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Resumo

O sucesso dos programas de transferéncia de embrides depende, em grande
parte, da resposta a superovulacao, seu fator limitante. Quanto a isso,
recentes protocolos, que controlam a funcdo folicular e luteinica, permitem
iniciar o tratamento superovulatério em momento pré-determinado. O
tratamento superovulatério objetiva suprir a deficiéncia da concentragdo de
FSH antes que o foliculo dominante promova a reducdao da concentracdo
enddgena dessa gonadotrofina. Sdo inumeros os protocolos para sincronizagao
do estro e superovulacdo em ruminantes, com a utilizacdo de varios farmacos
como FSH, eCG, progestagenos, estrégenos, PGF2a, agonistas de GnRH, etc.
Sado variados também os fatores que interferem no sucesso da superovulacao
em ruminantes dentre os quais destacam-se a regressao lUtea precoce, relacao

LH/FSH, tipo de farmaco utilizado, imunidade, escore corporal e nutricdo.
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Nesta revisdo objetiva-se expor tais protocolos superovulatérios e o uso dos
farmacos, assim como os efeitos dos fatores interferentes.

Palavras-chave: Ruminantes. Superovulacao. Farmacos.

Techniques of superovulation in ruminants

Abstract

The success of transfer programs embryos depends in large part to
superovulate response, its limitation. In this regard, recent protocols, which
control the follicular and luteal function, allow you to start the superovulatory
treatment in a predetermined time. The superovulated objective supply the
deficiency of the concentration of FSH before the dominant follicle promote the
reduction of the concentration of this endogenous gonadotropin. There are
numerous protocols for estrus synchronization and superovulation in
ruminants, with the use of various drugs such as FSH, eCG, progestin,
estrogen, PGF2a, GnRH agonists, etc.. They are also the various factors
affecting the success of superovulation in ruminants among which is the early
luteal regression, LH / FSH ratio, type of drug used, immunity, nutrition and
body condition. This review aims to expose these protocols and the use of
superovulatory drugs, as well as the effects of interfering factors.

Keywords: Ruminants. Superovulation. Drugs.

INTRODUCAO

As fémeas ruminantes domésticas sao poliéstricas, apresentando estro
em intervalos regulares de 21 dias na vaca e cabra e 17 dias na ovelha.
Durante o ciclo estral ocorre uma cadeia de eventos que se repetem até o
impedimento da lutedlise pela gestacdo (nas ovelhas e cabras também por
ocasido do anestro estacional). O processo de foliculogénese tem inicio com a
formacdo dos foliculos durante a vida fetal, ou seja, ao nascimento ja possuem

determinado o numero de foliculos primordiais nas suas gonadas. A maioria
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desses foliculos durante o seu crescimento vao se degenerar no processo
conhecido por atresia folicular, enquanto apenas uma minoria vai completar
sua maturacao e ovular (G. AISEN, 2008). Visando o melhor aproveitamento
de fémeas de qualidade genética superior a Transferéncia de Embrides surgiu
como uma alternativa, baseando-se na superestimulagdo ovariana para o
desenvolvimento de multilpos foliculos ovulatorios (Superovulacdo) e
subseqiente fertilizacdo e transferéncia destes embrides a receptoras, onde
nas quais completardo seu desenvolvimento até o parto.

O sucesso dos programas de transferéncia de embrides depende, em
grande parte, da resposta a superovulacdo, seu fator limitante (NEVES et al.,
2005). Quanto a isso, recentes protocolos, que controlam a funcao folicular e
luteinica, permitem iniciar o tratamento superovulatério em momento pré-
determinado. O objetivo deste trabalho é revisar estes protocolos, a
endocrinologia envolvida e os fatores que interferem no sucesso

superovulatorio.

CICLO ESTRAL EM RUMINANTES

O sistema nervoso central (SNC), por acao do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), estimula na adeno-hipdfise a sintese e secrecdo do
hormoénio luteinizante (LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH). Essas
gonadotrofinas hipofisarias estimulam nas génadas (ovario) a esteroidogénese
ou sintese de esterdides gonadais (estrogeno e progesterona) e junto a estes
participam do desenvolvimento dos foliculos ovarianos e da ovulagdao (G.
AISEN, 2008).

Em bovinos, a idade na época da puberdade de novilhas é influenciada
por diversos fatores como a raca e o estado nutricional, mas geralmente esta
compreendida entre os 06 e 18 meses. O ciclo dura em média 21 dias. O
proestro dura cerca de 3 dias, o estro em torno de 18 horas, o metaestro
aproximadamente 3 a 4 dias e o diestro 10 a 13 dias. Possui padroes de 2 a 4

ondas foliculares, sendo mais comum a ocorréncia de trés ondas, sendo as
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duas primeiras, geralmente, anovulatdrias. Em um ciclo natural, de cada onda
de crescimento folicular, um unico foliculo “dominante” continua a crescer,
enquanto suprime o crescimento dos foliculos “subordinados”. O periodo de
ovulacdo é de 10 a 15 horas apds o inicio do cio. Bovinos possuem ciclo
poliéstrico continuo. (HAFEZ & HAFEZ, 2004 e GONCALVES et al., 2001).

Na zona temperada, tanto ovinos como caprinos sao estacionalmente
poliéstricas, de modo que suas crias nascem durante a época mais favoravel
do ano - a primavera. Nas zonas tropicais, onde essa variacdao € menor, a
tendéncia dos ovinos e caprinos € reproduzir-se durante o ano todo.

A puberdade, idade da primeira ovulacdao, ocorre de 5 a 7 meses em
cabras e de 6 a 9 meses em ovelhas.

A duracao normal do ciclo estral é de 17 dias para ovelhas e 21 dias
para cabras, embora haja uma consideravel variacdo devida a diferencas
raciais, estagio da estacdo de monta e estresse ambientais em ambas as
espécies. O estro dura de 24 a 36 horas na ovelha e de 24 a 48 horas na
cabra. A raca, a idade, a estacdao, e a presenca do macho influenciam na
duracao do cio.

A cabra e a ovelha apresentam ovulacdo espontanea. A ovelha ovula
normalmente proximo ao fim do cio, cerca de 24 a 27 horas apds o inicio. A
maioria das racas caprinas ovula entre 24 a 36 horas apds o inicio do cio
(HAFEZ & HAFEZ, 2004 e GONCALVES et al., 2001).

SUPEROVULACAO EM RUMINANTES

A superovulacdo pode ser definida como um método de estimular
diversos foliculos terciarios desenvolverem até o estadio pré-ovulatério, com
subseqiente ovulacdo (GONCALVES et al., 2001). O hormodnio foliculo
estimulante (FSH) tem fungdo essencial no desenvolvimento do foliculo. O uso
de FSH exdgeno para induzir superovulacao é baseado nesta funcao fisioldgica.
Foliculos em varios estagios de desenvolvimento estdo normalmente presentes

nos ovarios, em qualquer tempo. Grupos consecutivos de foliculos pequenos
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crescem, maturam e se degeneram ou ovulam. O FSH estimula o crescimento
dos foliculos pequenos, além de reverter a atresia em alguns casos. O
hormo6nio luteinizante (LH) estimula a producao de andrdogenos na teca
interna. Andrdégenos tecais sao usados como precursores para a producdo de
estrégenos pelas células granulosas que foram estimuladas pelo FSH (BENYEI
& BARROS, 2000). Injecoes de FSH exogeno (eCG ou FSH) sao amplamente
utilizadas em programas de superovulacao para aumentar o fornecimento de
embrides de animais de qualidade genética. Aplicacdes subcutdneas ou
intramusculares de eCG ou FSH estimulam o crescimento de foliculos
adicionais, os quais ovulam espontaneamente, sem a necessidade de LH ou
hCG exdgeno em vacas, bufalas, ovelhas e cabras (JAINUDEEN et al., 2004). O
crescimento folicular pode ser sincronizado por diferentes drogas tal como
progesterona, estradiol, uma combinacao de progesterona e estradiol, e GnRH.
O emprego de progesterona ou progestagenos em doses elevadas pode
suprimir o suporte de LH para o foliculo dominante, induzindo assim a sua
atresia (THATCHER et al., 2001), dando possibilidade de inicio a uma nova
onda folicular. A utilizacdo do benzoato de estradiol em protocolos de
superovulacao tem a funcdao de suprimir o desenvolvimento folicular, sendo
mais eficiente quando combinado com P4. O GnRH ou LH tem sido muito
utilizado para o controle da ovulacao (pico de LH). A aplicacao de um ou outro
hormonio sincroniza a ovulagdo, permitindo que a inseminacao seja realizada
em tempo fixo. E imprescindivel para a superovulacdo, dentro da TE, a
utilizacdo de uma agente luteolitico, como a prostaglandina F2a e seus
analogos, o que também contribui para que haja inseminacao em tempo fixo.
A PGF2 a e seus analogos promovem a lise do corpo lUteo, o que proporciona o
inicio de um novo ciclo estral.

O ponto de partida para a transferéncia de embrides € a sincronizagao do
estro nas doadoras, realizando-se concomitantemente a indugao de
superovulacao, utilizando-se de varios hormdnios e seus analogos.

Sdo inumeros os protocolos para sincronizagao do estro e superovulacao

em ruminantes, os quais estdo listados de acordo com a espécie:
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a) Bovinos

1. Duas injecoes de PGF2 a (com 11 ou 12 dias de intervalo entre si).
Apds a segunda injecdo, os animais podem ser cobertos/inseminados
guando detectado o cio ou 72 e 96h sem detecgao de cio.

2. Progestageno e PGF2 a. Um progestageno (CIDR, PRID) é&é
administrado como um pessario intravaginal por 7 dias com PGF2 a
(injetado no sexto dia). As vacas sao inseminadas com base no cio ou
cerca de 84 horas apds a administracdo de PGF2 a.

3. Progestagenos e estrogeno. Um estréogeno (5 mg de valerato de
estradiol) e um progestageno (3 mg de Norgestomet) sdao injetados
no primeiro dia de tratamento. O progestageno é implantado por 9
dias, com inicio no dia 1. As vacas sao inseminadas com base no cio
(IADE) ou em um tempo fixo (IATF) apds a remogao do implante.

4. Agonista de GnRH. Esse novo protocolo controla o desenvolvimento
folicular e o tempo de vida do CL. No dia 0, um agonista do GnRH
(aGnRH) é injetado, no dia 6 a PGF2 a. Esse regime sincroniza os
ciclos estrais de 70 a 80% de vacas ciclicas dentro de um intervalo de
4 dias, sem afetar a taxa de fertilidade (65 a 85%). A precisdao do cio
e a alta taxa de fertilidade sdao devidas ao fato de o aGnRH luteinizar
ou induzir a ovulacao do foliculo maduro e iniciar o recrutamento e a
selecdo de um novo foliculo dominante. A injecdo de PGF2 a causa
regressdao espontadnea do corpo luteo ou de um CL potencial induzido
pelo GnRH, ou ambos. Uma vantagem desse regime é que ele pode
ser aplicado em qualquer estagio do ciclo estral e elimina o uso de
progestagenos. Além disso, promove o reinicio da atividade ovariana
em vacas e novilhas aciclicas no pds-parto. Para IATF, um protocolo
de aGnRH (D0), PGF2 a (D7) e GnRH (D8) e I.A. em momento pré-
determinado pode ser adotado (HAFEZ & HAFEZ, 2004).
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O tratamento superovulatorio objetiva suprir a deficiéncia da
concentracao de FSH antes que o foliculo dominante promova a reducdao da
concentracao enddgena dessa gonadotrofina (GONCALVES et al., 2001).

A superovulacdo é obtida através de injecoes subcutdneas ou
intramusculares de eCG ou FSH. Como o FSH tem uma meia-vida mais curta
que o eCG, geralmente é necessario dividir a dose total e injetar com
intervalos de 12 em 12 horas ao longo de 3 a 4 dias para estimular a mesma
quantidade de crescimento folicular que resultaria de uma unica injecdo de
eCG (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

No cio natural inicia-se o tratamento superovulatério entre o 8° a 12° dia
ap6s a manifestacao do cio, coincidindo com o inicio da segunda onda folicular.
Realiza-se 8 aplicacdbes de FSH com intervalos de 12 em 12 horas, para
aumentar o recrutamento de foliculos. No terceiro dia da superovulagao
realiza-se 2 aplicacbes de prostaglandina com o intuito da lutedlise do corpo
liteo, para que haja reducdao da progesterona e conseqliente pico de LH,
ocorrendo assim a ovulacdo (BO, 2002).

Atualmente os protocolos de eleigcdao sao os que se utilizam de indugao do
estro, com utilizacdo de pessarios ou implantes de progestagenos, benzoato de
estradiol, PGF2a e seus analogos, FSH e GnRH/LH:

PROTOCOLO 1

DIA 0 4 5 6 7 8 9
P4 + E2 FSH

Manh3 FSH FSH FSH CIO IA
P4 (P/I)* P4 (P/I)**

Tarde FSH FSH FSH + PGF2a FSH IA

*Introducdo de implante ou pessario.

** Retirada do implante ou pessario.
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PROTOCOLO 2

DIA 0 4 5 6 7 8 9
P4 + E2 FSH

Manh3 FSH FSH FSH LH IA
P4 (P/I)* P4 (P/I)**

Tarde FSH FSH FSH + PGF2a FSH IA

*Introducdo de implante ou pessario.

** Retirada do implante ou pessario.

PROTOCOLO 3

DIA 0 4 5 6 7 8 )
N P4 + E2 FSH
Manha FSH FSH FSH IA IA
P4 (P/I)* P4 (P/I)**
IA
Tarde FSH FSH FSH + PGF2a FSH
GnRH

*Introducdo de implante ou pessario.

** Retirada do implante ou pessario.

Segundo Andrade et al. (2002), as fémeas doadoras podem ser
sucessivamente superovuladas com protocolos que envolvam dispositivos
intravaginais ou implantes auriculares para a sincronizagdao do estro, o
importante é que o intervalo entre duas superovulacdes consecutivas deve ser

de, no minimo, cinco semanas.

b) Caprinos e Ovinos

O protocolo convencional em caprinos e ovinos encontra-se na tabela a

sequir.
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Tabela 1.0 - Protocolo convencional de superovulacao em caprinos e ovinos

Cabra Ovelha
DO= colocar esponja DO= colocar esponja
D8= manha: 12 aplic. FSH+ D12= manha: 12 aplic. FSH
Prostaglandina

tarde: 22 aplicacao FSH tarde: 22 aplicagao FSH
D9= manha: 32 aplicagao FSH D13= manha: 32 aplicagao FSH

tarde: 42 aplicagao FSH tarde: 42 aplicagao FSH
D10= manha: retirar esponja+42 D14= manha: retirar esponja+42
aplic. FSH aplic. FSH

tarde: 62 aplicagao FSH tarde: 62 aplicagao FSH

D11= Obs. Cio+IA/monta natural D15= Obs. Cio+IA/monta natural
D12= Obs. Cio+IA/monta natural D16= Obs. Cio+IA/monta natural

Adaptada de G. AISEN, 2008.

A sincronizacao do estro com analogos sintéticos da progesterona data
da década de 60 (ROBINSON, 1967) e, desde entdao, pessarios vaginais, como
esponjas vaginais de poliuretano, foram adotadas como o veiculo responsavel
pelo “priming” de progesterona que precederia o tratamento hormonal de
inducao e/ou sincronizacao do estro de pequenos ruminantes. Essas sao
impregnadas de 45 mG de Acetato de Fluorogestona - FGA (Intervet e CEVA -
Franca) ou 60 mG de Medroxiprogesterona - MAP (Syntex, Argentina) e de uso
unico. Produzido em matriz de silicone e impregnado com 300mG de
progesterona natural, o CIDR (Carter Holt Harvey, Nova Zeldndia) é
igualmente utilizado, tendo como vantagem a possibilidade de reutilizacao,
gquando adequadamente estocado (FREITAS et al., 1997; GUIDO et al., 1999;
MOTLOMELO et al., 2002).

A promocao da superovulagdo se da pelo uso de FSH (tabela 2) em doses
decrescentes, mas pode-se utilizar também ECG. Para a sincronizacao do estro

pode-se utilizar o cloprostenol (andlogo da PGF2a) na dosagem de 100 ug no
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9@ dia, em protocolos de 1lldias com esponjas impregnadas com
progestagenos (BARIL et al., 1988).

Tabela 2.0 — Doses das marcas comerciais de FSH mais comuns

Produto Doses caprina/ovina
Folltropin-V 130 mg

Pluset 250 UI

FSH-P Schering 16 mg

Adaptada de G. AISEN, 2008.
FATORES QUE INTERFEREM NA RESPOSTA SUPEROVULATORIA

Sdo varios os fatores que interferem na resposta superovulatorioa tais
como regressao lutea precoce, relacdao LH/FSH, tipo de farmaco utilizado,

imunidade, escore corporal e nutricao, dentre outros.

1. Regressao lutea precoce

A regressao lutea precoce, também ocorre na ovelha. O fendomeno
parece estar associado a elevadas concentragdes plasmaticas de estrégenos
durante a fase lUtea inicial €, em conseqliéncia, nota-se um decréscimo na
taxa de recuperacao de embrides. Em ovelhas superovuladas, a regressao
lUtea precoce pode variar de 6,0% a 75,0% (FUKUI et al., 1998; LOPES Jr et
al., 2006).

A regressao prematura de corpo luteo parece estar ligada a acdo da
cicloxigenase e posterior atividade de prostaglandina sobre o corpo luteo,
como sugerido por Battye et al.(1988) e Gilbert et al. (1990). Dentre as drogas
antiinflamatdrias nao-esterdides (DAINES), o flunixin meglumine é o mais
potente inibidor da cicloxigenase, enzima responsavel pela transformacao do
acido araquidonico em prostaglandinas (ANDRADE & MADER, 1998), mais

especificamente em seu principal precursor, o] 13,14-dihidro-
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15cetoprostaglandina F,, Lopes Jr et al. (2004) trabalhando com cabras

Saanen e Anglo-nubiana, realizando 8 aplicagdes de flunixin-meglumine com
intervalos de 12-12h na dosagem de 1,1 mg/kg comprovou a eficiéncia deste
antiinflamatério ndo-esteroidal em evitar a regressdao prematura do CL. O
flunixin-melgumine também pode ser eficiente com a mesma dose (1,1 mg/kg)
sendo aplicado aplicado apenas uma vez ao dia, diminuindo assim os custos
com este tratamento (SALLES et al., 1998).

2. Relagdo LH/FSH

Em relagdo as concentragdes do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e
do hormonio Iuteinizante (LH) presentes no extrato pituitario comumente
utilizado para estimular a resposta ovulatdria, Visintin et al. (1999)
encontraram melhores resultados em preparagdes com baixa concentracdao de
LH, salientando que as altas concentracdes de LH causam ovulagdao prematura

ou luteinizacao de foliculos, ocasionando baixa resposta superovulatéria.

3. Tipo de farmaco

Comparando o eCG com FSHp (FSH de origem suina) na superovulacao
de cabras e ovelhas, Armstrong & Evans (1983) obtiveram uma maior taxa de
ovulacdo, uma menor incidéncia de falha na ovulacdo e uma maior média de
embrides colhidos por fémea com o uso de FSHp em detrimento do uso de
eCG.

4. Imunidade

Uma diminuicdo na resposta ovariana foi observada em cabras
submetidas a tratamentos repetidos com FSHp, devido a presenca de
anticorpos anti-FSHp (BARIL et al., 1990). O Ecg também induz uma resposta
imunoldgica, com producdo de anticorpos anti-eCG, o que determina para
tratamentos superovulatérios subseqglientes, um aumento na dose para que se

obtenha o mesmo efeito.



FERNANDES NETO, V.P. et al. Técnicas de superovulagdao em ruminantes. PUBVET, Londrina,
V.6, N. 12, Ed. 199, Art. 1332, 2012.

Em 1977, Bindon & Piper, utilizaram um soro anti-eCG para eliminar os
efeitos deste hormodnio. O momento mais apropriado para administrar este
soro é logo apds o pico préovulatério de LH. Na pratica, € administrado no
momento da 12 inseminacgao artificial. Em geral o soro anti-eCG melhora os
resultados da superovulacdao, mesmo que existam registros de trabalhos, nos

quais o soro nao exerceu nenhum efeito benéfico (CHUPIN et al., 1988).

5. Escore corporal e nutricao

A alimentacdao exerce influéncia sobre a reproducao e os nutrientes
apresentam mecanismos especificos de atuacao sobre a eficiéncia reprodutiva.
Os niveis nutricionais podem afetar o desenvolvimento e a funcdo dos 6rgaos
reprodutivos, além de acarretar alteracdes do funcionamento do sistema
enddcrino envolvido com a reproducdo (MAGGIONI, D. et al., 2008).Salles
(2001) estudou a relacao entre a condigao corporal de matrizes da raga Santa
Inés, avaliadas com escore de 1 a 5, e a resposta ao tratamento
superovulatério. O nimero médio de corpos luteos foram 9,0; 7,8; 7;7 e 7,3
para ovelhas em condicao corporal igual a 2, 3 , 4 e 5 respectivamente. Foi
observada uma correlacao negativa entre a condicao corporal e o niumero de
corpos luteos, mostrando que as ovelhas gordas apresentam menor resposta
superovulatdria e que seria interessante se trabalhar com animais em condicao
corporal igual a 2.

Tanto bovinos como caprinos e ovinos que recebem flushing antes do
tratamento superovulatorio apresentam melhor resposta ao tratamento.

Um dos efeitos da nutricdo sobre o desenvolvimento do odcito é o
estresse celular, expresso através da aceleracao do metabolismo embrionario,
0 que pode comprometer a sobrevivéncia do embrido no periodo de pré-
implantacdo (LEESE, 2002). Esse efeito adverso sobre os o0dcitos
provavelmente envolve a inibicdo no crescimento e metabolismo das células da
granulosa que sustentam o odcito (ROOKE et al., 2004). Outros fatores
importantes parecem ser a fase e o tamanho especifico do foliculo, onde,

foliculos pré-antrais e de tamanho médio sao os mais afetados. Sabendo-se
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que foliculos de tamanho médio podem ter sua ovulacao induzida através do
uso de gonadotrofinas, os efeitos adversos da nutricdo parecem ser mais
prevalentes em animais estimulados por gonadotrofinas que naqueles que
ovulam espontaneamente.

A infusdo de insulina em novilhas aumentou tanto o diametro do foliculo
dominante (SIMPSON et al., 1994) quanto a taxa de ovulacao em animais com
restricdo energética (HARRISON & RANDEL, 1986).

CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas quatro décadas houve um bom avanco nas técnicas de
superovulacao, o que pode ajudar na difusao e utilizacao da TE. Contudo o uso
da transferéncia de embrides, sobretudo da superovulagdao, ainda ndao ocorre
em grande escala em nosso pais devido a varios fatores dentre os quais se
destacam o alto custo e o baixo rendimento geral. Com isso ha uma grande
necessidade de desenvolvimento de protocolos mais simples, eficientes, menos
estressantes, menos onerosos e que garantam taxas de recuperacao elevadas
e constantes, e que sejam adaptados ao nosso ambiente e sistema de

producao de ruminantes.
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