hipétese de que é possivel obter resultados satisfatérios quando do emprego
de eCG para superovulagdo, associado ao protocolo de sincronizacdo da onda de
crescimento folicular e da ovulacdo em doadoras Nelore e Holandesas. Em Bos indicus
(Nelore; Martins et al., 2006), um total de 12 doadoras foi dividido em trés grupos: eCG-
2500Ul; eCG-2000Ul e FSH-100mg (cross-over). Os animais receberam um dispositivo de
P4 associado a 2 mg de BE no Dia 0. Nos tratamentos com eCG (Novormon®), a
superestimulacédo foi realizada com a administracao Unica de 2500 ou 2000 Ul de eCG no
Dia 4. No tratamento com FSH, administrou-se 100mg de FoIItropin-V® em 8 doses
decrescentes de 12/12 horas, a partir do Dia 4. No Dia 6, administrou-se PGF. Os



dispositivos foram retirados 36 horas ap6s a administracdo de PGF2a, e o LH aplicado 48
horas ap6s a PGF2a (Dia 8 M). Foi realizada uma Unica inseminacdo 16 horas apds o
tratamento com LH. A colheita dos embrides foi realizada no Dia 15. Nao foram observadas
interacbes, sendo os efeitos dos tratamentos eCG-2500Ul; eCG-2000UlI e FSH-100mg,
respectivamente:, taxa de ovulacao (33,1%b; 58,4%° e 65,9%°7 P<0,0001), estruturas totais
(5,9+1,0; 7,6+1,0; 5,7+1,4; P=0,50), embrido Grau 1 (3,4+0,7; 5,8+0,9; 3,5+0,7; P=0,06),e
embrides transferiveis (4,4+0,7; 6,9+1,0; 4,60,9; P=0,08) e embribes congelaveis (3,8+0,7";
6,7+1,0% 4,2+0,8%; P=0,03). O tratamento com 2000UI de eCG produziu nimero semelhante
de embrides transferiveis comparado ao grupo tratado com FSH.

Realizamos outro tratamento para verificar a possibilidade de superovular doadoras
Nelore com 1.500Ul de eCG (Martins et al.,, 2007). Empregou-se o mesmo delineamento
experimental do experimento anterior, diferindo apenas na dose para superovulacéo: eCG-
1500Ul, eCG-2000Ul e FSH-133mg. Os resultados para os tratamentos foram: total de
estruturas (4,7 +1,0°% 7,7 +01,0% 8,7 +1,3% P=0,001), embrides viaveis (3,08+0,61"
6,67+1,08% 7,42+1,11% P=0,003) e embrides congelaveis (2,83+0,53° 6,33+1,09%
6,50+1,19% P=0,009). O tratamento com 1500Ul de eCG apresentou melhor producéo de
embrides. Entretanto, a dose de 2000Ul de eCG apresentou novamente a mesma eficiéncia
que os animais superovulados com FSH, mostrando ser uma alternativa viavel para
programas de TE com inseminacgédo artificial em tempo fixo em zebuinos, com vantagens
significativas quanto ao manejo das doadoras.

Em experimento recente (Martins, 2008 - dados ainda ndo publicados), avaliamos o
efeito da eCG na resposta superovulatéria em doadoras Holandesas (Bos taurus). Um total
de 12 vacas foi dividido em trés grupos de acordo com o tratamento superestimulatorio:
200mg FSH, 2000Ul eCG e 2500Ul eCG (cross-over). Utilizou-se 0 mesmo delineamento
experimental do estudo anterior em doadoras Nelore. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 3. Apesar do grupo 2000Ul eCG apresentar menor nimero de corpos liteos que o
grupo 200mg FSH, né&o foi observado diferenga estatistica na producao de embrides entre 0s
tratamentos (200mg FSH, 2000Ul eCG e 2500Ul eCG), indicando que é possivel também
superovular doadoras Holandesas com dose Unica de eCG.

Tabela 3 - Efeito da eCG (2000Ul e 2500Ul) na resposta superovulatéria de vacas Holandesas (Bos
taurus) inseminadas em tempo fixo, Pocos de Caldas-MG.

200mg FSH 2000Ul eCG 2500Ul1 eCG P

Namero de animais 12 12 12

N° de CLs no D15 13,42+1,26° 9,91+1,29b 12,3+1,18ab 0,04
Total de estruturas 9,58+1,21 7,67+0,98 10,41+0,82 0,10
Emb. transferiveis 7,92+1,05 6,67+1,07 8,08+0,74 0,35
Emb. congelaveis 7,00+1,06 6,33+1,09 6,75+0,51 0,57
Emb. nao fertilizados 0,75+0,13 0,58+0,36 0,25+0,18 0,77
Emb. degenerados 0,91+0,34 0,42+0,19 2,08+0,67 0,56

Para avaliar a eficiéncia de sucessivos tratamentos com eCG na producdo de embrides,
realizamos um experimento com 10 doadoras Nelore superovuladas por 4 vezes
consecutivas, com intervalos de 35 dias (Martins et al., 2008). O grupo controle (n=10) foi
superovulado simultaneamente com FSH. Verificou-se que até o terceiro tratamento
superovulatério as vacas do grupo eCG produziram quantidades semelhantes de embribes
em relacdo a primeira superovulagdo comparadas as vacas do Grupo FSH. No entanto, a
partir do quarto tratamento superovulatério o grupo eCG produziu reduzidas quantidades de



embrides transferiveis. Devido a significativa redu¢do na producdo de embribes a partir do
quarto tratamento com eCG, as doadoras desse grupo foram superovuladas pela quinta vez
com FSH. Verificou-se que as doadoras retornaram produzir semelhantes quantidades de
embrides comparadas ao grupo controle. Os resultados estdo apresentados na Figura 1.
Esses dados sdo sugestivos de que é possivel superovular doadoras com eCG por 3 vezes
consecutivas. A partir da quarta superovulacdo, os animais deveriam ser superovulados com
FSH. Novos trabalhos devem ser conduzidos para verificar o duragdo do efeito negativo da
superovulacdo continua com eCG.
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Figura 1. Percentual do nimero de embrides transferiveis (grau 1, 2 e 3) em relacdo a primeira
colheita em doadoras Nelore (Bos indicus) superovuladas por 4 vezes (intervalo de 35 dias) com FSH
(n=10) ou com eCG (n=10) e inseminadas em tempo fixo.*No quinto tratamento superovulatorio todos
animais foram superovulados com FSH.

CONCLUSAO

Os resultados sao indicativos de que é possivel sincronizar a emergéncia da onda folicular e
iniciar o tratamento superestimulatorio em doadoras Bos indicus sem a necessidade de se
conhecer a fase do ciclo estral. Além disso, o tratamento com LHp ou GnRH 12h (Bos
indicus) ou 24h (Bos taurus) apés a ultima administracao de FSH sincroniza as ovulacdes,
possibilitando o emprego da inseminacéo artificial em tempo fixo, sem a necessidade de
detecc¢édo do cio. Ainda, € possivel realizar somente uma Unica IATF (16h ap0ds o tratamento
com LHp), sem comprometer os resultados. Existem dados que suportam a possibilidade de
diminuir a quantidade de administracées de FSH para superovulacdo em doadoras Nelore,
facilitando o manejo sem comprometer o0s resultados. Finalmente, embora exista a
necessidade de mais estudos sobre a administracdo da eCG para superestimulacdo
ovariana, seu uso possibilita racionalizacdo de manejo sem comprometer as taxas de
producdo de embries em protocolos de superovulacdo com inseminacéao artificial em tempo
fixo em doadoras Nelore (Bos indicus) e Holandesas (Bos indicus).
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