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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo identificar a dose mais eficiente de FSH/LH (300, 400 ¢ 500 UI) no tratamento
superovulatdrio de novilhas da raga Nelore, assim como avaliar o método ene-step no processo de congelagio de embrides.
A variagiio da resposta superovulatéria tem sido muito grande, o que explica o interesse de diversos pesquisadores em
encontrar novos hormonios, doses e momentos para realizar a estimulagiio ovariana. Foram empregadas doses de 300 (n
=20),400 (n=21) ou 500 UI (n=21) de FSH/LH, iniciando-se no décimo dia do ciclo estral, em 8 aplicagbes decrescentes,
durante quatro dias consecutivos. Foi aplicado PGF,a concomitante com a quinta subdose de FSH/LH e realizadas duas
inseminagoes artificiais as 12 e as 24 horas apés o inicio dos sintomas de estro. As colheitas dos embrides foram realizadas
6,5 dias ap6s a primeira inseminag@o artificial. Pelo exame ultra-sonogrifico, avaliaram-se os nimeros de foliculos no
momento da inseminagdo artificial (15,12; 15,76; e 14,94) e de corpos liiteos (10,68; 11,55; ¢ 10,81) no dia da colheita,
encontrando 5,20; 1,81; e 2,76 embrides vidveis, respectivamente, para 300 UL, 400 Ul e 500 UI de FSH/LH. O grupo de
300 UI de FSH/LH apresentou os melhores resultados em relagio aos embrides vidveis. Dos 106 embrides congelados
pelo método one-step em 1,5 M de etilenoglicol e transferidos pelo método ndo-cirdrgico, 8 resultaram em prenhez
(7,5%). A dose de 300 UI de FSH/LH apresentou melhor resposta superovulatéria em comparagio com as de 400 e 500
UI para novilhas da raca Nelore. A transferéncia de embries Bos taurus indicus congelados pelo método one-step em 1,5
M de etilenoglicol ndo foi eficiente.

UNITERMOS: Superovulagao; Embrides; Etilenoglicol; Bovinos.

INTRODUCAO

variagdio do nimero de embrides apds diferentes
tratamentos superovulatérios tem sido atribuida a

fatores individuais. Monniaux ef al.'®, Moor et al."" e
Murphy et al.'¥, utilizando tratamentos idénticos, obtiveram
respostas altamente varidveis. Em relagdo as concentragoes
do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (LH) presentes no extrato pituitdrio comumente
usado para estimular a resposta ovulatéria, Greve et al.®, Moor

“Este trabalho foi financiado pelo CNPq n® 52/0333-942 e pela Finep

et al.'’, Callesen et al.' e Foote; Ellington® encontraram
melhores resultados em preparagoes com baixa concentragdo
de LH. Estes autores salientam que as altas concentragoes de
LH causam ovulago prematura ou luteinizagao de foliculos,
ocasionando baixa resposta superovulatéria. Hasler et al.’
relataram que 14% dos animais superovulados em rebanhos
leiteiros nio responderam ao tratamento,

A administra¢@o do FSH para estimular a superovulagio
deve ser feita durante 4 a 5 dias, em intervalos de 12 horas,
porque, segundo Moor et al.'’, o FSH possui vida-média curta
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(110 minutos). Demoustier et al.? relataram que a concentragio
plasmdtica de FSH aumenta imediatamente apds sua
administracao (intramuscular), atingindo a concentragdo méxima
as 3 horas e diminuindo gradualmente até nao ser mais detectada
as 12 horas.

Zanenga; Silva® nao encontraram reduc@o no niimero
de embrides vidveis em fémeas Bos raurus indicus em
supergvulagdes consecutivas.

A criopreservacio tem como finalidade viabilizar
economicamente a biotecnologia da transferéncia de embrides.
Este processo permite o armazenamento de embrides por tempo
indeterminado, eliminando a necessidade de sincronizar o ciclo
estral entre doadoras e receptoras; o planejamento de partos
em épocas ideais, tanto para bovinos de leite quanto de carne;
o transporte de embrides para diferentes locais; e a realizagao
de experimentos nas dreas de melhoramento genético.

Virias substancias foram empregadas para proteger as
células contra os danos da congelagio, sendo classificadas
como crioprotetores penetrantes (DMSO, glicerol,
etilenoglicol, 1,2-propanodiol), que reduzem a formagao de
gelo no interior das células durante a congelaciio e ndo-
penetrantes, podendo ser macromoléculas de baixo peso
molecular (sacarose) que promovem a desidratagao por
contragao das células antes da congelagido ou de alto peso
molecular (polivinilpirrolidona, dextran, soro sangiiineo, soro
albumina bovina), que mostram eficiéncia na reparagio de
danos da membrana celular'®*. Os crioprotetores possuem
fungdes como o abaixamento do ponto de congelagio das
solucdes, a interagiio com a membrana celular tornando-a
menos quebradi¢a a congelacgao e a diminuigao do efeito das
altas concentragdes de solutos durante a desidratagdo das
células®.

O processo de congelagio de embrides bovinos vem
sendo simplificado nos tltimos anos, pois os métodos
tradicionais de criopreservagio sio laboriosos, requerendo que
o embrido, apds a descongelacio, seja removido da palhetae
manipulado antes da transferéncia para a receptora, o que
exige tempo, pessoal e infra-estrutura especializados'. Para
encontrar um método mais simples para viabilizar a
transferéncia de embrides a campo, estdo sendo estudados
processos que permitam a adicio e a remogdo do crioprotetor
em uma tnica etapa (one-step). Um dos procedimentos foi a
colocagao de solucio de sacarose nas extremidades da prépria
palheta e o outro a utilizacio de crioprotetores mais permedveis
as células embriondrias' 5%

Para estudar a viabilidade do método one-step, Leibo!
congelou embrides de vacas da raga Simental em solugio
contendo 1,5 M de glicerol e 1,08 M de sacarose, obtendo
taxa de 34,9% de prenhez. Massip et al." e Touati et al.*
usaram 1,36 M de glicerol e 0,25 M de sacarose, conseguindo
taxas de prenhez de 50,0% e 55,6%, respectivamente. Jaume;

*Pulset - Serono Pharmaceutical Products Ltda - Lot. 137
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Campos®, utilizando o metanol como crioprotetor para
embrides de camundongos e de bovinos, conseguiram média
de 53,5% de desenvolvimento embriondrio em camundongos,
enquanto os embrides bovinos permaneceram vidveis em
metanol somente a temperatura ambiente, nio sobrevivendo d
congelacdo e a descongelacdo. Suzuki er al.' relataram
melhores taxas de sobrevivéncia e de prenhez com embrides
bovinos congelados pelo método one-step em 1,6 M de 1,2-
propanodiol do que com 1.4 M de glicerol. A adigdo de
sacarose aos crioprotetores provocou melhora na taxa de
sobrevivéncia de embrides congelados em glicerol, enquanto
em |,2-propanodiol nao apresentou alteragio.

Voelkel; Hu* concluiram que a congelagiio de embrides
pelo método one-step em 1,5 M de etilenoglicol foi melhor do
que 1,4 M de glicerol; 1,5 M de DMSO ou 1,5 M de 1,2-
propanodiol, quando cultivaram os embrides in vitro. No
entanto, avaliando a eficiéncia de 1,5 M de etilenoglicol na
congelacdo, descongelagiio e transferéncia pelo método one-
step, obtiveram taxas de prenhez iguais aos embrides
congelados em 1,4 M de glicerol pelo método convencional.
Embora estes resultados sejam semelhantes, o etilenoglicol é
mais vantajoso, em decorréncia da praticidade do método.
Lange’, congelando embrides bovinos em 1,5 M de
etilenoglicol pelo método one-step e em 1,4 M de glicerol
pelo método de remogio do crioprotetor em trés etapas com
sacarose (controle), obteve taxas de prenhez de 58,2% e 48,9%,
respectivamente. Looney et al.'* alcancaram taxas de prenhez
mais altas com embrides congelados em 10% de glicerol
(69,6%) do que em 1,5 M de etilenoglicol (50%).

Suzuki et al.?, empregando o método one-step,
avaliaram os crioprotetores 1,3 M de metilcelulose, 1,1 M de
dietilenoglicol, 1,8 M de etilenoglicol, 1,6 M de 1,2-
propanodiol e I,1 M de I,3-butilenoglicol, indicando que
metilcelulose, dietilenoglicol, etilenoglicol e 1,2-propanodiol
mostraram ser liteis para a congelacido de embriGes bovinos
fecundados in vitro, sendo que 1,8 M de etilenoglicol
apresentou a maior taxa de prenhez. De acordo com Zanenga®,
as primeiras tentativas de congelagio de embrides zebuinos
no Brasil empregaram o processo de virias etapas com glicerol,
mas posteriormente foram preconizadas modificagoes, usando-
se a sacarose apds a descongelag@o. Molina; Saturnino'®,
objetivando desenvolver o método one-step para congelacao
de embrides de bovinos da raga Nelore (Bos taurus indicus),
utilizaram 1,36 M de glicerol com 0,25 M de sacarose e 10%
de SFB em PBS, nio conseguindo prenhez. Esper; Barbosa’,
comparando embrides Bos taurus taurus e Bos taurus indicus,
encontraram diferencas significativas entre as células
embriondrias quanto ao volume ocupado pelos lipides,
mitocondrias e lisossomos.

Este experimento teve como objetivo identificar a dose
mais eficiente de FSH/LH (300, 400 ou 500 UT) no tratamento
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superovulatério de novilhas da raga Nelore (Bos taurus
indicus), assim como avaliar o método one-step no processo
de congelagao de embrides.

MATERIAL E METODO

Foram utilizadas 24 novilhas da raca Nelore como
doadoras de embrides, as quais foram submetidas a
tratamentos a cada 2 meses, perfazendo 62 superovulagoes.
Os animais foram superovulados com 300, 400 ou 500 Ul de
FSH/LH?, sendo administradas em 8 subdoses decrescentes,
com inicio no 10° dia apés os sintomas de estro, durante 4
dias consecutivos, com intervalo de 12 horas. Foi aplicado
PGF,a concomitante com a quinta subdose de FSH/LH®,
realizando-se 2 inseminag¢des artificiais as 12 e as 24 horas
apds o inicio dos sintomas de estro.

A resposta superovulatéria e o nimero de corpos liteos
foram avaliados pela ultra-sonografia na inseminagdo artificial
(IA) e no dia da colheita dos embrides, respectivamente. As
colheitas de embrides foram realizadas pelo método nao-
cirtirgico no dia 6,5 ap6s a primeira inseminacao artificial
com o cateter de Foley 18Fr/ch, fixado no corpo do ttero
para lavagem simultinea dos dois cornos uterinos, com um
litro da soluciio de PBS acrescida de 1% de soro fetal bovino
(SFB). Apés a filtragem, o liquido restante no filtro (= 20 ml)
foi colocado em placas de Petri para localizagao das estruturas
em estereomicroscpio com aumento de 10x. Os embrides
foram submetidos a oito lavagens em PBS acrescido de 10%
de SFB para retirada de debris celulares e classificados
morfologicamente em estereomicroscépio com aumento de
40x, quanto ao estigio de desenvolvimento e a qualidade, de
acordo com Lindner; Wright".

Tabela 1
Nimeros médios de foliculos na inseminagao artificial e de corpos liteos, embrides vidveis e totais no dia da colheita, em novilhas da
raga Nelore superovuladas com 300, 400 ou 500 Ul de FSH/LH, Sio Paulo, 1996.

FSH/LH (UI)

Tratamentos 300 400 500 CcvV
Numero 20 21 21

Novilhas em estro 20 (100%) 18 (85,7%) 16 (76,2%)

Foliculos (IA) 1512 15,76 14,94 28,62
Coarpos luteos 10,68 11,55 10,81 35,60
Embrioes viaveis 5,200 1,810 2,76° 92,82
Estruturas totais 8,10 3,95° 6,29 83,87

IA - inseminagio artificial CV - coeficiente de variagio;

b Linhas com diferentes letras sobrescritas diferem para o teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2
Nimeros médios de foliculos na inseminag@o artificial e de corpos liteos, embrides vidveis e totais no dia da colheita, em novilhas da
raga Nelore com ou sem sintomas de estro apds os tratamentos superovulatérios com 300, 400 ou 500 Ul de FSH/LH. Sao Paulo, 1996.

Media de Estruturas

ltem Média de Foliculos Média de Corpos liteos Viaveis Totais
Com estro 15,38 11,16 3,64° 6,712
Sem estro 14,57 9,86 0,00° 1,14°

“Colunas com diferentes letras sobrescritas diferem pela andlise de variancia (p<0,05).

Tabela 3
Taxa de prenhez de embrides congelados, descongelados e transferidos pelo método one-step de acordo com a classificagiio morfoldgica.

Sao Paulo, 1996.

Estagio do Embriao Classificacao (Grau)

Gestagbes/Embrides Transferidos

Mérula Compacta lell
Blastocisto inicial lell
Blastocisto lell

Total

1/25 (4,0%)
4/26 (15,4%)

2/30 (6,7%)
8/106 (7,5%)
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Ap6s a avaliag@o, os embrides de graus I e II foram
colocados em solugio de PBS contendo 10% de SFB ¢ 8,4%
(1,5 M) de etilenoglicol, onde permaneceram por 10 minutos.
A seguir, foram envasados em palhetas de 0,25 ml contendo
duas colunas (3,7 cm) de PBS com 10% de SFB nas
extremidades e uma coluna central (2,0 cm) com 8,4% de
etilenoglicol e o embrido, sendo separadas por duas colunas
de ar (1,0 cm). As palhetas foram vedadas com lacradores
plasticos e identificadas. Os embrides foram congelados em
mdquina com temperatura programdvel (Bio Cool 1V),
seguindo o seguinte protocolo: imersio em metanol a -6°C,
estabiliza¢do por 5 minutos, indugio da cristalizacio (seeding)
na parte superior da coluna do embrido, estabilizacdo por 5
minutos (-6°C), decréscimo da temperatura de congelagio na
velocidade de 0,5°C por minuto até atingir -30°C, estabilizagio
por 10 minutos, imersiio e armazenagem em nitrogénio em
estado liquido. As palhetas foram descongeladas durante 10
segundos no ar & temperatura ambiente (+22°C) e, em seguida,
por 20 segundos em dgua a 37°C, sendo agitadas para misturar
as trés colunas liquidas e acopladas ao inovulador modelo
“Hannover” ou “Francés”. Foram descongelados 106 embrides
(56 de grau I e 50 de grau I1), sendo transferidos para a por¢iio
cranial do corno uterino ipsilateral ao ovério com o corpo
liteo de receptoras que encontravam-se no dia 6,5 do ciclo
estral.

Foram realizados o controle de ndo-retorno ao estro a
partir do 17° dia da transferéncia dos embrides e o diagndstico
de gestacio, pela ultra-sonografia, das receptoras.

Analise estatistica

A andlise de varidncia foi realizada pelo procedimento
GLM do programa computacional SAS. As varidveis que
apresentaram significincia estatistica ao nivel de 5% tiveram
suas médias separadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS

Os resultados das superovula¢des com 300 UL, 400 Ul
ou 500 UI de FSH/LH, considerando os nimeros de foliculos
nos dias da inseminagio artificial e de corpos liteos, embrides
vidveis e estruturas totais no dia colheita, estdo nas Tab. 1 e 2.

Houve diferenga (p<0,05) entre as médias de embrides
vidveis e de estruturas totais no tratamento com 300 UI (5,20 e
8,10) quando comparadas aos grupos com 400 UI (1,81 e 3,95)
e 500 UI (2,76 e 6,29). Nao houve diferenga (p>0,05) entre as
percentagens de animais que apresentaram sintomas de estro apés
a superovulacao nas diferentes doses de FSH/LH, ou seja, 100%
para 300 Ul de FSH/LH; 85,7% para 400 UI; e 76,2% para 500
UI (Tab. 1). De acordo com estes resultados, avaliaram-se a
resposta superovulatéria e a recuperagio de embrides vidveis e
de estruturas totais em animais que apresentaram ou nao sintomas
de estro apés o tratamento superovulatério (Tab. 2).
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Os animais que ndo demonstraram sintomas de estro apés
o tratamento superovulatério apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05), quantc a média de embrides vidveis e de estruturas
totais, em relacdo aos animais que apresentaram sintomas de
estro (Tab.2).

Dos 106 embrides grau I e II transferidos, resultaram 8
(7,5%) prenhezes (Tab. 3).

DISCUSSAO

A variagao individual e o tipo de horménio sao fatores
importantes que interferem na resposta superovulatéria. De
acordo com Monniaux et al.'®, o estado ovariano no momento
do tratamento parece ser fator determinante na resposta
superovulatéria, sendo uma caracteristica constantemente
pesquisada para elevar o indice de recuperacio de embrides
vidveis. Moor et al.'” relatam a existéncia de outros
componentes da dindmica folicular, como o tamanho, a
distribui¢do e as condigoes dos foliculos antrais que podem
afetar a resposta ovulatdria 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 recuperagio de embrides vidveis, podendo ser
devido a variagcao individual frente ao estimulo
superovulatério.

A taxa de recuperag¢iio de embrides vidveis com 300 UI
de FSH/LH foi compativel com a literatura, no entanto, 400 e
500 UI apresentaram baixos resultados (Tab. 1). Zanenga;
Silva® obtiveram média de estruturas e de embrides vidveis
de 8,2 e 4,1, respectivamente, para fémeas Bos taurus taurus
¢ Bos taurus indicus.

Os animais das ragas zebuinas sdo mais sensiveis aos
medicamentos em comparacdo com os das ragas européias.
De acordo com Figueiredo ef al.*, os animais da raga Nelore
possuem ovdrios, foliculos e corpos liteos menores, o que
pode estar relacionado a exigéncia de menor concentragio de
FSH para indugio da superovulagio. Esta observagio condiz
com os resultados deste trabalho, pois o grupo com menor
dose de FSH (300 UI) apresentou maior niimero de embrides
vidveis e de estruturas totais.

Os animais que nio manifestaram sintomas de estro
ap6s a aplicacdo de PGF,a durante o tratamento
superovulatério apresentaram baixo resultado em relagiio aos
nimeros de embrides vidveis e totais (Tab. 2), ndo se
recomendando a colheita de embrides.

A congelagio de embrides bovinos pelo método cldssico
com glicerol é um processo rotineiro, alcancando indices de
prenhez que variam de 30 a 80%'"*'%, A eficiéncia do método
one-step para congelacdo, descongelacio e transferéncia de
embrides foi confirmada em bovinos Bos taurus
taurus'1314202122 Entretanto, Jaume; Campos'', utilizando
o metanol na congelagio de embrides pelo método one-step,
ndo obtiveram prenhez.
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Neste trabalho, a congelaciio de embrides Bos taurus
indicus pelo método one-step, empregando o etilenoglicol (Tab.
3), resultou em baixo indice de prenhez (7,5%), ao contririo
dos resultados de Voelkel; Hu* que obtiveram taxa de 50%
em vacas Simental (Bos taurus taurus), ndo observando
diferenca significativa em comparag¢ao ao método classico com
glicerol. Lange’, utilizando o etilenoglicol no método one-step,
obteve 58,2% de prenhez, mostrando que este crioprotetor é
melhor do que o glicerol no método clissico (48,9%). Voelkel;
Hu*, estudando diferentes crioprotetores pelo cultivo in vitro
de embriGes, concluiram que o etilenoglicol apresentou os
melhores resultados quando comparado a outros
crioprotetores, o que foi confirmado nos experimentos de
Suzuki et al.®.

As variagdes encontradas na congelabilidade dos
embrides podem estar relacionadas & permeabilidade das
células embriondrias e i toxicidade do crioprotetor, pois Esper;
Barbosa?, comparando a ultra-estrutura embrioniria,

identificaram diferencas entre as células de embrides Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus, fornecendo informacdes
importantes para o desenvolvimento de novos métodos de
criopreservagao de embrides Bos taurus indicus.

Diante dos baixos indices de prenhez de embrides Bos
taurus indicus congelados pelo método one-step com 1,5 M
de etileno glicol, sdo necessdrios novos estudos para encontrar
o melhor protocolo de congelagao (concentragdo e tempo de
exposi¢do ao etilenoglicol e velocidade de congelacio).

CONCLUSOES

A dose de 300 UI de FSH/LH apresentou melhor
resposta superovulatéria em comparagio com as de 400 e
500 UI para novilhas da raga Nelore,

A transferéncia de embrides Bos taurus indicus
congelados pelo método one-step em 1,5 M de etilenoglicol
nao foi eficiente.

SUMMARY

The objetive of this study was to identify the better dose between 300 (n=20), 400 (n=21) and 500 IU (n=21) of FSH/
LH to stimulate Nelore heifers. The superovulation treatment started on day 10 (D0 = estrous) of the estrous cycle in 8
decreasing aplications for 4 days. The embryo recovery was achieved on day 6.5 after the first artificial insemination.
The superovulatory response for 300, 400 and 500 IU FSH/LH was follicles (15.12, 15.76 and 14.94); corpus luteum
(10,68, 11.55 and 10.81) and transferable embryos (5.20, 1.81 and 2.76). The 300 IU of FSH/LH group presented the
best results in regard to transferable embryos. The transferable embryos were cryopreserved by one-step method with
1.5 M of ethylene-glycol, resulting in 8 pregnancies (7.5%) of 106 embryos transferred by non-curgical method. The
300 IU of FSH/LH presented better superovulatory response in comparison with 400 and 500 [U in Nelore heifers. The
transfer of Bos taurus indicus embryos cryopreserved by one-step method in 1.5 M of cthilene glycol was not efficient.

UNITERMS: Superovulation; Embryos; Ethylene-glycol; Cattle.
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