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Biotecnologia de embrides: Ill - Otimizacdo do momento
- dainseminacéo artificial em fémeas bovinas
superovuladas, para programas de transferéncia de

| embrioes.
Embryos’ Biotecnology: Ill - Optimizing of the Moment of Artificial
Insemination in Superovulated Cows in Embryos Transfer Programs.

Marcio Ricardo Costa dos Santos’'; Rita Leal Paix&o?;
Carlos Fernando Marins Rodrigues?®

Resumo . ,

O objetivo do presente trabalho foi comparar diver-
sos esquemas de inseminacéo artificial (IA) utilizados
em fémeas bovinas de diferentes ragas, doadoras de
embrides, de forma a identificar o0 momento correto
da inseminagédo em programas de transferéncia de em-
brides. Computou-se um total de 101 tratamento de
inducdo a superovulagdo, com FSH-P e sincroniza-
¢éo do estro pela aplicagdo da PGF, . Os animais fo-
ram divididos em quatro grupos para estabelecer-se
os esquemas da |A. A partir da detecg¢éo do estro, dois
grupos de fémeas sofreram trés inseminagdes com 12h
de intervalo (grupo 1) ou duas inseminagdes com 12h
“de intervalo (grupo 2), respectivamente esquema 1 e
2. Nos outros dois grupos, onde ndo se considerou a
detecgdo do estro, as fémeas sofreram trés
inseminagdes, 48, 60 e 72 h apds a aplicagdo do agen-
te luteolitico (grupo 3), ou duas inseminagdes, 48 e
60h apos a aplicagdo do mesmo agente (grupo 4), o
que caracterizou os esquemas 3 e 4, respectivamen-
te. .

A analise das estruturas embrionérias coletadas no
7° dia ap6s a IA, demonstrou ndo haver diferencga sig-
nificativa (P > 0.05) entre os quatro esquemas de in-
seminacdo utilizados, em relagdo ao numero total de
embrides recuperados, ao nimero de embrides trans-
feriveis, ao percentual de embrides degenerados, de
nao fecundados e de transferiveis. Esses achados in-
dicam que, ndo foram necessarias mais do que duas
inseminagdes nas fémeas doadoras superovuladas,
para obter-se até 54,98 + 35,26% de embrides trans-
feriveis, e que o momento da aplicagédo da PGF, pode
ser utilizado como um parametro confiavel, para de-
terminar-se 0 momento correto da Inseminagéo Artifi-
cial.

Palavras-chave: transferéncia de embrides, insemi-
nagao artificial, bovinos, superovulagéo.

Introdugéao

Atualmente, a técnica de transferenma de embrides,
combinada a superovulag@o da doadora, objetiva al-
cangar nimero cada vez maiores de embrides trans-
feriveis. Um nimero maior de produtos pode ser al-
cangado através do aumento de ovulagdes, sem dimi-
nuir o percentual de fecundagéao e o desenvolvimento
embrionario, ou através do aumento de embrides via-
veis com a mesma taxa de ovulagéo (Foote & Ellington,
1988). O presente trabalho visa destacar os fatores
que influenciam na taxa de fecundagéo e subseqien-
te producgdo de embrides viaveis, com enfoque na im-
portancia de otimizagdo do momento da IA. Em féme-
as superovuladas, o momento preciso da IA, e 0 nu-
mero de espermatozéides morfologicamente normais
no local de fecundagéo sao fatores fundamentais para
a otimizacao das taxas de fecundagéo (Schiewe et al.,
1987). Para Hawk et al. (1988), a auséncia de esper-
matozoides acessérios em varios odécitos, fecundados
ou ndo, em fémeas superovuladas, sugere que o nu-
mero de espermatozéides no local de fecundagéo é
usualmente baixo.

Schiewe et al. (1987) avaliaram a taxa de fecunda-
¢do e de recuperagdo embrionaria apds a utilizagdo
de cinco esquemas diferentes de IA. As |IA foram rea-
lizadas 12, 24, 36 e 48h apds o inicio do estro, nos
respectivos grupos 1, 2, 3 e 4, e ainda em todos esses
momentos no grupo 5 (controle) foram utilizadas duas
doses de sémen. Seus resultados indicaram maiores
percentuais de fecundagdo e de embrides transferi-
veis com a utilizagdo de duas doses de sémen 24h
apos o inicio do estro, embora, 0 mesmo autor em outro
trabalho (Schiewe et al., 1985), com apenas uma dose
de sémen 24 h apds o inicio do estro, ja tivesse obtido
resultados similares. Apenas uma IA, 12h apés a

‘deteccédo do estro, é indicada também por Critser et

al. (1980) e Donaldson (1985). Outros autores indicam
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um esquema de duas inseminagdes, sendo a primeira
12h e a segunda 24h apés a detecgédo do estro (Hasler
et al., 1983; West et al., 1984). Para Szechy (1992),
que comparou os seguintes esquemas (1: duas I.A. 12
e 24h ap6s o inicio do cio; 2: duas |IA com 10 a 12h de
intervalo entre si. sendo a primeira durante o cio; 3:
trés IA, sendo a primeira no cio e as demais 10 e 20h
- depois; e 4: monta natural). a melhor média de fecun-
dagéo ocorreu quando a primeira inseminacéo foi rea-
lizada durante o cio e uma segunda 10 a 12h depois
(tipo 2). Ja autores como Guibault et al. (1988) e
Shallenberger et al. (1988) utilizaram outro esquema
~de |A-em fémeas superovuladas, baseados no momen-
“to da aplicagédo do agente luteolitico, sendo a primeira
12h, a segunda 48h e terceira 60h, apés a aplicacédo
da PGF . Ainda tendo como parametro a aplicagéo
do agente luteolitico, observa-se que outros autores
(Bak et al., 1989; Hackett et al., 1993; Adams et al.,
1994) utilizaram, em experimentos diversos, esquema
de duas inseminagdes artificiais, 60 e 72h ap6s a apli-
cagdo da PGF, . independente da observagéo do estro.
Donaldson (1 985) néo encontrou diferencas com a uti-
lizagdo de uma a quatro doses de sémen, e concluiu
que apenas uma dose era satisfatéria, o que é concor-
dante com os achados de West et al. (1984) e Schiewe
et al. (1987). .

A qualidade do sémen utilizado influenciou direta-
mente no percentual de fecundagéo, reduzindo-o quan-
do foi utilizado sémen de média ou baixa qualidade
para o procedimento da IA em fémeas superovuladas,
segundo varios autores (Callanghan & King, 1980;
Miller et al., 1981). Os resultados de Schiewe et al.
(1987) também indicaram a importancia da qualidade

~ de sémen em relagéo ao percentual de embrides de-

generados: “Quando consideramos a importancia eco-
némica do nimero de embries transferiveis por doa-
dora, em sémen congelado de alta qualidade deve ser
sempre utilizado preferencialmente ao sémen de qua-
- lidade mferlor ?

Material e Métodos

Utilizou-se 60 femeas bovinas das ragas Simental
(52), Limousin (3), Parda Suiga (2) e Nelore (3)
selecionadas para serem doadoras em programas de
transferéncia de embrides, na Gertec Embries -
Atibaia, Estado de Sao Paulo. Algumas fémeas foram
submetidas, mais de uma vez, ao tratamento
superovulatério, perfazendo um total de 101 tratamen-
to."No inicio do experimento, as fémeas estavam em

~excelente condigéo fisica, ndo eram lactantes, ja ti-
nham apresentado pelo menos dois ciclos estrais re-
gulares ap6s o parto, ou apds o ultimo tratamento de
superovulagédo, e apresentavam faixas etarias varia-
das, entre 3 e 12 anos de idade.

O inicio do tratamento de superovulagéo das féme-
as (doadoras), variou entre o 102 e 122 dia do ciclo
estral, considerando o estro como o dia 0. O tratamen-
to de estimulagéo ovérica consistiu na administracdo
de 32 mg de FSH-P (Lab. Schering, U.S.A.) em duas
aplicagbes diarias, por via intramuscular, durante qua-
tro dias consecutivos, em doses decrescentes do 12
para-o 4° dia de tratamento. Para a sincronizagéo, 48h
apos o inicio do tratamento superovulatorio, as féme-
as receberam a primeira aplicagdo do agente
luteolitico, cloprostenol (Lutalyse - Upjohn Ltd.) 25 mg
ou dinoprost (Ciosin - Lab. Coopers) 500,49, e a se-
gunda aplicagdo ocorreu 12h ap6s a primeira. Para a
realizagdo da IA, os animais foram agrupados em qua-
tro esquemas diferentes, de acordo com a observagéo
ou ndo da manifestagédo do estro.

Nos animais, em que a observacdo da manifesta- =

¢&o do estro foi utilizada como parametro, utilizou-se
os dois esquemas a seguir:

— Esquema 1: trés inseminagéés com 12h de inter-
valo entre as mesmas, apés a detecgéo do estro. Fo-
ram analisados 26 tratamentos nesse esquema.

- Esquema 2: duas inseminagbes com 12h de in-
tervalo entre as mesmas, apds a detecgéo do estro.
Foram analisados 20 tratamentos nesse esquema.

Nos animais, em que se efetuou a inseminacéo,
independente da observagdo do estro, utilizaram-se
os dois esquemas a seguir:

- Esquema 3: trés inseminagdes, 48, 60 e 72h apos
a primeira aplicacéo da PGF, . Foram analisados 30
tratamentos nesse esquema.

— Esquema 4: duas inseminagdes, 48 e 60h apds a
primeira aplicagéo da PGG . Foram analisados 25 tra-
tamentos nesse esquema.

Para detectar-se o estro nos grupos 1 e 2 estabele-
ceu-se uma rotina de observagédo visual diaria, pela
manhé e a tarde, com duragdo minima de 30 minutos
em cada periodo, para avaliar as fémeas que apre-
sentavam manifestagdes psiquicas de cio. O sémen
utilizado foi adquirido de central de |A. Previamente a
inseminagéo, foram avaliadas a motilidade e o percen-
tual de espermatozoides vivos, utilizando-se uma uni-
ca dose de 0.5ml (min. 20 x 10° sptz) em cada insemi-
nagdo. No 7¢ dia apés a inseminacéo, foi realizada a
coleta ndo cirtrgica para a avaliagédo das estruturas.
Antes da lavagem uterina, realizou-se a avaliagdo dos
ovarios, através de palpacédo retal e exame de
ultrassonografia, para constatagédo dos corpos luteos.
Para a lavagem uterina utilizou- -se 0 meio PBS-
Dulbecco’s modificado, a 37°C, e catéter de Foley in-
troduzido no utero. Os lavados foram recolhidos no
Encon Filter (Encon, U.S.A.) e distribuidos em capsu-
las de evaporagdo, para a localizacdo dos embrides
com um estereomicroscépio. Cada estrutura
identificada foi aspirada por uma pipeta Pasteur e
transferida para o PBS, contendo 10% de soro fetal
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bovino, em mini placas de petri descartaveis, a fim de
serem submetidos a avaliagdo com o auxilio de um
estereomicroscopico de 6tica simples (100 e 400x).

As estruturas coletadas foram classificadas em
embrides transferiveis ou degenerados e nao fecun-
dados. Desta forma utilizaram-se os seguintes dados
para a andlise: numero total de embrides recupera-
dos, nimero de embrides transferiveis, percentual de
embrides degenerados, percentual de néo fecundados
e percentual de embrides transferiveis, levando-se em
_conta os criterios de Kusan (1986) para a determina-
~ ¢éo dos transferiveis e ndo transferiveis.

A partir dos dados obtidos, utilizou-se o statiscal
analysis system (SAS) para a analise de variancia entre
os tratamento de |A (esquemas 1,2,3 e 4),eaparaa
comparagéo de significancia entre as médias (Teste
de Duncan), tendo sido adotado o método nao prote-
gido..O nivel de significancia estabelecido no presen-
te estudo foi de 5%.

Resultados
Os 101 tratamentos do programa de transferéncia de
embrides resultaram em diferentes graus de resposta
ovariana, do nimero e da qualidade dos embrides, com
o minimo de uma, e 0 maximo de 48 estruturas obti-
das por coleta. Os resultados da analise das estrutu-
ras recuperadas durante o experimento, segundo a
qualidade e a quantidade dos embrides (nimero total
de embrides, nimero de embrides transferiveis, per-
centual de embrides degenerados, percentual de néo
fecundados e percentual de transferiveis), e os esque-
mas de |A utilizados, podem ser observados na Tabe-
" la e na Figura. A analise de variancia dos parametros
utilizados ndo mostrou diferenga (p>0.05) para os es-
qguemas de IA. Os procedimentos de comparagéo das
médias através do teste de Duncan, também demons-
trou néo existir diferenga entre os esquemas utiliza-
‘dos de IA.

Tabela: Numero e percentual médio de embrides re-
cuperados de vacas superovuladas, segundo a clas-
sificagédo e o esquema de Inseminacgéo Atrtificial (I.A.).

Discussao

Os percentuais médios de embrides transferiveis
obtidos neste experimento, apresentaram valores abai-
xo de 60%, de acordo com as observagdes de Hahn
(1983) e de Benevides Filho (1989). Este fato pode
em parte ser explicado pela utilizagdo de FSH-P nédo
purificado, j& que o contetdo de LH acarreta um efeito
prejudicial ao sincronismo dos gametas, refletindo-se
na fecundacdo e na viabilidade dos embrides
(Donaldson et al., 1986; Callensen et al., 1987; Foote
& Ellington, 1988; Herrier et al., 1988; Yamamoto et
al., 1993). _

Os resultados encontrados em relagdo aos em-
brides degenerados e estruturas ndo fecundadas sédo
explicados pelo fato de que o tratamento
superovulatério causa consideraveis modificagdes no
perfil endocrino das doadoras (Greve et al., 1983; Gre-
ve etal. 1984, Callensen et al., 1986; Hyttel et al., 1986;
Britt & Holt, 1988; Moraes et al., 1992), com conse-
quente influéncia na qualidade dos gametas, no fené-
menos da fecundagéo e nos embrides (Elsden et al.,
1976; Crisman et al., 1980; Greve et al., 1983;
Donaldson et al., 1986; Britt et al., 1988; Hawk, 1988).

A analise estatistica dos resultados obtidos demons-
trou que ndo houve diferengas significativas (P>0.05)
no percentual médio de embrides transferiveis, de
embrides degenerados e ndo fecundados nos quatro
esquemas de inseminacdo artificial utilizados. Estes
resultados concordam com Schiewe et al. (1987), que
também nao obtiveram melhores resultados com trés
inseminacgédo ao invés de duas. Para o procedimento
de cada inseminagéo, utilizou-se uma unica dose de
sémen (20 x 10°® sptz/dose), de acordo com os traba-
lhos de Critser et al. (1980), West et al (1984),
Donaldson (1985) e Schiewe et al. (1987). O sémen
utilizado era de boa qualidade com fertilidade ja evi-
denciada, dada a importéncia de tal fator (Ayalon, 1978;
Callanghan & King, 1980; Miller et al., 1981; Schiewe
et al., 1987), embora ndo fosse de apenas um unico
touro, o que poderia acarretar influéncia do fator indi-
vidualidade, segundo Shi et al. (1981), mas o sémen
dos mesmos touros foram utilizados nos quatro esque-

% TR %DG

Esquema Total de Totalde TR % NF
de A embrides (x + 8) (x ts) (x £ 8) (x £ 8) (x £s)
1 13,42 + 9,21 6,61 £ 5,77 49,57 + 30,17 24,69 + 28,40 24,96 + 30,94
2 ‘ 13,15+ 10,24 6,15 + 6,32 44,19 + 33,46 20,65 + 16,99 35,15 + 38,47
3 13,93 + 7,89 7,63 + 6,26 51,40 + 35,84 24,08 + 26,42 21,17 £ 30,65
4 14,84 + 9,62 8,08 + 8,02 54,98 + 35,26 13,17 +£ 18,56 27,53 + 34,02

(x + s) : média e desvio padrdo; TR: total de embrides transferiveis; DG: embrides degenerados; NF: percentu-

al de oocitos ndo fecundados.
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Figura - Percentual médio do nimero de embrides transferiveis nos esquemas testados.

mas, visando minimizar tais diferengas. Em relagéo ao
- parametro utilizado, para se determinar o momento da
IA, através da deteccdo do estro ou da aplicagdo da
PGF, , também n&o foram observadas diferencas sig-
nificativas, o que nos permite concordar com a indica-
¢do de Guibault et al. (1988) e Schallenberger et al.
(1988). Embora as caracteristicas de estro ndo se al-
terem obrigatoriamente com o tratamento
superovulatorio (Coe & Allrich, 1989), a utilizagédo do
momento de aplicagdo da PGF, . diminuiu os transtor-
nos da observacgao do estro, uma vez que a detecgcédo
de seu momento inicial geralmente ndo ocorre (Hunter,
1986), e quanto mais tardia a inseminagdo em relagdo
ao inicio do estro, maior o percentual de embrides de-
generados conforme citagdes de Schiewe et al. (1987),
possivelmente devido ao envelhecimento gamético
associado a distirbios como a poliespermia ou altera-
¢des cromossOmicas (Dalla Porta & De Bem, 1982;
Hunter, 1985; Xu & Greve, 1988; Benevides Filho &
Pinheiro, 1988). Para Bernard et al. (1984) o proprio
inicio do estro ndo demonstrou ser um ponto de refe-
réncia confiavel para se avaliar o momento da ovula-
céo, e os estudos de varios autores sobre 0 momento
da ovulagédo (Christenson et al., 1975; Schams et al.,
1977; Maxwell et al., 1978; Shea, 1978; Callensen et
al., 1986; Hunter, 1986; Looney., 1986; Yadav et al.,
1986; Hyttel et al., 1989) demonstraram também varia-
¢éo do momento da ovulagédo em relagdo ao pico de
LH e ao momento da aplicagédo da PGF, . além de se
considerar o tempo de duragéo da ovulagao em casos
de fémeas superovuladas, e ainda a influéncia do rit-
mo circadiano, segundo Schams et al. (1977).

Conclusoes:

Em face dos resultados obtidos no desenvolvimen-
to deste trabalho, em fémea bovinas superovuladas
pode-se concluir que:

- 0 momento da aplicagdo da PGF, . pode ser consi-
dérado como um parametro confiavel e simplificado

para se estabelecer o momento da IA.

—a utilizagao do momento da aplicagéo da PGF, . como
parametro minimizar os transtornos de observagao do
estro.

— os periodos de 48 e 60h apds a aplicagédo da PGF,
correspondem aos momentos propicios para a reall-
zagéo da IA.

- a utilizagdo de mais do que duas IA em fémeas
superovuladas é desnecessaria em programas de
transferéncia de embrides.

Abstract

Embryos’ Biotecnology: Il - Optimizing of the
Moment of Artificial Insemination in Superovulated
Cows in Embryos Transfer Programs

The aim of this study was to compare differents ar-
tificial insemination (Al) scheduoles used in donors
cows, in order to get the optimun moment of
insemination in embryo transfer programs. It was done
101 treatments of induction to superovulation with FSH-
P and estrus sincronization with PGF, . The females
were divided in four groups in order to establish artifi-
cial insemination schedules. From estrus detection, two
groups of donor females were inseminated three times
(group 1) or twice (group 2) at 12th intervals,
respectively schedule 1 and 2. In the others two groups
wich the estrus detection was not considered, the
donors were inseminated at 48, 60 and 72h (group 3)
or twice, at 48 and 60h (group 4), after luteolitic agent
administration, respectively schedules 3 and 4.

~ The statistical analysis of recovered strutuctures on
day 7 after Al showed no significant differences
(P>0.05) in the four schedules in relation to total number
of recovered embryos, transferable embryo number,
degenerated embryos, no fertilized and transferable
embryo rate. These results indicated that only two A.I.
were enough to obtain 54.98 + 35.26% of transferable
embryos and the moment of PGF, . administration may
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be used as a trustworthy parameter in order to establish
the good time for artificial insemination on cattle.

Key words: embryo transfer, artificial insemination,
cattle, superovulation.
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