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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

RESPOSTA SUPEROVULATORIA DE VACAS EM LACTACAO TRATADAS COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROGESTERONA

AUTOR: ANA PAULA MARTINI
ORIENTADORA: MARA IOLANDA BATISTELLA RUBIN
CO-ORIENTADOR: JAMES RICHARD PURSLEY

Santa Maria, 23 de fevereiro de 2015

Protocolos de superovulacdo com diferentes concentracdes de progesterona foram
avaliados sobre o percentual de foliculos ovulados em vacas leiteiras de alta
producédo. Vinte e cinco fémeas foram distribuidas em grupo controle (néo tratadas;
n=5) e quatro tratamentos com uso de dispositivos intravaginais de progesterona
(CIDR): CIDR novo ou usado, por 4 ou 5 dias (h=5 em cada tratamento). Todas as
vacas receberam prostaglandina F2a (PGF) e GnRH via IM. No Dia 10 (D10) do
ciclo estral iniciou o tratamento com hormdnio foliculo estimulante (FSH) em 9 doses
decrescentes, por 4,5 dias. Concomitante com a 5% e 62 aplicacdo de FSH as vacas
receberam PGF. Os ovarios foram avaliados diariamente por ultrassonografia
transretal para determinar o inicio da segunda onda folicular, o recrutamento e
crescimento dos foliculos, bem como o monitoramento das ovula¢cdes. O CIDR
usado por 4 dias resultou em maior percentual de foliculos ovulados entre 36 e 60h
apos a remocao do dispositivo (94,9%; P<0.0001) comparado ao controle (49,5%) e
tratamentos: CIDR usado 5 (68,3%), CIDR novo 4 (52,8%) e CIDR novo 5 (70,6%). A
inseminacao artificial deste protocolo € recomendada entre 24 a 36h apds a retirada
do CIDR usado por 4 dias. O numero de foliculos das vacas controle (38+9,27),
CIDR usado 4 (31,4+6,8), CIDR novo 4 (31+4,6), CIDR usado 5 (33,41+8,4) e CIDR
novo 5 (38,6+10,6) foi similar (P=0.739). Confirma-se a hipétese de que baixo nivel
de progesterona exogena durante o tratamento com FSH permite pulsos de
hormonio luteinizante suficientes para inducdo da ovulagéo.

Palavras-chave: niveis de progesterona, ovulacdo, superovulagéo, transferéncia de
embriGes, vacas leiteiras.
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The efficiency of superovulation protocols with different levels of progesterone in
dairy cows was evaluated on the ovulated follicles rate. Twenty five high producing
female were distributed in control group (n = 5), and four treatments with
progesterone device (CIDR). Used CIDR for 4 and 5 days, new CIDR for 4 and 5
days (n=5 in each treatment). All cows received a pre synchronization with
prostaglandin F.a (PGF) and GnRH. On Day 10 of the estrous cycle started the
follicle stimulating hormone (FSH) treatment in nine decreasing doses for 4.5 days.
Two applications of PGF were also used along with the 5" and 6" FSH injection.
Ovaries were evaluated daily by transrectal ultrasonography to determine the start of
the second follicular wave, evaluation of recruitment, follicles growth, also for
monitoring the ovulation. Superovulation with used CIDR 4 resulted in a higher
ovulation rate between 36-60h after device removal (94.9%, P <0.0001) compared to
the control group (49.5%), used CIDR 5 (68.3%), new CIDR 4 (52.8%), or new CIDR
5 (70.6%). Thus, artificial insemination could be performed within 24-36h after
removal the used 4 days CIDR. The number of follicles in control cows (38 + 9.27)
was similar (P=0.739) to used CIDR 4 (31.4 = 6.8), new CIDR 4 (31 + 4.6), used
CIDR 5 (33.4 £8.4), or new CIDR 5 (38.6 + 10.6). Our finds supported the hypothesis
that low levels of exogenous progesterone during superovulation were sufficient to
allow pulses of luteinizing hormone to enable ovulation induction.

Keywords: low progesterone, ovulation, superovulation, embryo transfer, dairy
cattle.
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1 INTRODUCAO

O constante desenvolvimento dos rebanhos comerciais e da industria leiteira
impOe desafios nas atividades de manejo e cuidados das vacas em lactacéo, pois
varios fatores contribuem para a reduzida eficiéncia reprodutiva de grandes
rebanhos (LUCY, 2001). Para melhorar e aumentar a produgdo dos animais em
rebanhos comerciais, a transferéncia de embriées (TE) € a técnica mais empregada,
pois multiplica animais de alto valor genético (BO et al., 2002; CHEBEL et al., 2008).
Mesmo existindo um decréscimo reconhecido na concepcéo dos rebanhos leiteiros
nos ultimos 30 anos (LUCY, 2001), o numero médio de embries coletados continua
imprevisivel e inconsistente pela superovulacdo em bovinos (MAPLETOFT et al.,
2002). Adicionalmente, a média de embrides transferiveis de vacas
reprodutivamente saudaveis manteve-se inalterado tanto para vacas leiteiras
(HASLER, et al., 1983) quanto para vacas de corte (LOONEY, 1986), mantendo a
média de 6,4 e 6,2 embrides, respectivamente (LUCY, 2001). Uma andlise
conduzida por Hasler (2006), sobre a média de embrides recuperados apds coleta
em quatro programas comerciais diferentes, ndo revelou alteracbes durante o
periodo de 20 anos.

O desenvolvimento de formas eficientes de colheita, fertilizagdo, cultivo e TE
apresenta vantagens potenciais, pois as referidas biotécnicas possibilitam diminuir o
intervalo de geracdo, produzir fémeas com teste de progénie, utilizar fémeas
superiores como doadoras, aumentar o numero de descendentes por fémea atr
de nascimentos mudltiplos controlados e transportar embribes com genetica
selecionada para lugares distantes (FOOTE & ONUMA, 1970).

As tentativas para aumentar a taxa de ovulacdo e o numero de embrifes
viaveis, utilizando diferentes preparacdes hormonais e tratamentos, foram
conduzidas em varios estudos (ARMSTRONG, 1993; MAPLETOFT et al., 2002). A
sincronizag¢do da emergéncia folicular € uma alternativa para iniciar a superovulacéo
com reduzida influéncia da variagdo na resposta superovulatéria (MAPLETOFT,
2002; NASSER et al., 2011). Adicionalmente, ha caréncia de estudos que abordam o
uso de diferentes concentracbes de progesterona enddgena nos tratamentos
superovulatérios, resposta ovulatoria e qualidade dos embrides, e neste sentido
fundamenta-se as atividades propostas desta pesquisa (KAFI & MCGOWAN, 2012).
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Portanto, a melhor compreensdo do processo de crescimento folicular permite o
desenvolvimento de tratamentos eficazes para melhorar a resposta superovulatoria
em vacas leiteiras submetidas & TE (SEIDEL, 1984; BO et al., 2002).

Nossa hipotese é que baixo nivel de progesterona exdégena durante o
tratamento com FSH ird permitir pulsos de LH suficientes para induzir a ovulagdo em
curto espaco de tempo. O objetivo deste estudo foi comparar a eficiéncia de
protocolos de superovulacdo com alta e baixa concentracdo de progesterona sobre
o numero de foliculos ovulados em menor intervalo de tempo e aumento da taxa de

ovulacdo em vacas leiteiras.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo estral e dinamica folicular

O ciclo estral bovino é dividido em fase folicular e fase luteinica. A primeira
inicia com a regressdo do corpo luteo e estende-se até a ovulacdo. J4 a fase
luteinica compreende o periodo de atividade do corpo luteo (CL) e producdo de
progesterona (HAFEZ, 2005).

A emergéncia da onda folicular é definida como o recrutamento simultaneo de
foliculos de 4 a 5 mm de diametro, seguido pela selecdo, dominancia e atresia dos

foliculos subordinados (Figura 1).
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Figura 1 — Processo de crescimento, desvio e dominadncia de uma onda de crescimento
folicular e demonstracdo do perfil de concentracdo do FSH e diametro dos foliculos pelo

numero de dias do ciclo (Adaptado de Ginther, 1997).
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Contudo, o ciclo estral da vaca pode apresentar, na maioria dos casos, 2 ou 3
ondas foliculares. A emergéncia da onda é iniciada no Dia 0 (dia da ovulag&o) e,
aproximadamente, no Dia 10, em ciclos de duas ondas foliculares (GINTHER et al.,
1989) (Figura 2), e em ciclo de trés ondas a emergéncia ocorre no Dia 0 e,
aproximadamente, nos dias 8 e 15 (MAPLETOFT, 2002). Porém, somente a ultima
onda de crescimento folicular resultard em ovulacdo (AERTS & BOLS, 2010), sendo
que o destino de 99,9% dos foliculos primordiais € a atresia (MORITA & TILLY,
1999).

LH

Estrogeno

Figura 2 — Ciclo estral bovino apresentando duas ondas de crescimento folicular (Arquivo

pessoal).

2.1.1 — Recrutamento

A regressdo do Foliculo Dominante (FD) durante uma onda folicular ou a
ovulacdo no final de um ciclo estral gera uma elevacao transitoria de hormdnio

foliculo estimulante (FSH) circulante. Isto ocorre devido a diminuicdo dos niveis de
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estrogeno e inibina sintetizados pelo foliculo que, por um mecanismo de
retroalimentacéo (feedback) negativa, atuam no aumento temporario de secrecdo de
FSH pela hipofise. O FSH atua como um fator de sobrevivéncia precoce dos
foliculos antrais, e é nesta fase que a maioria dos foliculos, sob condicbes
fisiologicas, entram em atresia (CHUN et al., 1996). Portanto, o FSH é o principal
responsavel pelo recrutamento de um novo grupo de foliculos antrais que iniciardo a
proxima onda (AERTS & BOLS, 2010).

2.1.2 — Selecao

Apébs o recrutamento, os foliculos sdo submetidos ao processo de selecao.
Geralmente, neste processo um foliculo atingira a dominancia e se tornara o FD,
enquanto os demais regridem (GINTHER et al., 2000; AERTS & BOLS, 2010). O
aumento transitério dos niveis de FSH é responséavel pelo inicio do desenvolvimento
de foliculos de aproximadamente 4-5mm e apds os niveis diminuem (KULICK et al.,
1999). Adicionalmente, a producédo e secrecdo de estradiol e inibina pelos foliculos
em crescimento resulta em supressao da liberacdo de FSH, embora estes foliculos
ainda dependam de FSH para o seu desenvolvimento (GIBBONS et al., 1999). O
decréscimo dos niveis de FSH basais resultara em selecdo de um foliculo que
apresenta a capacidade de se desenvolver em baixos niveis de FSH circulante e
evitar o desenvolvimento de um novo grupo de foliculos. Esta capacidade é atribuida
a uma transicdo da dependéncia do FSH para o horménio luteinizante (LH). Os
receptores de LH surgem quando o foliculo atinge aproximadamente 8mm de
diametro (MIHM et al., 2006). O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) é
responsavel pela proliferacdo celular, sensibilizacdo das células do foliculo ao FSH e
LH e a esteroidogenese. Considerando que o foliculo dominante possui maior
concentracdo de IGF-1 livre, consequentemente maior biodisponibilidade de
receptores de FSH, o FD apresenta maior acdo das gonadotropinas para
estimulacdo do crescimento e diferenciacdo folicular, resultando na dominancia
(RIVERA & FORTUNE, 2001).
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2.1.3 — Dominancia

Quando o maior foliculo da onda atinge um diametro de aproximadamente
8,5mm ocorre a diferenciacdo entre o futuro FD e os foliculos subordinados (Figura
3). Este momento foi definido por Ginther et al. (1997) como “desvio”, ao realizarem
a pesquisa no qual o maior foliculo da onda foi aspirado antes do desvio, resultando
em dominancia do segundo maior foliculo. Portanto, antes do desvio folicular os
foliculos de maior didametro poderiam se tornar o FD. Os mecanismos exatos para a
selecéo e desvio ainda devem ser elucidados (AERTS & BOLS, 2010).
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Figura 3 — Processo de divergéncia folicular de uma onda de crescimento folicular (Adaptado
de Ginther, 1997).

O efeito do GnRH é determinado pela sua frequéncia de pulsos: frequéncias
rapidas promovem liberacdo de LH e frequéncias lentas promovem a liberagdo de
FSH (WILDT et al., 1981; NICOL et al., 2008). Em contrapartida, a progesterona de
forma aguda inibe a frequéncia dos pulsos de GnRH (BERGFELD et al., 1996;
MCCARTNEY et al.,, 2007). Ja o estradiol pode exercer tanto feedback negativo
quanto positivo sobre a secrecdo de gonadotrofinas; quando sua concentracao esta
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abaixo do limiar das concentracdes plasméticas € negativo e quando esta acima do
limite € positivo (WILTBANK et al., 2002), resultando em elevada secrecdo de LH. O
pico de LH induz a ovulacdo e luteinizacdo, na auséncia de um CL funcional. Por
outro lado, a sintese de estradiol também é influenciada por LH e FSH, pois a
producdo de receptores de andrégenos nas células da teca é estimulada pelo LH
(FORTUNE, 1994). No entanto, a producao de estradiol ndo parece ser fundamental
no mecanismo de selecdo do foliculo, pois as concentracdes variam de acordo com
o estado fisiolégico da vaca (DRIANCOURT, 2001).

2.1.4 — Ovulacéo

Os pulsos de LH pré-ovulatério sdo importantes no processo de maturacao e
ovulacdo do foliculo. Em resposta ao pico de LH na metade do ciclo estral, as
prostaglandinas da série E, produzidas pelos foliculos, atuam na ruptura do foliculo e
na liberacdo de odcitos (FILION et al., 2001). Além disso, presume-se que o LH
estimula e prepara as células da granulosa e da teca para a luteinizacdo (SMITH et
al., 1994). O primeiro FD do ciclo geralmente emerge enquanto o CL est4 ativo. Este
CL produz progesterona que afeta negativamente a frequéncia de pulsos de LH
resultando em atresia do FD que é dependente de LH no meio do ciclo. A lutedlise
durante a dominancia do segundo FD resultara em ovulacdo. Porém, se o CL
permanecer ativo, a secre¢cdo de progesterona realizard a supressdo do LH
resultando na regressao da segunda onda. O FD so6 vai se beneficiar do aumento de
frequéncias de pulso LH na fase folicular, que irA promover a maturacdo e
finalmente, a ovulacdo (MIHM & AUSTIN, 2002).

2.2. Controle da dinamica folicular para a superovulacao

O intenso progresso observado na manipulagdo do ciclo estral, na
sincronizacdo do desenvolvimento folicular e da ovulacdo colabora para a rapida

difusdo de material genético e melhoramento da producédo de carne e leite. Portanto,
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compreender os fendbmenos fisioldégicos associados ao crescimento folicular e a
ovulacdo ¢é fundamental para otimizar as biotécnicas da reproducdo e,
consequentemente, a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos (BARUSELLI et al., 2006).

A sincronizacdo da emergéncia folicular € uma alternativa para iniciar o
tratamento superovulatério no intuito de reduzir o efeito da variabilidade da resposta
superovulatéria (GORDON, 2005; MAPLETOFT, 2006). Os protocolos comumente
utilizados para sincronizar a emergéncia da nova onda folicular na América do Sul
empregam estradiol (E2) e progesterona/progestagenos (Ps) (BO et al., 1995;
MAPLETOFT et al., 2002). O estradiol tem a funcao de suprimir a liberagdo de FSH
e induzir a atresia folicular. Nestes protocolos, a nova onda emerge
aproximadamente 4 dias ap0s o inicio do tratamento com E2 e P4 e coincide com o
primeiro dia de tratamento com FSH na superovulacdo (BO et al., 1995;
MAPLETOFT & BO, 2012). Porém, o uso de estradiol é proibido em muitos paises
(LANE et al., 2008), como nos Estados Unidos da América, estimulando assim a
busca por alternativas. Uma possibilidade é o uso do GnRH. Neste caso, a
emergéncia da nova onda ocorrera um a dois dias apds o procedimento (PURSLEY
et al.,, 1995; BERGFELT et al.,, 1994). Porém, apenas 44-54% das vacas leiteiras
ovulam quando sincronizadas com GnRH em estédgios aleatdrios do ciclo estral
(BELLO et al., 2006).

O uso de dispositivos intravaginais de progesterona representa uma
ferramenta para controle do ciclo estral, especialmente quando usado em conjunto
com estrogenos. Varios dos primeiros trabalhos nessa area demonstraram
claramente que o dispositivo liberador de progesterona associado ao estrogénio
pode ser eficazmente utilizado para iniciar um programa de superovulacdo (BO,
1994). A incorporacéo de um dispositivo de progesterona no protocolo evita que a
doadora manifeste cio mais cedo. Em todos o0s casos, a inseminacao artificial (1A) é
realizada normalmente de 12 e 24h apés o inicio do estro (MAPLETOFT et al.,
2002).

No intuito de controlar a emergéncia da onda folicular também pode-se utilizar
0 método mecanico, isto €, realizacédo da aspiracdo do FD (BERGFELT et al., 1994;
MARTINEZ, 1999), realizada via transvaginal guiada por ultrassonografia. Estudos
anteriores sugerem que um foliculo dominante modifica adversamente o

recrutamento folicular, sendo que a superovulacdo é prejudicada quando as
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aplicagbes de FSH sao iniciadas na presenca de um FD (ROUILLIER et al., 1996;
WERHMAN et al., 1996). Porém, Stock et al. (1996) demonstraram que um FD n&o
afeta o recrutamento folicular em resposta ao FSH, mas pode ocorrer a ovulacdo do
foliculo dominante durante o tratamento.

Segundo Adams et al. (1994), tanto os foliculos da primeira onda folicular
guanto os da segunda onda folicular sdo capazes de responder ao tratamento
superestimulatério em novilhas. Adicionalmente, a melhor resposta superovulatoria
ocorre quando o tratamento € iniciado no dia anterior, ou no momento da
emergéncia de uma nova onda folicular (NASSER et al., 1993; ADAMS, 1994; BO et
al., 1995). Em decorréncia do tempo de surgimento da primeira onda (dia da
ovulacdo) e equivaléncia para iniciar a superovulacdo, o uso da primeira onda, em
vez de ondas foliculares subsequentes pode ser mais conveniente em programas de
superovulacdo, pois esta atividade demanda tempo inferior de tratamento, sendo
que o dia do estro pode ser utilizado como um ponto de referéncia consistente para
o inicio do tratamento (ADAMS et al., 1994). Embora existam protocolos para
controle do surgimento de uma onda folicular e ovulacdo ndo houve a eliminacéo da
variabilidade na resposta superovulatéria. Porém, a aplicacdo dos mesmos
apresentou um impacto positivo ao permitir o inicio de tratamentos em um tempo
pontual (BO et al., 2002; MAPLETOFT et al., 2006).

2.3. Técnica de superovulacao

Com o uso da ultrassonografia transretal para estudo da fisiologia ovariana foi
possivel estabelecer o padrdo de desenvolvimento das ondas foliculares em
diversas espécies de mamiferos (ADAMS, 1999). Com o advento desta técnica foi
possivel uma melhor compreensdo do processo de crescimento folicular permitindo
o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes no intuito de melhorar a resposta
superovulatéria de fémeas bovinas submetidas a protocolos de superovulacéo
(SEIDEL, 1981; SEIDEL, 1984; BO et al., 2002), podendo, por exemplo, observar
que a aplicacdo do FSH no momento da emergéncia da onda folicular resulta em

elevada resposta superovulatéria (NASSER et al., 1993).
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Em um sentido amplo, o processo de TE é constituido de uma sequéncia de
etapas, incluido a superovulacdo e a colheita dos embrides, com o objetivo de
transferir os embrides de uma fémea doadora saudavel com genética superior para
fémeas também saudaveis, como receptoras. O principal objetivo da TE € o aumento
da taxa de reproducédo de vacas de alto valor genético, pois uma fémea pode gerar
varios bezerros ao ano com o uso desta técnica (SEIDEL, 1981). Apls a
superovulacdo, o numero de embrides coletados € altamente correlacionado, como
esperado, com o numero de ovulacbes mensuradas a partir da contagem de corpos
lteos existentes nos ovarios (MONNIAUX et al.,, 1983). A superestimulacdo
depende diretamente do nimero, distribuicdo e tamanho das popula¢des de foliculos
antrais (DONALDSON, 1984). Assim, a producdo de embrides € dependente da
ovulacdo de um grupo de foliculos superestimulados.

Os primeiros trabalhos com programas superovulatdrios surgiram com Lester
Earl Casida, renomado pesquisador americano, e seus colaboradores, em 1943. A
superovulacdo é o elemento-chave da TE em bovinos, porém poucas alteracdes
ocorreram no modo de como a superovulacdo € praticada (ARMSTRONG, 1993). O
principio bésico da técnica € estimular o desenvolvimento folicular pela
administracdo intramuscular ou subcutanea de horménio foliculo-estimulante (FSH)
com o objetivo de aumentar o niumero de odcitos (Figura 4) ou embrides coletados
por doadora (FOOTE & ONUMA, 1970). Tradicionalmente, a superestimulacao
folicular em bovinos foi iniciada no meio do ciclo estral, isto é, do oitavo ao décimo
segundo dia do ciclo estral, coincidindo com o periodo da segunda onda do ciclo em
que os foliculos antrais estdo sendo recrutados (DONALDSON, 1984; BO, 2002).
Esta abordagem foi bastante confidvel e o numero de embrides viaveis e
transferiveis ndo variaram quando o tratamento superestimulatorio com FSH-P foi
iniciado entre os dias 9 a 13 do ciclo estral das doadoras, mantendo uma meédia de 6
embrides (DONALDSON, 1984). No entanto, a necessidade de estabelecer a data
do ultimo cio da doadora torna-se uma desvantagem deste protocolo. Porém, com o
uso da ultrassonografia pode-se monitorar o ciclo estral e o crescimento das ondas
foliculares minimizando esta desvantagem. Adicionalmente, o estabelecimento do
controle do desenvolvimento folicular e da ovulacéo, permite o inicio do tratamento
superestimulatério em um determinado momento do ciclo estral (BO et al., 2002),

como por exemplo, na emergéncia folicular (NASSER et al., 2011). Segundo Adams
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et al. (1994), os foliculos na primeira onda sdo tdo sensiveis ao tratamento com
gonadotrofina quanto os foliculos da segunda onda. Entretanto, poucos artigos
cientificos foram publicados para a compreensdo da dindamica do crescimento
folicular antes, durante e apds o periodo de superestimulacdo (KAFI & MCGOWAN,
2012).

Figura 4 — Imagem ultrassonogréafica do desenvolvimento folicular ovariano de uma vaca
tratada com FSH no decorrer dos 5 dias de protocolo de superovulacdo e 7 dias ap6és o
tratamento. A- Ovario no primeiro dia de protocolo. B- Ovario no segundo dia de protocolo. C- Ovario
no terceiro dia de protocolo. D- Ovério no quarto dia de protocolo. E- Ovario no quinto e Ultimo dia de

suplementacdo com FSH. F- Ovario com corpos luteos sete dias da superovulagéo (Arquivo pessoal).
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2.4. Preparacdes hormonais para a superovulagao

Para contornar as limitacdes fisioldgicas de uma ovulacéo por ciclo estral em
bovinos, a dindmica folicular pode ser modulada por administracdo exdgena de
gonadotrofinas. Nos programas de coleta e TE € wusual a utlizacdo de
gonadotrofinas especificas para promover mdultiplas ovulagcbes na vaca doadora
(AERTS & BOLS, 2010). A superestimulacdo ovariana em bovinos pode ser
realizada com gonadotrofina coribnica equina (eCG) ou horménio foliculo
estimulante (FSH), principalmente. Estas gonadotrofinas exdgenas diferem em
percentual de FSH/LH e tempo da meia-vida (MAPLETOFT et al., 2002).

A eCG é uma glicoproteina complexa com atividade nos receptores de FSH e
LH que tem por caracteristica meia-vida longa, mais de 40 horas, o que representa
uma vantagem pratica, visto que apenas uma administracdo induzira a
superestimulacdo ovariana (MURPHY & MARTINUK, 1991). No entanto, pode
ocorrer a hiperestimulacdo do ovario resultando em anovulacéo e perfis enddcrinos
anormais (MOOR et al.,, 1984). Para evitar a hiperestimulacdo, anticorpos contra
eCG (anti-PMSG) podem ser administrados na inseminacéo artificial (DIELEMAN et
al., 1993).

Por outro lado, a meia-vida do FSH é muito curta na vaca (5 horas)
necessitando aplicacdes frequentes para induzir a superovulacdo (MONNIAUX et al.,
1983). Com isto, os tratamentos preconizados indicam duas aplicacdes diarias de
FSH, pois resulta em maior resposta a superovulacdo do que apenas uma
administracdo ao dia (LOONEY et al.,, 1981; MONNIAUX et al., 1983). Muitos
profissionais utilizam doses decrescentes de FSH e administram PGF2q nO terceiro
dia do protocolo de superovulagédo para induzir a lutedlise e promover a ovulacdo e
estro. J& outros preferem tratar vacas com PGFz2a no quarto dia, e muitos nao
administram o FSH no dia ap6s a administracdo de PGFzq. Independentemente
disso, os protocolos tém induzido com sucesso a superovulacdo (MAPLETOFT &
BO, 2012).
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2.5. Progesterona exdgena no protocolo de superovulagéo

A progesterona pode afetar a qualidade do odcito através do seu efeito no
desenvolvimento do foliculo dominante. Concentracfes circulantes de P4 durante o
ciclo estral regulam a secrecao do GnRH, que por sua vez regula a frequéncia dos
pulsos de LH (FAIR & LONERGAN, 2012). O meio hormonal em que foliculos
crescem difere muito entre a primeira e segunda onda de desenvolvimento folicular.
Os foliculos da primeira onda desenvolvem-se sob baixas concentracdes sistémicas
de P4 devido a presenca de um CL em crescimento.

A pesquisa de Pfeifer et al. (2009) revelou que odcitos recuperados de vacas
Bos taurus taurus x Bos taurus indicus com baixa concentragéo de progesterona
plasmatica apresentam melhor qualidade e resultam em maior nimero de embribes
qgquando comparadas com doadoras que apresentavam maior concentracdo de
progesterona plasmética advindas de uma fonte exdgena de progesterona. Estes
autores concluiram que a supressdao dos pulsos de LH num ambiente de alta
progesterona € responsavel pelos efeitos prejudiciais sobre o desenvolvimento dos
od6citos e o crescimento folicular.

Em contrapartida, Nasser et al. (2011) relataram que a suplementacdo com
progesterona exdégena na emergéncia da primeira onda folicular melhora a qualidade
embrionaria durante o tratamento superestimulatério em vacas Nelore. Dados
semelhantes foram demonstrados por Rivera et al. (2011), pois a superovulagdo na
primeira onda de crescimento folicular associada ao ambiente de baixa concentragao
de progesterona resultou em menor qualidade de odcitos e de embribes em
comparacdo as vacas superovuladas em ambiente com alta progesterona. A alta
progesterona, tanto na primeira onda de crescimento folicular induzida por
progestagenos quanto na segunda onda de crescimento folicular permitiu a
producdo de oocitos de melhor qualidade para fertilizacdo e posterior
desenvolvimento embrionario em vacas holandesas em lactacdo. O efeito da P4
elevada durante o crescimento do foliculo ovulatério tem sido objeto de estudos por
outros grupos de pesquisa (BISINOTTO & SANTOS, 2011; WILTBANK et al., 2011).
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2.6. Fatores que afetam a resposta superovulatoria

O sucesso da superovulacdo é influenciado por muitos fatores. Agueles
fatores relacionados a doadora que sao raca, idade, paridade e historico reprodutivo
devem ser adicionados aos relacionados ao manuseio da preparagdo hormonal de
FSH, protocolo de superovulagéo, clima e nutricdo. Além disso, a qualidade do
sémen, momento da inseminacao artificial e habilidade do inseminador (HASLER,
2014). A superovulagdo nas doadoras é realizada pela administracdo de
preparacdes hormonais gonadotrOpicas cujas respostas superovulatorias
apresentam ampla variabilidade, tanto na taxa de ovulacdo quanto na producéo de
embribes viaveis. A imprevisibilidade desta resposta provoca graves problemas
logisticos que contribuem para o elevado custo da producdo de embrides em
programas convencionais de TE (ARMSTRONG, 1993).
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Dispositivo intravaginal de progesterona novo e usado na superovulagao de vacas

leiteiras

Superovulation of dairy cattle using new or used intravaginal progesterone device

Ana Paula Martini!, Gilson Antonio Pessoa?, Jodo Paulo N. Martins®, Dongliang Wang?,

Nanheng Mu?, James R. Pursley® e Mara I. B. Rubin®?*,

RESUMO

Protocolos de superovulacdo com diferentes concentracdes de progesterona foram
avaliados sobre o percentual de foliculos ovulados em vacas leiteiras de alta producédo. Vinte e
cinco fémeas foram distribuidas em grupo controle (ndo tratadas; n=5) e quatro tratamentos
com uso de dispositivos intravaginais de progesterona (CIDR): CIDR novo ou usado, por 4 ou
5 dias (n=5 em cada tratamento). Todas as vacas receberam prostaglandina F.o (PGF) e
GnRH via IM. No Dia 10 (D10) do ciclo estral iniciou o tratamento com horménio foliculo
estimulante (FSH) em 9 doses decrescentes, por 4,5 dias. Concomitante com a 5% e 62
aplicacdo de FSH as vacas receberam PGF. Os ovarios foram avaliados diariamente por
ultrassonografia transretal para determinar o inicio da segunda onda folicular, o recrutamento
e crescimento dos foliculos, bem como o monitoramento das ovulagdes. O CIDR usado por 4

dias resultou em maior percentual de foliculos ovulados entre 36 e 60h apo6s a remogdo do

! Departamento de Clinica de Grandes Animais, Hospital Veterinario Universitario, Universidade Federal De Santa Maria, Av. Roraima
1000, Camobi, 97.105-900 Santa Maria, RS, Brasil.
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Alegre, RS 90.040-060, Brasil.
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3Department of animal science, Michigan State University, Anthony Hall, Shaw Lane 474, East Lansing, M1 4882-1225, Estados Unidos.
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dispositivo (94,9%; P<0.0001) comparado ao controle (49,5%) e tratamentos: CIDR usado 5
(68,3%), CIDR novo 4 (52,8%) e CIDR novo 5 (70,6%). A inseminacdo artificial deste
protocolo é recomendada entre 24 a 36h apos a retirada do CIDR usado por 4 dias. O nimero
de foliculos das vacas controle (38+9,27), CIDR usado 4 (31,4+6,8), CIDR novo 4 (31%4,6),
CIDR usado 5 (33,4+8,4) e CIDR novo 5 (38,6+10,6) foi similar (P=0.739). Confirma-se a
hipbtese de que baixo nivel de progesterona exdgena durante o tratamento com FSH permite

pulsos de horménio luteinizante suficientes para inducgéo da ovulacgéo.

Palavras-chave: niveis de progesterona, ovulacédo, superovulagdo, transferéncia de embrides,

vacas leiteiras.

ABSTRACT

The efficiency of superovulation protocols with different levels of progesterone in
dairy cows was evaluated on the ovulated follicles rate. Twenty five high producing female
were distributed in control group (n = 5), and four treatments with progesterone device
(CIDR). Used CIDR for 4 and 5 days, new CIDR for 4 and 5 days (n=5 in each treatment).
All cows received a pre synchronization with prostaglandin Foa (PGF) and GnRH. On Day 10
of the estrous cycle started the follicle stimulating hormone (FSH) treatment in nine
decreasing doses for 4.5 days. Two applications of PGF were also used along with the 5™ and
6" FSH injection. Ovaries were evaluated daily by transrectal ultrasonography to determine
the start of the second follicular wave, evaluation of recruitment, follicles growth, also for
monitoring the ovulation. Superovulation with used CIDR 4 resulted in a higher ovulation rate
between 36-60h after device removal (94.9%, P <0.0001) compared to the control group

(49.5%), used CIDR 5 (68.3%), new CIDR 4 (52.8%), or new CIDR 5 (70.6%). Thus,
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artificial insemination could be performed within 24-36h after removal the used 4 days CIDR.
The number of follicles in control cows (38 + 9.27) was similar (P=0.739) to used CIDR 4
(31.4 £ 6.8), new CIDR 4 (31 + 4.6), used CIDR 5 (33.4 + 8.4), or new CIDR 5 (38.6 * 10.6).
Our finds supported the hypothesis that low levels of exogenous progesterone during
superovulation were sufficient to allow pulses of luteinizing hormone to enable ovulation

induction.

Key words: low progesterone, ovulation, superovulation, embryo transfer, dairy cattle.

INTRODUCAO

A onda de crescimento folicular é o desenvolvimento simultineo de muitos foliculos
ovarianos com didmetro entre 4-5mm, seguido pela selecdo, crescimento do foliculo
dominante e supressdo dos subordinados. Na vaca, o ciclo estral pode apresentar duas ou trés
ondas de crescimento, sendo o surgimento da onda no dia da ovulacdo (Dia 0) e também no
décimo dia em vacas com duas ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989).
Tradicionalmente, a superestimulacdo folicular em bovinos tem seu inicio na segunda onda do
ciclo estral, ou seja, 8°a 12° dia do ciclo estral, coincidindo com o periodo de recrutamento
dos foliculos antrais (DONALDSON, 1984).

A base da superovulacdo é estimular o desenvolvimento folicular pela administracéo de
horménio foliculo-estimulante (FSH) com o objetivo de obter grande nimero de embrides
viaveis em programas de transferéncia de embribes bovinos (FOOTE & UNUMA, 1970;
ARMSTRONG, 1993). No entanto, a resposta superovulatoria ainda promove grande

variabilidade na taxa de ovulacdo e producdo de embriBes viaveis (ARMSTRONG, 1993;
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MAPLETOFT et al., 2002). O sucesso da superovulacdo depende de fatores que podem
influenciar negativamente o resultado da técnica, como raca, idade, paridade e historia
reprodutiva. Além dos fatores que estdo relacionados a superovulagdo, 0 armazenamento dos
horménios, clima, nutricio e qualidade do sémen também influenciam na resposta
superovulatoria (MAPLETOFT et al., 2002; HASLER, 2014).

As tentativas para aumentar a taxa de ovulacdo e o numero de embrides viaveis,
utilizando diferentes preparacdes hormonais e tratamentos, foram conduzidas em varios
estudos (ARMSTRONG, 1993; MAPLETOFT et al., 2002). A sincronizacao da emergéncia
folicular é uma alternativa para iniciar a superovulacdo com reduzida influéncia da variagédo
na superovulacdo (MAPLETOFT, 2002). Adicionalmente, a superovulacdo é melhor quando
o tratamento € iniciado no dia, ou antes do inicio de uma nova onda folicular (NASSER, et al.
1993).

Existem poucas informacGes sobre a relacdo entre diferentes concentracbes de
progesterona nos tratamentos superovulatérios, resposta ovulatoria e qualidade dos embribes
(KAFI & MCGOWAN, 2012). Portanto, uma melhor compreensdo do processo de
crescimento folicular permite o desenvolvimento de tratamentos eficazes para melhorar a
resposta superovulatdria em vacas leiteiras (SEIDEL, 1984; BO et al., 2002). Nossa hip6tese é
que baixo nivel de progesterona exdgena durante o tratamento com FSH ira permitir pulsos de
LH suficientes para induzir a ovulagdo em curto espago de tempo. O objetivo deste estudo foi
comparar a eficiéncia de protocolos de superovulagdo com alta e baixa concentra¢do de
progesterona sobre o nimero de foliculos ovulados em menor intervalo de tempo e aumento

da taxa de ovulagdo em vacas leiteiras.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de fevereiro a abril de 2014, na Nobis Dairy Farm em St.
Johns, Michigan, Estados Unidos da Ameérica, com vacas ordenhadas trés vezes ao dia e
producdo média de leite de 40 kg/vaca/dia. Alojadas em galpdes free stall, as fémeas recebiam
na alimentacdo racdo completa composta de silagem de milho, grdos de milho e alfafa,
formulada para atender as exigéncias nutricionais de vacas leiteiras (NRC, 2001). Vinte e
cinco vacas Holandesas, sadias e ciclicas, foram distribuidas aleatoriamente em grupo
controle (ndo tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona (P4 = CIDR®, Pfizer
Saude Animal, New York, NY, USA) e 4 tratamentos (Figura 1). Todas as fémeas receberam
uma pré-sincronizacdo que consistia na aplicacdo intramuscular de 500mg de prostaglandina
F2a (cloprostenol sodico, Estrumate®, Schering-Plough Saude Animal, Unido, NJ, EUA) no
dia -2 (D -2) e -1 (D -1), seguida da aplicacdo intramuscular de 100ug de um anélogo do
GnRH (gonadorelina diacetato tetrahidratada, Fertagyl®, Merck Animal Health, Desoto, KS,
EUA) no dia zero (D 0), para promover o inicio de uma nova onda folicular.

Para promover a superovulacdo (SOV) cada fémea recebeu um total de 400 mg de FSH
(NIH-FSH-P, Folltropin ®, Bioniche Life Sciences Inc, Belleville, ON, Canada) administrado
em nove doses decrescentes, via intramuscular, de 12 em 12h, por 4,5 dias. A primeira
aplicacdo de FSH foi efetuada no dia 10 (D10) do ciclo estral, 10 dias ap6s a aplica¢do do
anadlogo do GnRH. Dispositivos intravaginais de progesterona novos ou usados foram
introduzidos concomitantemente a primeira aplicacdo de FSH, permanecendo por 4 ou 5 dias,
de acordo com os seguintes tratamentos: grupo controle (sem CIDR; n = 5), CIDR usado por
4 dias (n=5), CIDR novo por 4 dias, CIDR usado por 5 dias (n = 5), ou CIDR novo por 5 dias
(n =5). Os dispositivos de progesterona usados foram utilizados por 7 dias previamente a este

estudo, lavados e desinfectados com clorexidine. Os dispositivos usados foram considerados
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de baixa progesterona enquanto que os dispositivos novos foram considerados de alta
progesterona. Uma aplicacdo intramuscular de 500mg de prostaglandina F2 o IM foi efetuada
para induzir a regressao do corpo luteo (CL) juntamente com a quinta e sexta administracéo
de FSH (D 12) e, também, 7 dias ap06s a Ultima injecdo de FSH.

As fémeas foram submetidas a exame ultrassonografico (US), via transretal, com uso do
aparelho MyLab ™ One (Esaote Pie Medical, Genova, Itdlia) com transdutor de arranjo linear
(10 MHz) no D -2 para avaliacdo dos ovarios quanto a presenca de corpos luteos e foliculos.
No DO verificou-se a regressdo do CL e presenca de foliculos pré-ovulatérios. JA no D 3
avaliou-se a ovulacdo e regressao do corpo luteo da onda anterior. Nos dias 7, 8 e 9 0 exame
ultrassonografico foi efetuado para monitoramento da segunda onda folicular. O exame de
ultrassom foi conduzido uma vez ao dia a partir do D 10 até o D 13 para monitorar o
crescimento folicular e duas vezes ao dia, a partir do Gltimo dia de tratamento com FSH (D
14), por 4 dias para verificar o niamero de foliculos ovulados. Sete dias ap6s o inicio das
ovulacdes novo exame US foi realizado para contagem do ndmero de CL. Diariamente, 0s
foliculos e corpos luteos foram medidos e os dados registrados em um mapa ovariano
individual por vaca.

Os dados individuais das variaveis paramétricas (dias em lactacdo, producédo de leite e
namero de lactacfes) das unidades experimentais foram submetidos ao teste de normalidade
D’ Agostino e Pearson e para comparagdo de médias, o teste Tukey, com nivel de
significancia de 5%. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado nos dados da variavel ndo
paramétrica de escore corporal com nivel de significancia de 5%. As varidveis nimero de
foliculos, nimero e percentual de foliculos ovulados foram submetidos a andlise de variancia
utilizando multiplas comparagdes pelo do teste de Bonferroni, a nivel de significancia de 5%,
com o programa Graph Pad Prism versdo 4.00 para Windows, Graph Pad Software, San

Diego, California.
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RESULTADOS

A producdo de leite, numero de lactacBes e escore de condicdo corporal tiveram
distribuicdo normal e foram similares (P>0,05) entre o grupo controle e demais grupos. Nao
houve interferéncia na resposta superovulatoria das doadoras quanto a producéo de leite (P =
0.92), nimero de lactacGes (P = 0.85) e escore de condicdo corporal (P = 0.98).

O numero médio total de foliculos por grupo foi similar (P= 0.739) entre as fémeas do
grupo controle (38,0 £ 9,27) e fémeas tratadas com CIDR usado 4 (31,4 + 6,8), CIDR novo 4
(31,0 + 4,6), CIDR usado 5 (33,4 £ 8,4) e CIDR novo 5 (38,6 £ 10,6). No entanto, observou-
se variacdo individual (P = 0.034) dos animais a resposta superovulatéria entre as fémeas
tratadas com CIDR e fémeas ndo tratadas (grupo controle), ndo havendo interferéncia na
homogeneidade dos mesmos. O percentual total de foliculos ovulados (Figura 2) foi
semelhante (P = 0.7798) entre o grupo de fémeas controle e as fémeas tratadas com CIDR,
independente do tratamento.

O percentual de foliculos ovulados das fémeas tratadas apos a remoc¢do do CIDR, ou
fémeas ndo tratadas apos a observacao de cio no grupo controle esta apresentado na Figura 3.
A maior concentracdo de foliculos ovulados em periodo ideal de 24h ap6s a remocdo do
dispositivo de progesterona foi observado nas fémeas tratadas com CIDR usado por 4 dias
(94, 9%, P < 0.0001) comparado as vacas do grupo controle (49,5%), tratadas com CIDR

usado 5 dias (68,3%), CIDR novo 4 dias (52,8%), ou CIDR novo 5 dias (70,6%).
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DISCUSSAO

A variabilidade na resposta aos tratamentos hormonais em bovinos séo fatores
limitantes na aplicacédo de tecnologias reprodutivas em vacas leiteiras, como a superovulagdo
e a transferéncia de embrides. Além disso, a superovulacdo pode ser influenciada pela raca,
idade, paridade e histérico reprodutivo da doadora (MAPLETOFT et al., 2002). Uma variavel
comum as unidades experimentais é o ciclo estral de cada vaca, que pode apresentar duas ou
trés ondas de crescimento folicular, com isto o inicio da segunda onda folicular pode variar
entre vacas (GINTHER et al., 1989). Assim, a sincronizacdo da emergéncia folicular antes do
inicio do tratamento superestimulatorio é sugerida (GORDON, 2005). Neste estudo, as vacas
foram pré-sincronizadas com prostaglandina F2 a no D -2 e D -1 e com o anélogo do GnRH
no D 0. A confirmacdo da nova onda folicular ocorreu no D 3 com o exame ultrassonografico
e posteriormente, no D 7, D 8 e D 9 para a confirmacdo de que a emergéncia folicular da
segunda onda iniciaria no D 10, coincidindo com o primeiro dia de aplicacdo do FSH.

O FSH é a gonadotrofina comumente empregada na superovulacao de fémeas bovinas
que consiste na aplicacdo de 2 doses didrias com intervalo de 12h, pelo periodo de 4 ou 5 dias
(LOONEY et al., 1981), sendo a primeira aplicacdo entre os dias 9 a 13 do ciclo estral
(DONALDSON, 1984) em protocolos em que ndo se utiliza estrogenos. Adicionalmente, a
progesterona exdgena também pode ser utilizada no auxilio aos tratamentos superovulatérios
em doadoras, porém o seu uso gerou resultados discordantes. MOOR et al. (1984) relataram
que baixas concentracdes séricas de progesterona resultam em perfis aberrantes de LH, que
podem interferir na maturacdo do odcito, ovulagdo e luteinizacdo do corpo luteo. Isto pode
ocorrer pelo fato da progesterona exercer um feedback negativo sobre a pulsatilidade de LH,
resultando em diminuicdo do crescimento e esteroidogénese dos foliculos (EVANS et al.,
1997). Neste estudo, o grupo controle, cujas fémeas ndo foram tratadas com progesterona

exogena (CIDR) apresentou distribuicdo irregular do percentual de foliculos ovulados em
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fungédo do tempo, apos a aplicacdo de PGF2 oo no D 12 em comparagdo com as fémeas dos
outros quatro tratamentos. Isto pode ser explicado pela insuficiente concentracdo de P4 e a
incapacidade em regular a pulsatilidade de LH.

Usualmente, 48 a 72h apds o inicio do tratamento superovulatorio deve se administrar
PGF ou seus analogos (PERRY & DONALDSON, 1984) para regressdo completa do corpo
luteo, pois este influencia diretamente na manifestacdo do estro das vacas doadoras, isto €,
apresenta relacdo positiva com o grau de estimulacdo ovariana (DONALDSON, 1984). As
vacas do grupo controle apresentaram estro 60h apds a primeira aplicacdo de PGF; a, ja as
vacas tratadas com CIDR, o estro variou entre 12 e 36h ap6s a sua remocdo. Adicionalmente,
espera-se que a maioria das vacas apresentem estro de 24 a 48h apods a remocdo do CIDR
(LEMASTER et al., 1999), sequida pela inseminacéo artificial (IA) em 12 e 24h ap6s o inicio
do estro (STROUD & HASLER, 2006).

O momento da ovulacdo é um ponto critico em programas superovulatorios e deve se
concentrar até a 242 hora apo6s a ultima IA. No nosso estudo, a maior resposta ovulatéria em
um periodo ideal de fecundacdo no grupo CIDR usado por 4 dias reforca a hipdtese de que o
uso de concentraces baixas de progesterona, advindas de uma fonte exdgena, proporciona
suficientes pulsos de LH para controlar a ovulagdo e também influencia no maior nimero de
foliculos ovulados em menor intervalo de tempo comparado ao uso de alta e baixa
progesterona durante 5 dias ou alta progesterona por 4 dias. Assim, 0 uso deste protocolo
permite indicar que a IA seja realizada no periodo de 24 a 36h apds a retirada do dispositivo

com baixa progesterona durante 4 dias, sem o uso de indutor da ovulagéo.

CONCLUSAO
Os resultados deste estudo confirmam que a superestimulacdo no inicio da segunda

onda folicular, juntamente com aplicacdo de dispositivos intravaginais de progesterona de
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segundo uso, durante quatro dias, em vacas leiteiras, resulta em maior nimero de foliculos
ovulados em menor intervalo de tempo das ovulages em 48h apos a remocédo do dispositivo.
Este resultado apoiou a nossa hipdtese de que um baixo nivel de progesterona exdgena
durante o tratamento com FSH permite pulsos de LH suficientes para controle do tempo de
LH e inducéo da ovulacéo.
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo confirmam que a superestimulacdo no inicio da
segunda onda folicular juntamente com aplicacdo de dispositivos intravaginais de
progesterona de segundo uso, durante 4 dias em vacas leiteiras, resulta em maior
namero de foliculos ovulados em menor intervalo de tempo das ovulacbes em 48h

apos a remocao do dispositivo.

Este resultado apoiou a hipétese de que um baixo nivel de progesterona
exdgena durante o tratamento com FSH permite pulsos de LH suficientes para
controle do tempo de LH e indug&o da ovulagéo.
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