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RESUMO

Devido as vantagens do tratamento superovulatério com a gonodotrofina coridnica eqiiina
(eCQG), esta vem sendo aplicada em programas de transferéncia de embrides de vacas nelore
(Bos taurus indicus), com resultados comparaveis ao da utilizagdo do hormoénio foliculo
estimulante (FSH). Porém, a utilizagdo da eCG estd freqlientemente, associada com a
ocorréncia de um elevado nimero de foliculos anovulatérios, secre¢do anormal de estradiol,
progesterona e hormonio luteinizante (LH), além da possibilidade de reduzir a resposta
superovulatéria e a qualidade dos embrides produzidos. Uma alternativa para reduzir esta
incidéncia ¢ o tratamento com a eCG associada ao anticorpo monoclonal anti-eCG,
garantindo respostas efetivas das doadoras, aumentando as taxas de ovulacdo e de embrides
transferiveis , e prevenindo a falha da ovulagdo. O objetivo desta revisdo ¢ discutir os
aspectos envolvidos na falha da ovulacio em vacas Nelore submetidas ao tratamento
superovulatorio com a eCG.
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OVULATION FAILURE AFTER SUPEROVULATORY TREATMENT
WITH ECG IN NELORE (Bos Taurus indicus) CATTLE

SUMARY

Because the benefits of superovulatory treatment using equine chorionic gonodotrofina
(eCQ), this compound has been applied in embryo transfer programs from nellore (Bos taurus
indicus) cattle, leading to the same results obtained when follicle stimulatory hormone (FSH)
was used. However, the use of eCG is often associated with high number of anovulatory
follicles, abnormal estradiol, progesterone and luteinizing hormone (LH) secretion, reduction
of superovulatory response and low quality of produced embryos. An alternative to reduce
this incidence is the association of eCG treatment with anti-eCG monoclonal antibody,
ensuring effective responses from donors, increasing the ovulatory rates, the number of
transferable embryos, and preventing ovulation failure. The objective of this review is to
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discuss the involved issues in ovulation failure in Nellore cattle subjected to superovulatory
treatment with eCG.

Key words: ovulation failure, superovulation, eCG, anti-eCG antibody, nellore cattle

FALLA DE LA OVULACION EN TRATAMIENTO SUPEROVULATORIO CON
ECG EN VACAS NELORE (Bos taurus indicus)

RESUMEN

Debido a las ventajas de el tratamiento superovulatorio con la gonodotrofina coridnica equina
(eCQ), esta siendo empleada en programas de transferencia embrionaria de vacas Nelore (Bos
taurus indicus), obteniendo resultados comparables a los de la utilizacion de la hormona
foliculo estimulante (FSH). Todavia la utilizacion de eCG esta frecuentemente asociada con
la ocurrencia de un elevado nimero de foliculos anovulatorios y la secrecion anormal de
estradiol, progesterona y hormona luteinizante (LH), ademas hay la posibilidad de reducir la
respuesta superovulatéria y la calidad de los embriones producidos. Una alternativa para
reducir esta incidencia es el tratamiento con la eCG asociada a el anticuerpo monoclonal anti-
eCQG, garantizando respuestas efectivas de las donantes, aumentando las tasas de ovulacién y
de embriones transferibles, y previniendo la falla de la ovulacion. El objetivo de esta revision
es discutir los aspectos implicados en la falla de la ovulacidon en vacas Nelore sometidas a el
tratamiento superovulatdrio con la eCG.

Palabras-claves: falla de la ovulacion, superovulacion, eCG, anticuerpo anti-eCG, nelore
INTRODUCAO

O gado zebuino (Bos taurus indicus) ¢ predominante em regides tropicais e
subtropicais pela sua resisténcia natural ao estresse causado pelo calor e pelos ectoparasitas.
No Brasil, o nelore € a principal raga de corte, com aproximadamente 100 milhdes de cabegas,
exigindo constante atencdo no melhoramento genético da raga. A multipla ovulagdo e
transferéncia de embrides (MOETE) ¢ uma biotécnica reprodutiva disponivel para assegurar o
progresso genético do nelore (1).

A transferéncia de embrides (TE) em bovinos abrange as técnicas de superovulacao,
colheita e transferéncia de embrides para receptoras, sendo o método mais utilizado em todo o
mundo para multiplicar animais de alto valor genético (2). Segundo o ultimo relatorio da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (3) houve aumento de 20% no ntimero
de embrides bovinos produzidos por multipla ovulagao.

A primeira transferéncia de embrides com sucesso foi realizada em 1951 na
Universidade de Cornell, nos Estados Unidos (4). Desde a década de 70 a técnica de TE vem
aprimorando-se, sendo utilizada comercialmente. Diversos protocolos superovulatérios foram
desenvolvidos desde entdo, aprimorando-a cada vez mais (5).

Recentemente, a utilizagdo da eCG ¢ sugerida, novamente, em protocolos de
superovulacdo, devido as facilidades de sua aplicacdo e aos resultados, observando-se taxas
de recuperagdo embrionaria semelhantes a superovulagdo com o FSH (6). No entanto, a eCG
¢ freqlientemente associada com a ocorréncia de um elevado nimero de foliculos
anovulatorios no momento da colheita dos embrides (7, 8, 9, 10). Portanto, a presente revisao
tem por objetivo discutir os aspectos envolvidos na falha da ovulagdo em vacas Nelore (Bos
taurus indicus) submetidas a tratamentos superovulatérios com a eCG.
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REVISAO DA LITERATURA:

A TE ¢ uma biotécnica reprodutiva utilizada para multiplicar animais de alto valor
genético (2), possibilitando acelerar o melhoramento genético animal (1).

O uso da TE possibilita que uma fémea produza um ntimero de descendentes superior
ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva (11). Dos
aproximadamente 200.000 oocitos primarios presentes nos ovarios de uma fémea no
momento de seu nascimento, poucos irdo, por via fisiologica e reprodutiva natural, resultar
numa cria, principalmente devido a limitagdes de carater biologico (intervalo entre partos
prolongado, gestacdo simples), ambiental (enfermidades das articulagdes, cascos, ubere e etc)
e econdmico (sistema de produgao).

No entanto, o tratamento superovulatério pode provocar desordens no eixo neuro-
endocrino que regula a fungdo dos foliculos ovarianos (12). Estas alteragdes podem causar
anormalidades como: foliculos anovulatorios, sindrome da estimulacdo excessiva
(“overstimulation syndrome”) e foliculos luteinizados anovulatérios (13).

Os resultados dos protocolos de superovulagdo sdo influenciados pelo numero de
foliculos que s3o estimulados a crescer € o nimero que sdo induzidos a ovular. Porém, apenas
uma parcela dos foliculos que sdo estimulados a crescer progride até a ovulagdo. De acordo
com D’occhio et al. (14), isto ocorre ndo por deficiéncia intrinseca do foliculo, mas devido ao
diametro folicular ser muito reduzido no momento do inicio do tratamento superovulatorio,
culminando em tempo insuficiente para completar a maturagdo oocitaria antes do pico pré-
ovulatério de LH, ou entdo, devido a presenca insuficiente de receptores para LH em alguns
foliculos no momento do pico de LH (15).

Outro fator que afeta a resposta superovulatoria ¢ a presenca de um foliculo dominante
no momento da administracdo do hormonio superovulatorio, que exerce um efeito inibitorio
sobre o numero de foliculos que sdo induzidos a crescer durante a superovulagdo (16).

O tratamento superovulatorio de bovinos com gonodatrofina sérica da égua prenhe
(PMSG), também conhecida como eCG, ¢ freqiientemente associado com a ocorréncia de
elevado numero de foliculos anovulatérios no momento da colheita dos embrides (7, 8, 9). De
fato, a superovulacdo com eCG causa a hipertrofia dos ovarios e a presenca de numerosos
foliculos anovulatorios (10-30mm de diametro) com parcial luteinizagdo no momento da
colheita dos embrides (17).

Acredita-se que isto ocorra pela persisténcia da eCG na circulagdo devido a sua longa
meia vida, fato este atribuido ao elevado conteddo de acido siadlico na molécula da
gonodatrofina (18). Assim, a aplicacdo de eCG ¢ associada a secrecdo anormal de estradiol,
progesterona e LH (19), podendo reduzir a resposta superovulatdria e a produg¢do de embrides
com baixa qualidade. No entanto, ha relatos de resposta superovulatéria com resultados
comparaveis aos da utilizagdo do FSH (20, 6).

No estudo realizado por Martins et al. (6), 12 vacas da raga Nelore (Bos taurus
indicus) foram divididas em trés grupos de acordo com o tratamento superestimulatorio: eCG-
2500UI; eCG-2000UI e FSH-100mg. Os animais receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) (DIB®) associado a 2 mg de benzoato de estradiol (BE) no Dia 0. Nos
tratamentos com eCQG, a superestimulagao foi realizada com a administra¢ao de 2500 ou 2000
UI de eCG (Novormon™) em dose tnica no Dia 4. No tratamento com FSH, administrou-se
100mg de Folltropin-V® em 8 doses decrescentes a cada 12 horas, a partir do Dia 4. No Dia 6,
administrou-se 150 pg de prostaglandina Fa, (PGF,,) (Prolise™). Os dispositivos de P4 foram
retirados 36 horas apos a administragio de PGF,,, e o LH (25mg, Lutropin-V®) aplicado 48
horas apo6s a PGF,,. Realizou-se uma unica inseminacao artificial 16 horas apds o tratamento
com LH utilizando uma unica partida de um tnico touro para cada vaca/ réplica. A colheita
dos embrides foi realizada no Dia 15. Os resultados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Taxa de ovulagdo, estruturas totais, embrido grau 1 e embrides transferiveis de
vacas nelore superovuladas com eCG-2500UI, eCG-2000UI e FSH 100mg.

Grupo eCG-2500U1 eCG-2000U1 FSH 100mg
Taxa de ovulagio 33,1%" 58,4%" 65.9%"
Estruturas totais 5.9+1.0 7.6+1.0 5.7+1.4
Embrides grau 1 3.4+0.7 5.8+0.9 3.5+0.7
Embrides transferiveis 4.440.7 6.9£1.0 4.6+0.9

“"M¢édias sobrescritas com letras distintas diferem estatisticamente (P<0,05).
Adaptado Martins et al.(6).

Da Tabela 1, depreende-se que o tratamento com 2000UI de eCG produz niimero
semelhante de embrides transferiveis comparado ao grupo tratado com FSH, mostrando ser
uma alternativa vidvel para programas de TE com inseminag¢do artificial em tempo fixo em
zebuinos (6).

Dentre as vantagens da utilizagdo da eCG em protocolos de superovulagdo, pode-se
citar: a sua disponibilidade, seu baixo custo, e possibilitar a racionalizacao da mao de obra por
facilitar o manejo das doadoras, ja que a eCG ¢ aplicada em dose Unica devido a sua longa
meia vida. Este ultimo atributo favorece a redugdo do estresse provocado aos animais quando
comparado com o tratamento com FSH (21).

A meia vida da eCG em vacas estd ao redor de 5 dias (22), apesar deste atributo
proporcionar a facilidade do manejo das doadoras em programas de TE, esta caracteristica
pode resultar também em problemas de estimulagdo excessiva ou prolongada (20).

A persisténcia da eCG pode ocasionar o surgimento de uma nova onda de crescimento
folicular (23), e provocar um aumento nos niveis de estrogeno. Isto pode levar ao
desenvolvimento de um ambiente hormonal desfavoravel para o transporte e desenvolvimento
embrionario ao longo do oviduto (24), o que afeta a qualidade e recuperagao embrionaria (12,
25).

A presenca de foliculos anovulatérios em ovelhas foi citada pela primeira vez por
Grant (26), e a incidéncia de foliculos anovulatérios pode chegar a 50% em alguns
tratamentos (27). Por sua vez, Veiga-Lopez et al. (28) relataram 34,6% de foliculos
anovulatdrios em ovelhas superovuladas. A causa da ndo ovulagdo pode ser determinada pela
existéncia do efeito de um foliculo dominante no inicio do tratamento superovulatorio, os
foliculos subordinados sdo capazes de crescer até o diametro pré-ovulatorio, porém a sua
ovulagdo ¢ impedida.

Um didmetro muito reduzido do segundo maior foliculo, ou uma grande diferenca no
diametro do maior foliculo para o segundo maior foliculo no inicio do tratamento
superovulatério aumenta o aparecimento de falhas da ovulagdo, sugerindo que foliculos
imaturos ou foliculos no inicio de atresia sdo induzidos a desenvolver pelo tratamento com
FSH, indicando que isto pode ser uma das causas da falha da ovulagdo (28).

A administragdo de grandes doses de preparacoes de FSH nos protocolos
superovulatérios induzem a alteragdo do padrdo endocrino, como por exemplo, a baixa
secrecao endogena de LH (29) ou pico de LH defeituoso (14).

Em ovinos, a presenca de fémeas que ndo ovulam ou que ovulam poucos foliculos ¢
ainda uma das principais causas da grande variabilidade da qualidade dos programas de
MOETE. A incidéncia desta alteracdo esta entre 20-30% (27). As possiveis causas estdo
relacionadas a uma deficiéncia ou uma inexisténcia do pico pré-ovulatériuo de LH (30), ou a
presenga de um foliculo ndo responsivo, durante a regulagcdo dos receptores de LH das células
da granulosa e teca (31, 32).
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O efeito da superovulacdo com o eCG sobre a secre¢do endogena das gonodatrofinas
ndo esta muito bem definida em bovinos (7). Sudano et al. (10) relataram, num estudo
preliminar, 25% de falha da ovulacdo em vacas Nelore submetidas ao tratamento
superovulatério com eCG.

Bevers et al. (33) sugerem que enquanto a secrecao de LH durante a fase luteal ndo ¢
afetada pelo tratamento com eCG, o pico pré-ovulatério de LH ¢ inibido, sendo observado
também, uma reducdo significativa da secrecdo de FSH, provavelmente devido ao efeito
inibitorio dos foliculos anovulatdrios.

Para superar esta caracteristica desfavoravel, foi introduzida a administragao do soro
anti-eCG (anticorpo monoclonal ou policlonal) nos protocolos superovulatorios com o uso da
eCG. Este processo, ja foi testado extensivamente e permitiu aumento na taxa de ovulacao, no
numero total de estruturas recuperadas e na qualidade dos embrides transferiveis (21, 20).

E desconhecido o mecanismo de agdo do soro anti-eCG. Conjectura-se que ele esteja
associado ao estadio de maturacdo final dos foliculos e odcitos (34), pois a atividade de LH da
eCG, especialmente em altas doses, altera o crescimento folicular e induz a ativagdo
prematura do odcito (35). A neutraliza¢do da eCG e, portanto, os efeitos de FSH e LH antes
da ovulagdo, podem resultar em maior sincronizacao entre a maturagao folicular e oocitaria.

Segundo Gonzalez et al. (7), a concentragdo plasmatica de estradiol durante o estro
aumenta de acordo com o aumento da dose de eCG nos tratamentos superovulatorios. Porém,
apos o estro, o estradiol declina para niveis basais quando se utiliza o soro anti-eCG no
tratamento, enquanto que com a administragdo apenas da eCG, ocorre uma ligeira queda
associada com a ovulag¢do seguido por aumento continuo até o dia da colheita embrionaria,
também em uma relacdo dose dependente (Figura 1).
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Figura 1: Concentragdo plasmatica média de 173-estradiol (pg/mL) em novilhas de corte tratadas com
1500, 3000 ou 4500 UI de eCG (grupo eCG) e de novilhas de corte tratadas com 1500, 3000 ou 4500
Ul de eCG associada a dose equivalente neutralizante de soro anti- eCG 60 horas apos a aplicagao de
prostaglandina (grupo anti-eCG). Fonte: Adaptado Gonzalez et al. (7).
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Proximo do momento da ovulacdo, 65% dos foliculos pré-ovulatorios ndo atrésicos
contém 4 vezes mais estradiol do que foliculos de animais ndo estimulados (34). Este
microambiente improprio pode ser prejudicial para o potencial de desenvolvimento
embriondrio apos a ovulagdo do odcito.

O tratamento superovulatorio com eCG associada ao soro anti-eCG resulta em maior
taxa de ovulacdo quando comparado ao grupo tratado apenas com eCG. Fato este confirmado
devido a presenca de maior numero de corpos luteos e menor nimero de foliculos
anovulatorios (>10mm) para os grupos 1500, 3000 ou 4500UI de eCG associado a dose
equivalente de soro anti-eCG quando comparados aos grupos com apenas os tratamentos de
1500, 3000 ou 4500UI de eCG, sem a associagao do soro anti-eCG (Tabela 2). Além disso, a
associagdo do soro anti-eCG ao tratamento superovulatorio resulta no aumento do ntimero de
estruturas recuperadas e de embrides transferiveis (7).

Tabela 2: Média do numero de corpos luteos, foliculos anovulatorios, resposta ovariana total e
taxa de ovulagdo em novilhas de corte tratadas com eCG associado ou ndo ao tratamento com
anticorpo monoclonal anti-eCG.

Tratamento n  Corpo luteo Foliculos Resposta Taxa de
ECG (UI) Anti-eCG (UI) anovulatorios ovariana ovulagdo (%)
1500 0 12 9,0+£2,5% 9,443 4% 17,6+2,9 48,9
1500 1500 10 11,2+1,8° 4,04+1,2° 15,2+1,5 73,6
3000 0 10 8,0+£2,0° 16,5+4,7° 27,0+£3,4 35,0°
3000 3000 11 16,3£2,0° 4,7+0,7°  21,0+1,4 76,2°
4500 0 10 10,8+3,3" 26,9+8,3° 38,7+5,7 30,5°
4500 4500 11 16,3+3.4™ 8,8+1,7" 25,1+2,6 64,8

® Valores nas colunas com sobrescritos distintos diferem significativamente (P<0,05).
Adaptado Gonzalez et al. (7).

De acordo com Gonzalez et al. (7), a administracdo de anticorpos promove o
desenvolvimento e ovulagao do pool de foliculos do ovario superestimulado com eCG em
novilhas mesticas de corte. Ficou demonstrado neste trabalho, que o uso de anticorpos
permite reducdo significativa no desenvolvimento folicular do ovério apos o estro, levando a
redu¢do do numero de foliculos anovulatorios no dia da colheita embrionaria. O tratamento
com o soro monoclonal anti-eCG em novilhas superestimuladas com eCG também preveniu
qualquer aumento pos-ovulatério dos niveis plasmaticos de estradiol que ¢ originado
provavelmente dos foliculos anovulatorios ou de uma nova onda de crescimento folicular
estimulada pela permanéncia da a¢do da eCG apo6s a ovulagao.

CONCLUSAO

Apesar da eCG possuir vantagens intrinsecas da sua aplicacdo em tratamentos
superovulatérios em programas de TE, a sua utilizagdo estd comumente associada a falha da
ovulacdo de nimero consideravel de foliculos, o que pode levar a redu¢do da eficiéncia desta
gonodatrofina em programas de TE e ocasionar distarbios reprodutivos as doadoras
submetidas a este tratamento.

Uma alternativa para contornar este problema ¢ o tratamento superovulatdrio com
eCG associado ao anticorpo monoclonal anti-eCG, garantindo resposta efetiva das doadoras,
resultando em aumento das taxas de ovulacao e prevenindo desta maneira, a falha da ovulagao
em tratamentos superovulatorios com a administracdo de eCG. Sua facilidade de aplicacdo ¢
uma opc¢ao interessante para o sistema de producdo de bovinos de corte no Brasil.
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