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INDUGAO DA SUPEROVULAGAO DE VACAS NELORE PASSIVAMENTE
IMUNIZADAS CONTRA LIQUIDO FOLICULAR BOVINO'

RAFAEL HERRERA ALVAREZ’ . LIA DE ALENCAR COELHO" e CYRO FERREIRA MEIRELLES®

RESUMO: O presente estudo objetivou avaliar a resposta ovariana de vacas Nelore
superovuladas com dose reduzida de FSH apos imunizacio passiva contra liquido folicular
bovino. Em um ensaio de reversiio, 18 vacas Nelore receberam os seguintes tratamentos:
injecdo intravenosa de 80 ml de anti-liquido folicular bovino produzido em ovelhas castradas
(tratamento 1) ou soro ovino nio imune (tratamentos 2 e 3). Seis horas apés, os animais
receberam 200 (tratamentos 1 e 2) ou 400 (tratamento 3) Ul de FSH-LH (Pluset, Lab.
Serono) administradas em doses decrescentes durante 4 dias. No terceiro dia, os animais
receberam uma dose luteolitica de cloprostenol (Veteglan, Lab. Serono) e foram inseminados
no cio induzido. A resposta ovariana fei avaliada entre os dias 6 ¢ 8 apds a inseminacio pela
discriminagiio dos corpos liteos (CL) utilizando ultra-sonografia e pelo nimero de embrides
recuperados apos lavagem dos cornos uterinos utilizando o método cervical convencional. A
taxa de animais que responderam com mais de 3 CL ao tratamento de superovulagio foi
maior (P<0,05) nos tratamentos 1 (94,4%) ¢ 3 (83,3%) que no tratamento 2 (50,0%).
Igualmente, o niimero médio de embrides recuperados foi maior (P<0,05) nos tratamentos 1
(4.1 +0.9) 3 (5,2 £ 0,9) que no tratamento 2 (2,1 = 0,5). Em func¢fio desses resultados pode-se
coneluir que, em vacas Nelore, a imuniza¢io passiva contra liquido folicular aumenta a
sensibilidade dos ovarios ao tratamento com gonadotrofinas exégenas.

Termos »nara indexac¢fo: Superovulacio, liquido folicular, imuniza¢io passiva, bovinos,
transferéncia de embrides.

OVARIAN RESPONSE OF NELORE COWS SUPEROVULATED WITH FSH AFTER PASSIVE
TMMUNIZATION AGAINST BOVINE FOLLICULAR FLUID

SUMMARY - The aim of the present study was to evaluate the ovarian response of cows
superovulated with reduced dose of FSH following passive immunization against bovine
follicular fluid. Eighteen Nelore cows were used in a cross over design with the following
treatments: iv injection of 80 ml of ovine anti- bovine follicular fluid (treatment 1) or ovine
non immune serum (treatment 2 and 3). Six h later, cows were superovulated with 200
(treatment 1 and 2) or 400 UI (treatment 3) FSH-LH hormone (Pluset, Lab. Serono)
administered in decreasing doses during 4 days. On the third day, the animals received a
luteolitic dose of cloprostenol (Veteglan, Lab. Serono) and were inseminated on the induced
estrus. The ovarian response was evaluated 6 to 8 days after insemination by counting the
corpora lutea (CL) with ultrasound scanning and by evaluation of the embryos recovered
using standard techniques of cervical embryo collect. The rate of good response to
superovulation (>3CL) of the treatments 1 (94.4%) and 3 (83.3%) was higher and statistically
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different (P<0.05) from treatment 2 (50.0%). Likewise, the mean number of embryos
recovered from treatments 1 (4.1 £ 0.9) and 3 (5.2 + 0.9) was higher and statistically different
(P<0.05) from treatment 2 (2.1% 0.5). From these results, it can be concluded that passive
immunization against bovine follicular fluid increase the ovarian sensitivity to exogenous

gonadotropin in Nelore cows.

Index terms: Superovulation, follicular fluid, passive immunization, bovine, embryo transfer.

INTRODUCAO

A grande variabilidade da resposta ovariana aos
tratamentos convencienais de superovulacio constitui o
principal obstaculo para um melhor aproveitamento da
tecnologia da transferéncia de embrides na espécie
bovina. Essa dificuldade faz com que nio seja possivel
prever o numero de embrides que serdo recuperados de
uma determinada doadora submetida ao processo de
superovulacdo. s fatores responsaveis por essa
variabilidade sdo de origem multipla e ainda pouco
compreendidos (GREVE, 1982 ¢ ALVAREZ, 1994) .

Recentemente, entretanto, informagdes baseadas nos
resultados  de  producdo de embrides de animais
superovulados na auséncia (GUILBAULT et al., 1991;
HUNHTINEN et al.. 1992: LUSSIER et al.. 1995) ou
apos a eliminagdo (BUNGARTZ e NIEMANN, 1994)
do foliculo dominante, sugerem que ¢ possivel resolver,
ou ao menos diminuir, o problema da variabilidade da
resposta ao tratamento de superovulagdo. Um
inconvenicnte de aplicar essas técnicas deriva da
necessidade de acompanhar diariamente a dindmica de
crescimento folicular. o que implica o uso de
equipamentos  relativamente  caros  (ultra-som ¢
acessorios especificos) nem sempre disponiveis, bem
como uma boa habilidade do técnico para realizar a
puncio do foliculo dominante.

Outra via para climinar o efeito negativo da
dominéncia folicular seria a neutralizacdo imunologica
de substancias especificas presentes no liquido folicular
as quais amam como moduladoras da acdo das
vonadotrofinas hipofisarias (FINDLAY. 1993). Dessa
forma, a imunizacio ativa contra inibina ou peptideos
derivados. provoca um aumento na faxa de ovulagdo
(HILLARD et al, 1994, TAKEDOMI et al, 1995:
MORRIS et al., 1997). Dois problemas podem ser
limitantes ao uso dessa via: 1) o custo relativamente
caro do imundgeno (inibina) ¢ 2) o uso da imunizagdo
aliva provoca uma resposta nio controlada durante

longos periodos de tempo. Uma alternativa que pode ser
considerada é usar como imunogeno o liquido folicular
bovino livre de esterdides (LFb), o qual tem se mostrado
eficiente para aumentar a taxa de ovulagdo em 30% dos
animais imunizados (ALVAREZ et al, 1996). A
aplicagiio direta de anticorpos anti-LI'b (imunizagio
passiva) oferece a vantagem de exercer a inibi¢do
durante um curto periodo de tempo, voltando em
seguida as condigdes normais. Assim, considerando que
a imunizagdo passiva contra LFb sensibiliza o ovario a
acio do FSH endbgeno, pode-se considerar a hipotese
de que a imunizagdo contra LFb aumente o nimero de
animais com hoa resposta ao tratamento  de
superovulagdo. Adicionalmente, a aplicagao de doses
reduzidas de FSH exdgeno seriam suficientes para
provocar superovulagio nos animais imunizados. Dessa
forma, € objetivo do presente trabalho avaliar a resposta
ovariana de wvacas Nelore superovuladas com dose
normal ou reduzida de FSH apds imunizagdo passiva
contra liquido folicular bovino.

MATERIAL E METODOS

Dezoito vacas Nelore de diferentes 1dades ¢
paridade, mantidas em condi¢des uniformes de manejo e
consideradas clinicamente aptas para a reproducéo
foram submetidas a um ensaio com reversio (“change-
over design”) dos seguintes tratamentos: injegido
intravenosa de 80 ml de anti-liquido folicular bovino
produzido em ovelhas castradas conforme metodologia
de ALVAREZ et al, (1997) (tratamento 1) ou soro ovino
ndo imune (tratamentos 2 ¢ 3). Seis horas apos, os
animais receberam 200 (tratamentos 1 e 2) ou 400
(tratamento 3) Ul de FSH-LH (Pluset, Lab. Serono)
administradas em doses decrescentes durante 4 dias. No
terceiro dia, os animais receberam uma dose luteolitica
de cloprostenol (Meteglan, Lab. Serono) ¢ foram
inseminados no cio induzido. A resposta ovariana foi
avaliada entre os dias 6 e 8 apos a inseminagio pela
discriminacio dos corpos lateos (CL) utilizando ultra-
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sonografia (Ultra-som Pie Medical 200 Vet) e pelo
niumero de embrides recuperados apos lavagem dos
cornos uterinos utilizando o método cervical
convencional (ALVAREZ et al,, 1995).
Adicionalmente, amostras de sangue foram coletadas da
veia jugular (tubos vacutainer B&D com heparina) de
todos os animais no inicio dos tratamentos, no momento
da inseminagdo ¢ no momento da coleta de embrides.
Apés centrifugacdo (10 minutos) e recuperagio do
plasma, as amostras foram estocadas congeladas (-20
°C) até dosagem da progesterona pelo. método de
radioimunoensaio (ALVAREZ et al,, 1991).

Os dados foram analisados utilizando a versao 6.0 do
software Statistica. As diferengas entre os tratamentos
no namero de foliculos, taxa de ovulagio, vidvels foram
analisadas por ANOVA. As diferengas entre tratamentos
no numero de animais com fraca resposta (<3 CL)
foram analisadas pelo teste de Qui quadrado. Medidas
de associagdo linear entre as concenfragdes de
progesterona plasmatica e a resposta ovariana foram
determinadas por analise de correlagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 mostra a sensibilidade ovariana dos
animais aos diferentes tratamentos de superovulagio. A
taxa de resposta (presenga de = 3 corpos luiteos) do
fratamento Ac-FSH-50 (94,4%) foi significativamente
superior (P<0,05} ao tratamento FSH-30 (50,0%) ¢ ndo
foi estatisticamente diferente do tratamento FSH-100

(83,3%).

Quadro 1. Sensibilidade ovariana de vacas imu-
nizadas com anti-LFb tratadas com 200
Ul de FSH-LH({Ac-FSH-50) e de vacas nao
imunizadas tratadas com 200 (FSH-50)
ou 400(fsh-100)Ul de FSH-LH

Resposta Tratamentos

ovariana Ac-FSH- FSH-50 FSH-100
50

>3 Corpos 17a 9b 15a

luteos

<3 Corpos 1 9 3

luteos

yravsb=P<005

Esse resultado e relevante e parece confirmar os
resultados observados previamente por nossa equipe,
utilizando um nimero menor de repeticoes (ALVAREZ
et al., 1996). Assim, o anti LFb pode ter contribuido
para tornar mais scnsiveis os foliculos 4 acdo
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estimulante das gonadotrofinas exogenas. E importante
salientar que o animal imunizado que néo respondeu ao
tratamento de superovulagdo foi igualmente insensivel
nos oufros tratamentos. Por outro lado, a falta de
resposta de dois animais do tratamento FSH-100 e um
do tratamento FSH-30 pode ser explicada pelas baixas
concentracdes de progesterona (< 3,18 nmol/L) no
inicio do tratamento de superovulacfio. Dessa forma. o
motive mais provavel que explique a falta de resposta
ao tratamento fo1 uma inadequada observacdo do cio
prévio a superovulagdo.

O Quadro 2 ilustra os resultados quantitativos da
resposta ovariana de todos os tratamentos.

Quadro 2.Resposta ovariana de animais imunizados
com anti-LFb tratados com 200Ul de FSH-
LH (Ac-FSH-50) e ndo imunizados tratados
com 200 (FSH-50) ou 400 (FSH-100} Ul de

FSH-LH
Resposta Tratamentos
ovariana Ac-FSH- FSH-50 FSH-100

50

N° de animais 18 18 18
Corpos lateos 8,1+0,8a 4,2+0,8b 9,2+ 148@
Foliculos 23+06a 1,3£0,52 1,5+0,52
EmbriGes 41+089a 21+x05b 52+0,98
recuperados
Embrides 36+09a 18+05b 36+0,8a
viaveis

avs b, nas linhas = P<0,05 pelo teste de Tukey

A analise dos dados mostrou que o tratamento Ac-
FSH-50 permitiu ~uma produ¢do de embrides
comparavel 4 obtida com o tratamento FSH-100 e
significativamente maior (P<0,05) que o tratamento
FSH-50.

A presenga de um grande foliculo (=10mm) no
momento da superovulagdo niao for um fator
condicionante da resposta aocs tratamentos de
superovulagdo. Vale mencionar, contudo, que o
crescimento folicular ndo foi acompanhado diariamente,
de forma que o foliculo observade poderia estar em
regressio. Trabalhos prévios de nossa equipe
mostraram, com efeito, que nem sempre o maior
foliculo corresponde ao foliculo dominante (ALVAREZ
et al,, 1993). Um dado interessante a ser mencionado foi
a maior sensibilidade ao tratamento de superovulagido
dos animais que apresentaram varios foliculos de
tamanho médio (entre 3 e 6 mm) no inicio da
superovulagdo. Essa observagdo foi particularmente
valida para os animais do tratamento I'SH-30 que
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responderam bem ao tratamento de superovulagio. Se
confirmado, esse dado podera ser um critério a mais
para ser considerado na escolha das doadoras antes do
wicio da superovulagdo. Nesse sentido, cabe mencionar
os trabalhos de GONG et al. (1993 e 1996) e
- CARVALHO et al. (1998) direcionados a aumentar o
numero de foliculos de tamanho intermediario no inicio
da superovulagio, pela aplicacio de horménio do
crescimento bovino. Com essa metodologia o1 possivel
aumentar significativamente a resposta ovariana em
termos de numero de embrides recuperados.

Cabe mencionar que a administracdo intravenosa
do anti-LFb ovino provocou em S animais (28%)
sintomas acentuados de hipersensibilidade tipo 1 (tosse,
dispnéa e sialorréia). Esses animais, incluindo uma vaca
que fol medicada com Sulfato de  Atropina,
recuperaram-se espontaneamente, apos alguns minutos.
Outros 5 animais dos tratamentos controle apresentaram
0s mesmos sintomas quando receberam o placebo (soro
ovino). Nio ficou estabelecido, portanto, um possivel
efeito negativo da anafilaxia provocada pelo uso de soro
heterdlogo sobre a producio ou qualidade dos embrides.

As concentragdes de progesterona plasmatica dos
animais que responderam e 0s que nao responderam ao
rratamento de superovulacdo nao foram
significativamente  diferentes nos 3 iratamentos. A
Figura 1 mostra as concentragdes de progesterona no
inicio da superovulac@o, no momento da IA e no dia da
coleta de embrides.

Coleta e
120 embrides
—E
nicig da
superovulacao
Insarminagac
2 T T 1
-4 o 7
Dias

Figura1. Concentragdes de progesterona plasmatica
(média +erro padriao) em trés periodos
diferentes do processo de superovulagéo
de vacas que responderam com =3 corpos
liteos. Foram excluidos da andlise os
animais que apresentaram concentragoes
de progesterona <3,18nmol/L no inicio da
superovulacao (3 vacas) e >3,18nmol/L no
momento da inseminagdo (6 vacas).
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A dosagem de progesterona no inicio dos
tratamentos permitiu evidenciar 3 animais madequados.
do ponto de vista fisiologico, para serem submetidos ao
processo de superovulagdo. As concentragdes de
progesterona inferiores a 3,18 nmol/L sdio indicativas
que 0s animais encontravam-se proximos ao periodo
ovulatdrio (no estro ou metaestro), entretanto, nenhuma
manifestacio de comportamento estral foi observada. A
Figura 2 apresenta um cxemplo do comportamento
hormonal das vacas nessa sifuacao.

Quando considerados os animais gue apresentaram
niveis de progesterona adequados no inicio dos
tratamentos (superiores a 3,18 nmol/L) nido foi
observada  correlagio
concentragbes e a posterior resposta ovulatoria,
Consequentemente, conforme sugerido por ALVAREZ
et al. (1996) na espécie Bos raurus. a dosagem de
progesterona nio pode ser considerada como critério de
sele¢do de vacas doadoras de embrides '

significativa  enfre  essas

Figura 2.Concentracdes de progesterona plasmatica

18 5 In|uoffa— Coleta de

15 4 4 embndes
fee]

4 4

12 4
10 4

Inseminaczio

Pragesterana(nmaol/l)

Dias

reduzidas no inicio da superovulagao de
vacas do grupo FSH-50 que responderam
com <3 corpos luteos e nao foi recuperado
nenhum embriao.

Por sua vez, as concentragoes de progesterona no dia
da coleta de embrides foram significativamente
correlacicnadas (r=0,7, P=0,05) com o numero de
corpos luteos mas ndo com o numero de embrides
recuperados. Essa discrepincia deve-se ao fato da taxa
de recuperacio de embrides ndo coincidir com o numero
de corpos luteos, conforme mostrado recentemente por
ALVAREZ et al. (1997). Ainda, em seis animais (dois
de cada tratamento) foi observada lutedlise parcial
{(concentracdes de progesterona entre 4 e 6 nmol/L) no
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momento da inseminacdo. Essa condigdo ndo afetou a
resposta ovariana {moderada ou boa), entretanto, exceto
em um animal do tratamento FSH-100 (Figura 3), os
embrides recuperados mostraram-se degenerados ou nao
fecundados.

Fsses resultados sugerem que  concentragdes
relativamente  elevadas de  progesterona  ndo
necessariamente inibem a ovulagio ou a fecundagio,
mas afetam a qualidade dos embrides, provavelmente
durante sua passagem no oviduto, conforme foi sugerido
por BOOTH et al. (1973).

18 Inicio da Colsta de
16 superovula- embriées
4 30

T Inseminagao

ProgesleranainmoliL}

-4 0 7
Dias

Figura 3. Luteélise incompleta no momento da
inseminagcdo de vaca do grupo
controle(FSH-100) que apresentou
moderada resposta ao tratamento de
superovulagdo(4 corpos lateos). Fotam
recuperados 3 embrides de boa
qualidade.

CONCLUSAO

Em funcio dos resultados observados pode-se
concluir que, em vacas Nelore, a imunizagido passiva
contra liguido folicular bovino aumenta a sensibilidade
dos ovaros ao tratamento com  gonadotrofinas
exogenas. Consequentemente, dependendo do valor
comercial do anti-LFb, os custos podem ser reduzidos
devido a uma menor necessidade de hormoénio FSH
exogeno para provocar superovulagéo.
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