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Resumo

Foram analisadas producgdes oriundas de 255 colheitas de embrides em vacas e
novilhas Holandésas durante os anos de 2001 a 2004. Os animais foram
selecionados por registros de produgdao e/ou pureza racial, sendo
superovulados com Pluset® ou Foltropin®. A superovulagao foi iniciada a
partir do dia 9 apds o cio natural (DO) utilizando doses decrescentes de FSH
via intramuscular (IM), aplicadas a cada 12 horas durante 4 dias. No terceiro
dia de superovulacao (D12) a tarde aplicou se prostaglandina (Iliren®). Trés

inseminacgoes artificiais (IA) foram consideradas, recuperando-se os embrides
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sete dias apds a primeira IA de forma nao cirdrgica. Os resultados obtidos
sugeriram que o farmaco de superovulacdo utilizado pode influenciar a
gualidade embrionaria obtida. Ainda, a utilizacdo de pluset® permite a
producdo de um maior nimero de embrides congeldveis em novilhas e
folltropin® em vacas.

Palavras-Chave: Superovulacao, gonadotrofinas, transferéncia de embrides.

Superovulatory response in Holstein cows and heifers in the
Chiquinquira valley, Colombia
Abstract
We analized production originated from 255 embryo recovery Holstein heifers
and cows Turing years 2001 to 2004. The animals were selected for production
records and racial purity, and superovulated with Pluset or Foltropin.
Superovulation was iniciated on day 9 after natural Oestrus (DO0) using
decresing doses of FSH intramuscularly (IM), applied every 12 hours for 4
days. On the third day of superovulation (D 12) was applied prostaglandin
(Illiren) in the afternoon. Three artificial insemination (IA) were found and
recovered the embryos seven days alter the first IA in a non-surgical process.
The results suggested that the drug of superovulation used can influence the
embryo quality obtained. The use of Plused enables production greater number
of freezable embryos in heifers and Foltropin in the cows.

Keywords: Superovulation, gonadotrophins, embryo transfer.

Introducao

A producao comercial de embrides in vivo (TE) e in vitro (PIVE) normalmente
encontra-se atrelada a dois problemas. Inicialmente, destaca-se uma grande
variabilidade na resposta superovulatoria de fémeas doadoras quando
diferentes tratamentos superovulatorios sao utilizados. Em adicional a logistica
de compra e manutencao de fémeas receptoras que serdo utilizadas para a
sincronizacdo elevam os custos minimizando os resultados econdmicos da

atividade. Diante das diversas estratégias hoje existentes que se direcionam a
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reducdo de custos, a criopreservacao permite congelar os embrides produzidos
em um determinado momento, para serem transferidos em data futura (Hasler
2006; Jones et al 2008). Em estudos de simulacdao, Beltrame et al (2007)
demonstraram que esta técnica tém efeito financeiro positivo.

O numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular apresenta
diferencas entre individuos. Embora estas diferencas possam ser decorrentes
de diversos fatores, essa caracteristica possui alta repetibilidade durante a vida
reprodutiva da fémea (Boni et al., 1997). Alguns estudos demonstram que a
utilizacdo de diferentes preparados comerciais de Hormoénio Foliculo
Estimulante (FSH) podem influénciar o numero de foliculos recrutados
(Referéncia). Comercialmente na Colombia dois produtos estao disponiveis. No
caso do Folltropin-V® uma constancia de baixa proporcao de FSH:LH é
assegurada (Armstrong & Opavsky, 1986; Lindsell et al., 1986). No Pluset a
razao FSH/LH é elevada (1:1), mas segundo varios autores, o resultado de
superovulacdo é melhor se comparado com os produtos de FSH com baixa
concentracao de LH (Lauria et al., 1983; Coulthard & Burton, 1991;
Cremonensi et al., 1992; Boland, 1995).

Diante do descrito, este estudo teve como intuito identificar o efeito de dois
farmacos superovulatérios (Pluset® e Foltropin®) e da idade dos animais
sobre o niUmero de estruturas recuperadas no lavado, a qualidade embrionaria,
o estagio de desenvolvimento, € o numero de estruturas passiveis de
criopreservacao (grau 1 e 2 IETS), produzidos por TE em uma propriedade na

Colombia entre os anos 2001 e 2004.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na fazenda “La Alameda” no municipio de “San Miguel
de Sema” (Boyaca- Colombia), pertencente aos denominados vales de “Ubate”
e “Chiquinquird”. A precipitacdo media da regidao é de 1500 mm/ ano, com

temperatura media de 12,8 °C e 2550m acima do nivel do mar.
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Foram analisadas producgdes oriundas de 255 colheitas de embrides em vacas e
novilhas Holandésas durante os anos de 2001 a 2004. Os animais foram
selecionados por registros de produgdao e/ou pureza racial, sendo
superovulados com Pluset® ou Foltropin®. As doses dos farmacos
superovulatérios partiram de ensaios prévios realizados na mesma
propriedade, os quais apresentaram resultados aceitaveis confirmados através
de ultrasonografias ovarianas durante a execucao (Singh, J. 2004). As doses
totais de Pluset® utilizadas foram de 380 UI e 365 UI, e Foltropin® de 400 e
300 mg para vacas e novilhas respectivamente.

A superovulacdo foi iniciada a partir do dia 9 apds o cio natural (DO) utilizando
doses decrescentes (40%, 30%, 20% e 10% - manha e tarde) de FSH via
intramuscular (IM), aplicadas a cada 12 horas durante 4 dias. No terceiro dia
de superovulagao (D12) a tarde aplicou-se 0,5 mg de Cloprostenol, um
analogo da prostaglandina F2a (Iliren® 2ml intramuscular, Intervet, Colombia
).

Trés inseminagoes artificiais (IA) foram consideradas. A primeira IA foi
realizada 12 horas apds a deteccao do estro que foi realizada de forma visual
(6 da manha e 6 da tarde) por aproximadamente 30 minutos. As outras
inseminacdes seguiram-se entre 12 e 24 horas apds a primeira IA.

A coleta dos embrides foi realizada sete dias depois da primeira inseminagao.
As fémeas foram submetidas a anestesia epidural (4 ml de Lidocaina® 2%) e
foi realizado o lavado uterino mediante o uso de cateteres de “Foley”. A
lavagem foi realizada com PBS enriquecida com soro fetal bovino (Dulbecco ’s-
PBS, Lab. Gibco, EUA) e utilizou-se um filtro, no final do sistema de conducao,
para manter os embrides na solugdo o tempo todo e recupera-los por meio da
lavagem da rede do filtro.

O liguido contido no filtro foi transferido para uma placa de Petri, onde se
realizou a selecao e a classificagcao dos embrioes.

Todos os lavados foram executados pelo mesmo técnico. As estruturas
recuperadas foram contadas e classificadas segundo as normas da IETS

procedendo-se o0 envase e congelamento das estruturas de qualidade 1 e 2
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(Leibo 1989, citado por Cabodevila 1993, Martins, C. 2007 ). Estruturas nao
fertilizadas foram designadas quando nao havia sinal de divisao. (Olivera et al.
1993; Strigfellow, D. e Seidel, S. 1998; Machado-Pfeifer, L. et al. 2002).
Estatisticamente foi utilizada a analise de variancia do numero de estruturas
congeladas, do numero de morulas, do numero de blastocisto iniciais e do
numero de blastocistos para verificar se existiam diferencas entre os farmacos
utilizados e as categorias de fémeas doadoras. As médias destas
caracteristicas foram comparadas usando-se o Teste SNK (P>0,05)(SAS,
1999).

Resultados

Os resultados obtidos sugeriram que o nimero de embrides congelaveis foi
superior para a categoria das vacas superovuladas por Foltropin®. Entretanto,
para novilhas melhores resultados foram evidenciados com uso de Pluset®
(Tabela 1). Quando comparados os tratamentos entre as categorias somente
foram observadas diferencas mediante uso de Foltropin®.

Tabela 1. Medias e respectivos desvio padrao do numero de estruturas
congeladas para as categorias de doadoras vacas e novilhas, de acordo com o

tratamento utilizado (Foltropin®- Pluset®)

Categoria Novilha Vaca
Tratamento
FOLTROPIN® 6.82 + 3.68 Bb 10.38 + 5.66 Aa
PLUSET® 9.15 £ 5.45 Aa 7.93 £ 3.45 Ba

Médias com letras em mailsculas e diferentes na mesma coluna diferem pelo
teste SNK ao 5%
Médias com letras em minusculas e diferentes na mesma linha diferem pelo
teste SNK ao 5%
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Na avaliacdo da producdo de morulas, a utilizacdo de Foltropin® em vacas
obteve aproximadamente 6 embrides de media. Diferenca foi apresentada
entre os dois produtos comerciais em ambas as categorias. Em novilhas,
considerando-se a produgdao de morulas, um melhor desempenho foi obtido
mediante utilizacao de Pluset®.

A média do numero de blastocistos iniciais foi melhor na categoria vacas com
Foltropin®, mas nao apresentou diferenca ao se comparar os dois produtos
comerciais (Foltropin® - Pluset®) dentro desta categoria. Para novilhas os
dois produtos usados apresentaram diferencas sendo superiores os resultados
com Pluset® (tabela 2).

Tabela 2. Medias e respectivos desvio padrdao do nimero de blastocistos iniciais

para as categorias vaca e novilha, de acordo com o tratamento utilizado

Categoria Novilha Vaca
Tratamento
FOLTROPIN® 3.27 £ 2.26 Bb 4.79 £ 3.06 Aa
PLUSET® 4.20 £ 2.84 Aa 4.56 + 2.46 Aa

(Foltropin® - Pluset®)

Médias com letras em maiulsculas e diferentes na mesma coluna diferem pelo
teste SNK ao 5%

Médias com letras em minusculas e diferentes na mesma linha diferem pelo
teste SNK ao 5%

O numero de blastocistos foi maior na categoria novilhas com o uso de
Pluset®, e diferente quando se compararam os dois produtos comerciais nas
categorias (tabela 4.). O uso de Foltropin® nao apresentou diferenca entre as

categorias, contrastando ao uso de Pluset®.
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Tabela 3. Medias e respectivos desvio padrao do numero de Blastocistos para
as categorias vaca e novilha, de acordo com o tratamento utilizado (Foltropin®
- Pluset®)

Categoria Novilha Vaca
Tratamento

FOLTROPIN® 5.42 + 2.85 Ba 4.87 £ 2.75 Aa
PLUSET® 7.05 £ 6.61 Aa 3.70 £ 2.00 Bb

Médias com letras em mailsculas e diferentes na mesma coluna diferem pelo
teste SNK ao 5%
Médias com letras em minusculas e diferentes na mesma linha diferem pelo
teste SNK ao 5%

Discussao

O hormdnio FSH, é produzido, armazenado e liberado pela hipdfise anterior. E
uma gonadotrofina que atua nos ovarios estimulando o crescimento dos
foliculos e a secrecao de estrogenos. Nos procedimentos de superovulacao,
geralmente é administrado em injecdes multiplas por possuir uma meia vida
curta (Gongalves et al, 2008).

Alguns estudos tém reportado resposta superior na producao de
embrides com Pluset®. Tal fato tem sido atribuido as maiores concentragoes
de LH (Kelly 1997). Deve-se destacar que na raca Holandesa a expressao dos
receptores de LH aumenta no momento da divergéncia folicular o que deveria
ter favorecido o uso de Pluset que teoricamente tem um contelldo mais alto de
LH (Gimenes 2008).

Embora outros pesquisadores como Donaldson et al (1986) e Donaldson
et al (1987) demonstraram menores taxas de ovulagao e fecundagao quando a

porcao de LH utilizada na superovulacao foi excessiva, nao entanto Alvarez et
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al (2006) nao encontraram diferencia significativa entre Pluset e Foltropin
utilizados por via subcutédnea na superovulagao de vacas da raca Caracu.

A idéia de que a resposta superovulatoria é afetada basicamente pelo estado
dos ovarios e pelo desenvolvimento folicular prévio ao inicio do tratamento
parece ser seguida por alguns pesquisadores. Devido a isso, grandes esforcos
sao disponibilizados para a obtencao de protocolos que permitam uma melhor
sincronizacao da onda folicular emergente (Dong-Soo et al. 2007; Barros, C.
2004; Avila. 2002; Mapletoft et al. 1999).

As variagOes existentes na producdao embriondria também podem ser oriundas
de outros fatores. Esses fatores podem ser individuais, um animal
respondendo diferente de outro com o mesmo tratamento superovulatorio,
idade e histérico reprodutivo, ou inerentes ao ambiente, como época do ano,
estresse, manejo nutricional e status ovariano no momento do tratamento
(MAPLETOFT et al., 2003).

O uso de novilhas na superovulagao pode estar correlacionado com um menor
nimero de estruturas recuperadas. Excetuando-se o numero de blastocistos,
neste trabalho um nimero menor de estruturas foi obtido para todas as outras
classificagdes embrionarias. Na raca Nelore, novilhas apresentam uma menor
taxa de resposta ao tratamento com gonadotropinas. Estes pesquisadores
afirmam que a idade das doadoras influi na resposta superovulatéria, pois
novilhas e vacas de primeira lactacdo também apresentaram menor niumero de
ovocitos e embrides coletados que as vacas mais velhas, de quinta ou sexta
lactacdao (Santiago et al, 2002) . Outro fator que interfere na producao
embrionaria é a superestimulacdo ovariana. Esta normalmente esta
correlacionada a diminuicdo no numero de estruturas recuperadas visto o
aumento da dose de FSH em vacas mais novas e novilhas.
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