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Foliculo Dominante e Resposta Superovulatoria em Novilhas da Raca Nelore
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RESUMO - Dezessete novilhas da raga Nelore foram superovuladas a partir do nono dia do ciclo estral, sendo oito novilhas com
250 UI (T1) e nove com 500 UI (T2) de FSH, em oito doses decescentes. Os animais foram monitorados por meio de ultra-sonografia
durante o periodo superovulatorio e no dia da coleta de embrides. Nao houve diferenca na taxa de recuperacgao e qualidade das estruturas
coletadas entre os animais dos dois tratamentos. Foram coletados 4,16 embrides vidveis/doadoranos animais do T1 e 3,15 embrides vidveis/
doadora nos animais do T2. A presen¢a do foliculo dominante no inicio do tratamento superovulatério ndo interferiu na resposta
superovulatéria. O diametro do maior e do segundo maior foliculo e numero de foliculos subordinados entre os animais dos tratamentos
durante a superovulagdo ndo diferiram. O didmetro do maior foliculo e do segundo maior e o nimero de foliculos subordinados foram
de 11,36 mm, 8,91 mme 16,93 e de 11,59 mm, 9,42 mm e 17,44 para os tratamentos com 250 ¢ 500 UI de FSH, respectivamente.
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Dominant Follicle and Superovulatory Response in Nelore Heifers

ABSTRACT - Seventeen Nelore heifers were submitted to a superovulation protocol, beginning on the ninth day of the estrous
cycle. Eight heifers were superovulated with 250 IU (T1) and nine with 500 IU (T2) of FSH. The animals were monitored by
ultrasonography during the superovulation period and on the embryo collection day. There were no differences on the recovery rate and
quality of the structures collected among the animals of the two treatments. Animals treated with 250 (T1) and 500 IU (T2) of FSH
produced4.16 and 3.15 embryos viables/donor, respectively. The presence of the dominant follicle in the beginning of the superovulatory
treatment did not affect the superovulatory response. The largest diameter follicle and second largest one and number of subordinate
follicles during the superovulation from the animals of the treatments did not differ among treatments. The diameter for the largest follicle,
the second largest and the number of subordinate follicles for the animals treated with 250 versus 500 IU, were: 11.36x 11.59 mm; 8.91

X 9.42 mm and 16.93 x 17.44 mm, respectively.
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Introducio

A transferéncia de embrides, como técnica de
melhoramento genético das ragas zebuinas e
taurinas, apresenta vantagens como aumento da
taxa reprodutiva das fémeas, maior intensidade
de selec¢do, rapida difusdo de estoques genéticos
melhoradores e possibilidade de armazenar e trans-
portar zigotos a longa distdncia (Azevedo et al.,
1987). Entretanto, ha grande variabilidade com
relac@o aresposta superovulatoria, principalmente
em animais zebu (Molina & Saturnino, 1993),
sendo, portanto, um fator limitante do melhora-
mento genético.

A presenca do foliculo dominante, no inicio do
tratamento com gonadotrofina, parece afetar a mag-
nitude da resposta superovulatoria subseqiiente, di-
minuindo o recrutamento folicular por meio de fatores
inibitorios, como a inibina produzida pelo foliculo
(Stock et al., 1996, Wolfsdorf et al., 1997).

Grasso et al. (1989), citados por Bungartz &
Niermann (1994), superovularam vacas na presenga
e auséncia de foliculo dominante e observaram que
as respostas foram afetadas pela sua presenca.
Houve maior producdo de corpos luteos, ovocitos,
embrides e embrides transferiveis, quando a
superovulacdo foirealizada na auséncia do foliculo
dominante.

1 Doutoranda em Zootecnia — Departamento de Zootecnia — UFV. CEP: 36571-000. E.mail: luciene@alunos.ufv.br
2 Professor Titular - Departamento de Zootecnia — UFV. CEP: 36571-000. E.mail: ctorres@mail.ufv.br
3 Doutorando em Zootecnia — Departamento de Zootecnia — UFV. CEP: 36571-000. E.mail: nogueira@alunos.ufv.br

4 Professores do Departamento de Veterinaria — UFV.



364 SANTIAGO etal.

Tratamentos superovulatorios iniciados no mo-
mento esperado da emergéncia da onda folicular,
sem considerar o estadio do ciclo estral, forneceram
respostas superovulatorias comparaveis ou superio-
res a tratamentos iniciados, 8 a 12 dias apos o estro
detectado, pois sabe-se que neste periodo (equivalen-
te aos dias 7 e 11 apds a ovulagdo) emerge a segunda
onda folicular em ciclos de duas e trés ondas
(Bo et al., 1996).

O tratamento superovulatorio visa neutralizar os
efeitos da dominancia folicular, impedindo a diver-
géncia folicular e permitindo que varios foliculos
adquiram caracteristicas fisiologicas semelhantes as
do foliculo dominante (Wiltbank et al., 1996, citados
por Buratini Jr., 1997).

Os objetivos deste experimento foram avaliar a
resposta superovulatoria de novilhas da raga Nelore
tratadas com 250 ou 500 UI de FSH e observar se a
presenca ou auséncia de foliculo dominante no inicio
do tratamento influi na resposta superovulatoria, ava-
liada pelo numero e pela qualidade de embrides
obtidos e pela ultra-sonografia dos ovarios.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no galpdo experi-
mental do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, sendo as novilhas instaladas em
quatro currais com piso de cimento e recebendo feno
de coastcross e ragao com 18% de proteina bruta nos
cochos, com agua e suplemento mineral ad libitum.

Foram selecionadas 17 novilhas da raga Nelore
de rebanho comercial, criadas a pasto, com idade
média de 2,4 anos (2,0-2,9 anos) e peso médio de
335 kg (300-370 kg), no periodo de margo a agosto
de 1998.

Os animais foram observados duas vezes ao dia
durante meia hora, as 6h30 e 18h30, para detecgao do
estro. Junto as novilhas ficou um rufido, para facilitar
a manifestacdo e a deteccdo do estro.

A partir do terceiro estro observado, iniciou-se o
programa de superovulagdo. Os animais foram distri-
buidos aleatoriamente em dois tratamentos (T): T1,
oito animais receberam 250 UI de FSH* e T2, nove
animais receberam 500 UI de FSH*.

* Pluset (Gonadotrofina Hipofisaria Suina) — Laboratério Serono.

** Ciosin (PGF2a) — Laboratério Coopers.
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O dia base (D = zero) para superovulagdo foi o
diade detec¢do do estro dos animais. A superovulagao
foiiniciadano dianove do ciclo estral de cadanovilha,
com intervalos de 12 horas em oito subdoses decres-
centes (2,0; 2,0; 1,5; 1,5; 1,0; 1,0; 0,5; ¢ 0,5 mL) até
ototal de 10 mL. A administracdo de 0,5¢ 0,25 mg de
cloprostenol** foi concomitante com a sexta e sétima
administracdo de FSH, respectivamente. Todas as
administragcdes foram feitas por via intramuscular.
Apods 36 horas da primeira administracdo de
cloprostenol, iniciou-se a observagdo do comporta-
mento dos animais até a manifestagdo de estro, sendo
as inseminacOes artificiais realizadas 12, 20 ¢ 28
horas apos a detecgdo do estro. Foi utilizado sémen
de uma tUnica partida de touro da raga Nelore, com
fertilidade conhecida.

Transcorrido um ciclo normal pés-coleta (30 dias
aproximadamente), os primeiros cinco animais de cada
grupo, que manifestaram sinais de estro apds o primeiro
tratamento superovulatorio foram superovulados no-
vamente nove dias apos o estro, porém cinco animais
que haviam recebido 250 UI no primeiro tratamento
receberam 500 UI no segundo e quatro animais que
haviam recebido 500 Ul no primeiro receberam 250 Ul
no segundo tratamento; e um animal recebeu 500 Ul de
FSH nas duas superovulagoes.

Foirealizadaultra-sonografia ovariana diaria du-
rante a primeira superovulacdo, para acompanha-
mento da dindmica folicular, iniciando-se a partir do
estro (Dia zero) até o dia da inseminacdo artificial e
no dia da coleta de embrides, com acompanhamento
do crescimento folicular e detecc¢ao de corpos luteos
ou de foliculos em regressdo no dia da coleta de
embrides. Os exames ultra-sonograficos foram realiza-
dos via transretal, utilizando o aparelho Aloka, modelo
SSD-500, acoplado a um transdutor linear de 5 MHz.
As estruturas foram visualizadas via monitor de tela.
Registraram-se o diametro dos quatro maiores foliculos
(= 3mm), o niimero de foliculos pequenos em cada
ovario, a presenga ¢ localizagdo do corpo luteo, o dia
do ciclo e a data de observagao do sinal de estro e de
aplicacdo do FSH.

Para determinar se o foliculo era dominante ou néo,
no inicio do tratamento com gonadotropina, adotou-se o
critério utilizado por Grasso et al. (1989), que conside-
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raram o foliculo dominante, no inicio do tratamento
superovulatorio, aquele maior que 9 mm em didmetro e
estava em fase de crescimento, ou tinha didmetro
constante pelo menos por quatro dias.

No sétimo dia ap6s a primeira inseminagao artificial,
foram feitas as coletas de embrides, em 1.000 mL de
solucdo de PBS de Dulbecco & Vogt, modificado por
Whittinghan (1971), suplementado com 0,1% de soro
fetal bovino a 37°C. As coletas foram feitas por meio
de sistema de circuito fechado. Quando a transposi¢ao
da cérvix ndo pode ser realizada com catéter de Foley,
fez-se a coleta com bainha francesa. O meio foi
coletado em um béquer para certificar-se que pratica-
mente todo meio infundido havia sido recuperado na
lavagem uterina.

O meio que permaneceu no filtro (malha de 80
micrémetros) para coleta de embrides foi levado ao
laboratdrio para ser examinado. O contetdo foi trans-
ferido para uma placa de Petri quadriculada e o muco
aderido ao filtro foi desprendido com lavagem sob
pressao de 20 mL de PBS modificado adicionado de
0,1% de soro fetal bovino. As estruturas recuperadas
foram avaliadas e classificadas morfologicamente,
segundo Lindner & Wright (1983), com auxilio de um
microscdpio estereoscopico.

Animais com menos de trés corpos luteos foram
excluidos da analise, devido a possibilidade de
ocorrer duplas ovulagdes espontanecamente
(Lindsell et al., 1986).

Na analise estatistica, foi utilizado o programa
SAEG 7.0, aplicando a analise de varidncia para
modelos lineares, a fim de verificar as possiveis
diferencas entre os animais nos tratamentos.

Resultados e Discussao

O numero de foliculos ovulatorios foi
correlacionado com o nimero de corpos liteos obser-
vados no momento da coleta de embrides por meio do
ultra-som. O nimero de corpos luteos e a taxa de
recuperagdo, referentes a primeira superovulacio e
coleta, sdo apresentados na Tabela 1.

Dos animais tratados com 250 Ul de FSH, nao se
fez a coleta de embrides em dois que responderam ao
tratamento superovulatorio (17 e 12 CL observados),
por causa de estenose de anel cervical, que impediu a
passagem do catéter de Foley e do expansor cervical.

Um animal de cada tratamento (T1 e T2) teve
resposta superovulatoria equivalente a 20 e 12 CL
observados no exame utra-sonografico, respectiva-
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mente, porém apenas duas estruturas foram recupe-
radas ( 250 U.L.: 1 ovocito e 1 moérula degenerada;
500 U.I.:1 blastocisto eclodido e 1 blastocisto II). Nao
houve explicagdo para esses achados. Problemas
técnicos foram relatados por Alvarez et al. (1997),
quando o numero de embrides recuperados nao
correspondeu ao numero de corpos luteos presentes
nos ovarios no momento da coleta, com a taxa de
recuperagdo igual a 81,1%. As possiveis explicagdes
para este fato sdo obstru¢des das tubas uterinas (na
regido utero-tubdarica), ovulagdes tardias e transito
lento na tuba uterina.

O numero de embrides viaveis (graus 1, 2 e 3)
utilizando 250 UI de FSH foi de 4,16 embrides/
doadora superovulada, sendo inferior aos obtidos por
Molina & Saturnino (1993), que encontraram em
vacas daraga Nelore 5,4 embrides/vaca superovulada.
Isto pode ser atribuido ao uso de novilhas neste
experimento, uma vez que estas apresentam menor
taxa de resposta ao tratamento com gonadotropinas
(Lange & Reichenbach, 1997). Estes pesquisadores
observaram que a idade das doadoras influi na res-
posta superovulatoria, pois novilhas e vacas de pri-
meira lactagdo tiveram menor nimero de ovocitos e
embrides coletados que as vacas mais velhas, de
quinta ou sexta lactagdo. O nuimero de embrides
viaveis utilizando 500 UI de FSH foi de 3,15 embri-
Oes/doadora superovulada.

Lerner et al. (1986) relataram que, em doadoras
mais novas, o aumento da dose de FSH teve efeito

Tabela 1 - Numero de corpos luteos e taxa de recuperagao
(ovécitos e embrides/corpos luteos) apos a
superovulacao de novilhas da raga Nelore
tratadas com duas dosagens diferentes de FSH

Table 1 - Number of corpora lutea and recovery rate (oocytes and
embryos/corpora lutea) after the superovulation of Nelore
heifers treated with two different doses of FSH

FSH
Variaveis 250U1 500 UI
Variables
N° de corpos luteos 90 33
N. of corpora lutea
Taxa de recuperagao 57% 69%

(ovocitos e embrides/corpos luteos) (52/90) (23/33)
Recovery rate
(oocytes and embryos / corpora lutea)
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negativo. A diminui¢do no numero de estruturas
recuperadas, com o aumento da dose de FSH em
vacas mais novas, poderia ser atribuida a
superestimulagao dos ovarios. Quando varios foliculos
sdo estimulados, limitagdes fisicas dentro do ovario,
como suprimento sangiiineo para foliculos individuais
ou quebra dos mecanismos enddcrinos normais e
produgdo excessiva de esteroides ovarianos, poderiam
interferir com o apropriado desenvolvimento folicular
ou ovulacdo. Com isso, maior nimero de foliculos
seria estimulado a continuar o desenvolvimento com
altas doses de FSH, mas poucos seriam capazes de
ovular e sofrer luteinizagdo ou tornar-se atrésicos.
O numero de embrides viaveis ndo foi afetado
pelas doses de FSH utilizadas, o que foi observado com
a inversdo das doses em algumas novilhas, na qual a
resposta superovulatéria poderia estar associada a
diferencas individuais, quanto a populagdo e ao estadio
de desenvolvimento dos foliculos durante a
superovulacdo (Monniaux et al., 1983, citados por
Molina & Saturnino, 1993). Todavia, houve tendéncia
das novilhas superovuladas com a menor dose produ-
zirem mais embrides, como pode ser visto na Tabela 2
(somatorio da primeira e segunda superovulagdes).
Nao houve diferenca (p>0,05) entre os animais
dos dois tratamentos com relagdo aos parametros
acima avaliados, porém a maior dose induziu maior
variagdo na taxa de resposta, em que poucos animais
apresentaram boa resposta, enquanto a maioria nao
produziu embrides transferiveis ou ndo respondeu ao
tratamento superovulatério. Com isso, a menor dose
produziu resultados menos variaveis. Embora haja
melhoranaresposta ao tratamento superovulatorio, a
falta de uniformidade de resposta constitui um obsta-
culo a ser superado, a fim de melhorar a eficiéncia da
transferéncia de embrides. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados em gado de corte por
Looney (1986), citado por Bo et al. (1996), em que
24% das coletas produziram embrides viaveis e 64%
das doadoras produziram menos embrides que amédia
do nimero de embrides transferiveis. Estes resultados
corroboram os encontrados por Elsden & Kessler
(1983), que ndo encontraram diferenca entre os trata-
mentos com (24, 36 ¢ 50 mg FSH), observando,
entretanto, maior variacdo com a dose mais elevada.
Na Tabela 3, foi avaliado o efeito da presenca ou
ndo do foliculo dominante no inicio do tratamento com
gonadotropina sobre aresposta superovulatoria. Qua-
tro animais superovulados na auséncia do foliculo
dominante nao responderam a superovulagao.
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Tabela 2 - Resposta superovulatéria de novilhas da raga
Nelore tratadas com 250 e 500 Ul de FSH

Table 2 - Superovulatory response of Nelore heifers treated with
250 and 500 IU of FSH

FSH
Variaveis 250 500
Variables Ul Ul
Doadoras superovuladas 13 14
Superovulated donors
Doadoras que responderam 13 8
a superovulagdo
Donors showing response to superovulation
Total de estruturas recuperadas 9% &4
Total of recovered structures
Média de estruturas 7,53 457
recuperadas por doadora
Mean of recovered structures by donor
Total de estruturas nao-fertilizadas 10 1
Total of unfertilized structures
Média de estruturas nao-fertilizadas 0,76 0,14
por doadora
Mean of unfertilized structures by donor
Total de estruturas fertilizadas 86 4
Total of fertilized structures
Média de estruturas fertilizadas 6,69 4735
por doadora
Mean of fertilized structures by donor
Total de estruturas congelaveis 39 29
(grausIeIl)
Total of freezable structures
(degrees I and 1)
Meédia de estruturas congelaveis 3,00 2,07
por doadora
Mean of freezable structures by donor
Total de estruturas degeneradas 21 5
Total of degenerated structures
Média de estruturas degeneradas 2,61 1,28
por doadora
Mean of degenerated structures by donor

As médias nao foram significativas a 5% de probabilidade pelo teste F.
The averages were not significant by F test (P>.05).

A resposta superovulatoria ndo foi influenciada
pela presenga ou auséncia do foliculo dominante no
inicio do tratamento, como se observa na Tabela 3.
Dados semelhantes foram observados por Wolfsdorf
et al. (1997), entretanto, a metodologia utilizada
neste experimento para avaliar a dominancia do
foliculo pode ndo ser amais adequada, pois, segundo
Sunderland et al. (1994), apenas o tamanho do
foliculo ndo ¢ o suficiente para caracterizar a
dominéncia, devendo associar-se a ultra-sonografia
a dosagem das concentragdes intrafoliculares de
estradiol e progesterona para distinguir os foliculos
dominantes dos ndo-dominantes.
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Tabela 3 - Presenga ou auséncia de foliculo dominante no
inicio do tratamento com FSH e resposta
superovulatéria em novilhas da raga Nelore

Table 3 - Presence or absence of dominant follicle in the
beginning of the treatment with FSH and superovulatory
response in Nelore heifers

Foliculo dominante
Dominant follicle

Parametros avaliados Presenca  Auséncia
Evaluated parameters Presence Absence
Numero de animais 5 11
superovulados

Number of superovulated

animals

Numero de corpos luteos 492 76

observados no dia da coleta
Number of corpora lutea
observed at collection day
Média de corpos
luteos/doadora

Mean of corpora lutea/donor
Numero de estruturas 24 50
recuperadas

Number of recovered structures
M¢édia de estruturas
recuperadas/doadora

Mean of recovered structures/donor

Numero de embrides viaveis 11 2
Number of viables embryos
M¢édia de embrides
viaveis/doadora

Mean of viables embryos/donor
Numero de ovocitos e
embrides degenerados
Number of oocytes and
degenerated embryos

Média de ovocitos e embrides 2,60+2,96 2,00+£2,40
degenerados/doadora

Mean of oocytes and

degenerated embryos/donor

8,40+£3,04 6,90+6,77

4,80+4,54 4,54+5,37

2,20+1,92  2,54+3,17

13 2

As médias nao foram significativas a 10% de probabilidade pelo
teste F.
The averages were not significant by F test (P>.1).

A ultra-sonografia das estruturas durante a pri-
meira superovulagdo nfo diferiu (p>0,10) entre os
animais dos tratamentos com rela¢do ao didmetro do
maior foliculo dominante e do segundo maior e o
numero de foliculos subordinados, indicando que a
variacdo na dosagem de FSH néo interferiu no recru-
tamento e crescimento dos foliculos, como verificado
na Tabela 4.

Conclusoes

O tratamento com 250 Ul de FSH foi tao eficaz
quanto o tratamento com 500 Ul de FSH para
superovular novilhas da raca Nelore.

A presenga oundo do foliculo dominante no inicio
do tratamento superovulatorio ndo influenciou a res-
posta a superovulagdo.

O didmetro do foliculo dominante e do primeiro
foliculo subordinado e o numero de foliculos subor-
dinados dos animais ndo foram afetados pelas
doses de FSH.
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