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Resumo

FRATA, Monigue Mazzarollo. Tratamentos hormonais e seus efeitos sobre a
producao de embrides bovinos in vivo e in vitro. 2021. 48f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pd6s-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinéaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A transferéncia de embrides (TE) permite a multiplicacdo de fémeas geneticamente
superiores, contribuindo com o aumento da eficiéncia na producdo de alimentos.
Porém, tanto a producéo in vivo quando a in vitro ainda necessitam de melhorias. No
primeiro estudo, o objetivo foi identificar se a uma Unica administracdo de PGF na
inseminacdo artificial (IA) apés a superovulacdo (SOV) melhora as taxas de
fecundacdo e producdo embrionaria. Vacas doadoras de embrides (n=35)
participaram de duas SOV (n=70) sendo que, em cada ciclo, a metade nao foi
tratada (controle; n=35) e as demais receberam PGF (482ug de cloprostenol; n=35)
no momento da primeira IA. No dia da coleta de embrides, registrou-se o namero,
estagio de desenvolvimento e qualidade das estruturas. As medianas (IC 95%) dos
grupos controle e PGF foram, respectivamente, 12 (10-18) e 15 (12-18) estruturas
totais; 9 (7-11) e 7 (6-10) embrides viaveis; 1 (0-1) e 1 (1-3) embrides degenerados;
e 1 (0-3) e 2 (0-5) odcitos (P>0,05). Conclui-se que uma Unica administracdo de PGF
no momento da primeira IA ndo afeta a producdo embrionaria de vacas
superovuladas. No segundo estudo, o objetivo foi avaliar o efeito de um tratamento
hormonal injetavel para sincronizagdo da onda folicular de doadoras Bos taurus,
sobre a concentragdo de progesterona (P4), numero e qualidade dos complexos
cumulus odcito (CCOs) recuperados por aspiracao folicular (OPU) e eficiéncia da
producdo in vitro de embrides (PIVE). Vacas Bos taurus (n=11) foram submetidas a
guatro sessfes de OPU (n=44), sendo que no dia zero (D0), a metade foi alocada no
grupo controle (n&o sincronizada; n=22) ou no tratamento (2 mg de benzoato de
estradiol; 150 ug de D-cloprostenol; e 300 mg de progesterona injetavel; n=22) e no
dia 6 (D6) ocorreu a OPU. N&o houve diferenca (P>0,05), nas medianas (IC 95%) de
estruturas totais e viaveis, sendo respectivamente, 12 (6-15) e 10 (9-19) CCOs
totais; 5,5 (5-8) e 6 (5-9) CCOs viaveis; e a taxa de producdo de embrides foi 28%
(21-46%) para o controle e 33% (22-45%) para o tratamento (P>0,05). Observou-se
diferenca (P<0,05) apenas na concentracdo média de progesterona no D6, sendo
2,8£0,8 e 1,1+0,2 ng/mL, para os grupos controle e tratamento, respectivamente.
Nas condicbes deste estudo, conclui-se que este tratamento hormonal para
sincronizacdo pré-aspiracdo nao melhorou os parametros analisados, ndo sendo
recomendada sua aplicacdo. Novos estudos sdo necessarios para melhorar a
producdo in vivo, e aumentar o nimero e qualidade das estruturas aspiradas para
producéo in vitro de embrides bovinos.

Palavras-chave: Embrido; TE; CCOs; PIVE; MOET



Abstract

FRATA, Monigue Mazzarollo. Hormonal treatments and their effects on bovine
embryo production in vivo and in vitro. 2021. 48f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Embryo transfer (ET) allows the multiplication of genetically superior females,
contributing to increased efficiency in food production. However, both in in vivo and in
vitro embryo production systems there is still place for improvement. In the first study
the objective was to identify if a single PGF administration at the time of artificial
insemination (Al) improves fertilization and embryo production rates. Embryo donor
cows (n=35) were submitted to superovulation (SOV) twice (n=70). In each round,
half of the cows were not treated (control; n=35) or treated with PGF (482ug
cloprostenol; n=35) at the time of the first Al. The number, stage of development and
quality of embryos were recorded on the day of embryo recovery. The medians (ClI
95%) for control and PGF groups were, respectively, 12 (10-18) and 15 (12-18) total
structures; 9 (7-11) and 7 (6-10) viable embryos; 1 (0-1) and 1 (1-3) degenerated
embryos; and 1 (0-3) and 2 (0-5) oocytes (P>0.05). In conclusion, a single PGF
treatment at the time of the first Al does not affect the embryo production of
superovulated cows. In the second study the objective was to evaluate the effect of
an injectable hormonal treatment to synchronize the follicular wave of Bos taurus
donors on progesterone (P4) concentration, number and quality of cumulus-oocyte
complexes (COCs) recovered by ovum pick up (OPU) and in vitro embryo production
(IVP) efficiency. Bos taurus cows (n=11) were submitted to four OPU sessions
(n=44). On day zero (DO) the cows were allocated to control (not synchronized) or
treated group (2 mg of estradiol benzoate; 150 pg of D-cloprostenol; and 300 mg of
injectable progesterone). On day 6 (D6) the OPU procedures were performed. There
was no difference (P>0.05) between control and treatment, in the medians (Cl 95%)
of total and viable structures, being, respectively, 12 (6-15) and 10 (9-19) total
oocytes; 5.5 (5-8) and 6 (5-9) viable oocytes; the rate of embryo production was 28%
(21-46%) for control and 33% (22-45%) for treatment. A significant difference
(P<0.05) was observed in the concentration of progesterone on D6, being 2.8+0.8
and 1.1+0.2 ng/mL for control and treated groups, respectively. In conclusion, under
the conditions of this study, the hormonal treatment for pre-aspiration synchronization
did not improve the analyzed parameters, consequently, its application is not
recommended. New studies are necessary to improve in vivo embryo production and
to increase the number and quality of aspirated structures for bovine in vitro embryo
production.

Keywords: Embryo; ET; COCs; IVP; MOET
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1 Introducéo

O uso comercial de tecnologias de reproducao assistida em bovinos, como a
transferéncia de embrides (TE), € bem estabelecido mundialmente, devido ao seu
aperfeicoamento ao longo de cinco décadas. Desde o inicio da aplicacdo comercial
na década de 1970, quando a coleta e transferéncia de embrides era feita
cirurgicamente, muitos avangos ocorreram. Dentre eles, a coleta transcervical e TE
nao cirdrgica, até o desenvolvimento de dispositivos vaginais de progesterona que
aliados ao estrégeno e prostaglandina F2a (PGF) permitiram diminuir o intervalo
entre as superovulacdes (SOV) sem a necessidade de aguardar o cio natural das
doadoras. Novos protocolos de SOV com FSH em formulagdo de longa liberacdo
também permitiram melhorar a eficiéncia no manejo de SOV, sem aumentar a

producao embrionaria (revisado por Hasler, 2014).

No entanto, apesar de rebanhos bem manejados obterem uma boa taxa de
sucesso, 0s protocolos de SOV ainda apresentam variagdes na resposta, onde a
taxa de recuperacdo embrionaria é afetada por excessivas ovulacdes e ha reducao
da responsividade aos repetidos tratamentos. Além disso, a pesquisa nesta area
apresenta elevado custo e, consequentemente, ha pouco avanco no conhecimento.
Assim, as pesquisas académicas podem beneficiar a area comercial, que se
estagnou h& anos, obtendo em média de 5 a 7 embribes recuperados por lavado
uterino em doadoras Bos taurus (revisado por Hasler, 2012).

JA a producdo in vitro de embrides (PIVE) permaneceu quase que
exclusivamente como uma tecnologia de pesquisa, pouco utilizada na inddstria da
TE na década de 1980. Inicialmente a PIVE era utilizada apenas em doadoras com
problemas de fertilidade, que ja ndo respondiam a SOV. J& nos anos 2000 a PIVE
comecou a substituir a SOV no Brasil, principalmente devido a grande producédo de
odcitos por doadoras Bos indicus, sem a necessidade do tratamento com FSH, que
representa um elevado custo. A tecnologia do sémen sexado impulsionou ainda
mais a PIVE, tornando o Brasil um fornecedor mundial de genética zebuina

(revisado por Hasler, 2014 e Rodrigues, 2014).
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Atualmente a PIVE é a biotécnica mais utilizada no mundo, sendo em 2019
reportada a producédo de 1.031.769 embribes bovinos (72,7%). No mesmo periodo,
apenas 387.769 (27,3%) embrides foram produzidos in vivo, através da SOV. Nos
ultimos anos, a industria de embrides tendeu diminuir a produgdo in vivo, em
contraste com o aumento da PIVE (Viana, 2019). No entanto, segundo a experiéncia
adquirida na prestacdo de servico, observou-se que para maximizar os resultados,
ao invés de concorrerem entre si, ambas técnicas podem ser utilizadas na mesma
fazenda. Cabe avaliar os objetivos a serem alcancados e os individuos para

direcionar a técnica de producéo de embrides mais adequada ao momento.

A producdo de embrides in vivo possui a vantagem da consisténcia nos
resultados, maior viabilidade e criotolerancia dos embrides, além do baixo custo de
producéo relacionado a infraestrutura necesséria. Porém a alta variacao individual e
a baixa repetibilidade na resposta a SOV sao caracteristicas a serem melhoradas
(Mikkola et al, 2020). Em algumas situacfes, taxas de fecundacado insatisfatérias
podem estar ligadas a resposta superovulatoria, devido a alteracées na maturacao
oocitaria, pouca sincronia das ovulagdes, ambiente hormonal inadequado, que altera
o transporte de gametas e maior perda de sémen retrogrado pelo aumento de muco
durante o estro. Portanto, a taxa de fecundacao pode ser melhorada nos protocolos
de superestimulacdo com FSH (Carvalho et al., 2013).

Recentemente foi demonstrado que o uso de multiplas administracbes de
PGF no periodo periovulatério aumenta as taxas de fecundacdo e de
desenvolvimento embrionario em bufalas superovuladas (Carvalho et al., 2020).
Além disso, a PGF foi capaz de induzir a ovulacao em bovinos (Leonardi et al., 2012;
Castro et al., 2018).

Apesar das evidéncias de que o tratamento com PGF no periodo
periovulatorio pode estimular a ovulagdo e/ou melhorar a fecundagdo em vacas e
bafalas, respectivamente, até o presente momento, ndo foram avaliados os efeitos
do tratamento com PGF no momento da inseminacdo artificial em vacas
superovuladas. Portanto, formulou-se a hipotese de que o tratamento com PGF no
momento da primeira IA em vacas superovuladas aumenta a taxa de fecundacéao e,

conseguentemente, o numero de embrides viaveis obtidos.
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Ao contrario da SOV, a PIVE possibilita obtencdo de embrides ndo s6 de
fémeas vazias, mas também pré-puberes, no primeiro trimestre de gestacdo, com
anormalidades adquiridas do trato reprodutivo, que néo respondem a SOV e até post
mortem (Ferré et al., 2020). No entanto, além da variabilidade individual, em geral, 0
desempenho de vacas Bos taurus é inferior ao das Bos indicus (Gimenes et al.,
2015; Fernandes et al., 2014).

Apesar de doadoras Bos taurus apresentarem menor numero de foliculos
recrutados, ha indicios de que a induc¢do da emergéncia de uma nova onda folicular
antes da aspiracao folicular (OPU) pode ser benéfica, aumentando o numero e
gualidade dos complexos cumulus oécito (CCOs) recuperados e de embrides
produzidos (Fernandes et al., 2014). Uma forma de sincronizar a emergéncia da
onda folicular € com a aspiracdo (OPU) dos foliculos antrais, combinada com
aplicacao de PGF, o que induz uma nova onda folicular em 1,5 dias.

Porém, essa abordagem ndo € pratica, pois requer equipamento e mao de
obra qualificada além da necessidade de deslocamento até a fazenda. Portanto, o
controle farmacolégico do ciclo estral de doadoras de o0citos pré-aspiracado poderia
representar uma alternativa mais viavel comercialmente.

Considerando os hormonios disponiveis para a sincronizacdo da onda
folicular, a progesterona inibe a liberacéo de LH prevenindo a ovulacéo e suprimindo
0 estro, mas néao inibe a liberacdo de FSH. Ja o tratamento com estrogeno induz a
atresia de foliculos dependentes de FSH através da supressdo desta gonadotrofina,
resultando na emergéncia de uma nova onda folicular em 3 a 5 dias (MAPLETOFT
et. al.,, 2018). O tratamento com PGF induz a lutedlise e, se realizado alguns dias
antes da OPU, pode diminuir o tamanho do corpo liteo e, consequentemente, a
aspiracdo de sangue que obstrui o sistema de OPU e dificulta a busca das
estruturas aspiradas.

Ainda, em fémeas Bos taurus € bem estabelecido que a superestimulacéo
com FSH aumenta significativamente a taxa de recuperacédo de odcitos em relacéo a
fémeas nédo estimuladas (Ferré et al., 2020). Porém € necessario considerar o custo-
beneficio, visto que os protocolos disponiveis (Demetrio et al., 2020) utilizam doses

de FSH similares as utilizadas na SOV para producéo in vivo.
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Portanto, formulou-se a hip6tese de que o tratamento com progesterona
injetavel (P4i) de longa acdo associada a benzoato de estradiol (BE) e D-
cloprostenol (PGF), para a sincroniza¢ao da onda folicular, aumenta a quantidade e
gualidade dos CCOs aspirados e a produgao de embrides em vacas Bos taurus.

E importante ressaltar que o sucesso das técnicas de producio in vivo e in
vitro de embrides depende de diversos fatores ligados ao animal (raca, idade,
paridade, lactacdo, populacéo folicular e historico reprodutivo), o manejo (nutricéao,
método de sincronizacdo, gonadotrofina e sémen) e ambiente (clima, estacdo e

sistema de manejo), ndo somente a técnica e método utilizado (Mikkola et al, 2020).



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o uso de tratamentos hormonais para melhorar a produgdo de

embrides bovinos in vivo e in vitro.

2.2 Objetivos especificos
1) Identificar o efeito de uma uUnica administragdo de PGF (482ug de
cloprostenol soédico) no momento da primeira 1A, apés a SOV, sobre as taxas de

fecundacéo e producdo embrionaria em vacas;

2) Avaliar o efeito de um tratamento hormonal injetdvel (300 mg de
progesterona injetavel, 2 mg de benzoato de estradiol e 150 pg de D-cloprostenol)
para a sincronizacdo de uma nova onda folicular em vacas Bos taurus, sobre a
concentracdo de P4, nimero e qualidade dos odcitos obtidos por OPU e producédo

de embrides in vitro.



3 Artigos

3.1 Artigo 1

Administracdo de uma dose de prostaglandina F2a no momento da
inseminacao artificial em vacas superovuladas nao afeta a producao

embrionaria

Monique Mazzarollo Frata, Wagner Marques de Lima, Danylo Cintra Medeiros Lima,
Dénis Halinski da Silveira, Thomaz Lucia Jr., Rogério Ferreira, Bernardo Garziera
Gasperin

Sera submetido a revista Ciéncia Rural
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Administracio de uma dose de prostaglandina F2a no momento da inseminacgao

artificial em vacas superovuladas nao afeta a producdo embrionaria

A single prostaglandin F2a treatment at the time of artificial insemination does not

affect embryo production

Monique Mazzarollo Fratal?, Wagner Marques de Lima®?, Danylo Cintra Medeiros
Lima?, Dénis Halinski da Silveira?, Thomaz Lucia Jr. !, Rogério Ferreira®, Bernardo

Garziera Gasperin!
NOTA
RESUMO

A prostaglandina F2a (PGF) pode induzir a ovulagdo, melhorar a concep¢do em vacas, além
da fecundacdo e producdo de embries em bdfalas, mas o efeito em vacas superovuladas é
desconhecido. Objetivou-se identificar se uma aplicacdo de PGF no momento da inseminagao
artificial (1A) ap6s a superovulacdo (SOV) melhora as taxas de fecundacdo e producéo
embrionaria. Vacas doadoras de embries (n=35) participaram de duas SOV (n=70) sendo
que, em cada ciclo, a metade néo foi tratada (controle; n=35) e as demais receberam uma dose
de PGF (482ug de cloprostenol; n=35) no momento da primeira IA. No dia da coleta de
embrides, registrou-se o numero, estagio de desenvolvimento e qualidade das estruturas. As
medianas (IC 95%) dos grupos controle e PGF foram, respectivamente, 12 (10-18) e 15 (12-
18) estruturas totais; 9 (7-11) e 7 (6-10) embribes viaveis; 1 (0-1) e 1 (1-3) embrides
degenerados; e 1 (0-3) e 2 (0-5) odcitos (P>0,05). Conclui-se que uma unica administracédo de

PGF no momento da primeira 1A ndo afeta a produgcdo embrionaria de vacas superovuladas.

Palavras-chave: transferéncia de embrido; fecundacéo; reproducdo; vaca; MOET;

! Laboratério de Reproducdo Animal, Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de
Veterinaria, Capdo do Ledo, RS, Brasil. 2 Biotec Servicos de Apoio A Pecuéria, Protasio
Alves, RS, Brasil. ® Faculdade de Zootecnia, Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), Campus Universitario, 89815-630, Chapecd, SC, Brasil. * Autor para
correspondéncia. E-mail: bggasperin@gmail.com
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ABSTRACT

The treatment with prostaglandin F2a. (PGF) induces ovulation, increases conception rates in
cows, the rates of fertilization and embryo production in buffaloes, however the effect on
superovulated cows is unknown. Thus, the objective of this study was to identify if a single
PGF administration at the time of artificial insemination (Al) improves fertilization and
embryo production rates. Embryo donor cows (n=35) were submitted to superovulation
(SOV) twice (n=70). In each round, half of the cows were non treated (control; n=35) or
treated with PGF (482ug cloprostenol; n=35) at the time of the first Al. The number, stage of
development and quality of embryos were recorded on the day of embryo recovery. The
medians (Cl 95%) for control and PGF groups were, respectively, 12 (10-18) and 15 (12-18)
total structures; 9 (7-11) and 7 (6-10) viable embryos; 1 (0-1) and 1 (1-3) degenerated
embryos; and 1 (0-3) and 2 (0-5) oocytes (P>0.05). In conclusion, a single PGF treatment at

the time of the first Al does not affect the embryo production of superovulated cows.
Key words: embryo transfer; fecundation; reproduction; cow; MOET;

A inducdo de multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOET) contribui para
difundir a genética de fémeas zootecnicamente superiores. Apesar de eficiente em rebanhos
bem manejados, a técnica apresenta limitagcdes quanto a variabilidade na resposta a SOV, que
afeta tanto o numero de foliculos ovulatérios, quanto a recuperacao de odcitos (OOC) ao final
do processo. Esta Gltima pode ser devido a ovulacdo de odcitos de baixa viabilidade, a
dispersdo das ovulacdes e/ou a alteracdo no transporte dos gametas (MAPLETOFT et al.,
2015). Isso implica negativamente na producdo de embrides transferiveis, com consequente

aumento de custo na preparacao de receptoras que ndo sdo aproveitadas.

Atualmente, nos protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) em
bovinos, sdo utilizados indutores de ovula¢do, como o estradiol (E2), o hormonio liberador de

gonadotrofinas (GnRH) e seus analogos. JA& na SOV, os andlogos de GnRH sdo mais
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utilizados, sendo essenciais para obter adequada taxa de fecundacéo. Além dos ja citados, ha
evidéncias de que a PGF possui um efeito indutor da ovulagdo em bovinos (LEONARDI et
al., 2012). Embora os mecanismos envolvidos ndo foram esclarecidos, foi possivel utilizar a
PGF em substituicdo ao E2, mantendo os indices reprodutivos na IATF de vacas (CASTRO et
al., 2018). Recentemente foi demonstrado que o uso de PGF no periodo periovulatério
aumenta as taxas de fecundagéo e de desenvolvimento embrionario em bufalas superovuladas
(CARVALHO et al.,, 2020). Portanto, objetivou-se identificar o efeito de uma Unica
administracdo de PGF no momento da primeira A, apds a SOV, sobre as taxas de fecundacao

e producdo embrionaria em vacas.

Doadoras de embrides Bos taurus e Bos taurus x Bos indicus (n=35), hospedadas no
centro de coletas e processamento de embrides (CCPE) Biotec/RS, foram submetidas a um
protocolo de SOV com estro base. Brevemente, as vacas tiveram seus ciclos estrais
sincronizados (11 dias antes do estro = D -11), mediante a insercdo de um dispositivo
intravaginal (DIV) com 1g de progesterona (P4) e administracdo de 2mg de benzoato de
estradiol (BE). No D -4 administrou-se 482 pg de cloprostenol (PGF) e removeu-se o DIV no
D -2, afim de que as doadoras manifestassem o estro base para SOV no DO. A SOV teve
inicio entre 9 e 11 dias ap6s o estro (D0), mediante avaliagdo ginecoldgica para selecionar as
doadoras que apresentassem um corpo luteo (CL) > 1 cm de diametro e realizar a ablacdo de
foliculos > 8 mm (LIMA et al., 2007). Além disso, cada fémea teve sua dose de FSH
determinada individualmente (160 a 260mg; Folltropin, Vetoquinol), de acordo com sua
fisiologia e desempenho em programas anteriores. No primeiro dia da SOV foi iniciada a
aplicacdo de oito doses decrescentes de FSH com intervalo de 12 h. Juntamente com a sexta e
sétima dose de FSH, foi administrada PGF para induzir a lise do CL e reducdo nos niveis de
P4. Realizou-se a deteccdo do estro para aplicacdo de 50ug de acetato de gonadorelina

(GnRH) a fim de melhorar a sincronizacio das ovulacdes. As 12 e 24 horas apds a aplicacio
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do GnRH ocorreram as 1As. As vacas do grupo controle (n=35) ndo foram tratadas, enquanto
as vacas do grupo PGF (n=35) receberam uma administracdo de 482ug (2 mL) de
cloprostenol sodico (Estron; Tecnopec) imediatamente antes da primeira IA. Portanto, cada
doadora foi submetida a duas SOV e participou de ambos os grupos, totalizando 70 coletas de
embriBes. A coleta foi realizada 7 dias ap0s o estro e foram registrados dados referentes as
estruturas recuperadas (numero, estagio de desenvolvimento e qualidade) para comparacéo
entre os grupos. Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal e, portanto, foi utilizada
anélise ndo paramétrica. Como cada doadora participou de ambos o0s tratamentos, a hipdtese
de que a PGF afeta as variaveis dependentes foi testada pelo teste de Wilcoxon para dados
pareados. As andlises foram realizadas com o programa Prism 8 e foi adotado como nivel de

significancia P<0,05.

N&o houve diferenga entre os tratamentos (P>0,05) em nenhum parametro avaliado
(Figura 1). As medianas (IC 95%) dos grupos controle e PGF foram, respectivamente, 12 (10-
18) e 15 (12-18) para estruturas totais, 9 (7-11) e 7 (6-10) para embrides viaveis. As taxas de
producdo embrionaria também n&o diferiram, sendo observado 78% (61-85%) para controle e
61% (43-83%) para PGF. Os dados obtidos foram semelhantes aos presentes na literatura
(LIMA et al., 2007; GARCIA GUERRA et al., 2012; WILEY et al., 2019). As medianas de
embrides congelados para os grupos controle (8; 5-9) e PGF (6; 2-10), ndo diferiram, e foram
similares ao estudo de WILEY et al. (2019). O nimero de embribes degenerados ndo diferiu

entre o0s grupos, sendo 1 (0-1) e 1 (1-3), para controle e PGF, respectivamente.

Em outros trabalhos, o nimero de odcitos (OOC) variou em media de 5,6 a 5,8
(GARCIA GUERRA et al., 2012; WILEY et al., 2019), enquanto obtivemos as medianas de
apenas 1 (0-3) para controle e 2 (0-5) para PGF. N&o houve diferenca na taxa de OOC, sendo
observado 9% (0-23%) para controle e 9% (0-43%) para PGF. Em bufalas superovuladas

tratadas com PGF, foi demonstrado um incremento significativo na taxa de fecundacéo e de
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embrides vidveis (CARVALHO et al.,, 2020). Cabe ressaltar que a taxa de recuperagdo
embrionaria em bubalinos ¢ inferior a de bovinos e, portanto, a auséncia de efeito no presente
estudo pode estar relacionada com o fato de que a maioria das estruturas foram fecundadas,
inclusive no grupo controle. Além disso, no estudo em bubalinos foram administradas quatro
doses de PGF a cada 12 h, iniciando no momento da inducdo da ovulagéo, o que certamente
ampliou o periodo de acdo da PGF. J& no presente estudo, a PGF foi administrada no
momento da primeira 1A, baseado na hipdtese de que poderia antecipar as ovulacGes

induzidas pelo GnRH e/ou facilitar o transporte de espermatozoides da primeira 1A.

Em nossa hipoétese inicial, esperava-se que o grupo PGF teria maior sincronia de
ovulagdes e/ou efeito positivo no transporte de gametas, resultando em menor proporgéo de
oocitos, logo, maior nimero de embrides vidveis. Porem MORRISON et al. (1988) também
ndo encontraram efeito da PGF no momento da IA em vacas, sobre 0 nimero de
espermatozoides nos ovidutos e taxa de prenhez, que somado aos nossos resultados,
contradizem a hipo6tese. Um estudo recente em vacas superovuladas afirma que, embora a
PGF esteja associada a ovulagdo em bovinos, os niveis de prostaglandina E2 (PGE) no fluido
folicular durante a ovulagdo séo superiores (484.21 ng/mL) aos de PGF (101.01 ng/mL).
Assim, sugere-se que a PGE é mais relevante para ovulacdo e formacdo do CL, como

mediador paracrino do pico de LH em bovinos (BERISHA et al., 2019).

AMBROSE et al. (2015) observaram incremento na concepg¢ao em vacas tratadas com
PGF no momento da IATF apenas no inicio da lactacdo, em vacas com possivel balango
energético negativo (BEN), enquanto ndo houve efeito em fémeas a partir da metade da
lactacdo. Ainda, ndo houve diferenca nas taxas de prenhez e manutencao da gestacdo quando
foi aplicado PGF, GnRH ou PGF + GnRH no momento da IATF em vacas leiteiras
(MOHAMMADI et al., 2019). Conforme descrito na literatura, o tratamento com PGF pode

ser util na IA de vacas em que fatores de estresse possam afetar a ovulacdo (BEN, estresse
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térmico), mas ndo tem beneficio em fémeas com desempenho reprodutivo adequado (LOPEZ-
GATIUS et al., 2004), como no presente estudo. Em conclusdo, uma tnica administracdo de

PGF no momento da primeira IA ndo afeta a produgdo embrionaria de vacas superovuladas.
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Figura 1 — Desempenho de fémeas bovinas superovuladas tratadas ou ndo com uma aplicacéo
PGF no momento da primeira IA. A caixa representa os dados inclusos no 2° e 3° quartil e a

linha horizontal no interior da caixa representa a mediana e separa 0s dois quartis centrais.
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As linhas acima e abaixo das caixas representam os percentis 90 e 10, respectivamente. Os
pontos indicam as unidades experimentais acima do percentil 90 ou abaixo do percentil 10.

Control = grupo controle;

PGF = grupo tratado com PGF;

Estrut. = estruturas totais recuperadas;
Deg. = embribes degenerados recuperados;
OOC = odcitos recuperados;

Emb. = embrides recuperados;

Cong. = embrides congelados.
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Progesterona sérica, producdo oocitaria e embrionaria de vacas Bos taurus submetidas a
um tratamento hormonal injetavel para sincronizacéo da onda folicular
Serum progesterone, oocyte and embryo production of Bos taurus cows submitted to an
injectable hormonal treatment for follicular wave synchronization
Monique Mazzarollo Fratal?, Wagner Marques de Lima®?, Danylo Cintra Medeiros
Lima?, Dénis Halinski da Silveira?, Nathalia Wacholz Knabah?, Paulo Bayard Dias
Gongcalves®, Rogério Ferreira*, Arnaldo Diniz Vieira!, Bernardo Garziera Gasperin?
RESUMO
A producéo in vitro de embrides (PIVE) apresenta melhor desempenho em Bos indicus do que
em Bos taurus, logo, deve-se buscar meios de aprimorar a producdo de embrides em taurinos.
Portanto, o objetivo foi avaliar o efeito de um tratamento hormonal injetavel para
sincronizacdo da onda folicular de doadoras Bos taurus, sobre a concentracdo de progesterona
(P4), nimero e qualidade dos complexos cumulus o6cito (CCOs) recuperados por aspiracao
folicular (OPU) e eficiéncia da PIVE. Vacas Bos taurus (n=11) foram submetidas a quatro
sessOes de OPU (n=44 procedimentos), sendo que no dia zero (DO0), a metade foi alocada no
grupo controle (ndo sincronizada; n=22) ou no tratamento (2 mg de benzoato de estradiol; 150
Hg de D-cloprostenol; e 300 mg de progesterona injetavel; n=22) e no dia 6 (D6) ocorreu a
OPU. Nos resultados obtidos ndo houve diferenca (P>0,05) entre controle e tratamento, nas
medianas (IC 95%) de estruturas totais e viaveis, sendo respectivamente, 12 (6-15) e 10 (9-
19) CCOs totais; 5,5 (5-8) e 6 (5-9) CCOs viaveis; e a taxa de producdo de embrides foi 28%
(21-46%) para controle e 33% (22-45%) para tratamento (P>0,05). Observou-se diferenca
(P<0,05) apenas na concentracdo média de progesterona no D6, sendo 2,8+0,8 ng/mL e

1,1+0,2 ng/mL, para os grupos controle e tratamento, respectivamente.
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Nas condigdes deste estudo, conclui-se que este tratamento hormonal para sincronizagdo pré-
aspiracdo ndo melhorou os parametros analisados, portanto, sua aplicacdo ndo é recomendada.
Palavras-chave: PIVE, vacas, progesterona injetavel, CCOs, embrido
ABSTRACT
The in vitro embryo production (I\VVP) has better performance in Bos indicus than Bos taurus.
Thus, it is necessary to evaluate alternatives to improve embryo production in Bos taurus.
Therefore, the objective was to evaluate the effect of an injectable hormonal treatment to
synchronize the follicular wave of Bos taurus donors on progesterone (P4) concentration,
number and quality of cumulus-oocyte complexes (COCs) recovered by ovum pick up (OPU)
and IVP efficiency. Bos taurus cows (n=11) were submitted to four OPU sessions (n=44
procedures). On day zero (DO) the cows were allocated to control (not synchronized) or
treated group (2 mg of estradiol benzoate; 150 pg of D-cloprostenol; and 300 mg of injectable
progesterone). On day 6 (D6) the OPU procedures were performed. There was no difference
(P>0.05) between control and treatment, in the medians (Cl 95%) of total and viable
structures, being, respectively, 12 (6-15) and 10 (9-19) total oocytes; 5.5 (5-8) and 6 (5-9)
viable oocytes; the rate of embryo production was 28% (21-46%) for control and 33% (22-
45%) for treatment. A significant difference (P<0.05) was observed in the concentration of
progesterone on D6, being 2.840.8 and 1.1+0.2 ng/mL for control and treated groups,
respectively. In conclusion, based on the conditions of this study, this hormonal treatment for
pre-aspiration synchronization did not improve the analyzed parameters, consequently, its
application is not recommended.
Key words: VP, cows, injectable progesterone, COCs, embryo
INTRODUCAO

As biotecnologias aplicadas a reproducdo de bovinos permitem acelerar a

multiplicacdo de individuos geneticamente superiores, tornando a producéo de alimentos mais
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eficiente. Para tal, utiliza-se a producdo de embriGes e a manipulagdo do ciclo estral das
fémeas (HANSEN, 2014). A producéo in vitro de embribes (PIVE) é a mais utilizada no
mundo, sendo em 2019 reportada a producéo de 1.031.769 (72,7%) embrides bovinos pela
técnica. No mesmo periodo, apenas 387.769 (27,3%) embrides foram produzidos in vivo,
através da superovulagdo (SOV). Nos ultimos anos, a industria de embrides tendeu diminuir a
producéo in vivo, em contraste com o aumento da PIVE (VIANA, 2019).

Porém, existe diferenca no desempenho da PIVE entre ragas zebuinas e taurinas, onde
a recuperacdo de odcitos viadveis & superior nas primeiras e, consequentemente, maior é a
produgdo de embrides (FERNANDES et al., 2014). No sul do Brasil, onde o clima é
temperado, séo criadas ragas Bos taurus e seus sintéticos, cuja qualidade da carne atende um
nicho de mercado diferenciado. Esta regido é importante na producdo e selecdo de
reprodutores para cruzamento com Bos indicus, conferindo adaptagdo ao clima tropical do
pais (FERRAZ & FELICIO, 2010).

Apesar de doadoras Bos taurus apresentarem menor nimero de foliculos recrutados,
ha indicios de que a sincronizacdo da emergéncia de uma onda folicular antes da aspiracao
folicular (OPU) pode ser benéfica, aumentando o nimero e qualidade dos complexos cumulus
odcito (CCOs) recuperados e de embrides produzidos (FERNANDES et al., 2014). Portanto,
formulou-se a hipétese de que o tratamento com progesterona injetavel (P4i) de longa acao
associada a benzoato de estradiol (BE) e D-cloprostenol (PGF), para a sincronizagdo da onda
folicular, aumenta a quantidade e qualidade dos CCOs aspirados e a producao de embriGes em
vacas Bos taurus.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de um tratamento hormonal injetavel para a
sincronizacdo da onda folicular em vacas Bos taurus, sobre a concentracdo sérica de P4,

numero e qualidade dos CCOs obtidos por OPU e producédo de embrides in vitro.
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MATERIAL E METODOS
Animais, tratamentos e OPU

O experimento ocorreu de abril a julho de 2020, no municipio de Protasio Alves, Rio
Grande do Sul, Brasil, no Centro de Coleta e Processamento de Embrides (CCPE) da Biotec
Servicos de Apoio a Pecuaria (28°40°37.97”S; 51°30°21.64”0). Foram utilizadas 11 vacas
ndo gestantes das racas Hereford e Aberdeen Angus, com escore corporal entre 7 e 8
(EVERSOLE et al., 2009). Os animais permaneceram em pastagem de centeio forrageiro e
suplementadas com sal mineral reproducéo ad libitum.

No dia zero (D0), as doadoras passaram por avaliagdo ginecoldgica, sendo
contabilizado o numero de foliculos e a presenca ou ndo de corpo lateo (CL). Apoés, 0s
animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos: controle (sem sincronizagdo) ou
tratamento (sincronizacdo da onda folicular), que consistiu na aplicacdo de 2 mg de benzoato
de estradiol — BE (Ric-BE®, Tecnopec Ltda, Brasil), 150 pg de D-cloprostenol — PGF
(Croniben®, Biogenesis-Bago, Argentina) e 300 mg de progesterona injetavel — P4i
(Sincrogest® Injetavel, Ourofino, Brasil) e, no sexto dia (D6), ocorreu a OPU. Todas as
fémeas participaram de ambos 0s grupos, sendo submetidas a quatro sessdes de OPU, com 30
dias de intervalo, totalizando 44 procedimentos (n=22/grupo). Também foi coletado sangue
no DO e no D6 para dosagem de progesterona (P4), pela técnica de quimiluminescéncia
(ADVIA Centaur; Siemens; Ref. 01586287; sensibilidade 0.21 pg/L) em laboratério
comercial, com coeficientes inter- e intra-ensaio inferiores a 12%.

A cada sessdo de OPU, as vacas receberam anestesia epidural com lidocaina 2% e
higienizacdo da regido perianal. Utilizou-se ultrassom DP-20 vet (Mindray Bio-Medical
Electronics, China) equipado com uma probe microconvexa de 5 MHz adaptada a guia de
aspiracdo folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada, Brasil). Os foliculos foram puncionados

por agulha 20 G (Jelco Plus®, Cirurgica Fernandes, Brasil) acoplada ao sistema para
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aspiracdo folicular com rolha (Watanabe Tecnologia Aplicada, Brasil) e tubo conico de 50
mL, que continha meio de lavagem aquecido a 37° C. Esse meio era composto por DMPBS
(Reprodux Laboratérios LTDA, Brasil), 0,3% de soro fetal bovino (Nutricell, Brasil) e 10
Ul/mL de heparina sddica (5000 I1U/5mL, Hemofol®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos, Brasil). A bomba de vacuo (modelo BV-003, Watanabe Tecnologia Aplicada,
Brasil) foi ajustada para uma taxa de fluxo de 12-14 mL de H>O/min.

Producéo in vitro de embrides

Apos a OPU, o aspirado do tubo conico foi depositado em filtro de odcitos (Watanabe
Tecnologia Aplicada, Brasil) para lavagem com o meio citado acima e transferido para placa
de 60 mm para a busca em estereomicroscopio. As estruturas encontradas foram classificadas
segundo DE LOOS et al. (1989). Apenas CCOs grau 1, 2, 3 e desnudos foram para a
maturagdo in vitro (MIV). Para a PIVE, utilizou-se meios comerciais (Cenatte Embrides
LTDA, Brasil). Brevemente, foram colocados até 20 CCOs em tubos de 2 mL com 400 pL de
meio de MIV e cobertos por 6leo mineral, permanecendo de 22 a 24h em incubadora com
temperatura de 38,5°C, atmosfera com 5,5% de CO; e umidade saturada.

Em seguida, realizou-se a fecundacdo in vitro (FIV), transferindo até 20 CCOs para
gotas de 40 pL de meio FIV em placa de 35 mm coberta por dleo mineral. Utilizou-se sémen
convencional descongelado em banho maria a 37°C por 30 segundos, proveniente de trés
touros com fertilidade conhecida na rotina da central, de acordo com os acasalamentos
estipulados pelos proprietarios das doadoras. O sémen foi centrifugado através de gradiente de
mini Percoll 45-90% (800 uL) a 600 x g por 6 min. Em seguida, descartou-se o sobrenadante,
ressuspendeu-se o pellet de sémen em meio de FIV (1 mL) que foi novamente centrifugado a
600 x g por 3 min. Desprezou-se 0 sobrenadante novamente e a motilidade seminal foi
estimada sob microscopia Optica. Entdo, a concentracdo espermatica foi ajustada para 1x10°

espermatozoides/mL, inseminando-se com 5 a 10 uL de sémen. Os CCOs permaneceram em
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co-cultivo com os espermatozoides por 18 a 22h, nas mesmas condi¢des ambientais da MIV.

Posteriormente, os provaveis zigotos foram desnudados por pipetagens e passados
para gotas de 100 puL de meio de cultivo in vitro (CIV), em placas de 35 mm cobertas por 6leo
mineral, onde permaneceram por 7 dias. O cultivo foi feito em incubadora a 38,5°C, em
atmosfera com 5,5% de CO2, 5% de O, balango de N2 e umidade saturada. No terceiro dia
apos a fecundacéo foi avaliada a taxa de clivagem e no sétimo dia a taxa de embriGes (morula,
blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido).
Anélise estatistica

O numero de foliculos totais no dia da OPU e a concentracdo sérica de P4
apresentaram distribuicdo normal, e as médias de cada tratamento foram comparadas pelo
teste T para amostras ndo pareadas. As demais variaveis dependentes ndo apresentaram
distribuicdo normal e as medianas foram comparadas, entre os distintos fatores (tratamentos
ou touro), por analise ndo paramétrica utilizando o teste de Mann-Whitney.
RESULTADOS

A hipotese de que a inducdo de uma nova onda folicular previamente a OPU
aumentaria o nimero de CCOs viaveis e, portanto, melhoraria a producdo embrionaria, ndo
foi confirmada. Conforme os dados obtidos, a média de foliculos aspirados ndo diferiu entre
os grupos (P>0,05), equivalendo a 14,7+1,7 no grupo controle e 14,1+1,6 no tratamento.
Também ndo houve diferenca entre os grupos nas medianas (IC 95%) de estruturas
recuperadas por OPU, sendo para controle e tratamento, 12 (6-15) e 10 (9-19) CCOs totais;
5,5 (5-8) e 6 (5-9) CCOs viaveis, respectivamente (Figura 1).

Na PIVE nao foi observado efeito na taxa de clivagem/CCOs cultivados entre o
controle, 58% (50-71%) e tratamento, 65% (50-80%). A producdo de embriGes também nao
diferiu, sendo obtidas taxas de embribes/CCQOs cultivados de 28% (21-46%) e 33% (22-55%)

para controle e tratamento, respectivamente. A taxa de embribes/clivados foi 50% (IC 95%
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32-75% para controle e 36-75% para grupo tratado) em ambos os grupos (Figura 1). Nao
houve efeito significativo do touro utilizado sobre as taxas de clivagem (P>0,05; Figura 2).

Em relagéo ao perfil hormonal das doadoras (Figura 3), houve diferenca (P<0,05) nos
niveis de P4 apenas no D6, quando o controle apresentou 2,8+0,8 ng/mL e o tratamento
1,1+0,2 ng/mL, devido ao uso do D-Cloprostenol no DO. Também é possivel observar no DO
a variagdo nas concentragdes de P4, tanto nas fémeas sincronizadas (tratamento) como nas
ndo tratadas (controle), demonstrando que estavam em fases aleatorias do ciclo estral.
DISCUSSAO

No presente estudo, a utilizacdo de um protocolo hormonal baseado na administragao
de P4i, BE e PGF, para sincronizacdo da onda pré-aspiracdo folicular, ndo repercutiu em
melhora na quantidade de estruturas aspiradas e na eficiéncia da PIVE. Em geral, os
beneficios da sincronizacao da onda folicular sdo questionaveis, devido as inumeras variaveis
envolvidas, como ragas, protocolos e intervalos de OPU testados.

Por exemplo, no estudo de GIMENES et al. (2015), ap6s a sincronizagdo hormonal da
onda folicular (D0) ndo houve efeito do momento da OPU (dia 5, 7 ou 9) na média de
foliculos visualizados, CCOs viaveis recuperados e embrides produzidos. Porém, o grupo
genético teve efeito, sendo que Bos indicus apresentou maior média de foliculos visualizados
(38,8 £ 3,0), CCO:s totais (35,2 + 4,8) e viaveis (24,7 + 3,5) por OPU em relacdo a Bos taurus
(23,1+2,6; 13,8+1,8 e 7,1+1,1 respectivamente) e Bubalus bubalis (18,1+1,4; 14,719 e
7,9+0,9 respectivamente). Assim como no presente estudo, outros autores ndo observaram
beneficios do tratamento hormonal na OPU-PIVE em fémeas Wagyu utilizando apenas
benzoato de estradiol (ZAMAI et al., 2021), e em fémeas mesticas Bos taurus x Bos indicus
(RAMOS et al., 2010), utilizando diferentes combinacGes de implantes contendo
progestagenos, administracdo de PGF e benzoato de estradiol.

Diversos autores sugerem a inducdo hormonal de uma nova onda folicular aliada a
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estimulagdo com FSH em taurinos. FERNANDES et al. (2014) realizaram OPU sem pre-
tratamento (G1), com sincronizagdo hormonal da onda folicular, utilizando apenas benzoato
de estradiol (G2) e com sincronizacdo da onda folicular, mais estimulo com 75 Ul de FSH
(G3). Em Bos taurus, os tratamentos G2 e G3 néo diferiram, respectivamente, no total de
CCOs recuperados (11,9+1,2 e 14,3+1,3), mas foram superiores a G1 (7,08+08). Em relacéo
aos CCOs viaveis a diferenca foi significativa, sendo G3 (11,9+1,1) superior a G2 (8,4+0,9),
que foi superior a G1 (5,4+0,6). No entanto, a taxa de embrides ndo diferiu entre G2 e G3
(29,6+1,9% e 24,5+1,7% respectivamente), sendo inferior no G1 (19,5£1,9%). Quando vacas
Bos indicus foram submetidas aos mesmos tratamentos, G2 e G3 foram superiores a G1
(P<0,05) em todos os parametros. Porém, ao contrario do observado em Bos taurus, ndo
houve diferenca entre G2 e G3.

Em vacas Aberdeen Angus, a inducdo de uma nova onda folicular e aplicacdo de 160
mg de FSH resultou em aumento significativo (P<0,05) de foliculos aspirados (tratamento =
14.1+1.0; controle = 8.5+0.6). Também houve incremento no nimero de CCOs totais
(tratamento = 8.5+0.6; controle = 6.4+0.7) e viaveis (tratamento = 5.5+0.5; controle =
3.7+0.5), porém a taxa de blastocistos ndo diferiu (ONGARATTO et al., 2020). Nota-se que,
mesmo sem a estimulacdo com FSH, os resultados do presente estudo foram superiores ao
citado anteriormente.

Além disso, o protocolo de estimulacdo de FSH empregado por DEMETRIO et al.
(2020) em vacas holandesas, consistiu basicamente na administracdo de 245 Ul de FSH em
vacas lactantes e 175 Ul para novilhas e vacas secas, divididas em 5 aplicacdes a cada 12
horas. Neste trabalho, optou-se por ndo testar a estimulacédo, pois as doses de FSH descritas na
literatura foram proximas das doses utilizadas para SOV em vacas holandesas em nossa rotina
(cerca de 320 Ul para lactantes, 240 Ul para secas e 180 Ul para novilhas). Atualmente, o

custo do FSH é o principal fator limitante na SOV, além da necessidade de aplicacdo de FSH
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duas vezes ao dia, que vai contra a vantagem de um Unico manejo (dia da OPU) necessario
para a PIVE.

Segundo GARCIA GUERRA et al. (2012), a sincronizacdo hormonal teve efeito
significativo em doadoras Nelore com grande namero de foliculos antrais (> 25) no total de
CCOs recuperados e nimero de embrides produzidos, mas ndo melhorou os parametros de
doadoras com poucos foliculos (< 15). Mesmo quando estas doadoras foram aspiradas em
fases aleatérias do ciclo estral, o desempenho de vacas com grande populacdo folicular foi
superior as outras.

E possivel que, em fémeas Bos taurus sincronizadas, nio é observado um efeito
pronunciado pelo fato desses animais naturalmente apresentarem menor nimero de foliculos
antrais. Além disso, em nossa rotina as doadoras sdo selecionadas pelo mérito genético, e ndo
pelo desempenho na PIVE. Caso contrario, seria possivel melhorar a producdo embrionaria
com as estratégias disponiveis.

Em um estudo anterior, fémeas que receberam tratamento hormonal com E2, P4 e
PGF no DO (2 mg de BE; 0,5 mg de PGF; 50 mg de P4i) e OPU no D6, apresentaram apenas
7,1% de CLs, enquanto vacas que tiveram todos os foliculos visiveis aspiradas e foram
tratadas com PGF (0,5 mg de PGF) no DO, com OPU no D3, apresentaram 35,7% de CL. A
auséncia de CL facilita a visualizacdo e puncao folicular, diminuindo também a aspiracdo de
sangue devido a perfuséo capilar do CL (BACELAR et al., 2010).

Neste estudo ndo foi observada diferenca na propor¢éo de CL no dia da OPU (54% em
ambos 0s grupos). Porém, como 0s niveis séricos de P4 no grupo tratamento foram inferiores
ao controle, sugere-se que a funcionalidade do CL foi afetada. Embora o tamanho do CL néo
tenha sido avaliado, é possivel inferir que as vacas sincronizadas possuiam CLS menores,
devido ao processo de regressdo morfologica que inicia aproximadamente 24 h apds o

tratamento com PGF (ROVANI et al., 2017).
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Assim como sugerido no estudo de BACELAR et al. (2010), o uso de P4i representa
uma alternativa aos implantes de P4, que podem causar algum grau de irritagdo vaginal,
aumentando a produgdo de muco, que quando aspirado pode obstruir o sistema de aspiracéo.
Porém, a utilizacdo de P4i para sincronizagdo da onda pré-aspiracao folicular ndo repercutiu
em melhora na quantidade de estruturas aspiradas.

Conforme a literatura mencionada anteriormente, o protocolo hormonal pré-aspiracéo
pode influenciar a quantidade e qualidade de CCOs obtidos. Porém, o resultado da producao
embrionaria depende de todas as etapas da PIVE. No presente estudo, foram obtidas taxas de,
aproximadamente, 30% de desenvolvimento embrionario, sendo que s&o consideradas
satisfatorias taxas de blastocistos de 30 a 40% (WRENZYCKI, 2016).

CONCLUSAO

A sincronizagdo da onda folicular antes da OPU com BE, PGF e P4i, ndo melhorou a
qualidade oocitaria e producdo in vitro de embrides em vacas Bos taurus, portanto este
tratamento ndo é indicado. Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a viabilidade de outras

estratégias para aumentar o nimero e qualidade das estruturas aspiradas de vacas taurinas.
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Figura 1 — Desempenho de fémeas Bos taurus submetidas (Tratado) ou ndo (Cont) a um
tratamento hormonal (P4i+BE+PGF) pré-aspiracdo folicular. A caixa representa 0s
dados inclusos no 2° e 3° quartil e a linha horizontal no interior da caixa representa a
mediana e separa 0s dois quartis centrais. Os pontos representam os individuos.

CCOs = Complexos Cumulus-odcito.
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Figura 2 — Taxa de clivagem para cada touro utilizado na FIV.
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Figura 3 — Concentracdo de progesterona (P4) nos dias 0 (D0) e 6 (D6) em animais
suplementados (Tratado) ou ndo (Cont) com o protocolo hormonal injetavel

(P4i+BE+PGF). A OPU foi realizada no D6.



4 Consideracdes Finais

Apesar de bem estabelecida a técnica de superovulacdo para producdo de
embrides in vivo (SOV-TE) apresenta algumas limitagcbes, como a recuperacao de
estruturas nao fecundadas. No primeiro estudo, esperava-se que o tratamento com
PGF possibilitaria maior sincronia de ovulacdes e/ou efeito positivo no transporte de
gametas, resultando em menor proporcdo de odécitos ndo fecundados, logo, maior
ndamero de embrides viaveis. Porém a hipétese nao foi confirmada e concluiu-se que
a administracdo de PGF no momento da primeira IA ndo afeta a producéo
embrionaria de vacas superovuladas. Entretanto, € possivel que um maior nimero
de aplicacBes, ou os tratamentos em outros momentos, possam induzir os efeitos
positivos na ovulagéao e/ou fecundagéo, conforme relatado em outros estudos.

A producdo in vitro de embrides esta muito bem estabelecida para fémeas de
racas zebuinas, que representam a maior parte do rebanho bovino brasileiro.
Entretanto, a PIVE em fémeas taurinas apresenta uma importante limitacéo,
relacionada ao baixo niumero de CCOs obtidos ap0s cada aspiracdo folicular. No
segundo estudo, a hipétese de que o tratamento hormonal para inducdo de nova
onda folicular previamente & OPU aumentaria 0 nimero de CCOs viaveis e,
portanto, melhoraria a produgédo embrionéria, ndo foi confirmada. Conclui-se que a
sincronizacdo da onda folicular antes da OPU ndo melhorou a qualidade oocitaria e
producdo in vitro de embrides em vacas Bos taurus, tornando o seu uso dispensavel.

Portanto, novas estratégias devem ser estudadas para melhorar a producao
embrionéria. Por exemplo, pode-se avaliar se multiplas administracdes de PGF, ou
tratamento com prostaglandina E2, podem melhorar a taxa de fecundacéo in vivo em
bovinos. No que se refere a OPU-PIVE em fémeas Bos taurus, é necessario avaliar
alternativas como o tratamento com eCG, ou FSH diluido em formulagbes de
liberacdo lenta, para estimular o desenvolvimento de um maior nimero de foliculos

e, consequentemente, aumentar o numero e qualidade dos CCOs aspirados.



Além de investigar alternativas para aperfeicoar as técnicas de producdo de
embrides in vivo e in vitro para maximizar a disseminacdo da genética de animais
superiores, deve-se avaliar cada caso individualmente (fazenda e animais), para
eleger entdo, a técnica que melhor se encaixa para alcancar os objetivos. Também
pode-se combinar a PIVE com a SOV, de acordo com a categoria animal ou status
reprodutivo do individuo a ser trabalhado.
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