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Producao de embrides em vacas zebuinas apo6s superovulagao
com duas formulagdes comerciais de gonadotrofina®

Embryo production in zebu cows after superovulation with two commercial
formulations of gonadotropin
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de embrides em protocolos de superovulagdo de fémeas zebuinas
das racas Gir, Nelore e meio sangue Gir x Nelore utilizando duas diferentes formulagées comerciais de gonadotrofinas. Foram
utilizadas 27 vacas, divididas em dois protocolos de superovulagédo: T1) 133mg Folltropin® (4 animais de cada grupo), e T2)
250Ul de Pluset® (5 animais de cada grupo). Sete dias apos o cio a resposta de cada doadora foi avaliada por ultrassonografia e
os embrides foram coletados. Foram avaliados o nimero de corpos luteos, de foliculos anovulatérios, de estruturas recuperadas
e 0 numero de embrides viaveis. As variaveis foram submetidas a analise de variancia, considerando-se os efeitos de raga e
gonadotrofina e sua interacéo. As analises foram realizadas no programa estatistico SAS, v.9.2 (P<0,05). No presente estudo ndo
foi detectada influéncia do grupo em nenhuma das variaveis avaliadas. O numero de corpos luteos foi maior nos animais tratados
com Pluset - 21,46 + 10,58 quando comparado ao Folltropin - 11,90 + 7,26, assim como o numero de estruturas recuperadas
que foi 13,77 + 6,88 no Pluset e de 6,70 £ 6,11 nas doadoras tratadas com Folltropin, no entanto, o niumero de embrides viaveis
nao diferiu entre as duas bases comerciais de FSH. Novos estudos objetivando determinar a equivaléncia de FSH entre as duas
formula¢des comerciais do hormdnio devem ser realizados, o que permitira adequar as concentragbes dessa gonadotrofina e
minimizar as variagdes nos protocolos de superovulagéo.
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Abstract

The present work aimed to evaluate the superovulatory response in Zebu cows of Gir breed, Nelore breed and crossbreed Nelore x
Gir, using two different commercial formulations of gonadotropins. Twenty seven cows were used, distributed in two superovulation
protocols: T1) Folltropin® 133mg (4 animals of each genetic group), and T2) 250Ul Pluset® (5 animals of each genetic group).
Seven days after estrus, the embryo donors response was evaluated by ultrasound and embryos were collected. It was evaluated
the number of corpus luteum, anovulatory follicles, recovered structures and the number of viable embryos. The variables were
submitted to ANOVA, considering the effects of breed and gonadotropin and their interaction. Analyses were performed in statistic
program SAS, v.9.2 (P<0,05). In the present study was not detected influence of genetic group on the variables analyzed The
number of corpus luteum was higher in animals treated with Pluset - 21.46 + 10.58 compared to Folltropin - 11.90 + 7.26, as well
as the recovered structures number that was 13,77 + 6,88 for Pluset and 6.70 £ 6.11 in Folltropin treated donors. The number of
anovulatory follicles and viable embryos did not differ between two commercial formulations of FSH. Additional studies with the
aim to determine the FSH equivalence between the two commercial formulations of the hormone must be performed, which will
adjust the concentrations of this gonadotropin and minimize variations in superovulation protocolos.
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Introdugéao

A superovulagdo (SOV) associada a transferéncia de embribes
(TE) é uma biotecnologia da reprodugao que geralmente utiliza
gonadotrofinas a base de FSH (hormdnio foliculo estimulante)
para estimular o desenvolvimento de um maior numero de
foliculos para ovulagédo (Mapletoft et al., 2002). Através desta
pratica, os foliculos que sofreriam atresia por privagdo de FSH
podem continuar seu desenvolvimento, pois estes adquirem
caracteristicas fisiolédgicas parecidas com as do foliculo
dominante (FD). Portanto, o tratamento de SOV tem como
objetivo a neutralizagdo dos efeitos da dominancia folicular,
minimizando a atresia dos demais foliculos recrutados (Santiago
et al., 2002).

No entanto, existem variagdes na resposta a superovulagéo
relacionadas a dose e pureza da gonadotrofina utilizada, duragao
do tratamento, sensibilidade individual, idade dos animais,
estresse térmico, manejo nutricional e sanitario, fase do ciclo
estral da doadora, época do ano e também da constituigao
genética da fémea submetida ao protocolo (Santiago et al.,
2002; Baruselli et al., 2006, Alves et al., 2009; Barros et al.,
2012). De fato, a variabilidade na resposta das doadoras ao
tratamento superovulatério com gonadotrofinas € um dos
maiores problemas nos programas comerciais de TE (Mapletoft
et al., 2002; Baruselli et al., 2006), o que faz com que muitos
estudos sejam conduzidos para avaliagdo dessas diferentes
fontes de variagéao.

Peixoto et al. (2006), avaliando resultados de 1294 superovulagbes
de vacas zebuinas, encontrou diferengas relacionadas a idade
da doadora, més e ordem da superovulagdo quanto a numero
de corpos luteos, estruturas recuperadas e embribes viaveis.
Contrariamente, Alves et al. (2009), trabalhando com doadoras
da racga holandés n&o encontrou diferengas na recuperagao de
embrides viaveis entre o inverno e o verdo, o que também foi
reportado por Dourado et al., (2012), que superovulando doadoras
da raga Gir, ndo encontrardo diferenga quanto a nimero de
embribes viaveis nos protocolos realizados no verao e no inverno.

Ao compararem 300, 400 ou 500 Ul de Pluset para superovular
doadoras da raga Gir leiteiro, Prado et al. (2007) reportaram
maior indice de recuperagao de embribes viaveis quando 400
Ul da gonadotrofina foi utilizada. Quando a raga estudada foi a
Nelore e testando as mesmas doses de 300, 400 ou 500 Ul, os
animais tratados com 300 Ul de gonadotrofina apresentaram
uma melhor resposta em comparacdo com os demais grupos
(Visintin et al., 1999). Segundo Figueiredo et al. (1995), fémeas
da raca Nelore possuem ovarios, foliculos e corpos luteos
menores que vacas de outras ragas, o que poderia em parte
explicar a necessidade de menores doses de FSH para a
indugéo da superovulagao.

Uma vez que o que muitos fatores estdo relacionados a
variabilidade da técnica, o melhor desempenho dos protocolos
de superovulagdo em bovinos requer o conhecimento profundo
da fisiologia reprodutiva. E conhecido que animais de racgas
zebuinas sdo mais sensiveis a estimulagdo exégena pelas
gonadotrofinas em comparagdo com os das ragas taurinas
(Visintin et al., 1999). No entanto, pouco se sabe sobre
diferengas quanto a sensibilidade a gonadotrofinas em animais
dentro das racas zebuinas. Além disso, ndo foram encontrados
resultados de literatura que comparem em um mesmo estudo,
o efeito de diferentes gonadotrofinas para superovular animais
de diferentes ragas zebuinas. Portanto, o objetivo do presente
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estudo foi avaliar a produgao de embrides apds protocolo de
superovulagdo com duas diferentes formulagdes comerciais de
gonadotrofinas em animais das ragas Gir, Nelore e o cruzamento
dessas duas ragas.

Material e métodos

O experimento foi realizado nos meses de dezembro de 2009
e junho de 2010, na fazenda experimental da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), localizada
no municipio de Felixlandia — MG. Vinte sete doadoras zebuinas
pluriparas, ndo lactantes, de segunda e terceira ordem de parto,
em atividade ciclica, selecionadas por exame ginecoldgico com
auxilio de ultrassom de 7,5 MHz (HONDA HS1500 — Jap&o)
e pelo escore da condigéo corporal (= 3 - escala de 1 a 5),
manejadas em pastagens de braquiaria (Brachiaria decumbens
e B. brizantha) com sal mineral ad libitum foram divididas em
dois tratamentos:

T1 — Vacas superestimuladas com 133mg de Folltropin®
(Bioniche Animal Health —Canada), sendo quatro
doadoras Nelore, quatro Gir e quatro mestigas Gir X
Nelore.

T2 - Vacas superestimuladas com 250 Ul de Pluset® (Hertape
Calier - Espanha), sendo cinco doadoras Nelore, cinco
Gir e cinco mestigas Gir X Nelore.

A mesma dose de cada formulagao comercial acima foi mantida
para os trés grupos de animais e para todos os protocolos a
mesma partida de Pluset® e a mesma de Folltropin® foram
utilizadas. O protocolo baseou-se na implantagéo de dispositivo
intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer Nova Zelandia)
associado a administragdo de 1mg de benzoato de estradiol
(DO0). Quatro dias ap6s a implantacdo do dispositivo iniciou-se
a superestimulagédo ovariana, com 8 doses decrescentes de
gonadotrofina (20%, 20%, 15%, 15%, 10%, 10%, 5%, 5%) em
intervalo de 12 horas. No D6, foram administrados 500 mcg de
cloprostenol sédico (Ciosin®, Schering-Plough, Brasil), junto
com a sexta dose de gonadotrofina. O dispositivo intravaginal
de progesterona foi retirado no momento da aplicagéo da sétima
dose de gonadotrofina.

As vacas foram inseminadas 12, 24 e 36 horas apds o inicio
do estro detectado por rufides. As doadoras que nao foram
observadas em estro foram inseminadas em tempo fixo 48, 60
e 72 horas apds a ultima aplicagéo de FSH. Foi utilizado sémen
convencional de trés touros da raga Holandés de fertilidade
conhecida, os quais foram equitativamente distribuidos entre
os tratamentos.

A resposta superestimulatéria foi mensurada com auxilio
de ultrassonografia através da contagem do numero de
corpos luteos presentes nos ovarios sete dias apds o cio ou
inseminagao. Aresposta ao tratamento hormonal foi considerada
positiva quando mais de dois corpos luteos foram verificados
por animal. Apds a avaliagdo da resposta, foi realizada a coleta
dos embrides pela lavagem do corpo do Utero com solugéo
de DPBS e cateter de Folley n°. 18 (Rusch® — Alemanha). O
lavado foi recuperado em filtro coletor (WTA — S&o Paulo, Brasil)
com malha de nailon de 75 micra e o conteudo rastreado e as
estruturas classificadas com auxilio de estereomicroscopio em
aumento de 40 X. Os embrides foram classificados de acordo
com o estagio de desenvolvimento em mérula, blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto eclodido
ou nao fecundados, e quanto a qualidade embrionaria em grau



1 - excelente ou bom, grau 2 - regular, grau 3 - pobre e o grau 4
morto ou degenerado de acordo com a sociedade internacional
de tecnologia de embrides (IETS).

As variaveis numero de corpos luteos, nimero de foliculos
anovulatoérios, numero total de estruturas recuperadas e
numero de embrides viaveis apds verificagdo de normalidade
pelo teste de Lilliefors foram submetidas a analise de variancia,
considerando-se os efeitos de raca e gonadotrofina e sua
interagdo, sendo as médias comparadas pelo teste SNK. As
analises foram realizadas no programa estatistico SAS, v.9.2
(P<0,05).

Resultados e discussao

Do total de 27 vacas, 23 responderam ao estimulo hormonal, o
que representa uma resposta positiva de 85,18%. Uma vaca da
raca Gir e uma da raga Nelore nas quais foram administradas
250Ul de Pluset, e duas mesticas Gir x Nelore nas quais foram
utilizadas 133mg de Folltropin ndo responderam ao tratamento
superovulatoério. Os dados encontrados estdo muito préoximos
aos relatados por Borges et al. (2001) que trabalhando com
vacas Holandés-Zebu encontrou 11,5% de auséncia de resposta.
De acordo com Hahn (1992), até 30% dos animais submetidos
ao protocolo supervulatério podem néo responder ao tratamento
hormonal, reflexo da grande variagéo individual existente na
técnica (Woolliams et al., 1995). Uma vez que os animais foram
previamente selecionados, e apenas animais com bom historico
reprodutivo, bom escore corporal e em atividade ciclica foram
utilizados, acredita-se que essa auséncia de resposta seja uma
caracteristica intrinseca dos animais e possivelmente uma dose
maior de gonadotrofina, em especial nos animais Gir x Nelore
que receberam 133 mg de Folltropin poderia resultar na resposta
desejada, porém esse efeito ndo foi testado no presente estudo.

Os resultados obtidos com relagdo ao nimero de corpos luteos,
numero de foliculos anovulatérios, quantidade de estruturas
recuperadas e embrides viaveis em fungédo do grupo genético e
formulagdo comercial de gonadotrofina encontram-se descritos
na tabela 1.

Ao avaliar apenas a raca das doadoras, as vacas da raga Nelore
apresentaram na média maior nimero de corpos luteos (24,63
+ 12,96) em comparagéo a animais da raga Gir (11,25 + 6,27).
No entanto, essa diferenga nado foi constatada nos animais
mesticos Gir x Nelore com (15,86 * 4,95), que ndo diferiram
nem das doadoras Nelore nem das Gir. Esses achados
possivelmente estejam relacionados a maior sensibilidade da
raca Nelore a gonadotrofinas exdgenas (Visintin et al., 1999)
em comparacdo as outras doadoras avaliadas. Segundo
Figueiredo et al. (1995), fémeas da raga Nelore possuem
ovarios, foliculos e corpos luteos menores que vacas de outras
ragas, que por consequéncia demandam menores quantidades
de gonadotrofinas para crescimento folicular e ovulagéo. Isso
permite concluir que animais da raga Nelore tém necessidade
de menores doses de FSH para a indugéo da superovulagéo,
o que explicaria a maior resposta desses animais no presente
estudo.

Avaliando-se a resposta dos animais com base nas duas
diferentes gonadotrofinas, o Pluset apresentou maior resposta
(21,46 + 10,58) em relagdo a média geral do niumero de corpos
luteos quando comparado ao Folltropin (11,90 + 7,26). O
mesmo ocorreu quando analisada a média geral de estruturas
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recuperadas nos trés grupos, que foi de 13,77 + 6,88 no Pluset e
de 6,70 6,11 no Folltropin. Apesar disso, dentro de cada grupo:
Nelore, Gir e Gir x Nelore, ndo foram detectadas diferengas entre
a utilizagao de Pluset ou Folltropin em nenhuma das respostas
avaliadas.

No entanto, o melhor desempenho do Pluset ndo foi constatado
quando as duas gonadotrofinas foram analisadas quanto
ao numero de embrides viaveis, que sao aqueles aptos a
transferéncia ou ao congelamento, sendo que neste parametro
as duas gonadotrofinas apresentaram resultados semelhantes,
tanto dentro de cada grupo (Nelore, Gir, Gir x Nelore) quanto
para a média entre os trés grupos. Assim sendo, apesar de o
Pluset estimular uma maior resposta ovariana, o niumero de
embrides viaveis recuperados foi semelhante ao do Folltropin.
Resultados semelhantes foram descritos por Loss e Malschitzky
(2006) que trabalhando com doadoras da raga Brahman também
nao encontraram diferenga entre o Pluset (290 Ul) e o Folltropin
(150 mg) quanto ao numero de embrides viaveis.

Inimeros estudos testando a dose de FSH nos protocolos
de superovulagéo ja foram realizados inclusive em zebuinos
(Saunders et al., 1990; Zanenga et al., 2003; Prado et al., 2007;
Alvarez et al., 2010). A dose de Pluset utilizada no presente
experimento segue a especificagao do fabricante que recomenda
dose de 500Ul do horménio para vacas adultas taurinas e 50%
dessa dose para vacas zebuinas. Ja na bula do Folltropin, a
dose recomendada em programas de superovulacéo para vacas
zebuinas € de 100 a 160mg. Portanto a dose de 133mg de
Folltropin utilizada no presente experimento encontra-se dentro
do prescrito pelo fabricante do horménio. Para as doadoras
zebuinas, em especial as da raga Nelore, as doses de FSH
utilizadas, apesar de recomendadas pelos fabricantes, parecem
ter sido elevadas e produziram uma resposta indesejada, pois
mesmo apresentando elevado numero de corpos luteos (34,25 +
5,85 —Pluset e 15,00 + 10,52 - Folltropin), o nimero de embrides
viaveis (2,25 + 2,06 — Pluset e 3,50 * 3,32 - Folltropin) ficou abaixo
do considerado ideal. De acordo com Peixoto et al. (2006), uma
boa taxa de recuperagao estaria entre 4.1 a 7.3 embrides viaveis
por coleta, que esta préximo ao niumero de embrides recuperados
nos animais da raga Gir e do cruzamento Gir x Nelore.

Segundo Cabodevila e Torquati (2001), as altas doses de
gonadotrofinas podem causar efeitos negativos relacionados
com a estimulacdo ovariana exagerada. Nestes casos de
excessiva estimulagéo, geralmente se obtém uma menor taxa
de recuperagéo (odcitos e embrides em fungdo dos corpos
luteos palpados ou visualizados ao ultrassom), ou uma maior
taxa de recuperagdo de embrides degenerados e estruturas
nao fecundadas, o que corrobora com a hipétese de que no
presente estudo a dose de FSH utilizada nas doadoras Nelore
pode ter sido excessiva, uma vez que muitas estruturas ndo
classificadas como embrides viaveis foram recuperadas nesse
grupo. Quando existe resposta exagerada, sugere-se a redugao
da dose ou troca do horménio utilizado (Visintin et al., 1999),
porém doses reduzidas de gonadotrofina ndo foram avaliadas
nos animais da raga Nelore.

Além da variagéo individual, a pureza do horménio é outro
fator importante na resposta superovulatéria. De acordo com
Braileanu et al. (1998), a poténcia do FSH esta associada
a relagdo de FSH:LH no produto final e melhores repostas
a superovulagédo foram obtidas em preparagdes com baixa
concentragédo de LH (Callesen et al., 1986, Foote e Ellington,
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Tabela 1:

Numero de corpos luteos, foliculos anovulatérios, estruturas recuperadas e embrides viaveis de

vacas zebuinas superestimuladas com duas gonadotrofinas (Pluset e Folltropin)

Variavel Horménio Raga Média
Gir x Nelore Nelore Gir
Pluset 16,8045,72 34,25 +5,85 14,50+ 7,14 21,46+10,58%"
Numero de corpos luteos Folltropin 13,50+ 0,71 15,00+ 10,52 8,00+ 3,56 11,90+ 7,26°
Média 15,864,954 24,63+12,96~ 11,2546,27° 17,30+ 10,30
Pluset 2,00 + 1,22 3,00 £ 1,41 2,00 +£1,83 2,31+1,44
Numero de foliculos anovulatérios  Folltropin 2,50 £ 0,71 2,00 £ 0,82 0,75+ 0,96 1,60 + 1,07
Média 2,14 1,07 2,50 £1,20 1,38 £ 1,51 2,00 1,31
Pluset 15,40+ 5,00 17,7546,80 7,75 £ 6,02 13,77+ 6,883
Estruturas recuperadas Folltropin 8,00 £ 4,24 4,00 £ 3,37 8,75+ 8,85 6,70 +6,11°
Média 13,29+ 5,71 10,88+8,87 8,25+7,03 10,70+ 7,34
Pluset 6,20 £ 4,71 2,25+ 2,06 6,25 £ 4,03 5,00 + 4,02
Embries vidveis Folltropin 4,00 +4,24 3,50 £ 3,32 6,25 + 9,46 4,70 £ 6,11
Média 5,57 £4,35 2,88 +2,64 6,25 + 6,73 4,87 £ 4,91

*A B Médias, na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste SNK (P<0,05)
**ab Médias, na mesma coluna, seguidas de letras distintas, diferem pelo teste F (P<0,05)
Os resultados expressam a média * desvio padrao das respostas avaliadas.

1988). O Pluset apresenta uma relagdo FSH e LH préxima de
1:1, enquanto o Folltropin apresenta baixa concentragéo de LH,
com uma relagdo FSH:LH de 5,25:1 (Kelly et al., 1997). As altas
concentragdes de LH podem causar ovulagdo prematura ou
luteinizagéo dos foliculos sem ovulagéo. Por esta razao acredita-
se que o maior numero de corpos luteos encontrados nos
animais tratados com Pluset, seria decorrente de luteinizagbes
prematuras e ndo necessariamente resultante de um maior
numero de ovulagdes. Sendo assim a maior quantidade LH,
poderia em parte, explicar a baixa recuperacdo de embrides
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