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SUPERESTIMULACAO OVARIANA EM VACAS DA
RACA GIR LEITEIRO COM USO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE FSH

(OVARIAN SUPERSTIMULATION IN GIR LEITEIRO COWS WITH DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF FSH )

(SUPERESTIMULACION OVARIANA EN VACAS DE LA RAZA GIR LECHERO
CON EL USO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FSH)

F. R. A. PRADO!, G. H. TONIOLLQO? J. A. OLIVEIRA?

RESUMO

As vacas foram distribuidas em trés grupos de forma aleatdria, onde A (n=19), B (n=19) e C (n=19). As doadoras do
grupo A foram superovuladas com 300UI de FSH, o grupo B com 400UI de FSH e o grupo C com 500UI de FSH. Para
analise estatistica do potencial de resposta aos protocolos de superovulagdo, as propor¢des de embrides viaveis entre os

tratamentos foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado (?), adotando os niveis de significAncia de 5% e 1%. Com o
nivel de significancia de 1% nos tratamentos 300 e 400 UI foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas
proporgdes de embrides vidveis. Com o nivel de significancia de 5% entre os tratamentos 300 (33/95) e 500 (33/56) Ul
houve diferengas e no tratamento com 400 (65/106) e 500 (33/56) UI nao houve diferengas. O tratamento utilizando 400
Ul de FSH apresentou maior nimero de embrides viaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Gir. Superovulag¢ao. Embrido.

SUMMARY

The cows assigned to this study were randomly allocated in three groups, where A (n=19), B (n=19) and C (n=19).
Superovulation was induced in the cows from group A with 300Ul of FSH, whereas group B received 400Ul of FSH, and
group C 500UI of FSH. To analyze statistically the potential of reply to the superovulation protocols, the ratios of viable
embryos between the treatments had been compared by the Qui-square test (32 ), adopting the levels of significance of
5% and 1%. When the level of significance was set as 1%, differences in the ratios of viable embryos were seen in the
treatments 300 and 400 UI. With the level of significance of 5% significant differences existed between the treatments 300
(33/95) and 500 (33/56) UI, whereas no differences existed in the treatment with 400 (65/106) and 500 (33/56) UI. The
treatment using 400 UI of FSH presented greater number of viable embryos.

KEY-WORDS: Gir. Superovulation. Embryo.
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RESUMEN

Las vacas fueron distribuidas en tres grupos de forma aleatoria, donde A (n=19), B (n=19) y C (n=19). Las donadoras del
grupo A fueron superovuladas con 300UI de FSH, el grupo B con 400Ul de FSH y el grupo C con 500Ul de FSH. Para el
analisis estadistico del potencial de respuesta a los protocolos de superovulacion, las proporciones de embriones viables
entre los tratamientos fueron comparadas con el teste de Qui-quadrado (y?), adoptando niveles de significancia de 5% y
1%. Con el nivel de significancia de 1% en los tratamientos 300 y 400 UI fueron observadas diferencias estadisticamente
significativas en las proporciones de embriones viables. Con el nivel de significancia de 5%, entre los tratamientos 300
(33/95) y 500 (33/56) UI hubo diferencias y en el tratamiento con 400 (65/106) y 500 (33/56) Ul no hubo diferencias. El
tratamiento utilizando 400 UI de FSH presenté mayor nimero de embriones viables.

PALABRAS-CLAVE: Gir. Superovulacion. Embrion.

INTRODUCAO

Os indices reprodutivos e produtivos da pecuaria
brasileira estdo muito abaixo do desejavel. Os aumentos
na produgdo de leite nas ultimas décadas foram, em parte,
muito mais devidos a expansdo das areas exploradas e ao
aumento do efetivo de rebanho que pelo aumento real da
produtividade. Quanto mais maximizada for a produgao,
utilizando biotecnologias como inseminagdo artificial,
sincronizacdo estral, transferéncia de embrides e fecun-
dagdo in vitro, tanto maior sera a exigéncia de uma 6tima
eficiéncia reprodutiva (NEVES et al., 2002).

Segundo a revista ABCZ (2002), explicar o
surgimento da raga Gir sugere, ao que tudo indica, a
explicagdo do surgimento da espécie zebuina. A filogenia
do Gir é uma incdgnita, ¢ sua morfologia, um arquivo
para novas descobertas na zebuinocultura. O Gir néo foi o
primeiro zebuino a chegar no Brasil, mas foi o primeiro do
género Bos Indicus que trouxe fortuna para seus criadores.
A raca Gir entrou oficialmente no Brasil, via importagdo
direta da India, no ano de 1911. A raca concentrou-se,
inicialmente, no Tridngulo Mineiro, regido que ja era
tradicional na cria¢do de gado zebu, com foco nas racas
Guzera e Nelore.

Araga Gir, por sua rusticidade e resisténcia ao es-
tresse climatico, teve seu desenvolvimento e multiplicagdo
favorecidos nas condi¢des bioclimaticas brasileiras, sendo
utilizada para a produgdo de leite e carne (LEDIC, 1994),
bem como serviu de base para cruzamentos visando a
produgdo de genotipos leiteiros, por exemplo, o Girolando
(MENEZES, 1999).

A utilizacdo do FSH como agente indutor de
superovulagdo tem sido extensivamente estudada, con-
seqiientemente, ja foi testado o uso de diferentes concen-
tracdes (PAWLYSHYN et al., 1996, GONZALEZ et al.,
1990, SAUNDERS et al., 1990) e vias de administra¢do
(HOCKLEY et al., 1992, TRIBULO et al., 1993), a efi-
ciéncia de produtos comerciais das mais variadas marcas
e procedéncias (DONALDSON, 1989, PAGE et al.,
1989, DEL CAMPO et al., 1990, TRIBULO et al., 1993,

DONALDSON, 1995) ¢ as variagdes na relacdo FSH:LH
entre preparados comerciais (DONALDSON e WARD,
1987).

A utilizag¢do de farmacos na area reprodutiva,
mais especificamente os hormonios, sofreu significados
progressos na ultima década, de modo que, atualmente,
eles sdo intensamente pesquisados. Mediante os farmacos é
possivel incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos
de corte e de leite, utilizando-se a hormonioterapia, tanto
para o tratamento individual, caso das afec¢des ovarianas,
quanto o de rebanhos, como, por exemplo, programas de
inseminagdo artificial ou mesmo de superestimulagio
ovariana em animais de elevado valor genético e que,
evidentemente, deve ser otimizado no seu aproveitamento
(KOZICKI et al., 2005).

A principal meta do programa de transferéncia de
embrides ¢ a superovulagdo, obtendo-se o niumero alto e
satisfatorio de embrides viaveis por doadora, pelo aumento
do nimero de oocitos liberados apés administracdo de
hormonios exdgenos e posterior transferéncia dos embri-
Oes obtidos para o trato reprodutivo de receptoras para
completarem a gestagdo (RUMPF et al., 2000).

Segundo Cupps (1991), a fungdo ovariana nos
bovinos tem inicio ainda no periodo fetal e estende-se
apos a puberdade, até idades que podem atingir 15 anos.
Durante o desenvolvimento fetal, sob a influéncia dos
hormonios maternais, os ovarios do feto apresentam
crescimento e atresia folicular. Do nascimento a puber-
dade, na auséncia de fungdo do hipotalamo e da hipofise,
as gonadas femininas permanecem em repouso. Apos a
puberdade, quando o sistema nervoso central ¢ a hipdfise
iniciam a liberacdo do GnRH e das gonadotrofinas (FSH
e LH), respectivamente, os ovarios passam a funcionar
realizando um conjunto de atividades, as quais denomina-
mos de ciclo ovariano. Nas diferentes fases do ciclo estral
existem nos ovarios um numero de foliculos entre 200 ¢
400 que se encontram em fase de crescimento; destes, 25
a 50 sdo foliculos terciarios, dos quais 1 sera selecionado
como foliculo dominante, adquirindo caracteristicas para
realizar a maturagdo e a ovulagdo.
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O acompanhamento diario das estruturas ova-
rianas por ultra-sonografia tem mostrado que os bovinos
apresentam ondas de crescimento folicular durante o ciclo
estral. Vacas e novilhas podem ter duas ou trés ondas por
ciclo, com um foliculo tornando-se dominante em cada
uma delas. Por isso, uma populagéo de pequenos, médios
e grandes foliculos € encontrada em cada ovario, durante
todos os dias do ciclo estral (BORGES et al., 2001).

A importancia basica da transferéncia de embrides
para a produg@o animal consiste na possibilidade de uma
fémea produzir um nimero de descendentes muito supe-
riores ao que seria possivel obter fisiologicamente durante
sua vida reprodutiva (REICHENBACH et al., 2002).

O controle farmacolégico do ciclo estral ¢ da
ovulagdo de vacas zebuinas (Bos taurus indicus) depende
primeiramente do entendimento do comportamento fisio-
logico reprodutivo da vaca, o qual esta ligado diretamente
com o seu estado nutricional e condi¢@o reprodutiva. Nesse
mesmo sentido, as interagdes e fungdes de hormonios apli-
cados para esse fim requerem compreensao ¢ analise do seu
funcionamento fisiolégico (FONSECA et al., 2001).

Para o melhoramento zootécnico, a técnica de
transferéncia de embrides ¢ um importante instrumento
porque acelera e confere maior precisdo no processo de
selecdo animal (REICHENBACH et al., 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar o nimero de
ovocitos, embrides totais, degenerados e viadveis com o
intuito de conhecer qual o melhor programa de superovu-
lagdo para vacas da raga Gir, apds aplicagdo de protocolos
hormonais distintos.

MATERIAL E METODOS

Local

Os animais encontravam-se no municipio de
Bauru, na regido centro-oeste do estado de Sdo Paulo.O
periodo de execugdo do experimento foi ao longo dos
meses de marc¢o de 2005 a margo de 2006.

Animais e nutri¢cao

Neste experimento foram avaliadas cinqiienta
e sete vacas da raga Gir Leiteiro PO, ndo lactantes, de 4
a 7 anos, com escore de 3,5 a 4,0 numa escala de cinco
pontos. Os animais, durante o periodo do experimento
foram mantidos em regime de pasto, em piquetes de capim
Braquiaria (Braquiaria decumbes), recebendo agua e sal
mineral ad libidum.

Tratamentos

As doadoras foram submetidas a controle de dois
ciclos estrais consecutivos antes do inicio do experimento
e posteriormente distribuidos em trés grupos (A, B e C) de
forma aleatoria, com 19 animais em cada um. As doadoras
do grupo A foram superovuladas com 300UI de FSH, as do

grupo B com 400Ul de FSH e as do grupo C com 500Ul
de FSH. O programa de superovulagao foi iniciado em fase
aleatdria do ciclo estral dos animais (Tabela 1).

No protocolo hormonal foram utilizados disposi-
tivos intravaginais contendo progesterona ¢ administrado,
via intramuscular, 2,5 mg de benzoato de estradiol. Cinco
dias mais tarde, no inicio de uma nova onda folicular,
iniciou-se o tratamento superestimulatorio, com dife-
rentes concentragdes de FSH (quatro dias consecutivos,
com doses decrescentes administradas duas vezes ao dia,
com aplicagdo intramuscular). Juntamente com a tltima
aplicagdo do hormoénio, administrou-se dose luteolitica de
PGF,a, via intramuscular e doze horas ap6s foi retirado
o dispositivo intravaginal. Os animais superovulados re-
ceberam uma dose de 50 pg de GnRH, via intramuscular,
doze horas apos a retirada do dispositivo intravaginal. As
doadoras foram inseminadas doze horas apés a aplicagéo
de GnRH com duas doses de sémen, em intervalos de doze
horas. Foram utilizadas doses de sémen congeladas do
mesmo touro ¢ da mesma partida para os trés grupos.

A colheita dos embrides foi realizada por um
mesmo médico veterinario nos trés grupos pelo método
ndo-cirargico, no dia 7,0 apds a primeira inseminagao
artificial, com o cateter de Foley 20 Fr/ch, fixado no corpo
do utero para lavagem simultanea dos dois cornos uterinos,
utilizando-se 1000 ml de Dmpbs * por doadora. Apds a
colheita, as estruturas foram classificadas no laboratorio
como viaveis, degeneradas ou ovocitos.

Para analise estatistica do potencial de desenvol-
vimento dos protocolos de superovulagdo, a proporgido
de embrides viaveis entre os tratamentos foi comparada
pelo teste de Qui-quadrado (y?), adotando os niveis de
significancia de 5% e 1%.

TABELA 1 - Protocolo hormonal utilizado na superovu-

lagdo das vacas Gir.

DIA 0 5 6 7 8 9 10

P4 +E2
MANHA | |CIDR | FSH | FSH | FSH FSH |{CIDR| IA

FSH
TARDE FSH | FSH | FSH PGF2a| GnRH | IA

| Inser¢ao do CIDR; 1 Retirada do CIDR

4 Tampdo Fosfato Salino, laboratério NUTRICELL
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No tratamento com 300 UI de FSH obtiveram-se
treze embrides degenerados, quarenta e nove ovocitos e
trinta e trés embrides viadveis, totalizando 95 estruturas
recuperadas. No tratamento com 400 UI de FSH obtiveram-
se vinte ¢ um embrides degenerados, vinte ovocitos e
sessenta e cinco embrides viaveis, totalizando cento € seis
estruturas recuperadas. No tratamento utilizando 500 Ul
de FSH obtiveram-se cinco embrides degenerados, dezoito
ovocitos e trinta e trés embrides vidveis, totalizando
cinqiienta e seis estruturas recuperadas (Tabela 2).

TABELA 2 - Resultados encontrados apos a colheita de
embrides nas doadoras bovinas da raga Gir

TRATAMENTO
ED oV EV TOTAL
(UD)
500 5 18 33 56
400 21 20 65 106
300 13 49 33 95
TOTAL 39 87 131 257

ED: Embrides degenerados; OV: Ovocitos; EV: Embrides viaveis.

A variacdo individual e o tipo de hormonio sdo fato-
res importantes que interferem na resposta superovulatoria.
De acordo com Monniaux et al. (1983), o estado ovariano
no momento do tratamento parece ser fator determinante
naresposta superovulatoria, sendo uma caracteristica cons-
tantemente pesquisada para elevar o indice de recuperagao
de embrides viaveis. Moor et al. (1984) relatam a existén-
cia de outros componentes da dindmica folicular, como o
tamanho, a distribui¢ao e as condi¢des dos foliculos antrais
que podem afetar a resposta ovulatoria frente ao tratamento
hormonal. Ainda salientam que, apesar das melhorias nas
técnicas de transferéncia de embrides, o problema maior
continua sendo a baixa taxa de recuperagdo de embrides
viaveis, podendo ser devido a variagdo individual frente
ao estimulo superovulatorio.

120

100

B0+
Total de &0 as00 L
estruturas 40 w400 Ul
20 o300 U

1]

ED o EV TOTAL
Estruturas recuperaidas

Figura 1 - Proporgoes de estruturas recuperadas nas do-
adoras da raca Gir.

Os resultados encontrados foram analisados pelo
teste de Qui-Quadrado (X?), com nivel de significancia
de 1% nos tratamentos 300 e 400 UI onde se observaram
diferencas estatisticamente significativas nas propor¢oes
de embrides vidveis. Com o nivel de significancia de 5%
entre os tratamentos 300 (33/95) e 500 (33/56) UI houve
diferencas estatisticas significativas e no tratamento com
400 (65/106) e 500 (33/56) UI nao houve diferencas es-
tatisticas (Figura 1).

Prado e Toniollo (2006) superovularam 67 vacas
da raga Gir leiteiro com 300, 400 ou 500 UI de FSH/LH,
administradas em 8 subdoses decrescentes, com inicio em
fase aleatoria do ciclo estral, durante 4 dias consecutivos,
com intervalo de 12 horas (Tabela 3). A colheita de embri-
oes foi realizada pelo método ndo-cirurgico sete dias apds
a primeira inseminagao artificial. Das variaveis analisadas
apenas o tratamento com 400 UI de FSH/LH influenciou a
recuperacao de embrides viaveis, sendo de 2,92. Nas vacas
que receberam 300 UI e 500 UI a taxa de recuperagdo de
embrides viaveis foi de 1,44 e 1,63, respectivamente, ndo
apresentando diferenca estatistica (P>0,05).

TABELA 3 - Protocolo de superovulagdo em vacas da

raca Gir.
DIA 0 4 5 6 7 8 9
MA- E2 FSH FSH CIO
- FSH FSH 1A
NHA | |CIDR PGF,a 1CIDR
TAR- FSH FSH
FSH FSH 1A
DE PGF,a  GnRH

| Inser¢do do CIDR; 1 Retirada do CIDR

Os resultados encontrados condizem com os re-
sultados encontrados por Prado e Toniollo (2006) dentro
da raca Gir, mas diferentes dos resultados encontrados
por Visintin et al. (1999) superovulando novilhas da raga
Nelore com 300, 400 ou 500 UI de FSH/LH, onde a taxa
de recuperagao de embrides viaveis com 300 UI de FSH/
LH foi compativel com a literatura, no entanto, 400 e 500
UI apresentaram baixos resultados. De acordo com Fi-
gueiredo et al. (1995), os animais da raga Nelore possuem
ovarios, foliculos e corpos luteos menores, o que pode
estar relacionado a exigéncia de menor concentragdo de
FSH para indugdo da superovulagdo, assim condiz com
os resultados encontrados, pois o grupo com menor dose
de FSH (300UI) apresentou maior niimero de embrides
viaveis e de estruturas totais. Zanenga & Silva (1988)
obtiveram média de estruturas e de embrides viaveis de
8,2 e 4,1, respectivamente, para f€émeas Bos taurus taurus
e Bos taurus indicus.

Donaldson et al. (1986), Gonzalez et al. (1990) e
Mapletoft et al. (1992) demonstraram os efeitos negativos
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de concentragdes elevadas de LH na produg@o e na qualida-
de de embrides bovinos. Foi sugerido, pelos autores, que o
nivel maximo de contaminagdo com LH, numa preparacdo
de FSH, deveria ser entre 15 a 20%.

Fonseca et al. (2001) superestimulou 26 doadoras
das ragas Nelore Padrao (16), Nelore Mocho (3), Gir Lei-
teiro (4), Brahman (2) e Guzera (1) com 350 UI de FSH
e o numero de embrides viaveis colhidos em fun¢do da
raca da doadora foi de: Nelore Padrdo, 92 (68,2%), Nelore
Mocho, 17 (12,6%), Gir Leiteiro 15 (11,1%), Brahman,
7 (5,2%) e Guzer4, 4 (3,0%). A média geral desse experi-
mento foi de 5,2 (135/26) embrides viaveis por doadora.
Essa média assemelha-se a resultados obtidos por equipes
de transferéncia de embrides e em estudos anteriores em
taurinos (Callesen et al., 1995) que relataram uma média
de quatro a cinco embrides viaveis por doadoras supero-
vuladas. A média encontrada neste trabalho superovulando
vacas da raga Gir Leiteiro com os tratamentos de 500, 400
e 300 UI foram inferiores aos encontrados por Fonseca et
al. (2001) dentro da raga Gir, sendo respectivamente de
1,7, 3,4 ¢ 1,7, onde a média geral foi de 2,29 embrides
viaveis por doadora.

Fonseca et al. (2001) avaliaram a resposta supero-
vulatéria de novilhas da ra¢a Nelore tratadas com 250 ou
500 UI de FSH e concluiram que o tratamento com 250
UI de FSH foi tdo eficaz quanto o tratamento com 500
UI de FSH para superestimular novilhas da raga Nelore,
diferente dos resultados encontrados neste trabalho ao
superestimular fémeas da raga Gir Leiteiro com 300, 400
ou 500 UI de FSH, onde os tratamentos com 300 e 500 UI
de FSH apresentaram diferencas estatisticas ao nivel de
significancia de 5% e os tratamentos 300 e 400 UI apre-
sentaram diferencas ao nivel de significancia de 1%.

Nao ha informagdes suficientes na literatura so-
bre o efeito de diferentes concentragdes de FSH/LH em
protocolos de superestimulagdo bovina dentro da raca Gir
Leiteiro. Além disso, hé escassez de trabalhos que avaliam
efeito nutricional, dindmica folicular ¢ superovula¢do em
bovinos da raga Gir Leiteiro.

O valor do investimento dentro de um programa
de superovulago bovina ¢ de aproximadamente $ 550,00
(quinhentos e cinqiienta ddlares), incluindo neste valor o
técnico, o hormoénio, o sémen e todo material empregado
durante a colheita de embrides. Em relagéo a esses aspec-
tos ndo se verificou, observando a literatura consultada,
nenhuma consideragdo sobre o investimento.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente trabalho
permitem concluir que o tratamento hormonal utilizando
400 UI de FSH apresentou maior nimero de embrides
viaveis, porém com maior nimero de estruturas dege-
neradas.

Os tratamentos com 500 e 300 UI apresentaram
numeros iguais de embrides viaveis, porém com a con-
centra¢do 500 UI de FSH apresentou menor nimero de
estruturas degeneradas e menor niimero de ovocitos e com
300 UI de FSH houve maior nimero de ovocitos.

Os protocolos hormonais utilizados para supero-
vulagdo em bovinos ainda ndo sdo estaveis dentro de dife-
rentes ragas, idade ¢ manejo das doadoras. Os protocolos
devem ser adequados na sua individualidade para cada
animal para obtengdo de respostas cada vez melhores.
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