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RESUMO

DIFERENTES PROTOCOLOS COM PROGESTERONA NA RESPOSTA
SUPERESTIMULATORIA E PRODUCAO EMBRIONARIA DE VACAS DO
GRUPAMENTO GENETICO CURRALEIRO/PE-DURO

Heitor Castro Alves Teixeiral’z, Arthur da Silva Mariantez, Alexandre Floriani Ramos>

'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria - UnB, DF, 2Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia — DF.

O Brasil tem uma enorme experiéncia na reproducdo assistida de seu rebanho
bovino comercial, e dois protocolos de superestimula¢do ovariana foram desenvolvidos, para
animais Bos taurus (P36) e Bos indicus (P24). Tendo em vista que o Banco Brasileiro de
Germoplasma Animal (BBGA) possui um nimero reduzido de embrides estocados de
bovinos naturalizados brasileiros, torna-se necessario o estudo da resposta desses animais a
programas de superovulacio para coleta de embrides. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi o de avaliar a resposta superestimulatéria, a producdo e a qualidade embriondria de
matrizes do grupamento genético Curraleiro/Pé-duro utilizando os protocolos P24 e P36,
visando promover o incremento de embrides desta populacio no BBGA. Doze vacas
Curraleiras, origindrias do rebanho de conservacdo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, foram divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle, P24 e
P36, em um delineamento experimental cross-over. Todas as doadoras tiveram o estro
sincronizado e no quinto dia do ciclo estral as doadoras dos grupos P24 e P36 receberam
implante intravaginal de progesterona e 2mg de benzoato de estradiol. A partir do nono dia do
ciclo estral todas as doadoras receberam 133 mg de FSHp em oito doses decrescentes de 12
em 12 horas, com duas doses de 150ug de D-cloprostenol junto com a quinta e a sexta doses
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de FSH. Os tratamentos P24 e P36 diferiram em relacdo ao momento da retirada do implante
de progesterona, 24h ou 36h apds a primeira aplicagdo de D-cloprostenol. Todas as doadoras
receberam 25ug de lecirelina no décimo terceiro dia do ciclo estral, com as inseminagdes
realizadas 12 e 24 horas apds. A coleta dos embrides foi feita sete dias apds a primeira
inseminacao artificial. A avaliagcdo dos ovdrios foi realizada, por ultrassonografia, no
momento da administragdo da primeira e oitava doses de FSH, dois dias apds a inseminacao
artificial e no momento da coleta dos embrides. Nao houve diferenca (P>0,05; Anova;
Duncan) para resposta superestimulatéria e superovulatéria (foliculos na emergéncia da onda,
foliculos ao fim da SOV, foliculos nao ovulados, corpos ldteos na coleta) entre os
tratamentos. O nimero de estruturas totais foi maior (P<0,05) no P24 do que no Controle e o
nimero de estruturas vidveis foi maior (P<0,05) no P24 e no P36 do que no Controle. O
nimero de estruturas congeldveis e de estruturas invidveis e a taxa de recuperacdo foram
semelhantes entre os tratamentos (P>0,05). As vacas do grupamento genético Curraleiro/Pé-
duro se apresentaram fisiologicamente mais proximas de animais taurinos quanto a resposta
superovulatéria e producido embriondria. Os resultados sugerem que seria mais indicado o uso
dos protocolos de superovulacdo P24 ou P36 do que protocolos sem utilizacdo de implante de
progesterona em vacas Curraleiras/Pé-duro. Entretanto, devido a maior propor¢do entre
estruturas congeldveis e totais alcangada com o uso do protocolo P36, sugere-se que este
protocolo pode ser o mais indicado quando se visa o enriquecimento de bancos de
germoplasma.

Palavras Chave: SOV, Conservagdo, Recursos Genéticos, Embrides bovinos, Reprodugdo
animal.
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ABSTRACT

DIFFERENT PROTOCOLS WITH PROGESTERONE ON SUPERESTIMULATORY
RESPONSE AND EMBRYO PRODUCTION OF COWS OF THE CURRALEIRO/PE-
DURO GENETIC GROUP

Heitor Castro Alves Teixeiral’z, Arthur da Silva Mariantez, Alexandre Floriani Ramos>

1Agronomy and Veterinary Medicine Faculty - UnB, DF, 2Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology — DF.

Brazil has an enormous experience in the attended reproduction of its commercial cattle
breeds, and two protocols of ovarian superestimulation were developed: one for Bos taurus
(P36) and another for Bos indicus (P24) animals. The Brazilian Animal Gene Bank (BAGB)
counts with a small number of stored embryos of local cattle breeds, for this reason it is
necessary to study the response of those animals to superovulation and embryo transfer
programs. The objective of this work was to evaluate superestimulatory response, embryo
production and embryonic quality of Curraleiro/Pé-duro cows, using the protocols P24 and
P36, seeking to promote the increase of criopreserved embryos of this population in BAGB.
Twelve cows Curraleiro/Pé-duro, from the Conservation nucleus of Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology, were divided in three experimental groups: Control, P24 and
P36, in a crossover experimental design. All cows had the estrus synchronized and in the fifth
day of the estrus cycle, the cows of the groups P24 and P36 received an intravaginal
progestogen implant and 2mg of estradiol benzoate. Starting from the ninth day of the estrus
cycle all cows received 133 mg of FSHp in eight decreasing in 12 hours interval, with two
doses of 150ug of D-cloprostenol with the fifth and the sixth doses of FSH. Treatments P24
and P36 differed in the moment of the progestogen implant removal, that ocurried 24 or 36
hours after the first application of D-cloprostenol. All cows received 25ug of lecireline in the
thirteenth day of the estrus cycle, with the inseminations accomplished 12 and 24 hours after.
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The embryo collection was done seven days after the first artificial insemination. The
evaluation of the ovaries was done through ultrasound scanning, in the moment of the
administration of the first and eighth doses of FSH, two days after the artificial insemination
and in the moment of the embryo collection. There was no difference (P>0,05, Anova
Duncan) for superestimulatory and superovulatory response (follicles in the wave emergency,
follicles in the end of SOV, follicles not ovulated and corpora lutea) among treatments. The
number of total structures was greater (P>0.05) in P24 than in the Control and the number of
viable structures was greater (P>0,05) in P24 and in P36 than in the Control. The number of
frozen structures. unviable structures and recovery tax were not different (P>0,05) among
treatments. The curraleiro/Pé-duro cows presented physiological behavior common to Bos
taurus when superestimulatory response and embryo production were evaluated. The results
suggest that the use of P24 or P36 superestimulation protocols were better than the use of
protocols without progestogen implant in Curraleiro/Pé-duro cows. However, a greater
proportion of frozen structures related to the total structures was reached with the use of the
P36 protocol, what suggests that this is the one that should be used when the enrichment of
germoplasm bank is sought.

Keywords: SOV, Conservation, Genetic Resources, Bovine embryos, Animal reproduction.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A pecudria brasileira tem tido uma demanda crescente de animais de elevado
mérito genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avangadas de biotecnologia,
notadamente aquelas associadas a reprodugdo animal, tal como a superovulagdo (SOV) e
transferéncia de embrides (TE). Entretanto, a utilizacdo excessiva de técnicas de reproducao
assistida e o melhoramento animal seguindo sempre uma linha determinada de utilizacao de
sémen de poucos animais, aumentando assim a quantidade de animais descendentes dos
mesmos touros, vém causando a perda da diversidade genética do rebanho nacional (Ramos et
al., 2009).

Com o aumento progressivo de animais de racas comercias, as racas locais
estdo perdendo espaco na cadeia de producdo da pecudria nacional. O grupamento genético
Curraleiro/Pé-duro é formado por animais rusticos que se desenvolveram no semi-arido
nordestino e nas regides de cerrado do Goids e Tocantins, onde apresentam um reduzido
nimero de exemplares, criados em pequenas propriedades pouco tecnificadas (Boaventura,
2005). Diante disto, a Embrapa, ao criar o seu programa de conservacdo de recursos genéticos
animais, decidiu incluir esta raca, buscando evitar a perda deste material genético inestimavel
(Mariante et al., 1999).

Com a criacdo do Banco Brasileiro de Germoplasma Animal (BBGA) pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, iniciou-se a criopreservacao de gametas e

embrides de animais de conservacdo, mas depois de 25 anos de utilizagdo de técnicas de
2



producdo e criopreservacdo de embrides, ainda € pequena a quantidade de embrides
armazenados no BBGA (Mariante & de Bem, 1992; Ramos et al., 2009).

O Brasil apresenta grande tecnologia na producdo de embrides in vivo,
desenvolvendo diversas técnicas e protocolos, dentre eles, os protocolos P24 e P36. Estes
visam a producdo de embrides em tempo fixo e sem observacdo de estro, priorizando uma
maior ou menor exposicdo da Progesterona (Ps) pelo implante intravaginal sobre os
foliculos/ovocitos. Como ndo se conhece a resposta de matrizes Curraleiras/Pé-duros a
diferentes protocolos de superestimulacio ovariana e programas de producido de embrides in
vivo, acredita-se que estes possam ser utilizados com o intuito de aumentar o ndmero de

embrides passiveis de congelamento para o enriquecimento do BBGA.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a influéncia de diferentes protocolos
com progesterona (P24 e P36) na producado e qualidade embriondria de vacas do grupamento

genético Curraleiro/Pé-duro.

1.2 Objetivo Especifico

Avaliar a resposta superestimulatoria, superovulatéria, producao e qualidade
embrionaria de vacas do grupamento genético Curraleiro/Pé-duro submetidas aos protocolos

P24 e P36.



1.3 Hipoétese

Pelo fato de o protocolo P36 ter sido desenvolvido para animais de racgas da
espécie Bos taurus, ao qual o grupamento racial Curraleiro/Pé-duro pertence, espera-se que

apresente melhor resultado que o protocolo P24.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacao de Recursos Genéticos Animais

Em sistemas de alta producdo, racas especializadas para a producdo de leite e
carne foram desenvolvidas através de extensa selecdo, e seu material genético foi vastamente
disseminado. Em uma visdo global, a intensa selecdo para um numero reduzido de
caracteristicas, e a intensa utilizacdo de sémen dos touros mais bem avaliados geneticamente
conduziu a um baixo numero efetivo da populacdo nas racas mais utilizadas seja para leite
como para o corte, com um real risco de perda de diversidade genética nestas racas (FAO,
1998; FAO, 2007).

Os recursos genéticos animais enfrentam um duplo desafio. Por um lado a
demanda por produtos de origem animal aumenta em paises desenvolvidos. A estimativa da
FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) é que a demanda por carne
ird dobrar, e a demanda por leite serd maior que o dobro até o ano de 2030. Por outro lado, as
racas consideradas locais estdo desaparecendo rapidamente em todo o mundo. Nos tltimos 15
anos, 300 das mais de 6000 ragas identificadas pela FAO foram consideradas extintas

(Cardellino, 2005).



A conservagdo e o desenvolvimento de racas locais sdo importantes porque
estas racas utilizam alimentacdo de baixa qualidade, sio menos susceptiveis ao estresse
climdtico, sdo mais resistentes a doengas e parasitas presentes em suas regides, e representam
uma fonte tinica de genes a serem utilizados para aumento de caracteristicas de performance e
manutencdo da sadde em animais de ragcas comerciais. A utilizacdo e o desenvolvimento de
racas locais ja adaptadas a ambientes hostis, e que demandam um manejo minimo, é de
extrema importancia em alguns ecossistemas. Espera-se que animais geneticamente adaptados
a essas condi¢des sejam mais produtivos a baixos custos, sendo, portanto, fundamentais para
comunidades locais (Cardellino, 2005).

Em animais domésticos, o aumento da diversidade genética em uma
determinada raca € tdo importante quanto a diversidade entre racas, para que possa ser
possivel a troca de material genético necessdrio a cruzamentos e programas de selecdo. O
efetivo populacional de ragcas em perigo de extin¢do ou raras necessitam do monitoramento da
diversidade e programas de conservacido para a manutencdo desta diversidade (FAO, 1998;
Hiemstra et al., 2006).

Existem diversas opg¢des para se conservar a diversidade genética. Em geral,
conservagao in situ € o mecanismo mais utilizado na conservacdo de racas, pois permite que
pequenas populacdes de uma raca sejam mantidas em seu ambiente original de adaptacdo
(Andrabi & Maxwell, 2007). Uma raga tem que evoluir e se adaptar as mudangas do ambiente
e esforcos devem ser promovidos para a criacao e o desenvolvimento de produtos originarios
desta raca. Conservacdo sem o devido desenvolvimento da raga ou sem expectativas futuras
de uso ndo sdo estratégias desejdveis. Entretanto, estes esforcos nem sempre sdo suficientes
para a propagacdo de pequenas populacdes e a manutencdo da diversidade. Além da
conservagdo in situ, métodos e técnicas de manter o animal vivo fora da sua regido de
producdo ou ambiente (ex situ in vivo) ou ainda a criopreservacdo de seu germoplasma (ex
situ in vitro) sdo utilizados para a preservacdo de racas raras como também para a
conservagdo de germoplasma (gametas, embrides e outras células/amostras de tecido ou
DNA) de ragas comerciais. A criopreservacdo de germoplasma € uma estratégia muito
eficiente para conservar diversidade alélica existente para o uso futuro (Hiemstra et al., 2006;
Andrabi & Maxwell, 2007). Programas de conservacao in situ e ex situ para racas em risco de
extincdo podem ser beneficiados por modernas técnicas de biotecnologias da reproducdo,

incluindo inseminacao artificial, superovulagdo e transferéncia de embrides, producdo in vitro
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de embrides, micromanipulacdo de gametas/embrides, sexagem de s€émen/embrides e banco
de genoma (Galli et al., 2003; Andrabi & Maxwell, 2007).

Os Bancos de Germoplasma constituem um recurso facil e de grande
importancia na preservacdo do germoplasma das racas naturalizadas. Pela criopreservacao de
sémen e de embrides poder-se-4, no futuro, resgatar populacdes que por algum motivo possam
ter se extinguido e que tenham importantes caracteristicas para a pecudria nacional. Nestas
colecdes poder-se-4 buscar a variabilidade necessdria e caracteristicas de adaptabilidade as
intempéries da natureza, com vista a aumentar a producio ou acrescentar genes de interesse
econOmico as ragas comerciais (Hiemstra et al., 2006). A redugdo da variabilidade genética e
a consangiiinidade vém preocupando criadores de ragas consideradas comerciais, tanto pelo
uso abusivo de s€émen de poucos reprodutores, como pela utilizacdo massiva de técnicas
biotecnoldgicas, como € o caso da inseminacao artificial, da transferéncia de embrides e da
producdo in vitro de embrides, uma vez que essas aumentam a homogeneidade dos rebanhos,
em razdo da reducdo da variabilidade genética. Este fato poderd acarretar a perda de
caracteristicas que poderiam vir a ser importantes no futuro (Ramos et al., 2009).

Ao longo dos tultimos 25 anos, a Embrapa tem colhido s€émen e embrides de
bovinos de ragas adaptadas a determinadas regides do Brasil e em risco de extincdo e
armazenado esse material no BBGA. Este valioso material genético pode vir a ser utilizado
em diversas situacoes: restabelecimento de uma racga extinta, desenvolvimento de um novo
grupamento genético, suporte a programas de conservacao in vivo, bem como para estudos de

identificacdo de genes de importancia econdomica (FAO,1998)

2.2 O Bovino Curraleiro/Pé-Duro

Conhecido como gado Curraleiro nos estados de Goids e Tocantins e como
gado Pé-duro na regido Nordeste, esta raca € descendente dos bovinos trazidos pelos
colonizadores portugueses € espanhois (Santiago, 1975; Mariante & de Bem, 1992,
Boaventura, 2005). Acredita-se que tenha descendéncia direta da ragca Mirandesa, a qual ainda
pode ser encontrada na regiao de Tras-os-Montes em Portugal. Criado em regime extensivo,

sem controle sanitario ideal e sem alimentagdo especifica, o bovino Curraleiro/Pé-duro € um
7



animal extremamente rustico que é muito bem adaptado a ambientes desfavordveis como as
planicies do semi-drido do Nordeste brasileiro (Primo, 1992; Mariante et al., 2003, Serrano et
al., 2004; Bianchini et al., 2006). Segundo Viana (1927), o Curraleiro ja habitou todo o
territério nacional e foi responsdvel pela formacdo da raca Caracu e de outras ragas
naturalizadas.

A excepcional rusticidade do Curraleiro/Pé-duro e sua capacidade de
sobreviver em pastagens nativas de regides indspitas, onde animais de outras ragas nao
sobreviveriam, sdo duas caracteristicas que justificam a conservac¢do desta raca. O bovino
Curraleiro/Pé-duro estd em risco de extingdo ndo somente pela supressdo da raca por
cruzamento com racas zebuinas, como também pela castracdo dos touros pelos criadores que
querem “melhorar” seu rebanho com sangue zebuino, devido a afirmacdo de que o gado
Curraleiro/Pé-duro é pequeno, pouco produtivo e tardio (Mariante & de Bem, 1992). Sao
assim definidos os descritores desta raca: peso minimo de 380 kg para os machos e 300 kg
para as fémeas; altura minima de 1,38m para os machos e 1,24m para as fémeas; pelagem de
cor variada, sendo a mais comum a vermelha clara com extremidades escuras; chifres curtos e
com forma de coroa; orelhas pequenas; barbela reduzida; vassoura preta; membros delgados e
bem proporcionados, apresentando, especialmente os anteriores, cor escura (Boaventura,
2005). As fémeas sao boas produtoras de leite e, embora os animais sejam pequenos, sao
utilizados com vantagem para o corte e para o trabalho, prestando no sertdo inestimaveis
servicos (Athanassof, 1957). Pela sua prolificidade e adaptabilidade talvez tenham uma
melhor relacdo custo x beneficio para a Regido Nordeste do que outras racas comerciais
(Egito, 2007).

Para evitar o desaparecimento deste material genético unico, o Brasil criou o
programa de conservacdo de recursos genéticos animais coordenado pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria), que em conjunto com a Embrapa Meio Norte tem desenvolvido um programa
de conservacao especifico para esta raga, através da manutencao de um nicleo de conservagao
em Sao Jodo do Piaui (Mariante et al., 1999; Egito et al., 2002; Mariante et al., 2003). Estudos
realizados no Laboratdrio de Genética Animal do Cenargen demonstraram que entre as racas
naturalizadas, a raca Curraleira foi a que apresentou os menores indices de diversidade
médios. O nimero médio de alelos por locos foi de 10,64 * 3,26, sendo a riqueza alélica

estimada em 8,88 alelos/loco. A heterozigosidade observada foi de 00,6702 e a
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heterozigosidade esperada foi de 0,7435, indicando um excesso de homozigotos na populagdo
(p<0,001). O valor de Fjs, que indica o nivel de consangiiinidade na populacio, observado foi
de 0,0948 (p<0,01). Quando comparada as outras quatro ragas naturalizadas, analisadas pela
mesma metodologia, a ragca Curraleira foi a que apresentou os valores mais altos de Fis e os
menores indices de heterozigosidade observada. A redugdo significativa na heterozigosidade
nesta populacdo reflete os acasalamentos ndo aleatdrios que ocorrem dentro dos rebanhos,
onde a relacdo existente entre machos e fémeas é pequena. Por estes resultados os autores
sugeriram que as atividades de conservacdo da raga incluissem acdes envolvendo o
intercambio de reprodutores entre propriedades, o direcionamento de acasalamentos visando
manter a maxima variabilidade genética dentro da populacdo, assim como, a expansdao dos
trabalhos que vém sendo executados de coleta e criopreservacio de germoplasma (Egito et al.,
2007).

Egito (2007), ao estudar a diversidade genética entre diferentes grupos raciais
de bovinos encontrados no Brasil (dentre eles cinco ragas naturalizadas) por intermédio de
andlise de 22 locos de microssatélites, observou que o bovino Curraleiro/Pé-duro se apresenta
muito proximo geneticamente de bovinos de racas taurinas especializadas (Jersey e
Holandesa) e mais distantes de bovinos de racas zebuinas (Guzerd, Nelore e Gir). A autora
mostra que a raca Curraleira/Pé-duro foi a que apresentou os maiores indices de
consangiiinidade, devido ao ndmero reduzido de touros disponiveis nesta raca. Portanto, acdes
de conservagdo destes animais devem incluir a troca de touros entre as propriedades, bem

como a expansdo da coleta e criopreservacdo de sémen e embrides (Mariante & Egito, 2002)

2.3 Dinamica Folicular

No ciclo estral bovino o foliculo dominante ovula e d4 inicio a formacdo de um
corpo luteo (CL). Apds a ovulagdo inicia-se o surgimento de novos foliculos, que se
desenvolverdo até que um se torne dominante aos outros. Portanto o ciclo estral é
acompanhado de ondas foliculares que se dividem em trés fases: recrutamento, selecdo e

dominincia (Gimenes et al., 2008).



O recrutamento e o conseqiiente surgimento de uma onda folicular, s6 ¢é
iniciado com o aumento de FSH (Hormoénio Foliculo Estimulante) circulante. Em bovinos
assim como em outras espécies, a onda folicular € precedida ou acompanhada por uma
pequena elevagdo de FSH, e se esta elevacdo for inibida ou atrasada, a emergéncia da onda
folicular sofre o mesmo processo (Fortune et al., 2001).

O recrutamento do grupo de foliculos contendo o futuro foliculo pré-ovulatério
ocorre durante uma “janela de recrutamento”, que dura 1, 2 ou 3 dias em ovinos, bovinos e
eqiiinos, respectivamente. Apenas foliculos que sdo gonadotrofina-dependentes
(principalmente FSH) sdo recrutados. A ligac@o entre tamanho do foliculo ao recrutamento (2
e 3 um) e o tamanho em que os foliculos adquirem dependéncia de gonadotrofinas (2 e 3 mm)
€ observado em ovinos e bovinos respectivamente (Arthur et al., 1996; Hendriksen et al.,
2000; Hafez & Hafez, 2004; Jaiswal et al., 2004). Essa relacdo também pode ser observada
em primatas (2 mm) e ratos (0.2 mm). Enquanto que o recrutamento e os foliculos
gonadotrofina dependentes sdo associados na maioria das espécies, o nimero de foliculos
recrutados parece ser altamente varidvel entre as espécies. Em suinos o numero de foliculos
recrutados pode chegar a mais de 50 e em eqiiinos de 1 a 4 (Driancourt et al., 2001). Enquanto
que em bovinos variam de 5 a 10 foliculos, sendo que fémeas Bos indicus recrutam maior
nimero de foliculos por onda de crescimento folicular que fémeas Bos taurus (Baruselli et al.,
2007). Teoricamente todos os foliculos recrutados sdo potencialmente capazes de ovular
(Gibbons et al., 1997). Entretanto, € inegavel que alguns foliculos tenham uma vantagem
competitiva na corrida para a ovulacao (Driancourt et al., 2001)

Na selecdo, o foliculo dominante é escolhido e os foliculos restantes do
recrutamento se tornam subordinados e entram em atresia. Isto comumente é apresentado
como um bloqueio na taxa de crescimento seguido por uma diminui¢do do tamanho dos
foliculos subordinados (Fortune et al., 2001). Em todas as espécies o foliculo selecionado
aparenta ser o primeiro a desenvolver receptores de LH (hormonio luteinizante) em suas
células da granulosa, fazendo com que esse foliculo adquira capacidade para se desenvolver
mais do que os outros, possua capacidade de ovular e promova a atresia dos foliculos
subordinados (Ginther et al., 2001; Sartori et al., 2001; Sartorelli et al., 2005; Espinoza-
Villavicencio et al., 2007). A atresia € induzida principalmente durante a fase de dominancia
folicular afetando dois grupos de foliculos. O primeiro grupo consiste em 20-24 foliculos (14

mm de didmetro) que se tornam FSH-dependentes durante o processo de selecdo, porém
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perdem a “batalha” pela dominancia. O segundo grupo consiste em foliculos que alcangaram
o estdgio de dependéncia de FSH durante a fase de domindncia e ndo tiveram suporte
hormonal para crescimento posterior. Existem indicios de que foliculos com atresia inicial
podem ser resgatados com a administracdo exdgena de gonadotropinas (Kaipia & Hsueh,
1997), sugerindo que a atresia inicial também possa ser revertida por um aumento endégeno
de FSH. E desconhecido, entretanto, quanto tempo um foliculo com seu crescimento
interrompido pode esperar pelo reinicio do crescimento (Hendriksen et al., 2000).

A hipétese de aquisicdo de receptores de LH pela granulosa como principal
determinante da selecdo do foliculo dominante é unanime no meio cientifico. Entretanto,
receptores de LH nas células da teca sdo essenciais para estimulacdo da produgdo de
andrégenos precursores de estradiol sintetizado pelas células da granulosa (Fortune et al.,
2004). Porém, existe um grande envolvimento do sistema IGF (Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina) na sele¢do do foliculo dominante (Velazquez et al., 2008). No ovdério,
o “sistema” IGF ¢ complexo, consistindo de dois ligantes (IGF-I e —II), dois receptores (tipo 1
e 2) seis proteinas ligadoras de IGF (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 e -6), e a0 menos uma IGFBP
protease (Fortune et al., 2004; Neill, 2006). E conhecido que IGF promove a sintese de
estradiol por foliculos antrais, em contraste, algumas IGFBP’s, especialmente as de peso
molecular baixo IGFBP-2, -4 e -5, podem ter efeito negativo sobre as IGF’s, se ligando a elas
e evitando que elas se liguem aos seus receptores (Neill, 2006; Velazquez et al., 2008).
Portanto, o foliculo selecionado da onda folicular apresentard maior concentracdo de estradiol
e andrégenos e maior concentragdo de IGF livre (Fortune et al., 2004)

Virios dias apds o pico de FSH e emergéncia da onda folicular, os dois
maiores foliculos alcancam tamanho médio de 8,5 e 7,0 mm respectivamente em bovinos
(Ginther, 2000). Neste ponto, inicia-se o desvio folicular, o qual € caracterizado pelo continuo
crescimento do foliculo maior, que se torna dominante, e redu¢do ou parada no crescimento
do restante dos foliculos, que se tornam subordinados (Ginther, 2000; Espinoza-Villavicencio
et al., 2007). A diferenca de diametro e o crescimento entre os dois maiores foliculos ao inicio
do desvio € igual por aproximadamente 8 horas. Durante este tempo, o foliculo maior inicia a
supressdo da concentracdo de FSH circulante para valores abaixo das exigéncias necessarias
para o crescimento dos foliculos menores, o que causa sua regressdo. O supressor de FSH

produzido pelo foliculo dominante aparenta ser estradiol e inibina (Ginther, 2000)
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Durante a dominancia folicular ocorre o crescimento e a maturagdo do foliculo
dominante. Os outros foliculos provenientes do mesmo recrutamento completam sua
regressdo, enquanto ndo ocorre outro recrutamento, até a ovulagdo do foliculo dominante ou
regressdo do mesmo devido a presenga de progesterona (CL) (Espinoza-Villavicencio et al.,
2007).

Ap6s o pico de LH e a conseqiiente ovulacdo do foliculo dominante, ocorre o
inicio da formacdo do corpo liteo. O CL € a principal fonte de progesterona, e sua
morfologia, bem como a concentragdo plasmadtica de progesterona sdo bons indicadores da
sintese desse hormonio (Singh et al., 2003). A intensa angiogénese, a proliferacdo das células
da granulosa e teca da parede do foliculo ovulado, e sua diferenciacdao (luteiniza¢ido) nos
primeiros 5-6 dias apds a ovulagdo (metaestro) resultam em um progressivo aumento da
concentracdo da progesterona plasmdtica de <lng/mL nos trés primeiros dias depois da
ovulacdo em até aproximadamente 3ng/mL no dia 6 p6s-ovulacdo. O pico da concentracao de
progesterona plasmatica ocorre entre o 10° e o 14° dias do ciclo (>4ng/mL), seguido do
decréscimo da concentragdo por volta do D16 devido a lutedlise (morte celular por hipéxia
resultado da hialinizagdo dos vasos sanguineos) induzida pela PGF,, liberada pelo endométrio
da vaca ndo prenhe (Adams et al., 2008).

Em bovinos, a maioria dos ciclos estrais é composta por duas ou trés ondas
foliculares, ainda mais, existem diferencas na quantidade de ondas foliculares entre Bos
taurus e Bos indicus (Baruselli et al., 2007). Independente de um ciclo estral ser composto por
duas ou trés ondas, a emergéncia da primeira onda folicular ocorre no dia da ovulagdo (D0). A
emergéncia da segunda onda ocorre nos dia 9 ou 10 em um ciclo com duas ondas, e nos dias 8
ou 9 em um ciclo com trés ondas. A ocorréncia da emergéncia da terceira onda, em um ciclo
com trés ondas foliculares, ocorre por volta dos dias 15 ou 16 do ciclo estral (Adams et al.,
2008). As ondas foliculares ocorrem devido ao constante recrutamento folicular, que, sob a
acdo da progesterona (ex.: diestro), os foliculos subordinados e o foliculo dominante entram
em atresia. O foliculo dominante presente no momento da lutedlise vem a se tornar o foliculo
ovulatério, e a emergéncia da proxima onda folicular é adiada até o momento exato da
ovulagdo e o conseqiiente pico de LH e FSH (Driancourt et al., 2001; Adams, et al., 2008). O
corpo ldteo inicia sua regressdo prematuramente em um ciclo de duas ondas (D16) em
comparacdo a um ciclo de trés ondas (D19) resultando em um ciclo estral ligeiramente mais

curto, com 19-20 dias contra 22-23 dias (B¢ et al., 2003; Adams et al., 2008).
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2.4 Sincroniza¢io da Onda Folicular e Superestimulacdo Ovariana

A transferéncia de embrides bovinos, por meio da superestimula¢io ovariana,
tem sido amplamente utilizada no mundo. Esta tecnologia aumenta o nimero de descendentes
obtidos de uma tnica doadora de alto valor genético e € utilizada para disseminar material
genético desejavel por todo mundo (Baruselli et al., 2006)

O protocolo convencional de iniciagdo da superestimulagdo ovariana no meio
do ciclo estral foi desenvolvido de forma experimental e empirica, onde uma grande resposta
superovulatdria era obtida de forma que o tratamento superestimulatério iniciasse entre 8° € o
12° dia apds o estro (B6 et al, 1995).

Através de informacdes geradas por ultrassonografia, hoje se sabe que de 8 a
12 dias ap6s o estro (7 a 11 dias apds ovulacdo) € o tempo aproximado da emergéncia da
segunda onda folicular em um ciclo de duas ou trés ondas (Barros & Nogueira, 2001; Adams
et al., 2008), e um grupo de foliculos em crescimento poderia estar presente nesta €poca.
Entretanto, o dia da emergéncia da segunda onda folicular pode diferir em um ciclo com duas
ou trés ondas, como descrito acima, como também, de animal para animal (Barros &
Nogueira, 2001; B6 et al., 2002). Portanto, estd claro que a resposta superovulatéria € maior
quando o tratamento superestimulatério € iniciado no momento da emergéncia da onda do que
mais tarde (Nasser et al., 1993; Baruselli et al., 2006). O inicio do tratamento com
gonadotrofinas (FSH) mesmo que um dia apds o inicio da emergéncia folicular reduz
significativamente a resposta superovulatéria comparado com o tratamento ao inicio da
emergéncia da onda (Nasser et al., 1993; B¢ et al., 2002).

Com base na duracdo do desenvolvimento do foliculo dominante e o intervalo
interovulatdrio em ciclos de duas ou trés ondas foliculares, existe a possibilidade de o foliculo
dominante ndo ser funcional em 6 dos 20 dias (30%) em ciclos de duas ondas em 8 dos 23
dias (35%) para ciclos de trés ondas. Por outro lado, apenas 4 ou 5 dias (20%) do ciclo estral
sdo indicados para se iniciar o tratamento superestimulatdrio ao inicio da emergéncia da onda
folicular. Portanto, 80% do ciclo estral ndo conduzird corretamente a uma resposta
superestimulatéria 6tima. A necessidade de esperar até o meio do ciclo para iniciar o

tratamento superestimulatério implica em monitoracdo do estro. Para se desviar destes
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problemas, uma alternativa vidvel seria a de se iniciar o tratamento superestimulatorio
subseqiiente ao controle exdgeno da emergéncia da onda folicular (B¢ et al., 1996).

Outra alternativa para o controle do momento da emergéncia da onda folicular
envolve o uso da ablacdo de todos os foliculos maiores do que 5 mm guiada por ultrasom
(Bergfelt et al., 1997; B¢ et al., 2006; B¢ et al., 2008) ou a ablacdo dos dois maiores foliculos
presentes nos ovdrios (Baracaldo et al., 2000), em momentos aleatérios do ciclo estral. A
ablagdo folicular € seguida por um pico de FSH e a emergéncia de uma nova onda folicular
em 1 ou 2 dias (Bergfelt et al., 1997), o tratamento com gonadotropina deve ser iniciado neste
momento. A ablacdo folicular guiada por ultrasom apresentou uma melhor resposta
superestimulatéria, € um maior ndmero de estruturas totais, porém uma menor quantidade de
embrides transferiveis quando comparado ao tratamento superestimulatorio iniciado entre o 7°
e o 13° dia apds o estro, como observado por Shaw & Good (2000).

A emergéncia da onda folicular também pode ser sincronizada por protocolos
que se utilizam de GnRH ou pLH. Entretanto, pode haver uma assincronia na emergéncia da
onda (de 3 a 5 dias), segundo B¢ et al. (2003).

A alternativa mais comumente utilizada para sincronizar a emergéncia da onda
folicular para superestimulacdo ovariana em vacas doadoras é a utilizacdo de estradiol
intramuscular (im) no momento da insercdo do dispositivo intravaginal de
progesterona/progestageno (B6 et al., 1996; B6 et al., 2006), induzindo assim a emergéncia de
uma nova onda folicular, podendo ser esta a mais indicada para o inicio do tratamento com
gonadotropinas (B6 et al., 2006). A sincroniza¢do da onda neste caso também depende da
fonte de estradiol utilizada, como Benzoato de estradiol (BE), Valerato de estradiol (EV) ou
Cipionato de estradiol (ECP), variando de acordo com sua meia vida e metabolizacdo.
Diversos sdo os trabalhos que mostram uma produ¢do de embrides de melhor qualidade
quando se faz a sincronizacdo da emergéncia da onda folicular com progesterona/estradiol em
compara¢do com ablagdo folicular ou com observacdo de estro iniciando a superestimulagao
dos dias 8 a 12, como ja foi descrito por B6 et al. (1995), B6 et al. (2002), Colazo et al.
(2005), Baruselli et al. (2006).

Diversos tratamentos hormonais para indu¢do da superestimulacgdo folicular em
bovinos tém sido estudados ao longo dos udltimos 50 anos (Barros & Nogueira, 2001). Entre
os agentes superestimulatérios testados estd a gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG),

administrada sozinha ou associada com soro anti-eCG (Gonzalez et al., 1994), FSH extraido
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de pituitdria suina, ovina ou eqiiina e, mais recentemente, FSH recombinante bovino (Barros
& Nogueira, 2001; B¢ et al, 2008). O uso do FSH como agente superestimulatério tem sido
extensivamente estudado, dentre eles, experimentos envolvendo diferentes concentracoes,
eficiéncia de produtos comercias de diversos laboratdrios e origem animal, e variacdo na
razdo de concentragdo entre FSH:LH (Barros & Nogueira, 2001). Novos protocolos de
superestimulacdo folicular com FSH visam reduzir o numero de aplicacdes e,
conseqiientemente, a redu¢ao do manejo e estresse animal. Alvarez et al. (2008) compararam
o uso de uma dose sub-cutianea (400 UI de FSH), com uma dose sub-cutianea (320 UI de FSH)
seguida de uma sub-dose intra-muscular (80 UI de FSH), com oito aplicacdes intra-
musculares de 12 em 12 horas (400 UI de FSH) como em protocolos convencionais e ndo
obtiveram diferengas estatisticas para o nimero de corpos luteos produzidos entre os grupos,
mas obtiveram uma maior producdo de embrides pelo grupo de multiplas aplicacdes de FSH,
devido a maior taxa de recuperacao deste grupo em relagdo aos outros.

Mais recentemente tem se estudado a customizacdo de protocolos, segundo a
raca, subespécie e nivel de producdo de leite, com diferentes momentos para inducio da
ovulacdo como também o maior ou menor tempo de exposi¢do de progesterona pelo
dispositivo intravaginal sobre a quantidade e a qualidade embriondria em bovinos.

Diversos estudos tém sido realizados para determinar o melhor momento para
se fazer a indu¢do da ovulagdo em protocolos de superestimulacdo com inseminacao artificial
em tempo fixo. D’Occhio et al. (1997) usaram implante de Deslorelina para o bloqueio da
liberagdo de LH em novilhas Brahman superestimuladas, e a ovulag¢do foi induzida com 25
mg i.m. de LHp, 48, 60 e 72 horas apos a aplicacdo de PGF2a. Nao obtiveram aumento
significativo no niimero de embrides transferiveis quando o LH foi administrado 60 horas
ap6s PGF em comparacdo com o protocolo sem agonista de GnRH. Isto corresponde a
aproximadamente 12 horas apds o tempo esperado para a liberacdo de LH em animais
superestimulados, e pode ter permitido que foliculos com menor grau de maturacao
adquirissem desenvolvimento suficiente para ovular. Entretanto, como descrito por Baruselli
et al. (2006) em um experimento feito por sua equipe, que testaram a inducdo da ovulagdo
com 48 e 60 horas apds tratamento com PGF em vacas Nelore, observaram que em ambos os
tratamentos houve um aumento do nimero de estruturas degeneradas, contudo constataram
um maior nimero de estruturas transferiveis (P<0,004) e de estruturas congeldveis (P<0,002),

chegando a conclusdo de que para vacas Nelores (Bos indicus) seria mais indicado o uso da
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inducdo da ovulacdo com 48 horas apds a aplicacio de PGF2a. Os resultados obtidos em
doadoras Nelore diferem dos observados em doadoras da raca Holandesa. Em vacas
Holandesas de alta produgdo, o tratamento com LH 60 horas apds a aplicagdo de PGF2a
resultam em um aumento da resposta superovulatéria e em um maior nimero de embrides
transferiveis, segundo descrito pelos mesmos autores (Baruselli et al., 2006).

Nos protocolos de superestimulacio e superovulacdo em tempo fixo se observa
a preocupag¢do com a duragdo da exposicdo do foliculo a progesterona, sendo que nos
mesmos, se utiliza fontes diversas de progesterona exdgena. Em diversos estudos (Barros &
Nogueira, 2001; B6 et al., 2002; Baruselli et al., 2006; B6 et al., 2006; B¢ et al., 2008) se
observou a diferenca nos resultados obtidos com protocolos onde se faz a retirada do implante
de progesterona 24 (P24) ou 36 (P36) horas depois da aplicagdo de PGF2a, sendo que os
resultados apontam que para animais Bos taurus a retirada do implante deve ser feita com 36
horas apés PGF, mais exclusivamente quando se utiliza vacas Holandesas de alta producao de
leite. E em animais Bos indicus ainda se observa algumas contradi¢des, sendo que em geral,
podem-se utilizar ambos os protocolos, com a retirada do implante com 24 ou 36 horas depois

do tratamento com PGF2a.
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CAPITULO 2

Manuscrito de artigo a ser enviado a revista cientifica:
Diferentes protocolos com progesterona na resposta superestimulatoria e producao
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1 RESUMO

O Brasil tem uma enorme experiéncia na reproducdo assistida de seu rebanho bovino
comercial, e dois protocolos de superestimulagdo ovariana foram desenvolvidos, para animais
Bos taurus (P36) e Bos indicus (P24). Tendo em vista que o Banco Brasileiro de
Germoplasma Animal (BBGA) possui um nimero reduzido de embrides estocados de
bovinos naturalizados brasileiros, torna-se necessario o estudo da resposta desses animais a
programas de superovulagdo para coleta de embrides. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi o de avaliar a resposta superestimulatéria, a producdo e a qualidade embriondria de
matrizes do grupamento genético Curraleiro/Pé-duro utilizando os protocolos P24 e P36,
visando promover o incremento de embrides desta populacio no BBGA. Doze vacas
Curraleiras, origindrias do rebanho de conservacdo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, foram divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle, P24 e
P36, em um delineamento experimental cross-over. Todas as doadoras tiveram o estro
sincronizado e no quinto dia do ciclo estral as doadoras dos grupos P24 e P36 receberam
implante intravaginal de progesterona e 2mg de benzoato de estradiol. A partir do nono dia do
ciclo estral todas as doadoras receberam 133 mg de FSHp em oito doses decrescentes de 12
em 12 horas, com duas doses de 150ug de D-cloprostenol junto com a quinta e a sexta doses
de FSH. Os tratamentos P24 e P36 diferiram em relacdo ao momento da retirada do implante
de progesterona, 24h ou 36h apds a primeira aplicagdo de D-cloprostenol. Todas as doadoras

receberam 25ug de lecirelina no décimo terceiro dia do ciclo estral, com as inseminagdes
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realizadas 12 e 24 horas apés. A coleta dos embrides foi feita sete dias apds a primeira
inseminacdo artificial. A avaliagdo dos ovdérios foi realizada, por ultrassonografia, no
momento da administragdo da primeira e oitava doses de FSH, dois dias apds a inseminacao
artificial e no momento da coleta dos embrides. Nao houve diferenca (P>0,05; Anova;
Duncan) para resposta superestimulatdria e superovulatéria (foliculos na emergéncia da onda,
foliculos ao fim da SOV, foliculos ndo ovulados, corpos ldteos na coleta) entre os
tratamentos. O nimero de estruturas totais foi maior (P<0,05) no P24 do que no Controle e o
numero de estruturas vidveis foi maior (P<0,05) no P24 e no P36 do que no Controle. O
nimero de estruturas congeldveis e de estruturas invidveis e a taxa de recuperacdo foram
semelhantes entre os tratamentos (P>0,05). As vacas do grupamento genético Curraleiro/Pé-
duro se apresentaram fisiologicamente mais proximas de animais taurinos quanto a resposta
superovulatoria e producio embriondria. Os resultados sugerem que seria mais indicado o uso
dos protocolos de superovulacdo P24 ou P36 do que protocolos sem utilizacdo de implante de
progesterona em vacas Curraleiras/Pé-duro. Entretanto, devido a maior propor¢do entre
estruturas congeldveis e totais alcangada com o uso do protocolo P36, sugere-se que este
protocolo pode ser o mais indicado quando se visa o enriquecimento de bancos de

germoplasma.

Palavras Chave: SOV, Conservacdo, Recursos genéticos animais, Embrides bovinos,

Reproducao animal.
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2 ABSTRACT

Brazil has an enormous experience in the attended reproduction of its commercial cattle
breeds, and two protocols of ovarian superestimulation were developed: one for Bos taurus
(P36) and another for Bos indicus (P24) animals. The Brazilian Animal Gene Bank (BAGB)
counts with a small number of stored embryos of local cattle breeds, for this reason it is
necessary to study the response of those animals to superovulation and embryo transfer
programs. The objective of this work was to evaluate superestimulatory response, embryo
production and embryonic quality of Curraleiro/Pé-duro cows, using the protocols P24 and
P36, seeking to promote the increase of cryopreserved embryos of this population in BAGB.
Twelve cows Curraleiro/Pé-duro, from the Conservation nucleus of Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology, were divided in three experimental groups: Control, P24 and
P36, in a crossover experimental design. All cows had the estrus synchronized and in the fifth
day of the estrus cycle, the cows of the groups P24 and P36 received an intravaginal
progestogen implant and 2mg of estradiol benzoate. Starting from the ninth day of the estrus
cycle all cows received 133 mg of FSHp in eight decreasing in 12 hours interval, with two
doses of 150ug of D-cloprostenol with the fifth and the sixth doses of FSH. Treatments P24
and P36 differed in the moment of the progestogen implant removal, that ocurred 24 or 36
hours after the first application of D-cloprostenol. All cows received 25ug of lecireline in the
thirteenth day of the estrus cycle, with the inseminations accomplished 12 and 24 hours after.

The embryo collection was done seven days after the first artificial insemination. The
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evaluation of the ovaries was done through ultrasound scanning, in the moment of the
administration of the first and eighth doses of FSH, two days after the artificial insemination
and in the moment of the embryo collection. There was no difference (P>0,05, Anova
Duncan) for superestimulatory and superovulatory response (follicles in the wave emergency,
follicles in the end of SOV, follicles not ovulated and corpora lutea) among treatments. The
number of total structures was greater (P>0.05) in P24 than in the Control and the number of
viable structures was greater (P>0,05) in P24 and in P36 than in the Control. The number of
.frozen structures. unviable structures and recovery tax were not different (P>0,05) among
treatments. The curraleiro/Pé-duro cows presented physiological behavior common to Bos
taurus when superestimulatory response and embryo production were evaluated. The results
suggest that the use of P24 or P36 superestimulation protocols were better than the use of
protocols without progestogen implant in Curraleiro/Pé-duro cows. However, a greater
proportion of frozen structures related to the total structures was reached with the use of the
P36 protocol, what suggests that this is the one that should be used when the enrichment of

germplasm bank is sought.

Keywords: SOV, Conservation, Animal genetic resources, Bovine embryos, Animal

reproduction.
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3 INTRODUCAO

Em sistemas de alta producgdo, racas especializadas para a producdo de leite e
carne foram desenvolvidas através de extensa selecdo, e seu material genético foi vastamente
disseminado (FAO, 1998; FAO, 2007). Os recursos genéticos animais enfrentam um duplo
desafio. Por um lado a demanda por produtos de origem animal aumenta em paises
desenvolvidos, por outro lado, as racas consideradas locais estdo desaparecendo rapidamente
em todo o mundo. Nos ultimos 15 anos, 300 das mais de 6000 racas identificadas pela FAO
sdo consideradas extintas (Cardellino, 2005).

Em animais domésticos, o aumento da diversidade genética em uma
determinada raca € tdo importante quanto a diversidade entre racas, para que possa ser
possivel a troca de material genético necessdrio a cruzamentos e programas de selecdo
(Hiemstra et al., 2006). Existem diversas opgdes para se conservar a diversidade genética. Em
geral, conservacgdo in situ € o0 mecanismo mais utilizado na conservacao de racas, pois permite
que pequenas populagdes de uma raca sejam mantidas em seu ambiente original de adaptacao
(Andrabi & Maxwell, 2007). Além da conservacao in situ, métodos de manter o animal vivo
fora da sua regido de producdo (ex situ in vivo) ou ainda a criopreservacdo de seu
germoplasma (ex situ in vitro) sdo utilizados para a preservacao de ragas raras ou em risco de
extin¢do. A criopreservagao de germoplasma € uma estratégia muito eficiente para conservar
diversidade alélica existente para o uso futuro (Hiemstra et al., 2006; Andrabi & Maxwell,

2007).
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O gado Curraleiro, também conhecido como gado Pé-duro, é um grupamento
racial descendente dos bovinos trazidos pelos colonizadores portugueses e espanhdis, e
apresenta uma populacdo pequena e em crescente declinio, apresentando baixa diversidade
genética (Santiago, 1975; Mariante & de Bem, 1992, Boaventura, 2005). Criado em regime
extensivo e sem suplementagdo, o bovino Curraleiro € um animal extremamente ristico que €
muito bem adaptado a ambientes desfavordveis como as planicies do semi-drido do Nordeste
brasileiro (Primo, 1992; Mariante et al., 2003, Serrano et al., 2004; Bianchini et al., 2006). A
excepcional rusticidade do Curraleiro e sua capacidade de sobreviver de pastagens nativas de
regides indspitas sdo duas caracteristicas que justificam a conservagdo desta raca. (Mariante &
de Bem, 1992).

Programas de producdo in vivo de embrides bovinos, por meio da
superestimulacdo ovariana, tém sido amplamente utilizados no mundo. Esta tecnologia
aumenta o ndmero de descendentes obtidos de uma unica doadora e é utilizada para
disseminar material genético desejavel por todo mundo (Baruselli et al., 2006), assim como
também, pode ser utilizada para producdo em massa de embrides para criopreservagdo e
enriquecimento de bancos de germoplasma (Hiemstra et al., 2006).

A alternativa mais comumente utilizada para sincronizar a emergéncia da onda
folicular para superestimulacdo ovariana em vacas doadoras € a utilizacdo de estradiol
intramuscular (im) associado a insercdo de um dispositivo intravaginal de
progesterona/progestageno (Bo et al., 1996; B¢ et al., 2006). O que induz a emergéncia de
uma nova onda folicular, sendo esta a mais indicada para o inicio do tratamento com
gonadotropinas para superestimulacdo ovariana (B¢ et al., 2002; Colazo et al., 2005; B6 et al.,
20006).

Com o uso de implantes de progesterona em protocolos de superestimulacio
ovariana observa-se a preocupacdo com a duragdo da exposi¢do dos foliculos a progesterona.
Em diversos estudos (Barros & Nogueira, 2001; B¢ et al., 2002; Baruselli et al., 2006; B¢ et
al., 2006; Martins et al., 2007; B¢ et al., 2008) se observou a diferenca nos resultados obtidos
com protocolos onde se faz a retirada do implante de progesterona 24 (P24) ou 36 (P36) horas
depois da aplicacdo de PGF2a, sendo que os resultados apontam que para animais Bos taurus
a retirada do implante deve ser feita com 36 horas ap6s PGF,,, mais exclusivamente quando

se utiliza vacas Holandesas de alta producdo de leite. Em animais Bos indicus, no entanto,
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observa-se algumas contradicdes, sendo que em geral, pode se utilizar ambos os protocolos,
com a retirada do implante com 24 ou 36 horas depois do tratamento com PGF,,.

Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes protocolos
com progesterona (P24 e P36) na producio e qualidade embriondria de vacas do grupamento

genético Curraleiro/Pé-duro em programas de producao in vivo de embrides.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento e Animais

O Experimento foi executado no Campo Experimental Sucupira, de
propriedade de Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizado a Sudoeste da cidade
de Brasilia - DF (15°52° a 15°56’S e 48°00° a 48°02°W), com altitudes que variam de 1.050 a
1.250 m. O clima predominante € o Koppen Aw, indicando inverno seco e verdo chuvoso. A
fazenda conta com uma &rea total de 1.763 ha, distribuidos em dreas de cerrado, pastagem e
agricultura (Walter & Sampaio, 1998).

Doze fémeas Curraleiras/Pé-duro originarias do nucleo de Conservagdo do
Campo Experimental Sucupira foram selecionadas por meio de exame ginecoldgico, palpagcao
retal e ultrassonografia antes do inicio do experimento para constatacdo da ciclicidade e
auséncia de enfermidades ou anormalidades no aparelho reprodutivo. Os animais foram

mantidos a pasto (Brachiaria brizantha) com mineraliza¢do e 4gua a vontade.
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4.2 Tratamentos

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: Controle (cio base),
P24 e P36, em um delineamento experimental em que todos os animais participaram de todos
os tratamentos (cross-over), com um intervalo de um meés entre as repeticdes. Todos os
tratamentos tiveram uma pré-sincronizacdo do ciclo estral (Figura 2.1), onde no D-10 foi
inserido um implante de progesterona (P4 - CIDR') e administrados 2mg de benzoato de
estradiol (BE - Estrogin?); no D-2 foi administrado 150pug D-cloprostenol (PGFa, - Veteglan®)
e subseqiiente retirada do implante de Ps; no D-1 foi administrado 1mg de BE; DO foi

considerado o dia do estro.

Pré-sincronizacao

D-10 D2 D-1 DO
2mgBE -Ps 1mgBE Estro
<P, PGF2a
M | | |
T | | |
Estro
Figura 2.1 — Pré-sincronizacdo realizada em vacas Curraleiras/Pé-duro

submetidas a todos os tratamentos superovulatorios.
M=manha e T=tarde

No Grupo Controle, o tratamento superestimulatério iniciou em D9 com a
aplicacao de FSHp (133mg de Folltropin—V4) em oito doses decrescentes de 12 em 12 horas.
Junto com a sexta e a sétima dose de FSH (D11 pela tarde ¢ D12 pela manhd) foram

administrados 150ug de D-Cloprostenol (PGF,, - Veteglan). Doze horas apds a oitava dose de

! CIDR - Pfizer Animal Health, Sdo Paulo-SP, Brasil.
2 Estrogin — Farmavet, Sdo Paulo-SP, Brasil.
3 Veteglan — Hertape Calier Saide Animal, Juatuba-MG, Brasil.

4 Folltropin V — Bioniche Animal Health, Belleville-Ontario, Canada.
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FSH (D13) foram administrados 75mcg de lecirelina (GnRH — Gestran®), com as
inseminacgdes sendo realizadas 12 e 24 horas apds. As coletas foram realizadas em D20 a
tarde (Figura 2.2).

Nos grupos P24 e P36 foi inserido um implante de P, (CIDR) e administrado
2mg de BE no D5 e o tratamento superestimulatério iniciou no D9, semelhante ao grupo
Controle (133mg de FSHp em oito doses decrescentes de 12 em 12 horas). Junto com a quinta
e sexta dose de FSH (D11 pela manha e pela tarde) foram administrados 150ug de D-
Cloprostenol (PGF,, - Veteglan). O Grupo P24 teve o implante de P4 removido junto com a
sétima dose de FSH (D12 pela manhd), 24 horas apds a primeira aplicacdo de PGFy;
enquanto que o Grupo P36 teve o implante removido juntamente com a oitava dose de FSH
(D12 pela tarde), 36 horas ap0s a primeira aplicagdo de PGF,,. Doze horas ap6s a oitava dose
de FSH (D13) foram administrados 75mcg de lecirelina e as inseminagdes foram realizadas

12 e 24 horas apds, com as coletas ocorrendo no D20 pela tarde (Figura 2.2).

5 Gestran — Tecnopec, Sdo Paulo-SP, Brasil.

27



Controle

DO D9 D10 D11 D12 D13 D14 D20
1mlFSH
Estro amIFSH 3mIFsH  2mIFSH  2mipGF GnRH 1A
M- | | | [
T 1 | | | | | |
Estro dmlFSH 3mlFsH é::: :’2: ImlESH 1A Coleta
P24
DO D9 D10 D11 D12 D13 D14 D20
Estro amlFSH 3mlFSH i::gz: @ GnRH 1A
M | | | | |
T | | | | | | |
Estro dmIFSH  3mlFSH 2mlFsH Iml FSH 1A Coleta
2ml PGF
P36
DO D9 D10 D11 D12 D13 D14 D20
Estro amIFSH  3mlFSH ;:z::,:: ImlFSH GhrH 1A
M | l | | | l
T

| | | | | |
Estro amlESH 3mipsH  2MIFSH A Coleta
2ml PGF

Figura 2.2 — Tratamentos superovulatérios a que as vacas Curraleiras/Pé-duro foram
submetidas, protocolos convencional (Controle), com implante de P4
removido 24 (P24) e 36 horas apds a administragdo de PGF,, (P36). Circulos

sinalizam a insercao e a remog¢ao dos implantes de Pj.
M=manha e T=tarde

4.3 Avaliacoes Ultrassonograficas

Para avaliacdo da resposta superestimulatdria e superovulatéria foram feitos

exames ultrassonograficos para contagem de foliculos e corpos liteos. Foi utilizado um
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ultrassom scanner B Aloka SSD-500Vet® com um transdutor linear transretal de 7,5 MHz: no
D5, para a contagem de foliculos na emergéncia da onda folicular (foliculos de 3 a 5 mm); no
D12, para a contagem de foliculos superestimulados (foliculos >8 mm); no D15, para a
contagem de foliculos ndo ovulados (foliculos > 8 mm); e no D20, para a contagem do

nimero de corpos liteos antes da coleta dos embrides.

4.4 Coleta e Avaliacao dos Embrioes

Ao inicio do procedimento de coleta, as fezes foram removidas do reto e a drea
perineal foi lavada com dagua, sabdo, édlcool iodado e dlcool 70%. Antes da coleta dos
embrides, cada animal foi submetido a anestesia epidural com 3-5 ml de lidocaina a 2%.

Os embrides foram coletados por meio ndo cirdrgico via transcervical com
sonda de Foley. A lavagem uterina foi feita com 1 litro de solu¢do salina fosfatada modificada
(DMPBS7). Ao fim da coleta, as doadoras permaneceram com 80-100 ml de DMPBS intra-
uterino por 30-40 minutos para posterior recoleta de embrides, segundo, Castro Neto et al.,
(2005).

Os embrides recuperados foram avaliados em microscopio estereoscopico e
classificados de acordo com as normas da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrido (IETS, 1998), segundo o estddio de desenvolvimento (Mérula, Morula Compacta,
Blastocisto Inicial, Blastocisto, Blastocisto Expandido, Blastocisto em Eclosdo e Blastocisto
Eclodido) e segundo a qualidade (Graus 1, 2, 3, Degenerado e Nao-fecundado). Admitiu-se
que estruturas vidveis, seriam classificadas como Graus 1, 2 e 3, estruturas congeldveis Graus

1 e 2, e estruturas invidveis aquelas classificadas como Degeneradas ou Nao-fecundadas.

% Aloka CO. — Téquio, Japdo.
" DMPBS Flush — Nutricell, Campinas-SP, Brasil.
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4.5 Analise Estatistica

Os resultados de resposta superestimulatéria e da coleta dos embrides foram
avaliados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors e a homoscedasticidade pelo teste de
Cochran e analisados por meio de andlise de variancia e pelo teste de Duncan ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados de qualidade embriondria foram avaliados pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de significAncia de 5%. Foi utilizado o programa

estatistico SAEG® como ferramenta de auxilio para andlise dos dados.

8 Sistema para Analises Estatisticas 9.1/2007 — Funda¢@o Arthur Bernardes, UFV, Vigosa-MG, Brasil.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca (P>0.05) entre os tratamentos quanto ao ndmero de
foliculos na emergéncia da onda folicular, de foliculos ao fim da superovulacio, de foliculos
nio ovulados, de corpos liteos no momento da coleta dos embrides, bem como na taxa de

ovulacgao (Figura 2.3).
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30,0

25,0
20,0
(1
5 15,0
=
8
= 10,0
5,0
0’0 - -
Controle P24 P36
M Foliculosna emergéncia da onclal 16,3 +8,8 ' 16,1%7,7 - 17,2 #9,5
O Foliculos ao fim da SOV 12,6 £6,2 14,247,4 15,8 £7,6
I B Foliculosn3o ovulados I 3,7 2,8 I 2,8+2,1 3,943,1
B CorposLuteos na Coleta 11,3+5,8 12,345,6 11,9 45,4

Figura 2.3 — Média e Desvio Padrdo do nimero de foliculos na emergéncia da onda folicular,
de foliculos ao fim da superovulagdo, de foliculos ndo ovulados e de corpos
liteos no momento da coleta dos embrides em vacas Curraleiras/Pé-duro
submetidas aos tratamentos superovulatérios convencional (Controle), com
implante de P4 removido 24 (P24) e 36 horas apés a administracdo de PGFy,
(P36).

O ndmero de foliculos na emergéncia da onda folicular (Controle 16,3+8.8;

P24 16,1+£7,7 e P36 17,249,5) observado em vacas Curraleiras/Pé-duro nesse Experimento foi
similar entre os tratamentos. Em geral, animais Bos taurus e Bos indicus apresentam diferenca
na quantidade de foliculos recrutados (Baruselli et al., 2007), onde vacas Bos indicus recrutam
um ndmero maior de foliculos, como descrito por Carvalho et al. (2008). Nossos resultados
assemelham-se com os resultados encontrados por B6 et al. (1996) ao estudarem novilhas
meio sangue Hereford versus Angus (14,6+2,2) e por Martins (2007) com vacas Holandesas
(13,4+1,4) e foram diferentes dos encontrados por Singh et al. (2004) em vacas Hereford
(30,749,0) e Carvalho (2004) em vacas Gir (26,5+3,1) e Nelore (39,7+4,9), sugerindo que
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vacas Curraleiras/Pé-duro possuem um nimero de foliculos no momento da emergéncia da
onda similar ao de vacas Bos taurus de ragas comerciais. Uma provavel explicacio seria uma
maior concentragdo plasmatica de IGF-I e menor concentragao de FSH em vacas zebuinas do
que em vacas taurinas (Alvarez et al., 2000; B6 et al., 2003). Apesar desses hormodnios nao
terem sido dosados neste experimento, esta pode ser uma possivel explicagdo para a menor
quantidade de foliculos na emergéncia da onda para vacas taurinas quando comparadas com
zebuinas, ademais, mais estudos devem ser conduzidos com o objetivo de caracterizar a
dinamica folicular de vacas Curraleiras/Pé-duro.

A quantidade de foliculos ao fim da superovulacdo foi semelhante entre os
grupos, possivelmente devido ao uso da mesma dose de FSHp (133 mg) e pela semelhanca do
modo de administracdo. O nimero de foliculos ao fim da superovulacdo foi de 12,6+6,2;
14,2+7.4 e 15,847,6 nos grupos Controle, P24 e P36 respectivamente, sugerindo que a
resposta superestimulatdria poderia ser maior, como descrito por Nasser et al. (1993) e Nasser
(2006) em vacas Bos indicus (18,4+3.,4 e 23,0+3,7, respectivamente) e por B6 et al. (1996)
utilizando animais Bos taurus (18,6+2,5). O grupamento genético Curraleiro/Pé-duro
origindrio das ragas Mirandesa em Portugal (Rodrigues, 1981) e Alistana-Sanabresa na
Espanha (Belda, 1984), que passaram por selecdo natural, apresentam alta eficiéncia
reprodutiva, de 1 bezerro/vaca/ano (Belda, 1984; Mariante et al., 1999), entretanto, ndo se
conhece a resposta fisioldgica destes animais a tratamentos superestimulatdrios, seja do
Curraleiro/Pé-duro, ou das racas de origem. Talvez seja possivel que estes animais
apresentem resposta distinta do que animais comerciais aos hormonios administrados, sendo
diferente o limiar de acdo hormonal, quantidade de foliculos recrutados por onda folicular,
tamanho dos foliculos dominantes ao fim da superestimulacdo e etc. Seja por sua origem (Bos
taurus ibericus, segundo Serrano et al., 2004), ou pela distancia genética que estes animais
apresentam de animais taurinos e zebuinos. Portanto, existe a necessidade de mais estudos
visando a adaptagdo de doses e protocolos de superovulacao em vacas de racas naturalizadas.

A quantidade de foliculos nao ovulados, de corpos liteos no momento da
coleta, bem como a taxa de ovulagdo foram semelhantes entre os tratamentos, possivelmente
devido a inducdo da ovulacdo com analogo de GnRH ter sido realizada no mesmo momento
em todos os grupos experimentais. O nimero de corpos liteos no momento da coleta dos
embrides obtido neste Experimento com vacas Curraleiras/Pé-duro foi de 11,3+5,8; 12,3+5,6

e 11,945,4 nos grupos Controle, P24 e P36 respectivamente, sugerindo que esta resposta
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superovulatéria, assim como a resposta superestimulatéria, poderia ser otimizada. Carvalho
(2004) e Bo et al. (1996), obtiveram 22,4+0,5 e 16,6+3,4 corpos ldteos, respectivamente,
mostrando que poderiamos conseguir um ndmero maior de corpos liteos ao fim da
superovulagdo, haja visto que a literatura descreve resposta superior seja em Bos indicus
como em Bos taurus. Entretanto, por se tratar de animais naturalizados brasileiros, pode-se
especular que esta realmente seja a reposta superovulatéria e superestimulatdria ideal para
estes animais, talvez, devido a alimentacao deficiente que esses animais tiveram.

A taxa de ovulacdo foi semelhante (P>0,05) entre os tratamentos Controle
(88,6%); P24 (90,4%) e P36 (77,8%). Diferentemente de Martins (2007) que ao utilizar os
protocolos P24 e P36 em vacas Holandesas de alta producdo, obteve taxa de ovulacdo de
49,9% e 60,9% em P24 e P36 respectivamente reduzindo assim a quantidade de corpos luteos.
Porém, como discutido pelo autor, o protocolo P36 apresentou taxa de ovulagdo superior,
justificada pela manutencao da correta modulacdo dos pulsos de LH, concentrando assim as
ovulagdes no periodo correto.

A semelhanga entre os tratamentos para todas as varidveis da resposta
superestimulatoria estudadas neste Experimento também foi observado em outros
experimentos como apresentado por Nasser et al. (1993), Carvalho (2004), Nasser (2006) e
Martins (2007). Sugerindo que o comportamento fisiolégico a protocolos de superovulacdo
em vacas Curraleiro/Pé-duro nao se distancia do que € observado na literatura em animais de
racas comerciais, mostrando assim, a efici€éncia reprodutiva de animais naturalizados.

Quanto a producdo embriondria, o nimero de estruturas totais foi maior
(P<0,05) nas vacas superovuladas com o protocolo P24 do que nas superovuladas com o
protocolo de cio base (Controle) e o nimero de estruturas vidveis foi maior (P<0,05) nos
tratamentos P24 e P36 do que no Controle. Contudo, nao houve diferenca (P>0,05) na taxa de
recuperagdo; no numero de estruturas congeldveis e no nimero de estruturas invidveis entre os

diferentes tratamentos, como apresentado na Figura 2.4.
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Figura 2.4 — Média e Desvio Padrao de estruturas totais, estruturas vidveis, estruturas
congeldveis e estruturas invidveis em vacas Curraleiras/Pé-duro submetidas aos
tratamentos superovulatérios convencional (Controle), com implante de P4
removido 24 (P24) e 36 horas ap6s a administragdo de PGF,, (P36).

> _ I etras diferentes na mesma varidvel apresentam diferenga (P<0,05) para teste de Duncan.

Diferentes estudos mostram respostas de producdo embriondria distintas
quando se utilizam protocolos P24 e P36 para animais Bos taurus ou Bos indicus (Martins et
al., 2005; Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2007; Martins, 2007). Independente disto,
ambos os tratamentos foram melhores que o grupo Controle, seja estatisticamente ou em uma
pequena diferenca numérica, comprovando que os protocolos P24 e P36, sem observagao de
estro, sdo capazes de produzir mais embrides em vacas Curraleiras/Pé-duro, assim como em
vacas zebuinas (Nasser, 2006) e taurinas (B¢ et al., 1996).

Apesar da taxa de recuperacdo embriondria ter sido menor para o grupo

Controle (48,8+26,6%) do que para os grupos P24 e P36 (60,9+30,5% e 58,2+26,7%
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respectivamente), ndo houve diferenca (P>0,05) para esta varidvel entre os tratamentos.
Contudo, a menor taxa de recuperacdo do grupo Controle pode explicar a menor quantidade
de estruturas totais e vidveis deste grupo. Além disso, a menor quantidade de estruturas
vidveis apresentada pelo grupo Controle pode estar ligada a concentragdo de progesterona
(Silva et al., 2002) que foi menor neste grupo, suportada apenas pelo CL formado na Pré-
sincronizagdo, diferentemente dos grupos P24 e P36 que além do CL da pré-sincronizagao,
também tinham liberacdo de progesterona exdgena pelo implante. Silva et al. (2002)
mostraram a clara relacdo do efeito da maior concentracdo plasmdtica de progesterona e a
maior producdo e qualidade embriondria em animais Bos taurus. Mesmo ndo tendo sido feita
a dosagem plasmdtica de P4 neste Experimento, o provdvel aumento de P, devido a presenca
do implante, pode ser uma causas das vacas superovuladas com P24 e P36 terem apresentado
uma produ¢do embriondria maior do que as superovuladas com o protocolo considerando o
cio base. Ademais, Carvalho et al. (2008) ao estudarem o efeito da concentracdo de
progesterona em tratamentos de inseminacdo artificial em tempo fixo (com base em implante
de progesterona) em animais Bos taurus, Bos indicus e Bos taurus x Bos indicus, observaram
que animais Bos indicus possuem concentragdo sérica de P4 maior do que animais taurinos e
mesticos. Os autores discutiram que animais Bos indicus possuem menor velocidade para
metabolizar a P4. Portanto, o protocolo P24 seria mais indicados para animais Bos indicus,
pois estes manteriam a concentracdo de progesterona elevada por mais tempo, de acordo com
seu metabolismo, razdo para a antecipacdo da retirada do implante de P, nesses animais,
permitindo que os pulsos de LH se mantenham mais freqiientes e ndo prejudiquem o
desenvolvimento dos foliculos (Baruselli et al., 2007). Por outro lado, o protocolo P36 seria
mais indicado para animais Bos taurus. Por terem o metabolismo mais acelerado, estes
animais metabolizam a progesterona mais rapidamente. Desta forma, mantendo-se o implante
de P4 por mais tempo, a influéncia da progesterona sobre a modula¢do dos pulsos de LH seria
suficiente para evitar que ocorra ovulacdo antes do momento ideal de maturacdo do
foliculo/ovécito (Barros & Nogueira, 2001, Baruselli et al., 2006, Martins, 2007, Baruselli et
al., 2007; Carvalho et al., 2008).

A distribuicdo da qualidade dos embrides (teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis) foi semelhante (P>0,05) para ambos os tratamentos (Figura 2.5). Entretanto, a
proporcdo entre o nimero de embrides vidveis e totais foi de 63,6% para o Grupo Controle,

63,8% para P24 e 73,3% para P36, sugerindo um possivel efeito benéfico do maior tempo de
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exposicao

N

a progesterona sobre a qualidade dos embrides produzidos por vacas

Curraleiras/Pé-duro, semelhante ao que ocorre com animais taurinos.
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Figura 2.5 — Distribui¢do (em valores absolutos) da qualidade dos embrides coletados de

vacas Curraleiras/Pé-duro submetidas aos tratamentos superovulatérios
convencional (Controle), com implante de P4 removido 24 (P24) e 36 horas
apods a administracdo de PGF,, (P36).

™ Nao significativo para teste de Kruskal-Wallis (P>0,05)

De uma maneira geral, os animais Bos taurus e Bos indicus respondem de

forma distinta a estes diferentes protocolos de superestimulacdo, onde P24 ou P36 seriam os

protocolos mais indicados para animais Bos indicus e P36 para animais Bos taurus (Baruselli

et al., 2006; Barros et al., 2007), principalmente quando se trata de vacas Holandesas de alta

producdo (Martins et al., 2005; Martins, 2007). Segundo Egito et al. (2007), o grupamento

Curraleiro/Pé-duro encontra-se geneticamente entre as ragas Jersey e Holandesa (Bos taurus)

e as racas Nelore, Gir e Guzerd (Bos indicus), mas com maior proximidade das ragas taurinas.

Os resultados de resposta superestimulatoria e de producdo embriondria obtidos neste

Experimento revelaram que fisiologicamente as vacas Curraleiras apresentaram uma resposta

mais proxima a de animais taurinos do que zebuinos.
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6 CONCLUSOES

As vacas do grupamento genético Curraleiro/Pé-duro tiveram um
comportamento fisiolégico comum a bovinos de ragas taurinas quanto a resposta
superovulatoria e produgdo embriondria. Nesse aspecto, poder-se-a direcionar estudos visando
a adaptacdo de protocolos de producdo in vivo de embrides em ragas localmente adaptadas
visando o enriquecimento de bancos de germoplasma.

Os protocolos P24 e P36 se mostraram superiores ao protocolo com cio base
(Controle) quanto a producdo e qualidade embriondria. Portanto, os resultados sugerem que
seria mais indicado o uso dos protocolos de superovulagcdo P24 ou P36 do que protocolos sem
utilizacdo de implante de progesterona em vacas Curraleiras/Pé-duro. Entretanto, devido a
maior propor¢do entre estruturas congeldveis e totais alcangada com o uso do protocolo P36
sugere-se que este protocolo seja o mais indicado quando se visa o enriquecimento de bancos

de germoplasma.
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