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Resumo

Lima, Wagner Marques. Tratamentos hormonais e seus efeitos em vacas
doadoras e receptoras de embridoes de ragas taurinas e sintéticas. 2022. 94f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de P6s-Graduagao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A superovulagdo (SOV) e transferéncia de embrides (TE) possibilita multiplicar os
descendentes de fémeas selecionadas. Porém, a variabilidade na resposta individual ainda &
uma limitagdo. Revisando dados de mais de seis mil coletas de embrides em diferentes ragas
taurinas e sintéticas, nas quatro estagbes do ano, observou-se que a média de embrides
transferiveis € similar as relatadas ha décadas, e que no outono aumenta a proporgéo de
estruturas degeneradas ao passo que, no verdao, aumentam as taxas de estruturas ndo
fecundadas. Assim, ajustes no manejo e tratamentos hormonais poderiam possibilitar
aumentar o numero de embrides produzidos. Neste sentido, estudou-se o perfil enddcrino,
relacionando as concentragdes de progesterona (P4) com a resposta a SOV e a produgéo de
embrides em um protocolo estro base (EB), sendo avaliado o efeito da suplementagdo desta
em doadoras de embrides. Vacas com menor concentracao de P4 (<7,7 ng/mL) no inicio
do tratamento com FSH, apresentaram maior taxa de estruturas n&o fecundadas (NF;
P<0,05), enquanto vacas com concentragcdo de P4 >7,7 ng/mL obtiveram maior
numero de embrides e taxa de embrides/estruturas (P<0,05). Em um segundo estudo,
observou-se que dispositivos vaginais (DIV) contendo 1, 1,9 ou 3,8 g de P4
possibilitaram aumento nas concentragdes séricas de P4 (P<0,001) em vacas ciclicas
previamente sincronizadas. Posteriormente, observou-se que a remogéo, lavagem e
reinser¢ao de DIV no dia 4 (D4) do tratamento ndo aumenta as concentragdes séricas
de P4. Finalmente, a suplementacédo de P4 por meio de um DIV contendo 1 g de P4,
nao afetou a producdo embrionaria de doadoras de racas taurinas ou sintéticas,
embora tenha sido observado aumento na proporgédo de estruturas ndo fecundadas
nas vacas tratadas com P4. Conclui-se que ha uma relagdo positiva entre as
concentragdes de P4 endogena, taxa de fecundagdo e de produgdo embrionaria em
doadoras submetidas a SOV/EB. Por fim, considerando a importancia do preparo de
receptoras nos programas de TE, com um protocolo que sincronize o estro e permita
que o utero esteja adequado ao desenvolvimento embrionario, avaliamos a
associagdo de cipionato de estradiol (CE) e GnRH na indugdo da ovulagéo para
transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). E bem estabelecido que o CE
aumenta a proporcdo de vacas manifestando o estro, enquanto o GnRH promove
ovulagdes mais sincronizadas. Neste experimento nao foi observada diferenga entre
os tratamentos GnRH e CE+GnRH quanto a concentracbes de P4, nem na taxa de
prenhez apds TETF. Coletivamente, os resultados obtidos demonstram que ha
possibilidade de incremento na produg¢ao de embrides in vivo, especialmente por meio
da reducgéo de estruturas ndo fecundadas e degeneradas. Ainda, as concentragdes
de progesterona durante a SOV-EB estdo associadas com a produgéo embrionaria,



porém, a suplementacdo de P4 nao traz beneficios. Finalmente, a associagado de
CE+GnRH nao traz beneficios na sincronizagao de receptoras de embrides bovinos.

Palavras-chave: marcadores endocrinos; progesterona; estrogeno; fecundagao.



Abstract

Lima, Wagner Marques. Hormonal treatments and their effects on donor and
recipient cows from taurine and synthetic breeds. 2022. 94f. Thesis (Doctor
degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduagédo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Superovulation (SOV) and embryo transfer (ET) allow the multiplication of the offspring
from selected females. However, the variability in individual response still represents
a limitation. Data from more than six thousand uterine flushings were analyzed in
different taurine and synthetic breeds, during the four seasons of the year. We found
that the average number of transferable embryos is similar to that reported for decades,
but in autumn the proportion of degenerated structures increases, whereas an
increased rate of unfertilized structures was observed in the summer. Thus,
adjustments in management and hormonal treatments would make possible to improve
the number of produced embryos. In this regard, the endocrine profile of donor cows
was evaluated, associating the progesterone (P4) concentration with the response to
SOV and embryo production, in an estrus based (EB) protocol. The effect of P4
supplementation in embryo donors was also evaluated. Cows with lower P4
concentration (7.7 ng/mL) in the beginning of FSH treatment had higher rate of
unfertilized structures (NF; P<0.05), while cows with P4 >7.7 ng/mL had higher number
of embryos and embryo/structure ratio (P<0.05). In a second study, it was observed
that vaginal devices (IVD) containing 1, 1.9 or 3.8 g of P4 increased serum P4
concentrations (P<0.001) in previously synchronized cyclic cows. Subsequently, we
observed that the withdrawal, washing and reinsertion the IVD on day 4 (D4) of the
treatment, did not increase serum P4 levels. Finally, P4 supplementation with VD
containing 1 g did not affect the embryo production of donors from taurine or synthetic
breeds, although a significant increase in the proportion of non-fertilized structures was
observed in P4-treated cows. We concluded that there is a positive relationship
between endogenous P4 concentrations during FSH treatment, fertilization rate and
embryo production in donors submitted to SOV/EB. Finally, considering the importance
of preparing recipient cows using a protocol that synchronizes estrus/ovulation and
allows an adequate uterine environment for embryonic development, we evaluated the
association of estradiol cypionate (EC) and GnRH for ovulation induction for timed
embryo transfer (TET). It is well established that EC increases the proportion of cows
expressing estrus, while GnRH promotes more synchronized ovulations. In this
experiment, we did not observe a significant difference between the GnRH and
EC+GnRH treatments regarding P4 concentrations nor in the pregnancy rate after
TET. Collectively, the results obtained indicate that there is a possibility of increasing
the in vivo production of embryos, especially through the reduction of degenerated and
non-fertilized structures. Also, the concentrations of progesterone during SOV/EB are
associated with embryonic production, however, P4 supplementation does not improve



the outcome of SOV. Finally, the association of EC+GnRH does not bring benefits in
the synchronization of recipient cows.

Keywords: endocrine markers; progesterone; estrogen; fertilization.
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1 Introducgao

As biotecnologias de reprodugéo assistida tém contribuido significativamente
no progresso genético de rebanhos bovinos, sendo possivel aumentar o numero de
descendentes de fémeas zootécnica/geneticamente superiores por meio da
transferéncia de embrides (TE). A produgdo de embrides bovinos in vivo tem sido
desenvolvida ao longo de mais de 40 anos, no entanto a principal limitagdo € a
variabilidade na resposta a superovulagédo (SOV) das doadoras. Existe a influéncia
individual, como o numero e a capacidade de desenvolvimento de foliculos ovarianos
mediante ao FSH exdgeno. Porém, inumeros fatores, como composi¢cao genética,
condigédo corporal, idade, paridade, estagdo do ano, tipo de gonadotrofina utilizada
para estimulagdo ovariana e o “status ovariano” no inicio do tratamento influenciam a
resposta superovulatoria (revisado por Mikkola et al., 2019). Assim diversos aspectos
tém sido investigados quanto aos seus efeitos sobre a resposta aos tratamentos
superovulatérios. Uma alternativa a superovulagdo seria a produgao in vitro de
embrides. Entretanto, especialmente em ragas taurinas, a reduzida populagcéo de
foliculos antrais aspiraveis representa uma importante limitagdo, tornando a técnica
menos viavel em comparagdo com ragas zebuinas. Além disso, embrides produzidos
in vivo sao mais tolerantes a criopreservacgao e, portanto, representam uma excelente
alternativa para preservacédo de material genético.

Sabe-se que a resposta a SOV é afetada negativamente quando n&o € iniciada
no momento da emergéncia de uma nova onda folicular, quando ja existem foliculos
em processo de dominancia. Nestes casos, a ablagao folicular guiada por ultrassom
(BARACALDO et al., 2000), ou por método manual (LIMA et al., 2007), permite mitigar
o problema. No entanto, mesmo fémeas mantidas sob as mesmas condi¢des
nutricionais e sanitarias e com perfis endocrinos semelhantes (mesma fase do ciclo
estral), diferem significativamente quanto ao numero de ovulagdes, fecundagdo e
qualidade dos embrides recuperados apos a SOV. Muitos estudos tém buscado
identificar marcadores endocrinos e genéticos associados a diferentes respostas apés
SOV (revisado por Mikkola et al., 2019). Quanto ao ambiente uterino, ndo se conhece

qual o perfil de expresséo génica seria mais favoravel aos embrides, o que determina
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a necessidade de buscar marcadores que influenciam no perfil enddcrino e no
ambiente uterino das doadoras que produzem embrides de melhor qualidade. Nesse
sentido, WILEY et al. (2019) realizaram um estudo comparando protocolos de SOV
com progesterona (P4) baixa (<5 ng/mL) ou P4 alta (>6 ng/mL) utilizando apenas um
dispositivo intravaginal de liberagdo de P4 (DIV), fora do diestro, ou DIV com corpo
luteo (CL) ativo, respectivamente, durante a SOV. Os autores obtiveram um maior
numero de estruturas totais em vacas superovuladas com P4 alta em comparagao
com o grupo P4 baixa.

Para fémeas bovinas, aumento nas concentracbes de P4 pode ser obtido
mediante suplementagdo com progestagenos por via oral, parenteral ou intravaginal,
sendo que os DIVs possibilitam maior praticidade e controle das concentracdes
séricas, que variam de acordo com a dose de P4 no dispositivo. Ainda, é possivel
substituir o DIV durante o periodo de tratamento (IWAZUMI et al., 1994), ou utilizar
dois dispositivos simultaneamente (BISINOTTO et al., 2013). Entretanto, em todos os
casos, observa-se que as concentragdes séricas de P4 geralmente sobem
rapidamente e, posteriormente, diminuem ao longo do periodo de manutencédo dos
DIV.

Neste mesmo sentido, para a TE ser bem-sucedida, o Utero da receptora deve
apresentar ambiente condizente com a fase do desenvolvimento embrionario para
continuar o desenvolvimento e, consequentemente, alcangar boas taxas de
concepgao. Muitos protocolos foram desenvolvidos com o propdsito de sincronizar o
ciclo estral de receptoras com a fase de desenvolvimento embrionario, usando
diferentes farmacos, principalmente no que se refere aos indutores de ovulagdo. No
Brasil os principais sdo o benzoato de estradiol (BE), GnRH e, principalmente, o
cipionato de estradiol (CE) que, por suas caracteristicas farmacodinamicas, permite
ser aplicado no momento da retirada do DIV, economizando assim um manejo na
sincronizagao para transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). Embora o CE
apresente uma maior variagdo quanto ao momento de ovulagédo (SOUZA et Al., 2009)
a sua administracdo no pro-estro resulta na regulagdo da expressdo génica no
endométrio (SA FILHO et al., 2017) e aumento na proporgdo de animais que
manifestam cio, os quais tem maior probabilidade de emprenhar quando submetidos
a inseminacéo em tempo fixo (IATF) (PFEIFER et al., 2020). Portanto, formulou-se a
hipétese que a associagao de CE e GnRH aumenta a taxa de prenhez de vacas de
corte receptoras de embrides bovinos.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Identificar fatores que influenciam na resposta a SOV, possibilitando
desenvolver ou aprimorar protocolos hormonais a fim de obter menor variagcdo na
resposta ovulatoria, maior numero de embrides de alta qualidade e maior taxa de
prenhez, diminuindo o numero de ciclos de SOV necessarios para atingir o numero

desejado de descendentes de uma fémea.

1.1.2 Objetivos especificos

1) apresentar fatores relacionados ao desempenho de doadoras de embrides
de ragas taurinas e sintéticas mantidas na regidao Sul do Brasil, bem como revisar
marcadores enddcrinos e genéticos associados a diferentes respostas aos protocolos
de SOV e a qualidade dos embrides produzidos in vivo;

2) investigar a associagao entre as concentragdes de P4 durante a SOV e a

produgao embrionaria;

3) determinar se a concentragao de P4 no momento das inseminagdes artificiais

afeta a taxa de fecundagao em vacas superovuladas;

4) comparar as concentragdes séricas de P4 apds exposicéo a DIVs contendo
diferentes doses de P4;

5) determinar se a remocgado, lavagem e reinsercdo do DIV aumenta as

concentracdes séricas de P4;

6) determinar se a suplementagcdo de P4 com DIV durante a SOV melhora a

produgao embrionaria;

7) avaliar o efeito da combinagéao de CE e GnRH na indug&o da ovulagéo, sobre

a funcéo luteal e taxa de prenhez em vacas submetidas a TETF.



3 Artigo
3.1 Artigo 1

Fatores associados com a resposta superovulatéria e producao embrionaria em
vacas de ragas taurinas e sintéticas na regiao sul do Brasil

Wagner Marques de Lima, Arnaldo Diniz Vieira, Rafael Gianella Mondadori, Rogério Ferreira,
Bernardo Garziera Gasperin

Sera submetido a revista Animal Reproduction
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Resumo

A indug¢do de multiplas ovulagdes/superovulagdo (SOV) e transferéncia de embrides (TE) ¢ uma
biotécnica que possibilita multiplicar o nimero de descendentes de fémeas selecionadas. Porém, a
variabilidade na resposta individual representa uma importante limitacdo. A presente revisdo apresenta

dados originais de produgdo embrionaria de mais de seis mil coletas em animais de diferentes ragas
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taurinas e sintéticas, nas diferentes estagdes do ano, em uma regiao de clima subtropical. Ainda, discute
estudos investigando marcadores endocrinos e genéticos com potencial para predizer a resposta a SOV.
Com base em nossos dados, observa-se que o niimero médio de embrides transferiveis permanece similar
aos relatados ha décadas. E possivel observar que, no outono, ocorre maior propor¢io de estruturas
degeneradas ao passo que, no verdo, ocorre incremento nas taxas de estruturas ndo fecundadas (NF). Desta
forma, para algumas ragas, ha a possibilidade de aumentar o niimero de embrides com ajustes no manejo
e tratamentos durante esses periodos. Os estudos revisados apontam grande potencial de marcadores
enddcrinos como as concentragdes de AMH para predizer a resposta a SOV/TE, devido sua boa correlagao
com o numero de foliculos no ovério. Adicionalmente, polimorfismos em genes como FSHR, GDFY,
IGFRI, INHBA e GRIAI também tém sido investigados para predicdo de resposta superovulatoria e
qualidade embriondria, especialmente na raga Holandesa. Desta forma, ha necessidade de se expandir a
investigacdo em outras racas e de elucidar as mudangas funcionais relacionadas aos polimorfismos nos
genes para que se possa identificar animais com maior potencial de resposta e desenvolver novas
abordagens que favorecam as multiplas ovulagdes e obten¢ao do maior nimero de embrides vidveis.

Palavras-chave: transferéncia de embrides, marcadores endocrinos, marcadores genéticos, bovinos.

Abstract

Superovulation (SOV) and embryo transfer (ET) is the applied biotechnology that presents the greatest
possibility for multiplication of the reproductive capacity of selected females. However, the difficulty of
predicting individual responsiveness to hormonal treatments represents an important limitation. Therefore,
the present review presents original data from embryo production from more than six thousand procedures
performed in cows from different taurine and synthetic breeds, during the four seasons of the year, under
subtropical conditions. Moreover, studies investigating endocrine and genetic markers as potential
predictors of SOV response are discussed. Based on our data, the number of transferable embryos remain

similar to those described decades ago. It is possible to observe that greater proportion of degenerated
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structures are obtained on autumn, while on summer, an increase in unfertilized oocytes is observed. It is
possible to infer that, for some breeds, it is possible to increase the number of embryos adjusting
environmental conditions and hormonal treatments. Regarding endocrine markers, the revised studies
demonstrate that the level of anti-mullerian hormone (AMH) measured before the onset of SOV represents
one of the most reliable markers of response due to its correlation with the number of follicles in the ovary.
Additionally, polymorphisms in genes such as FSHR, GDF9, IGFRI, INHBA and GRIAI have been
investigated as potential predictors of superovulatory response and embryo quality, especially in Holstein
cows. Therefore, there is a need to expand research to others breeds and to elucidate functional changes
related to polymorphisms in genes to identify animals with greater response to SOV and to develop new
approaches that favor multiple ovulations and the recovery of viable embryos.

Key words: embryo transfer, endocrine markers, genetic markers, cattle.

Introducio

A maximizagado do aproveitamento do potencial reprodutivo de fémeas selecionadas por
caracteristicas produtivas ou genéticas ¢ obtida com o contorno das perdas determinadas pelo
processo de sele¢do folicular em espécies de ovulagdo unica. A recuperaciao de ovocitos por
aspira¢do folicular guiada por ultrassom e producao in vitro de embrides € a técnica que permite
o maior aproveitamento dos foliculos disponiveis, porém, as taxas de desenvolvimento
embriondrio e de prenhez obtidas por esse método ainda ndo sdo ideais, especialmente em
fémeas taurinas (de Vasconcelos et al., 2020). Este método tem como principal limitagdo a
necessidade de uma estrutura laboratorial e de logistica complexa, j4 que os embrides
produzidos in vitro ndo respondem adequadamente a criopreservagdo. Ja a producdo in vivo de
embrides ¢ uma técnica que demanda de menor estrutura laboratorial e facilita a logistica de
transporte e armazenamento dos embrides devido a maior tolerancia aos processos de

resfriamento e criopreservacao (Idrissi et al., 2021).
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Independente da técnica, o nimero de foliculos disponiveis nos ovarios e a capacidade
de desenvolvimento dos ovdcitos representam caracteristicas individuais de cada doadora.
Porém, fatores como composic¢ao genética, condi¢do corporal, idade, paridade, estagdo do ano,
tipo de gonadotrofina utilizada para estimulacdo ovariana e o “status ovariano” (populagao
folicular e presenca de corpo lateo) no inicio do tratamento influenciam a resposta
superovulatéria (revisado por (Mikkola et al., 2019). Além das estruturas presentes no ovario,
diversos outros fatores influenciam a resposta a inducao de multiplas ovulagdes/superovulagao
(SOV), uma vez que fémeas mantidas sob mesmas condi¢des alimentares e sanitérias, ¢ sob
perfis enddcrinos semelhantes (mesma fase do ciclo estral), diferem significativamente quanto
ao numero de ovulacdes e qualidade das estruturas recuperadas apos SOV.

Com base no acima exposto, diversos fatores tém sido investigados quanto aos seus
efeitos sobre a resposta aos tratamentos superovulatérios. A maioria dos estudos tém focado na
identificacdo de marcadores endocrinos e genéticos associados a diferentes respostas apos SOV
(revisado por (Mikkola et al., 2019). Ainda, as caracteristicas do ambiente uterino de fémeas
doadoras associadas a qualidade dos embrides tém sido investigadas.

A identificacdo das condi¢des ambientais, genotipos e fenotipos associados a melhor
resposta superovulatéria e melhor qualidade dos embrides possui impacto significativo em nivel
de pesquisa basica, através da elucidagdo de processos fisiologicos envolvidos na
foliculogénese e embriogénese. Na aplicacdo no sistema produtivo, a identificacdo de
caracteristicas capazes de predizer a resposta dos animais a SOV possibilitard um ganho
significativo na multiplicacdo de animais geneticamente superiores. Tal avanco, fornecera
subsidios para a elaboragdo e/ou adaptacio de protocolos hormonais e/ou estratégias de manejo
que possibilitem condi¢gdes mais adequadas para a producdo de embrides in vivo e in vitro.
Portanto, o objetivo da presente revisdo ¢ apresentar fatores relacionados ao desempenho de

doadoras de embrides de racas taurinas e sintéticas mantidas na regido Sul do Brasil, bem como
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revisar marcadores enddcrinos e genéticos associados a diferentes respostas aos protocolos de

SOV e a qualidade dos embrides produzidos in vivo.

Composicao racial das doadoras

E bem estabelecido que as subespécies Bos taurus taurus (taurinos) e Bos taurus indicus
(zebuinos) apresentam marcada diferenca em diversos aspectos reprodutivos. No que se refere
a fisiologia ovariana, fémeas zebuinas possuem maior numero de foliculos antrais presentes no
ovario, independente da fase do ciclo estral (Batista et al., 2014). A divergéncia folicular ocorre
mais precocemente em fémeas zebuinas, quando o foliculo dominante atinge cerca de 6 mm de
didmetro, enquanto em fémeas taurinas o mesmo processo ¢ observado quando o dominante
atinge 8,5 mm. Da mesma forma, a capacidade ovulatéria do foliculo dominante ¢ alcangada
mais precocemente em zebuinas (cerca de 10 mm) em comparacdo com taurinas (12 mm)
(Carvalho et al., 2008).

No que se refere a producdo de embrides, a maior populagdo de foliculos antrais em
fémeas zebuinas, favorece a producdo in vitro uma vez que hd maior numero de foliculos
aspiraveis e, consequentemente, obtencdo de maior numero de ovocitos. Entretanto, essa
caracteristica ndo parece ter grande influéncia na producao in vivo. Conforme revisado por Silva
et al. (2009), analisando mais de 500 coletas, o nimero médio de embrides transferiveis obtidos
de fémeas Nelore ficou entre 4,5 + 0,5 ¢ 6,2 = 0,5. Como pode ser observado na Figura 1, no
levantamento que considera 6.174 coletas realizadas pela nossa equipe, entre os anos de 2014
e 2020, foi observado niimero médio de 7,0+0,8 embrides transferiveis por procedimento, em
vacas de ragas taurinas e sintéticas, representando aproximadamente 60% das estruturas totais
coletadas. Conforme revisado por Mikkola et al. (2019) poucos estudos compararam a produgao
embriondria em diferentes racas sob condi¢des controladas, o que pode explicar algumas

divergéncias nos dados observados. Coletivamente, os estudos sugerem que a composi¢ao
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racial, que tem marcada influéncia na populacdo folicular antral, ndo representa um fator

determinante do nimero médio de embrides transferiveis recuperados em cada coleta.

Flutuacoes na producdo de embrioes nas diferentes estacoes do ano

Ao nosso conhecimento, poucos estudos investigaram o efeito das condi¢des climaticas
ou da estacdo do ano sobre a produg@o embriondria. Conforme pode ser observado na Figura 2,
avaliando 6.174 coletas, o nimero de estruturas totais e propor¢do de embrides transferiveis
ndo apresenta oscilacdo significativa ao longo das estagdes do ano. Entretanto, pode-se observar
um aumento na proporc¢ao de ndo fecundados (NF) durante o verdo, em comparagdo com as
demais estacdes. Esse fato pode ser explicado porque o estresse térmico afeta a taxa de
ovulagdo, fertilizacdo e de embrides transferiveis (Ratchamak et al., 2021), bem como o
metabolismo embriondrio (Amaral et al., 2020). Curiosamente, observa-se maior propor¢ao de
embrides degenerados no outono, em comparagdo com a primavera e o verao. Isso poderia ser
uma consequéncia tardia da exposicao dos animais a elevados indices de temperatura e umidade
(THI) durante o verdo, visto que a evolucdo de foliculo primordial a ovulatorio, em vacas, tem
uma duracao média de 80 a 100 dias (Britt, 1991).

Um estudo conduzido com vacas da raga Holandesa no sudoeste do Brasil, em regido
de clima tropical iimido, identificou um decréscimo no niimero de estruturas fecundadas,
embrides transferiveis e aumento na taxa de embrides degenerados (Vieira et al., 2014) nos
meses de temperatura mais elevada (novembro a maio). Os efeitos das condigdes climaticas
adversas foram mais pronunciados em vacas do que em novilhas. Outros estudos conduzidos
na América do Norte ndo observaram efeito da estagao do ano, embora em situagdes de calor
ou frio extremo, foram relatados prejuizos na produ¢do embriondria (revisado por (Mikkola et
al., 2019)). Os dados demonstrados no presente estudo foram obtidos de racas taurinas e

sintéticas ndo confinadas, na grande maioria, o que limita as possibilidades de alterar as
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condi¢des ambientais. Entretanto, ¢ possivel inferir que abordagens que possibilitem um maior
controle do momento das ovulagdes, ou a utilizacdo de uma inseminagao adicional, poderiam
prevenir o aumento na propor¢ao de estruturas nao fecundadas observadas no verdo, uma vez

que podem ser decorrentes de ovulagdes “atrasadas” em decorréncia do estresse térmico.

Controle hormonal da onda folicular

Uma boa resposta superovulatéria ¢ determinante para o sucesso de um programa de
SOV/TE. Portanto, para obter o maior numero possivel de ovulagdes e, consequentemente, uma
grande quantidade de embrides de boa qualidade que resulte em altas taxas de prenhez, faz-se
a administracdo de hormodnios exdgenos. Empiricamente foi estabelecido que as melhores
respostas a SOV eram obtidas quando o tratamento iniciava de 8 a 12 dias apds um cio base.
Mais tarde essa observacao foi justificada pela descoberta de que nesse periodo era possivel
iniciar o tratamento no inicio de uma onda folicular sob altas concentragdes de progesterona (P4).
Nos ultimos anos houve um progresso significativo no entendimento da fisiologia e da atividade
hormonal, permitindo melhor controle da atividade ovariana. Isso possibilitou iniciar a SOV no
momento mais adequado, através da sincronizacdo da onda folicular, que pode ser por meios
fisicos ou hormonais.

Uma forma de controle fisico ¢ a ablagao do(s) foliculo(s) dominante(s), visto que estes
exercem influéncia negativa no inicio da SOV. Quando este procedimento foi realizado 24h
antes, ou no momento do inicio das aplicagdes de FSH, houve um ganho significativo no
nimero de embrides viaveis (10,9 = 0,89 e 10,3 + 0,94, respectivamente) em comparagio a
fémeas sem foliculos palpaveis (8,1 £ 0,51) ou com foliculos palpéaveis ndo removidos (6,4 +
0,67) (Lima et al., 2007). A ablagdo folicular guiada por ultrassom (Bodensteiner et al., 1996;
Baracaldo et al., 2000) ou pelo uso de um dispositivo simplificado (Lima et al., 2007) mostrou-

se eficiente ao proporcionar o surgimento de uma nova onda em 24 a 48 horas. Apesar da
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necessidade de equipamentos especificos ou de desenvolver habilidade manual para realizar
esta técnica, ela permite iniciar a SOV em qualquer fase do ciclo estral da doadora (Bergfelt et
al., 1997). Além disso, ¢ mais uma importante ferramenta para sincronizagao da onda folicular
em paises onde o uso do estradiol ndo ¢ permitido na reprodu¢do bovina.

O controle hormonal da onda folicular pode ser realizado pela administragdo de GnRH
(Bodensteiner et al., 1996), ou ésteres de estradiol (Bo et al., 1996). O GnRH promove o
surgimento de uma nova onda dois dias apds sua aplicagdo. Porém o percentual de vacas que
ovulam, que ¢ requisito para o inicio da nova onda, varia conforme a fase do ciclo estral que
estas se encontram no momento do tratamento (Martinez et al., 1999). Quando foi comparada
a sincronizacdo da onda folicular com a aplicacdo de estradiol ou GnRH, trés dias apds a
inser¢do de um dispositivo contendo 1,38g de progesterona (P4), o resultado foi semelhante
quanto ao nimero de embrides recuperados (10.86 £0.97 e 11.14 + 0.99; P=0.75), numero de
embrides grau 1 e 2 (5.65 = 0.66 ¢ 5.64 £ 0.68; P= 0.98) e proporc¢do de estruturas fecundadas
(59.9 £4.15% e 56.43 £ 4.38%; P=0.52), respectivamente (Wock et al., 2008). Bo et al. (1996)
associaram estradiol 173 (E-17f) a P4 e observaram o surgimento de uma nova onda 4,3 dias
apos a o tratamento, obtendo resultados na SOV e producdo de embrides semelhante ao método
tradicional do estro base. A sincronizagdo com estradiol € a técnica mais empregada atualmente,
em paises em que seu uso ¢ permitido.

Para promover a SOV, a gonadotrofina corionica equina (eCG) foi o hormdnio mais
utilizado nos estudos pioneiros. Porém, apds observacdes de Elsden et al. (1978), passou-se a
usar FSH, que apresentou-se mais efetivo na produgdo de multiplas ovulagdes. Dentre as
formulagdes de FSH oriundas de extrato pituitario, hd variagdes quanto as concentracdes de LH
e, embora este hormodnio seja importante para a foliculogénese e ovulacdo, dados demonstram
que altas concentragdes de LH na SOV levam a producdo de estruturas ndo fecundadas,

degeneradas e embrides de baixa qualidade (Mapletoft et al., 2002).
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Atualmente no Brasil apenas dois produtos a base de FSH sdo comercializados para
SOV em bovinos, Folltropin e Pluset. Ao passo que o Folltropin tem cerca de 85% da sua fragao
de LH removida na sua elaboragdo, o Pluset mantém a relagdo de 1:1 para FSH:LH (Mikkola
and Taponen, 2017). Enquanto Kelly et al. (1997), encontraram maior produ¢do de embrides
congelaveis para Folltropin em relagdo ao Pluset (5,5 = 1,2 e 3,8 + 1,0, respectivamente),
Carvalho et al. (2013), ndo observaram diferen¢a na média de embrides produzidos (5,0 + 4,02
e 4,7 £ 6,11 para Pluset e Folltropin, respectivamente), embora houve variacao entre ragas e
diferenga quanto ao nimero de corpos liteos e de estruturas coletadas.

Em uma avaliagdo retrospectiva de nossas atividades, a partir de mais de 900 coletas de
embrides das racas Angus, Brangus e Braford, realizadas nos anos de 2020 e 2021, ndo foi
observada diferenga na taxa de ndo fecundados, estruturas degeneradas e embrides transferiveis
apds SOV com Folltropin ou Pluset. Apesar das coletas apdés SOV com as diferentes
formulagdes de FSH ndo terem sido realizadas simultaneamente, os dois produtos
possibilitaram a obtengdo de 6 a 7 embrides transferiveis. Nossos dados corroboram com os
achados de Mikkola and Taponen (2017), que também ndo observaram diferenca na quantidade,
qualidade e estdgio de desenvolvimento de embrides apos superovulacdo com Folltropin ou
Pluset em vacas e novilhas de leite.

Além da variagdo individual a SOV e da apresentagdo farmacoldgica do FSH, a
adequagdo da dose hormonal ¢ um ponto muito importante a ser trabalhado. Comumente sao
usados de 28 a 50 mg (Armour) de extrato de pituitaria (FSH-P), em um regime de oito a dez
aplicagdes distribuidas em intervalos de 12 h e em doses decrescentes (B6 and Mapletoft, 2014).
Embora se observem variagdes entre ragas bovinas e, principalmente, entre individuos, em
nossa rotina temos utilizado doses de 240 a 320 mg NIH-FSH-P1 para vacas Bos taurus e de

120 a 240 mg NIH-FSH-P1 para as vacas de racas sintéticas (Bos taurus x Bos indicus),
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ajustando a dose em protocolos subsequentes conforme a resposta da SOV obtida em cada
individuo.

Devido a meia vida curta do FSH, de apenas 5 h ou menos, substancias como hidroxido
de aluminio, acido hialurénico e polietileno glicol (revisado por Deguettes et al. (2020), tém
sido usadas para prolongar a sua atividade mediante redugdo na velocidade de
biodisponibiliza¢do. Esses veiculos permitiram SOV com resultados satisfatorios, realizando
apenas uma ou duas aplicagdes (Tribulo et al., 2011), o que resulta em menor mao de obra para
aplicagdes, diminuindo o risco de acidentes com os animais e pessoas envolvidas no processo,
além de melhorar o bem-estar animal pela redu¢do dos manejos, bem com reduzir os riscos de
erros humanos. Infelizmente, ndo hd formulagdes para liberagdo lenta de FSH disponiveis

comercialmente no Brasil.

Fatores endocrinos associados a resposta a SOV

O perfil endécrino da fémea bovina ¢ determinado pela interagdo entre hipotalamo,
hipofise, gbénadas e utero. Ainda, o metabolismo apresenta forte influéncia sobre as
concentragdes circulantes dos hormonios reprodutivos, sendo relatadas diferencas marcantes
entre taurinos e zebuinos, especialmente quanto ao metabolismo da P4. Por exemplo, sabe-se
que novilhas zebuinas alcangam concentragdes circulantes superiores em comparagao as taurinas
quando expostas as mesmas doses de P4 intravaginal. Ainda, fémeas de aptiddo leiteira
metabolizam os esteroides mais rapidamente, em comparacdo as fémeas de corte. Com base
neste conhecimento, protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e SOV tém
sido adaptados as diferentes subespécies e suas cruzas e de acordo com a aptidao e condi¢ao
das fémeas (nuliparas ou multiparas, lactantes ou ndo etc.).

No que se refere a influéncia do perfil endocrino sobre a resposta a SOV, em um estudo

utilizando vacas Angus e Simental, observou-se que maiores concentragdes de P4 enddgena
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durante o periodo de tratamento com FSH possibilitaram a obtengdo de maior nimero de
embrides totais (19,3 vs. 10,7) e transferiveis (11 vs. 7,9), em comparagdo com baixas
concentragdes de P4 (Wiley et al., 2019), embora os mecanismos associados ndo tenham sido
investigados. No mesmo estudo, vacas com elevada P4 durante a SOV também apresentaram
maior nimero de estruturas de baixa qualidade (grau 3 e 4). Em fémeas zebuinas, as
concentracdes de estradiol no dia do estro apresentaram correlagdo positiva linear com o nimero
de embrides coletados (Gradela et al., 1994). Uma vez que vacas superovuladas apresentam
grande numero de foliculos em processo de luteinizacdo simultaneamente, formulamos a
hipotese de que concentracdes de P4 elevada no momento das inseminacdes poderiam
prejudicar a taxa de fecundagdo. Entretanto, essa hipotese ndo foi confirmada, sendo que em
vacas com 100% de estruturas fecundadas houve uma tendéncia (P = 0,08) de maior
concentragdo de P4 no dia da administracdo do GnRH em comparacido com vacas com mais de
35% de estruturas nao fecundadas (dados ndo publicados). Comparando novilhas e vacas
Holandesas em lactagdo, a melhor resposta a SOV em novilhas esteve associada com
concentragcdes mais elevadas de P4 durante a SOV, 5 e 7 dias ap6s o estro (Chagas e Silva et al.,
2002), embora essa comparagdo seja pouco pertinente devido as diferencas alimentares e
metabolicas entre as categorias.

Além dos esteroides ovarianos, outros marcadores t€ém sido investigados quanto a
associacdo a resposta aos protocolos de SOV, como o fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF1), sabidamente envolvido na foliculogénese antral, ¢ o hormdnio anti
Miilleriano (AMH). O AMH ¢ um dos marcadores mais fidedignos de resposta a SOV em
humanos, estando envolvido na regulacio da ativagao de foliculos pré-antrais e sendo expresso
principalmente pelas células da granulosa bovina de foliculos pequenos (3 a 7 mm) e saudaveis
(Rico et al., 2009). Apds o primeiro estudo demonstrando o potencial do AMH como marcador

de resposta a SOV em fémeas da raca Holandesa (Rico et al., 2009), outros confirmaram a
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grande associacdo entre as concentracdes de AMH e resposta a SOV em vacas sob diferentes
condi¢des (Hirayama et al., 2012; Souza et al., 2015; Abdel Aziz et al., 2017). Em um estudo
investigando a relagdo entre as concentracoes sistémicas de IGF1 e AMH em vacas Holandesas
lactantes, observou-se altas correlagdes entre as concentragdes de AMH antes do inicio do
tratamento de SOV e o niimeros de corpos luteos (CL; r = 0,71), nimeros de embrides totais e
transferiveis (r = 0,67 e r = 0,51, respectivamente). Ainda, as concentragdes de AMH foram
positivamente correlacionados ao numero de embrides de elevada qualidade (grau 1; r = 0,5)
(Abdel Aziz et al., 2017). Os mesmos autores observaram que vacas com altas concentragdes de
AMH apresentaram mais que o dobro de embrides transferiveis e embrides grau 1 em
comparagdo as vacas com baixas concentragdes de AMH, o que j& havia sido demonstrado em
outro estudo (Souza et al., 2015). Ja as concentragoes de IGF1 no dia do estro foram associados
a maior nimero de embrides grau 1 (r = 0,38) e, no dia da coleta de embrides, associados ao
numero de CLs (r = 0,36) ¢ de embrides totais (r = 0,31).

Em outro estudo, observou-se correlacdo positiva entre as concentragdes de IGF1 no dia
da coleta com o numero de embrides totais (r = 0,42) e viaveis (r = 0,43) em vacas, mas ndo em
novilhas da raca Holandesa (Velazquez et al., 2005). Neste ultimo estudo, investigando as
concentracdes de insulina, IGF1 e colesterol, concluiu-se que uma tnica mensuracdo destes
marcadores no momento da coleta de embrides apresenta limitada aplicabilidade, explicando
apenas 8,9, 13,9 e 15,8% da variagdo na producao de embrides, respectivamente.

Apesar das limitacdes de estudos baseados em associagdes, as informacdes obtidas
mostram claramente a superioridade do AMH em comparacdo ao IGF1 e outros fatores
metabodlicos como marcador de resposta a SOV antes do inicio do tratamento. Outra vantagem
relacionada ao uso do AMH como marcador esté relacionada ao fato de que as concentragdes
plasmaticas deste hormdnio apresentam variagdo entre individuos mas pouca flutuacao ao longo

do tempo em cada individuo (Rico et al., 2009), ndo sendo regulado ao longo do ciclo estral
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(Souza et al., 2015). A utilizagdo dos referidos marcadores na selegdo de fémeas doadoras
esbarra no elevado custo das andlises. Ainda, ¢ importante salientar que as doadoras devem ser
selecionadas pelo mérito genético, e ndo pelo potencial de resposta a SOV. Por outro lado, a
identificacdo de fémeas ndo responsivas por meio de marcadores poderia evitar gastos com
horménios, transporte e manutencdo de doadoras ndo responsivas em centrais de coleta de

embrides.

Marcadores genéticos para predigdo de resposta a SOV

Nos ultimos anos, as técnicas de identificagdo de genotipos associados as caracteristicas
de interesse zootécnico avangaram significativamente. No que diz respeito a SOV, marcadores
genéticos apresentam grande potencial para a selecdo precoce de individuos com maior
potencial de resposta. Entretanto, a maioria dos estudos disponiveis na literatura foram
realizados com vacas Holandesas, devido a maior disponibilidade de registros € maior nimero
de procedimentos realizados, especialmente na América do Norte. Portanto, ha necessidade de
realizagdo de estudos em ragas de corte taurinas, zebuinas ¢ sintéticas.

Uma andlise genética no Canada, avaliou dados de 137.446 coletas realizadas em 54.463
vacas Holandesas cadastradas no Canadian Dairy Network Database, considerando a resposta
superovulatéria e outros parametros produtivos e reprodutivos (Jaton et al., 2016). Os autores
concluiram que a selecdo de fémeas com melhor resposta superovulatéria estaria associada a
uma pequena reducdo da producdo de leite, proteina e gordura, mas, por outro lado,
positivamente associada a um incremento em outros parametros funcionais, inclusive em
parametros reprodutivos. No mesmo estudo, quando mensurado o efeito da doadora, foi
observada herdabilidade de 0,17 e 0,14 e repetibilidade de 0,28 e 0,24 para o numero de

embrides totais e viaveis, respectivamente. Os dados obtidos demonstram que a resposta a SOV,
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embora seja uma caracteristica herdavel e apresente repetibilidade, depende de varios fatores
ambientais.

Quanto a identificacdo de marcadores genéticos associados a resposta a SOV, a maioria
dos estudos tém investigado polimorfismos em genes relacionados a pardmetros reprodutivos
como no receptor de FSH (FSHR) (Yang et al., 2010; Cory et al., 2013), de LH (LHCGR) (Yang
et al,, 2012), de IGF1 (IGFIR) (Yang et al., 2013), no gene do fator de crescimento e
diferenciagdo 9 (GDF9) (Tang et al., 2013), gene da subunidade BA da inibina (/NHBA) (Yang
et al., 2014), entre outros.

O gene do FSHR ¢ um dos mais investigados quanto a polimorfismos de nucleotideo
unico (single nucleotide polymorphism; SNP), especialmente em mulheres, onde estdo
associados a diversos transtornos ovarianos como faléncia ovariana precoce, sindrome do
ovario policistico, e com a resposta a SOV. Neste ultimo caso, hé relatos de polimorfismos
associados a sindrome da hiperestimulagdo ovariana, condi¢do na qual mulheres apresentam
uma resposta exacerbada a SOV.

Em bovinos, buscando identificar polimorfismos nos genes dos receptores de
gonadotrofinas, Cory et al. (2013) observaram sete SNPs no gene do FSHR (exons 1-10). Em
vacas Holandesas, estes SNPs repercutem em alteragdes em aminoacidos na proteina do FSHR
potencialmente alterando a funcionalidade ou a estrutura do receptor. O SNP ¢.337C>G em
homozigose (GQG) esta associado a uma maior porcentagem de embrides vidveis. Ja para o SNP
c871A>G, vacas homozigotas (AA) apresentaram menos embrides vidveis e mais estruturas
ndo fecundadas, o0 mesmo observado nas vacas homozigotas (GG) para o SNP ¢.1973C>G. Em
um estudo realizado com vacas da raca Chinese Holstein (Yang et al., 2010), resultantes do
cruzamento de Holandés com uma raga nativa chinesa, foi identificado um SNP na regido do
promotor do gene do FSHR (G-278A), que potencialmente afeta a expressdo e consequente

quantidade de receptores de FSH nas células ovarianas. Neste estudo, vacas com o gen6tipo CC
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apresentaram maior numero de estruturas totais e embrides transferiveis (11,1 e 6,7) em
comparac¢do as CD (7 e 3,6) e DD (6,4 e 3.9), respectivamente. Ainda, todas as vacas nao
responsivas @ SOV apresentaram gendtipo CD ou DD. Os resultados sugerem que a
genotipagem de vacas para os SNPs no FSHR pode possibilitar a identificagdo de vacas com
boa ou ma resposta a SOV, embora estudos em populagdes com maior nimero de animais ainda
sejam necessarios. Ainda investigando SNPs nos receptores de gonadotrofinas, Yang et al.
(2012) identificaram polimorfismos no gene do LHCGR (intron 9). Os quatro polimorfismos
identificados influenciaram o numero total de estruturas, enquanto dois (A51703G e A51726G)
também influenciaram o nlimero de embrides transferiveis.

Devido a grande relevancia do IGF1 na foliculogénese, polimorfismos no gene do seu
principal receptor (IGFR1) também tém sido investigados como potenciais marcadores de
resposta @ SOV. Yang et al. (2013) identificaram dois gendtipos para o SNP G404T no gene
IGFR1, sendo que fémeas GG apresentaram 1,46 mais estruturas e 0,834 mais embrides
transferiveis em comparagao ao genotipo GT.

Genes que codificam as proteinas sintetizadas pelos ovécitos como o GDF9 e a proteina
morfogenética 6ssea 15 (BMP15), também s3o potenciais candidatos para identificagdo de
SNPs associados a resposta a SOV. Mutagdes inativadoras espontaneas nos genes da BMP15 e
GDF9 ja foram identificadas em ovinos, sendo observado um incremento na taxa ovulatoéria,
quando em heterozigose e, paradoxalmente, esterilidade quando a mutagdo ocorre em
homozigose. Ainda, mutagdes aditivas no receptor da BMP15 (BMPR1B) estdo associadas a
aumento na taxa ovulatoria em ovinos. Com base no envolvimento do GDF9 na determinagao
da taxa ovulatéria, Tang et al. (2013) identificaram dois polimorfismos (A485T e A625T)
relacionados ao numero de embrides transferiveis, suportando a hipdtese de que mutacdes nos

genes desta proteina também sdo potenciais marcadores de resposta a SOV.



35

Além dos fatores ovocitarios, a inibina, produzida localmente nos foliculos ¢
sabidamente envolvida na inibi¢ao da sintese e secre¢do hipofisaria de FSH, influenciando na
resposta a SOV. A imunizagdo contra a subunidade a da inibina aumenta o nimero de embrides
transferiveis e a qualidade embriondria em novilhas inseminadas com sémen sexado (Li et al.,
2009). Entretanto, ndo foram identificados marcadores no gene da subunidade BA da inibina
(INHBA; que compde a proteina inibina A) associados a resposta a SOV (Yang et al., 2014).

Estudos investigando polimorfismos em genes candidatos apresentam a limita¢do de
serem restritos aos genes sabidamente envolvidos em aspectos reprodutivos. Por outro lado,
técnicas mais modernas como Genome Wide Association (GWAS) possibilitam uma
investigacdo no genoma completo, identificando gendtipos distintos em genes cujas fungdes
sdo, muitas vezes, desconhecidas. Ao nosso conhecimento, hd apenas um estudo utilizando
GWAS com enfoque em resposta a SOV (Sugimoto et al., 2010). No referido estudo, realizado
com vacas Bos taurus (Japanese Black cattle), identificou-se uma mutagdo no gene do receptor
ionotropico de glutamato AMPA-1 (GRIAI), que resulta na troca de um aminodcido serina
(GRIAT1*") por asparagina (GRIA1*"), repercutindo em menor afinidade ao glutamato. Uma
vez que o glutamato induz a liberagdo do hormodnio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
células hipotalamicas GRIA1*", transfectadas in vitro, apresentaram menor liberagdo de GnRH
apos tratamento com glutamato em comparacdo as GRIA 15, Isso explica, a0 menos em parte,
o motivo pelo qual vacas GRIA1*" apresentam, em média, seis estruturas (ovocitos e embrides)
a mais em comparacao as GRIA1*". Estudos como este, aliando ferramentas modernas como
GWAS a experimentos funcionais possuem grande potencial, ndo sé para a identificacdo de
marcadores genéticos de melhor resposta a8 SOV, como também para a elucidagao das funcgdes
de fatores muitas vezes desconhecidos na foliculogénese e determinagao da taxa ovulatoria. A

combinac¢do de avaliagdes da populagdo ovariana através de ultrassonografia, concentragdes
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circulantes de AMH e polimorfismos no GRIA1 possibilitou a identificacdo de vacas

produtoras de maior nimero de embrides transferiveis (Hirayama et al., 2012).

Relagdo do ambiente uterino com a produgdo embriondria

Além dos marcadores enddcrinos e genéticos associados a melhores respostas a SOV,
ha a necessidade de se entender a relagdo entre o ambiente dos ovidutos e utero na viabilidade
dos embrides coletados. A andlise das células do epitélio do oviduto € mais dificil, uma vez que
as mesmas s podem ser obtidas mediante acesso cirurgico ou em abatedouro. Por outro lado,
células endometriais podem ser obtidas através de citologia (cytobrush), bidpsias endometriais
(ndo indicadas para fémeas inseminadas), ou através da recuperacao das células obtidas durante
a lavagem uterina. Apesar de serem mais facilmente obtidas, h4 pouca informagao sobre as
caracteristicas das células endometriais obtidas de vacas submetidas a SOV. A realizacao de
técnicas moleculares avaliando o transcriptoma e proteoma das células endometriais,
relacionando-os com a qualidade dos embrides recuperados poderia auxiliar na identificacao de
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento embriondrio. Sabe-se que o processo de SOV
causa profundas modificagdes no transcriptoma do endométrio e dos embrides (Forde et al.,
2012), em parte pelas concentracdes mais elevadas de P4 aos quais as vacas superestimuladas
sdo expostas, quando comparado com o diestro natural.

Em um estudo utilizando a técnica de microarranjo (microarray), aos sete dias apos a
IA foi identificado um aumento na expressao de 795 genes e redugdo na expressao de 439 genes
em novilhas (Charolés e Limousin) superovuladas, em comparac¢do a novilhas com apenas uma
ovulacdo. Maiores alteragdes foram observadas em genes relacionados ao ciclo e
movimentacgdo celular, metabolismo de lipideos, vitaminas e minerais (Forde et al., 2012). Os

mesmos autores demonstraram que a SOV afeta 10 vezes mais genes em comparagado as fémeas
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expostas somente a concentragdes elevadas de P4 (Forde et al., 2009), sendo que apenas 22
genes tiveram regulacdo semelhante entre os modelos de SOV e suplementacao de P4.

As concentracoes de P4 circulantes em vacas superovuladas influenciam o crescimento
dos embrides (coletados no dia 13), uma vez que hd um efeito quadratico entre as concentragdes
de P4 sistémicas e concentra¢des intrauterinas de glicose (Matsuyama et al., 2012). Além das
concentracdes de glicose, alguns pardmetros bioquimicos sdo alterados no utero de fémeas
superovuladas (Rasolomboahanginjatovo et al., 2014), variando com o numero de embrides
presentes. Em um estudo em vacas Holandesas, as concentragdes uterinas de beta-N-
acetyloglucosaminidase (BNAGASE) estiveram positivamente relacionados ao nimero de
embrides totais e transferiveis em fémeas com até quatro CLs por ovario. Entretanto, baixas
concentracdes de BNAGASE foram observadas em vacas com melhor resposta superovulatoria
(>4 embrides por corno) (Tsiligianni et al., 2007). Em outro estudo utilizando vacas Holandesas
lactantes submetidas a SOV, o nimero de embrides transferiveis esteve positivamente
correlacionado as concentragdes de P4 sérica (r = 0,76) e negativamente associado (r =-0,57) as
concentracdes de metabolitos de prostaglandina F2a (PGFM) séricas (Rasolomboahanginjatovo
etal.,2014). Embora os dados de estudos associativos sejam interessantes, os mecanismos pelos
quais os diferentes marcadores afetam a viabilidade embriondria ainda necessitam ser

investigados.

Conclusoes

Com base em nossos dados, pode-se concluir que a composicao genética e a época do
ano influenciam a resposta das vacas a SOV e a producdo embriondria. Os dados sugerem que
um incremento nas taxas de fecundacdo poderia repercutir em uma melhor producao

embriondria. Além disso, adaptacdes ambientais, para aumentar o conforto térmico e garantir
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uma nutricdo mais constante ao longo do ano, poderiam diminuir as estruturas NF e
degeneradas.

Os fatores envolvidos na variabilidade da resposta a SOV e na qualidade dos embrides
recuperados ainda sdo pouco conhecidos. A maioria dos dados obtidos sdo provenientes de
vacas Holandesas e, ndo necessariamente, se repetirdo em outras ragas, sendo necessaria a
realizacdo de estudos em ragas de corte.

Estudos identificaram potenciais marcadores em genes relacionados as fungdes
reprodutivas, sendo que alguns polimorfismos parecem explicar, em parte, a variacdo na
resposta @ SOV. Técnicas modernas de sequenciamento gendmico poderdo contribuir
significativamente no entendimento da influéncia génica sobre a resposta a SOV.

Até o presente momento, as concentragoes de AMH circulantes representam o melhor
marcador para predizer a resposta a SOV, embora outros fatores endocrinos tenham sido
investigados. Quanto a qualidade embriondria, mensurada pelo numero de embrides
transferiveis, ainda pouco se sabe sobre as condi¢des enddcrinas, tubaricas e uterinas que
possibilitam um desenvolvimento embrionario mais adequado. As concentragdes de P4 e PGFM
parecem influenciar na quantidade de embrides transferiveis, embora os estudos obtidos até
entdo sejam restritos as correlagdes.

A utilizagdo conjunta de diferentes marcadores de resposta a SOV facilitard a
identificacdo precoce de doadoras com maior potencial de resposta. Ainda, a realizacdo de
estudos funcionais que identifiquem o efeito isolado de fatores relacionados a melhor resposta
a SOV e/ou ao desenvolvimento de embrides de melhor qualidade fornecerdo subsidios para o

aprimoramento de tratamentos para producdo de embrides in vivo e in vitro.
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Legendas das figuras

Figura 1: Nimero médio de estruturas totais, embrides transferiveis, taxa de ndo fecundados
(NF), estruturas degeneradas e taxa de embrides sobre o total de estruturas obtidas em 6.174
coletas de embrides de diferentes ragas. AN: Angus (n = 3.454); BN: Brangus (n = 883); BO:
Braford (n = 793); CH: Charolés (n = 72); DE: Devon (n = 102); HO: Holandés (n =221); KB:
Kobe Beef (n = 189); MG: Murray Grey (n = 31); NE: Nelore (n = 26). As barras pretas

representam a média geral.

Figura 2: Mediana e intervalo de confianga referentes as estruturas totais, propor¢do de nao
fecundados (NF), embrides degenerados e embrides transferiveis nas diferentes estacdes do
ano: primavera (n = 2.473), verdo (n = 891), outono (n = 1.320) e inverno (n = 1.518).
*representa diferenca estatistica significativa (P<0,05); #representa tendéncia (0,1<P<0,05)

pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis.
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Resumo

A relacdo entre o perfil endocrino e a resposta a superovulagdo (SOV) e produgdo embrionaria
ndo estd completamente estabelecida. O objetivo do presente estudo foi investigar a relagao
entre concentragdes de progesterona (P4) e resposta a SOV e producdo de embrides em um
protocolo estro base (EB). Ainda, avaliou-se o efeito da suplementagdao de P4 em doadoras de
embrides durante o tratamento superovulatorio. No primeiro estudo, vacas com menor

concentragdo de P4 (<7,7 ng/mL), apresentaram maior taxa de estruturas nao fecundadas (NF;
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P<0,05). Por outro lado, vacas com concentragdo de P4 >7,7 ng/mL no inicio do tratamento
superovulatério apresentaram maior nimero de embrides e taxa de embrides/estruturas
(P<0,05). Em um segundo estudo, observou-se que a remocgao, lavagem e reinser¢do de DIV
no dia 4 (D4) do tratamento ndo altera a concentragdo sérica de P4. Finalmente, a
suplementag¢do de P4 com DIV contendo 1 g ndo afetou a produgdo embrionaria de doadoras
de racas taurinas ou sintéticas, embora tenha sido observado incremento na taxa de estruturas
ndo fecundadas. Conclui-se que vacas doadoras com maior concentragdo de P4 enddgena no
inicio do tratamento com FSH apresentam maior taxa de fecundacao e de producao embrionéria.
Embora os DIVs sejam eficientes em promover aumento nas concentracdes de P4, a utilizagao
de DIV contendo 1 g de P4 durante o tratamento com FSH nio afeta a produ¢do embriondria
de doadoras taurinas e sintéticas.

Palavras-chave: Esteroides; Gonadotrofinas; Fémeas bovinas.

1. Introducio

A biotécnica de inducdo de multiplas ovulagdes (superovulagdo — SOV) e coleta de
embrides em bovinos, conhecida como transferéncia de embrides (TE), tem contribuido
significativamente no aumento da capacidade de obtencdo de descendentes de fémeas
zootécnica/geneticamente superiores. Apesar de eficiente, a TE ainda apresenta limitagdes
relacionadas a variabilidade na resposta ao tratamento de SOV, o que pode ser explicado por
fatores como diferenca na populagado folicular antral e fase do ciclo estral no momento da SOV
(Bo et al., 2019), entre outros. Esta variacao de resposta ao tratamento de SOV afeta o nimero
de foliculos ovulatérios e de embrides transferiveis, com consequente aumento de custo com a
preparacao de fémeas receptoras.

Atualmente estio disponiveis duas metodologias de SOV, sendo que a primeira depende

da identificagdo do momento do estro natural ou sincronizado para iniciar a aplicacdo de FSH



52

(estro base - SOV/EB) e a segunda dispensa esta condi¢cdo por empregar hormonios para
sincronizar o inicio de uma onda de crescimento folicular (SOV em tempo fixo — SOV/TF) (B6
et al., 2011). Os programas de SOV/TF tem como principal vantagem o fato de permitir uma
maior programacao de atividades das equipes de coleta, e alguns estudos sugerem que a resposta
a SOV ¢ equivalente a observada apo6s a realizagao de SOV/EB (Bé et al., 1995; Bo et al., 1996).
Independentemente do programa utilizado, sabe-se que a resposta ¢ afetada negativamente
quando a SOV ¢ iniciada quando j4 existem foliculos em processo de dominéncia. Nestes casos,
a ablagdo folicular guiada por ultrassom (Baracaldo et al., 2000), ou por método manual (Lima
et al., 2007), permite o contorno do problema. Porém, outros fatores individuais também sao
envolvidos na variabilidade de resposta a SOV, pois mesmo fémeas submetidas a condigdes
praticamente idénticas de ambiente e manejo, apresentam diferentes respostas.

O efeito do perfil enddcrino sobre a producao e qualidade dos embrides ndo ¢ totalmente
conhecido. Nesse sentido, Wiley et al. (2019) realizaram um estudo comparando protocolos de
SOV com progesterona (P4) baixa (<5 ng/mL) ou P4 alta (>6 ng/mL) utilizando apenas um
dispositivo intravaginal de liberagao de P4 (DIV) fora do diestro ou DIV com corpo luteo (CL)
ativo, respectivamente, durante a SOV. Os autores obtiveram um maior numero de estruturas
totais em vacas superovuladas com P4 alta em comparacdo com o grupo P4 baixa. Portanto,
formulou-se a hipdtese que baixas concentragdes de P4 durante a SOV/EB estdo associadas
com maior propor¢do de estruturas ndo fecundadas e, consequentemente, menor produgao
embriondria, o que pode ser revertido utilizando suplementacdo de P4 intravaginal na
complementacdo da atividade do CL.

Para fémeas bovinas, aumento nas concentracdes de P4 pode ser obtido mediante
suplementa¢do com P4/progestdgenos por via oral, parenteral ou intravaginal, sendo que os
DIVs possibilitam maior praticidade e controle das concentragdes séricas, que variam de acordo

com a dose de P4 no dispositivo. Ainda, € possivel substituir o DIV durante o periodo de
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tratamento (Iwazumi et al., 1994), ou utilizar dois dispositivos simultaneamente (Bisinotto et
al., 2013). Entretanto, em todos os casos, observa-se que as concentragdes séricas de P4
geralmente sobem rapidamente e, posteriormente, diminuem ao longo do periodo de
manuten¢do dos DIV. Portanto, formulou-se a hipdtese que esse efeito ¢ decorrente do acimulo
de secrecdes sobre o DIV, o que reduz a liberagdo e absor¢ao de P4.

O presente estudo tem por objetivos: 1) investigar se as concentracdes de P4 durante a
SOV afetam a produ¢@o embriondria; 2) determinar se a concentragdo de P4 no momento das
inseminagodes artificiais afeta a taxa de fecundacdo em vacas superovuladas; 3) determinar se a
remogao, lavagem e reinsercao do DIV possibilita aumentar as concentragdes séricas de P4; e
4) determinar se a suplementacdo de P4 com DIV durante a SOV repercute em melhora na

produgdo embrionaria.

2. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA-UFPel n°® 57360).
2.1 Experimento 1

Utilizou-se 52 fémeas Bos taurus taurus € Bos taurus x Bos indicus, alojadas em um
centro de producdao comercial de embrides (Biotec Servigos de Apoio a Pecuaria), localizado
em Protasio Alves, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (28°40°38.30”’S ¢ 51°30°21.12°0),
com temperatura média de 17,5°C e precipitacdo anual de 1.926 mm. O peso vivo dos animais
variou entre 580 e 790 kg, com ECC entre 3 e 4,5 (escala de 1 a 5), sendo que todas foram
mantidas em pastagem de Tifton-85, com acesso a dgua e sal mineralizado ad /libitum. Estas
doadoras foram pré-sincronizadas mediante a aplicacdo de 2 mg de Benzoato de estradiol
(Bioestrogen, Biogénesis Bago, Curitiba, PR, Brasil) e inser¢ao de um DIV contendo 1 g de P4

(Reproneo, GlobalGen, Jaboticabal, SP, Brasil) por 8 dias. Ao final deste periodo, administrou-
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se 150 pg de D-Cloprostenol (Croniben, Biogénesis Bago, Curitiba, PR, Brasil), considerando
a ocorréncia de estro base (EB), 48 h apos. No intervalo entre 8 e 10 dias apds o EB, realizou-
se uma avaliagdo ginecoldgica (DO0) a fim de detectar a presenca de um CL e fazer a ablagdo de
foliculos > 8 mm (LIMA et al., 2007). No dia seguinte (D1), iniciou-se a SOV/EB (Figura 1)
com a aplicacdo de oito doses decrescentes de FSH (Folltropin, Vetoquinol, Lavaltrie, QC,
Canada), em intervalos de 12 h. As dosagens variaram de 120 a 300 mg, de acordo com a raga
e qualidade da resposta obtida em tratamentos anteriores. Juntamente com a sexta e sétima
doses de FSH, foi administrado 150ug de D-Cloprostenol para induzir a lutedlise. Os animais
foram monitorados para detec¢do do inicio do estro com intuito de realizar a aplicacdo de 50ug
de Lecirelina (Tec-Relin, Unido Quimica, Embu-Guagu, SP, Brasil), andlogo de GnRH para
melhor sincronizagio das ovulagdes. As 12 e 24 horas apds a aplicagio do GnRH foram
realizadas as inseminagdes artificiais (IA), seguindo os acasalamentos propostos pelos
programas de melhoramento genético. A coleta dos embrides foi realizada seis dias apds a
segunda IA (D12), onde as vacas contidas em tronco apropriado, receberam anestesia epidural
com 5 ml de lidocaina 2% (Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), higienizacdo da regido
vulvar previamente a coleta pelo sistema fechado. Foi utilizado um cateter de RUSCH
(Teleflex, Perak, Malaysia) fixado no inicio do corpo uterino para irrigacdo simultanea dos
cornos uterinos usando 1 L de solugdo de DMPBS (Nutricell, Campinas, SP, Brasil). Ao final
da coleta o contetdo do filtro coletor (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), foi depositado em placa
de Petri para a busca das estruturas com estéreo microscopio (SMZ-745, Nikon, Sao Paulo,
Brasil). Apos recuperadas, as estruturas foram transferidas para outra placa contendo meio de
manutengdo (Vigro, Vetoquinol, Lavaltrie, QC, Canada) para lavagem e classificacdo das
estruturas. Neste momento, foram registrados dados referentes a resposta superovulatoria

(contagem de CL), niumero, estagio de desenvolvimento e qualidade das estruturas coletadas.
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Coletas de sangue foram realizadas em diferentes momentos do protocolo: no D1 e D3
(aplicagdo de FSH), D5 e D6 (IAs) e na coleta dos embrides (D12).

As dosagens de P4 foram realizadas em laboratério privado pelo método de
quimiluminescéncia (ADVIA Centaur Systems Progesterone Kit; Siemens; Ref. 01586287;
sensibilidade de 0,21 ng/mL), com coeficientes de variagdo intra- e inter-ensaio inferiores a
10%.

2.2 Experimento 2

Foram utilizadas seis vacas Jersey imunocastradas ndo lactantes, alojadas no Centro
Agropecudrio da Palma (CAP) da UFPel (31°48°04.08 S - 52°30°58.89 O). O peso vivo dos
animais variou de 420 e 509 kg, com ECC 3 (1 a 5), sendo que todas tiveram acesso a pastagem
nativa e agua ad libitum. A imunocastra¢do foi obtida mediante aplicacdo de duas doses de 400
ug de GnRH-proteina conjugada anti-GnRH (Bopriva, Zoetis, Australia) com intervalo de trinta
dias. Duas semanas ap6s a segunda dose, os animais foram submetidos a exame
ultrassonografico para confirmagdo da auséncia de CL. Nesse momento, foi iniciado o
tratamento (DO0), com a inser¢ao de um DIV com 1 g de P4 (Primer; Agener Unido, Brasil),
dividindo as fémeas aleatoriamente em dois grupos: Controle (n=3), animais com DIV mantido
por 6,5 dias sem lavar; e grupo DIV lavado (n=3), animais que no D4 tiveram os DIVs
momentaneamente retirados da vagina a fim de se fazer a remog¢do de muco mediante limpeza
com escova e desinfetante a base de cloreto de alquil dimetil benzil amoénio (CB30 TA;
Ourofino Saude Animal, Brasil). Foram realizadas coletas de sangue no D0, D2, D4, D5 e D6,5
para dosagem de P4, conforme descrito no Experimento 1.

2.3 Experimento 3

Vacas doadoras de embrides (n=105), alojadas na Biotec Servicos de Apoio a Pecuaria,

foram submetidas ao protocolo SOV-EB, conforme descrito no Experimento 1, sendo alocadas

em dois grupos: Controle (n=52), tratamento superovulatério convencional realizado apenas
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com P4 luteal; e grupo P4 (n=53), tratamento superovulatorio com suplementacao de P4 obtida
com a manuten¢ao de um DIV com 1 g de P4 durante o periodo do DO ao final do tratamento
com FSH (D4). Os procedimentos de detec¢dao de estro, inducdo da ovulagdo e IAs foram os
mesmos descritos no Experimento 1. Coletas de sangue foram realizadas no DO, 24 a 36 h antes
do inicio do tratamento com FSH; no inicio do tratamento com FSH (D2); e simultaneamente
a penultima aplicacdo de FSH e retirada dos DIVs (D5), para determinacdo das concentragdes
séricas de P4 (controle n=34; P4 n=37), conforme descrito anteriormente. No dia da coleta de
embrides (D12), foram registrados dados referentes a resposta superovulatéria (nimero de CL),
numero, estagio de desenvolvimento e qualidade das estruturas coletadas.
2.4 Analise estatistica

Os dados de estruturas, porcentagem de estruturas ndo fecundadas, nimero de embrides
e porcentagem de embrides foram comparados entre grupos pelo teste ndo paramétrico de Mann
Whitney. Dosagens de progesterona repetidas no tempo foram analisadas por modelos mistos,
considerando grupo, dia e a interagdo grupo x dia como efeitos fixos e a vaca como unidade
experimental de repeti¢do. Diversas estruturas de covariancia foram testadas para cada modelo
e foi utilizado o que apresentou melhor Critério de Informacgdo de Akaike (AIC). Varidveis
continuas ndo repetidas no tempo foram comparadas entre grupos por Teste F-Snedecor. A
normalidade das varidveis continuas e residuos de cada modelo foi testada pelo teste de
Shapiro—Wilk. As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico JMP Pro (SAS

Institute Inc.; Cary; NC; USA).

3. Resultados
3.1 Experimento 1
Foram realizadas avalia¢des das concentracdes de P4 no D1, D3 e D12 do programa de

SOV-EB. Foram observadas concentracdes médias de 7,7+0,5, 7,8+0,5 e 23,6+2,1 ng/mL de
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P4 em D1, D3 e D12, respectivamente. Observou-se uma correlacdo altamente significativa
entre as concentracdes de P4 em D1 e D3 (P<0,0001; R=0,66). Entretanto, ndo se observou
correlagdo entre as concentragdes de P4 durante a SOV ¢ no dia da coleta de embrides (P >
0,05).

Nas vacas que apresentaram concentracdes de P4 >7,7 ng/mL no DI da SOV-EB,
observou-se menor taxa de estruturas ndo fecundadas, tendéncia a maior nimero de embrides
¢ maior propor¢do de embrides em relagdo as estruturas totais (P < 0,05; Fig. 2). Entretanto,
ndo foi observada relagdo significativa entre as concentragdes de P4 no D3 e os dados de
produgdo embrionaria (P > 0,05); dados ndo demonstrados). Vacas com concentragdo de P4
acima de 23 ng/mL no dia da coleta de embrides (D12), apresentaram maior niimero de
estruturas totais e maior numero de embrides (P < 0,05), porém nao houve relagdo da
concentracdo de P4 com a taxa de ndo fecundados e de embrides/estruturas totais (Fig. 3).

Ap6s a lutedlise, no dia da administragdo de GnRH (D5), houve uma tendéncia (P =
0,08) de maior concentracao de P4 nas vacas que apresentaram 100% de estruturas fecundadas
no dia da coleta (D12). No dia das IAs (D6), nao foi observada diferenca na concentracio de
P4 nas vacas que apresentaram <10% e >10% de estruturas ndo fecundadas no D12 (Fig. 4).
3.2 Experimento 2

A hipotese de que a remoc¢ao do muco com lavagem dos implantes eleva as
concentragdes circulantes de P4 ndo foi confirmada em vacas imunocastradas. Como pode ser
observado na Fig. 5, as concentragdes séricas de P4 diminuiram apo6s o dia quatro tanto nas
vacas controle quanto nas vacas que tiveram os DIVs lavados e reinseridos.

3.3 Experimento 3

Conforme esperado, ndo foi observada diferenga nas concentragdes de P4 no dia da

inser¢dao dos DIV (DO0; P > 0,05). No D2 e no D5, as vacas que receberam DIV contendo P4

apresentaram concentragdes séricas de P4 superiores (P < 0,05; Fig. 6). A inser¢do de DIV
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contendo P4 repercutiu em maior aumento nas concentragdes de P4 entre DO e D2, em
comparac¢do as vacas nao tratadas (P < 0,05). Nao foi observado efeito do tratamento com P4
no total de estruturas e propor¢do de degenerados (Fig. 7A e 7B, respectivamente). Entretanto,
a inser¢ao de DIV contendo P4 repercutiu em aumento na propor¢do de ndo fecundados (Fig.
7C; P < 0,05). A taxa de embrides, propor¢do de embrides qualidade 1 e numero total de

embrides ndo diferiu entre os grupos (Fig. 7D, 7E e 7F, respectivamente).

4. Discussao

Os principais achados do presente estudo foram: maiores concentragdes de P4 durante
o inicio das administra¢des de FSH no protocolo SOV/EB estdo associadas com menor taxa de
estruturas ndo fecundadas e maior propor¢cdo de embrides/estruturas recuperadas; 2) a
concentracdo de P4 no momento do estro ¢ da IA nao tem relagdo com a taxa de fecundagao
em vacas superovuladas; 3) a remocao, lavagem e reinsercao do DIV ndo repercute em aumento
nas concentragdes séricas de P4; e 4) a suplementagdao de P4 com DIV com 1 g de P4 durante
a SOV/EB nao afeta a produg@o embrionéria.

Poucos estudos investigaram a relagdo entre o perfil enddcrino da P4 e a produgao
embriondria em vacas superovuladas. Conforme esperado, observou-se correlacdo entre as
concentragdes de P4 em D1 e D3, uma vez que as vacas se encontravam entre os dias 9 e 11 do
ciclo e, portanto, com CL funcional. Entretanto, ndo se observou correlacdo entre as
concentragdes de P4 durante a SOV e no dia da coleta de embrides, contrariando as observagdes
de Goto et al. (1988), que realizaram SOV em vacas em fase aleatoria do ciclo estral.

Nossos dados demonstram que vacas submetidas a SOV/EB, ou seja, sob P4 endogena,
€ que apresentam maiores concentragdes de P4 (>7,7 ng/mL), no inicio do tratamento com FSH,
apresentaram menor taxa de NF e maior relagdo embrides/estruturas. Isso poderia ser decorrente

de uma maior qualidade dos ovocitos presentes em foliculos que se desenvolvem sob altas
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concentragdes de P4, conforme revisado por Lonergan and Sanchez (2020). Em vacas Nelore
superovuladas durante a primeira onda folicular, sob baixas concentragdes de P4
(aproximadamente 1 ng/mL), foi observada adequada resposta a SOV, porém, houve um severo
comprometimento na producdo de embrides transferiveis (0,2 £ 0,4 embrides), o que foi
contornado com a utilizagdo de DIV contendo P4 (8 + 4,5 embrides) (Nasser et al., 2011).
Contrariando os dados observados no presente estudo, Wiley et al. (2019) obtiveram uma maior
proporcao de NF nas vacas submetidas a SOV com P4 alta (29%) em comparagdo com as P4
baixa (15%). Cabe ressaltar que os referidos autores compararam SOV realizada apenas com
CIDR ou CIDR+CL e, portanto, as metodologias foram distintas.

No dia da coleta dos embrides, maiores concentragdes de P4 foram observadas nas vacas
que apresentaram maior niumero de estruturas, conforme observado por Goto et al. (1988).
Curiosamente, no estudo de Wiley et al. (2019), embora tenha sido obtido o dobro de estruturas
em vacas superovuladas sob P4 alta durante a SOV, ndo foi observada diferenca nas
concentragdes de P4 no dia da coleta de embrides. No presente estudo, nas vacas que
apresentaram maiores concentragdes de P4, ou seja, aquelas que apresentaram maior resposta a
SOV e, consequentemente, maior nimero de estruturas, ndo foi observada diferenga na
proporcao de NF. Embora Wiley et al. (2019) ndo tenham observado diferenca significativa nas
concentragdes de P4 no dia da coleta de embrides, as vacas que apresentaram maior niamero de
estruturas totais, apresentaram mais NF. Nossos dados ndo suportam a hipétese de que a maior
resposta & SOV esté associada a uma menor eficiéncia na fecundagao.

E bem estabelecido que as concentragdes de P4 devem permanecer basais durante o
estro e no momento da [A, para que se obtenha fecundacdo adequada. Vacas holandesas,
sincronizadas ou ndo, submetidas a IA, e que ndo se tornaram gestantes, apresentaram maior
concentracdo de P4 no dia da IA (Ambrose et al., 2015). Portanto, formulou-se a hipotese que

a luteinizagdo prematura, possivelmente induzida por residuos de LH presentes nas formulagdes
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de FSH purificadas, ou por concentragdes relativamente baixas de P4 ao final do tratamento
com FSH, poderiam explicar baixas taxas de fecundagdo, o que nao foi confirmado.

Em um segundo momento, investigamos uma possibilidade para manter as
concentragdes de P4 de DIVs elevadas ao longo do tratamento, uma vez que se observa uma
reducdo nas concentragdes séricas de P4 no periodo final de manuten¢do dos DIVs, mesmo
quando utilizados 2 CIDR (3,8 g de P4) simultaneamente (Bisinotto et al., 2013). A hipotese de
que a lavagem dos DIVs poderia facilitar a absor¢do de P4, elevando as concentragdes séricas,
ndo foi confirmada. Portanto, uma vez que, com base no experimento 1, o principal foco seria
uma elevagdo nas concentragdes de P4 séricas no inicio da SOV, optou-se por utilizar apenas
um DIV com 1 g de P4 para suplementagdo de vacas doadoras, considerando que ja possuiam
CL viavel.

Os dados do Experimento 1 sugerem que a suplementagdo de P4 no inicio do protocolo
de SOV poderia contornar a menor taxa de fecundacao, que pode ser decorrente da ovulagao de
ovocitos de baixa viabilidade e/ou reinicio da meiose antecipado (Lonergan and Sanchez,
2020). Portanto, testou-se o efeito da suplementacdo de P4 com DIV sobre a produgdo
embriondria. A inser¢ao de DIV contendo P4 repercutiu em maior aumento nas concentragdes
de P4 entre D0 e D2, bem como maiores concentragdes séricas em D2 e D5, em comparagao as
vacas ndo tratadas. Apesar do tratamento ter sido eficiente em elevar as concentragdes de P4
durante a SOV, ndo foi observado nenhum efeito significativo na produg¢ao embriondria, apenas
aumento na taxa de ndo fecundados no grupo P4. Wiley et al. (2019), comparando protocolos
de SOV com P4 baixa (<5ng/mL) ou alta (>6 ng/mL) utilizando apenas um CIDR ou CIDR+CL
durante a SOV, obtiveram maior niimero de estruturas totais em vacas superovuladas com P4
alta (19,3) em comparagdo com o grupo P4 baixa (10,7). Embora os estudos tenham utilizado
metodologias diferentes, nosso estudo ndo suporta a hipotese que a suplementagdo de P4

favorecga a produg¢do embrionaria de vacas submetidas a SOV/EB.
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5. Conclusio

Menores concentragdes de progesterona durante a SOV/EB estdo associadas com uma
maior proporcao de estruturas ndo fecundadas. As concentragdes de P4 no dia do estro e IA nao
estdo relacionadas com a taxa de fecundacdo nas vacas submetidas a SOV/EB. A suplementacgao

de P4 com um DIV em vacas submetidas a SOV/EB nao beneficia a produgdo embrionaria.
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Legendas:

Figura 1- Protocolo de superovulagdo iniciado a partir de estro-base, aplicado em vacas
doadoras de embrides (n = 52). Estro-base nove a onze dias antes do inicio da SOV. D0 =
ablacao folicular; FSH = Hormdnio foliculo-estimulante aplicado de manha e a tarde (as doses
de FSH variam de acordo com a doadora); PGF = Prostaglandina F2alfa; IA = inseminagao
artificial; GnRH = Hormonio liberador de gonadotrofinas. *Vacas que manifestaram estro pela
manha do D5 receberam GnRH pela manha, as demais receberam GnRH no D5 a tarde. IA:

Cada doadora foi inseminada duas vezes, 12 e 24 h ap6s administracdo de GnRH.

Figura 2- Concentragdo de progesterona (P4) sérica em relacdo ao total de estruturas, taxa de
ndo fecundados (NF), nimero de embrides e taxa de embrides em relagdo as estruturas totais
(Emb/Est) no dia um (D1) do protocolo de superovulacdo, iniciado 9 a 11 dias apds o estro

base. Nos graficos estdo representados a mediana e o intervalo de confianga.

Figura 3 - Concentragdo de progesterona (P4) sérica em relag@o ao total de estruturas, taxa de
ndo fecundados (NF), nimero de embrides e taxa de embrides em relagdo as estruturas totais
(Emb/Est) no dia doze (D12) do protocolo de superovulacado, iniciado 9 a 11 dias apos o estro

base. Nos graficos estdo representados a mediana e o intervalo de confianga.

Figura 4 — Relagdo entre taxa de fecundacdo e concentracdo de progesterona apds a lutedlise,
no dia da administracdo de GnRH (A) e no dia das inseminag¢des (B) em vacas superovuladas.
A) As vacas foram separadas de acordo com a taxa de estruturas fecundadas (F) ou nao
fecundadas (NF) (100%F; n = 13 e >35%NF; n = 13). B) As vacas foram separadas de acordo

com a taxa de ndo fecundados (<10%NF; n =28 e >10%NF; n = 23).
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Figura 5 — Concentragdo de progesterona (P4) sérica em vacas imunocastradas tratadas com
dispositivos intravaginais (DIV) contendo 1 g de P4 no D0, mantidos por 6,5 dias. As vacas do
grupo controle (n = 3) permaneceram com os DIV sem lavar enquanto as vacas do grupo lavado
(n = 3) tiveram os DIVs temporariamente removidos para limpeza e reinser¢ao no dia quatro

(D4).

Figura 6 — Concentragdo de progesterona sérica em vacas submetidas a superovulagao iniciada
9 a 11 dias ap0s estro base, ndo tratadas ou tratadas com DIV contendo P4. As vacas do grupo
controle (n = 34) ndo foram suplementadas, enquanto as vacas do grupo P4 (n = 37) receberam
dispositivos intravaginais contendo 1 g de P4 durante o periodo de tratamento com FSH. DO:
dia da avaliacdo ginecologica; D2 inicio da aplicacdo de FSH; D5: remog¢do do dispositivo

intravaginal.

Figura 7 — Producdo embriondria em vacas submetidas a superovulagdo iniciada 9 a 11 dias
apos estro base, ndo tratadas (cont) ou tratadas com DIV contendo 1g de progesterona (P4). As
vacas do grupo controle (n = 52) ndo foram suplementadas com progesterona (P4), enquanto as
vacas do grupo P4 (n = 53) receberam dispositivos intravaginais contendo 1 g de P4 durante o

periodo de tratamento com FSH.
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Figura 7-
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Abstract

Estradiol cypionate (EC) or GnRH have been widely used for ovulation induction in timed
embryo transfer (TET). EC administration increases the proportion of cows that show estrus,
whereas GnRH promotes more synchronized ovulations. The aim of the present study was to
evaluate the potential beneficial effects of combining EC and GnRH in TET. In experiment 1,
no difference was observed on serum progesterone concentrations on Day 6 and 13 after GnRH
treatment between GnRH and EC+GnRH groups. In experiment 2, pregnancy per embryo
transfer (P/ET) did not differ (p = 0.69) between GnRH (62.8%) and EC+GnRH (58.7%)
groups. In conclusion, combining EC and GnRH for ovulation induction does not increase
progesterone secretion and pregnancy rate after TET in cattle.

Keywords: Gestation, Luteal function, Progesterone, Synchronization.

Introduction

In Brazil, there are several alternatives for ovulation induction in cows, including
estradiol benzoate (EB), estradiol cypionate (EC) and GnRH. Although EC has been widely
used at progesterone device withdrawal, eliminating the need for animal handling before timed
artificial insemination (TAI), there is greater variation in the time of ovulation compared to
GnRH treatment (Souza et al., 2009). In contrast, administering estradiol at proestrus regulates
endometrial gene expression (Sé Filho et al., 2017) and increases the proportion of cows that
show estrus (Pfeifer et al., 2020), which are more likely to become pregnant after TAI (Barbosa
et al., 2022) or TET (Frade et al., 2014).

Previous studies have compared different treatments for ovulation induction in cows
submitted to TAI as reviewed by Consentini et al. (2021). However, to our knowledge, there
is no study evaluating the effect of combining the potential beneficial effects of EC and GnRH

in timed embryo transfer (TET). The aim of the present study was to evaluate the effect of
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combining EC and GnRH for ovulation induction on luteal function and pregnancy rate after

TET in cows.

Methods

All procedures involving animals were approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Federal University of Pelotas (CEEA-UFPel #57360).
2.1 Experiment 1

Non-pregnant, non-lactating, Jersey and Holstein cows (n=12) were submitted to a
hormonal protocol, based on the insertion of a progesterone (P4) intravaginal device (IVD) (1
g, Primer, Agener Unido) and an intramuscular (i.m.) injection of 2 mg EB (Agener Unido) on
Day — 11 (D-11). On D - 4, i.m. injections of 482 pug of cloprostenol sodium (Estron, Agener
Unido) and 300 IU eCG (SincroeCG; Ourofino) were administered. On D -2, the [VDs were
removed, and half of the cows (n=6) received an i.m. injection of 0.6 mg EC (ECP, Zoetis). On
Day 0, all the cows received an i.m. injection of GnRH analog (10 pg buserelin acetate;
Sincroforte, Ourofino), and the ovary of the pre-ovulatory follicle was determined by
ultrasound. On Days 6 and 13 after GnRH, the animals were submitted to ultrasound to verify
the presence of a corpus luteum (CL), where the pre-ovulatory follicle was previously located,
and blood samples were collected for progesterone assay. Progesterone data were analyzed by
paired Student’s T test, using cow as subject.
2.2 Experiment 2

This experiment was performed in two replicates. Non-pregnant, suckling crossbred
Angus cows (n=184), between 35 and 80 days postpartum and with body condition score (BCS)
3 to 4 (scale 1 to 5) were submitted to a hormonal protocol. On Day -10, the cows received an
IVD containing 1 g of P4 (Reproneo, GlobalGen) and an i.m. injection of 2 mg EB

(Bioestrogen; Biogénesis Bagd). On Day -2, 150 pg of d-cloprostenol (Croniben, Biogénesis
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Bago), 400 IU of eCG (Ecegon; Biogénesis Bagd) were administered i.m. and the IVDs were
removed, and half of the cows (n=92) received an i.m. injection of 0.6 mg EC (Cipiotec, Agener
Unido). On Day 0, all the cows received an i.m. injection of GnRH analog (10 pg buserelin
acetate - Gonaxal, Biogénisis Bag6). On Day 7, cows with a CL and without reproductive
disorders received a single fresh or thawed in vivo produced embryo (grade 1 or 2; morula or
initial blastocyst) in the uterine horn ipsilateral to the CL. The embryo transfers were conducted
in a commercial farm, and the embryos were collected from 21 donor cows, which were mated
with 11 bulls, selected by the owner. Fifty-six days after embryo transfer, pregnancy diagnosis
was performed through transrectal ultrasonography. Pregnancy data were analyzed by logistic

regression including group, replicate and embryo type (fresh or thawed) as fixed effects.

Results
3.1 Experiment 1
Two cows from each group did not ovulate and were excluded from the trial. There was no
significant difference (p = 0.09) between GnRH and EC+GnRH groups in progesterone
concentration on Days 6 and 13 after GnRH treatment (Figure 1). Cows from EC+GnRH had
larger CL diameter (p < 0.05) compared to GnRH group (Figure 1).
3.2 Experiment 2

The recipient utilization rates (83.1%) did not differ (p = 0.55) between GnRH (84.8%)
and EC+GnRH (81.5%) (Table 1). Pregnancy per embryo transfer (P/ET) rate did not differ
between groups when fresh or thawed embryos were transferred (p = 0.46; Figure 2). Although
significant difference was observed in P/ET rate between replicates (p = 0.002), there was no

difference between groups (p = 0.69; Figure 2).
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Discussion

Our results show that combining EC and GnRH for ovulation induction does not affect
progesterone synthesis and pregnancy rate after TET. To our knowledge, this is the first study
evaluating potential effects of combining EC and GnRH for synchronizing embryo recipients.
The lack of difference on progesterone concentrations was expected because a previous study
in dairy cows demonstrated that both EC and GnRH are efficient in inducing ovulation (Souza
et al., 2009). Furthermore, both groups received GnRH treatment, which promotes more
synchronized ovulations compared to EC alone (Barbosa et al., 2022).

Our results are in agreement with a previous study that compared EC, EC+GnRH or
GnRH for ovulation induction in a progesterone-estradiol based protocol, which also did not
observe differences in pregnancy rate on days 31 and 60 after TAI, reviewed by Consentini et
al. (2021). It is well established that EC administration induces estrous behavior (Pfeifer et al.,
2020) and that recipient cows that show estrus are more likely to become pregnant (Frade et al.,
2014; B6 and Cedefio, 2018). Although estrus detection was not performed in the present study,
treatment with EC had no beneficial effect on the percentage of cows that received an embryo
and on pregnancy rate. The recipient utilization rates for both groups were above 80%, which
are similar to the rates reported in other studies (Mora et al., 2020). It is noteworthy that,
regardless of the group, P/ET rates were close to 60%, which indicates the high quality of the
in vivo produced embryos and the high fertility of the recipient cows used in the study (Hasler,
2014; B6 and Cedeio, 2018). Further studies are necessary to investigate potential effects of
EC in cows under challenging circumstances, with low BCS, since these cows are less likely to
show natural estrus (Pfeifer et al., 2021) and, consequently, more likely to benefit from EC

treatment.
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Conclusion
Combining EC and GnRH for ovulation induction does not increase progesterone

secretion and pregnancy rate after TET in cattle.
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Table 1. Recipient utilization rates and pregnancy rates according to each treatment.

Farm Group TOTAL ET %ET Pregnant P/ET P/TOTAL
EC+GnRH 43 36 83.7 26 72.2 60.5
Farm 1
GnRH 43 38 88.4 28 73.7 65.1
EC+GnRH 49 39 79.6 18 46.2 36.7
Farm 2
GnRH 49 40 81.6 21 52.5 42.9
EC+GnRH 92 75 81.5 44 58.7 47.8
Overall
GnRH 92 78 84.8 49 62.8 533

ET: embryo transfer; %ET: recipient utilization rate; P/ET: pregnancy per embryo transfer;

P/TOTAL.: total pregnancy rate.
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Figure legends:

Figure 1. (A) Serum progesterone concentration and (B) Corpus Luteum (CL) diameter in cows
treated with GnRH or EC+GnRH for ovulation induction. Estradiol cypionate (EC) was
administered at intravaginal device withdrawal in cows from EC+GnRH group, whereas GnRH

treatment was performed 48 h later in both groups.

Figure 2. (A) Pregnancy rates according to embryo source (fresh or frozen thawed) and (B)
replicate for GnRH and EC+GnRH groups. Estradiol cypionate (EC) was administered at
intravaginal device withdrawal in cows from EC+GnRH group, whereas GnRH treatment was

performed 48 h later in both groups. Rep = replicate; ns = p > 0.05.
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4 Consideragoes Finais

Diversos estudos identificaram potenciais marcadores em genes relacionados
ao desempenho reprodutivo de fémeas bovinas, sendo que alguns polimorfismos
parecem explicar, em parte, a variagao na resposta a SOV em doadoras de embrides.
Nesse contexto, técnicas modernas de sequenciamento gendmico poderao contribuir
significativamente no entendimento da influéncia génica sobre a resposta a SOV. No
presente momento, a literatura demonstra que as concentracées séricas de AMH
representam o melhor marcador para predizer o potencial de resposta a SOV. O seu
uso isolado ou, principalmente, associado a outros marcadores ou ferramentas
auxiliares, como a ultrassonografia, facilitara a identificacdo de doadoras com maior
potencial para produgdo de embrides. Porém, deve-se atentar ao mérito genético do
animal, mesmo que este se mostre um excelente doador nestes exames.

Com base em nossos dados, pode-se concluir que a composi¢cao genética e a
época do ano influenciam a resposta das vacas a SOV e a producdo embrionaria.
Além disso, recomenda-se realizar melhorias ambientais, para aumentar o conforto
térmico e diminuir a flutuagdo sazonal da nutricdo o que poderiam melhorar a
producao de embrides.

Em relag&o ao perfil hormonal das doadoras, embora tenhamos observado que
maiores concentragbes de P4 enddgeno no inicio da SOV/EB resulta em menores
taxas de nao fecundados e maior proporgcdo de embrides/estruturas coletadas, a sua
suplementagao nao trouxe beneficio a produ¢cdo embrionaria. O uso de um DIV de 1
g de P4 durante a SOV/EB foi eficiente para o aumento das concentragcdes séricas
durante as aplicacbes de FSH no periodo de diestro, assim, novos estudos
antecipando a suplementacdo de P4 em relacdo as aplicacbes de FSH poderiam
apresentar resultados diferentes aos aqui obtidos.

A respeito da sincronizagao de receptoras de embrido, a combinacédo de CE e
GnRH para indugdo da ovulagdo nao afeta a sintese de progesterona e a taxa de
prenhez apds a TETF. Por outro lado, neste estudo n&o realizamos a observacgao de
estro e é sabido que o CE induz sua manifestacao e que receptoras que o manifestam

tem maior probabilidade de emprenhar assim, um novo estudo seria interessante para
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avaliar o quanto este fator pode contribuir nos resultados da TETF dependendo das

caracteristicas do grupo a ser trabalhado.
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