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RESUMO

RESPOSTA SUPEROVULATORIA APOS ABLACAO FOLICULAR USANDO UM
DISPOSITIVO SIMPLIFICADO EM BOVINOS (Bos taurus taurus)

Dissertagao de Mestrado

Autor: Wagner Marques de Lima
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory

A influéncia do momento da ablacao do foliculo dominante antes do inicio do
tratamento superovulatorio, e seu efeito sobre a dindmica folicular ovariana e a taxa de
producdo de embrides, ainda permanece indeterminada em bovinos. O presente estudo
foi desenvolvido com objetivo de avaliar a resposta superovulatéria de fémeas da raga
Limousin, determinando os efeitos da influéncia do dia de inicio da superovulag¢do
(SOV) de animais no diestro; da presenga ou auséncia de foliculos palpaveis nos ovarios
no momento de inicio do tratamento (Status ovariano); e do tempo, em horas, entre a
abla¢do folicular e o inicio da SOV. Foram realizadas 244 lavagens uterinas para coleta
de embrides em novilhas (n=98) e vacas (n=146), divididas em cinco grupos de acordo
com o status ovariano no momento de inicio da SOV, durante o intervalo de 8 a 12 dias
apds o estro: grupo sem foliculo perceptivel (n=106); grupo com foliculo mantido
intacto (n=62) e grupos com foliculo puncionado 48 h (n=10), 24 h (n=35) ¢ 0 h (n=31)
antes do inicio da SOV. Nos grupos em que foi realizada a ablacdo, utilizou-se uma
canula de metal contendo uma agulha para transposi¢ao da parede vaginal e ovariana até
a aspira¢do do conteudo folicular sob controle tatil por via retal. Os resultados obtidos
determinaram que a presenca de foliculos palpaveis no momento de inicio da SOV
reduz significativamente a resposta superovulatéria. Os dados de ablagdo folicular
realizada imediatamente ou até 24 h antes do inicio do tratamento de SOV aumentaram
significativamente o nimero total de embrides vidveis. Entretanto, a resposta do
tratamento superovulatorio ndo foi afetada pelo dia do inicio da aplicagdo de
gonadotrofina no periodo de 8 a 12 dias apds o estro e nem pela categoria animal
(novilha ou vaca). Em conclusdo, a ablacdo de foliculos perceptiveis por palpacdo retal
entre os dias 8 a 12 do ciclo estral, quando realizada até 24 h antes do inicio do
tratamento de SOV, aumentou o nimero total de embrides transferiveis por coleta em
gado de corte (Bos taurus taurus).

Palavras chave: transferéncia de embrides, ablagdo folicular, superovulagao,
bovino.



ABSTRACT

SUPEROVULATORY RESPONSE FOLLOWING FOLLICLE ABLATION USING A
SIMPLIFIED TRANSVAGINAL DEVICE IN BEEF CATTLE (Bos taurus taurus)

Master of Science Dissertation

Author: Wagner Marques de Lima
Adpvisor: Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory

The influence of the timing for the ablation of dominant follicle prior to
superovulatory treatment, and its effect on ovarian follicular growth and embryo yield,
still remain elusive in cattle. The present study was designed to evaluate the
superovulatory response of Limousin cattle, aiming to determine the effect of the day at
mid-diestrus for the onset of superovulation (SOV); presence or absence of large
ovarian follicles (ovary status); and the time of follicular ablation, in hours, prior to the
SOV. A total of 244 uterine flushings for embryo collections were made using two
female categories (heifers or cows) at 8 to 12 days after the estrous. Based on ovary
status, the females were allocated into 5 groups: group without palpable follicle(s)
(n=106); group with intact follicle(s) (n=62), and groups with follicle ablation at 48 h
(n=10), 24 h (n=35) and 0 h (n=31) before the beginning of SOV. Follicles were
aspirated transvaginally using a specially designed custom-built steel cannula for
follicular cyst puncture. Ovaries bearing follicles were positioned adjacent to the
vaginal wall by rectal manipulation. The needle was pushed through the vaginal wall
for the puncture and aspiration of the follicular contents. Data obtained demonstrated
that the presence of large follicles at the onset of SOV treatment reduced the
superovulatory response. The follicular ablation performed immediately or up to 24 h
before the SOV increased the total number of viable embryos. However, the
superovulatory response was not affected by the day of the start the SOV and by the
animal category (heifer or cow) at the period of 8 to 12 days after estrus. In conclusion,
the ablation of palpable follicles between days 8 to 12 of the estrous cycle, when
accomplished up to 24 h before the beginning of the treatment of SOV, increased the
total number of transferable embryos per flushing in beef cattle (Bos taurus taurus).

Keywords: embryo transfer, follicular ablation, superovulation, bovine.
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1. INTRODUCAO

Desde o primeiro relato de sucesso na transferéncia de embrides em mamiferos
(HEAPE, 1891), foi desenvolvida uma série de trabalhos voltados para compreensao da
fisiologia do desenvolvimento embriondrio e de métodos que permitissem a aplicagdo
da técnica em espécies de interesse comercial. Os maiores avangos foram obtidos a
partir da segunda metade da década de 40 mediante esfor¢os desenvolvidos
principalmente na Inglaterra, Estados Unidos e Japao (BETTERIDGE, 2003).

O primeiro resultado efetivo foi obtido em Wisconsin pela equipe de Elwin
Willet, com o nascimento de “Prima” em 19/12/1950 (BETTERIDGE, 2000).
Entretanto, nesta fase inicial, a recuperagdo e transferéncia de embrides bovinos eram
realizadas com alguma eficiéncia unicamente através de procedimentos cirurgicos,
limitando a difusdo da técnica. Contudo, a partir da década de 70, a demanda por ragas
exodticas de carne, criada pela abertura de importagdes Canadenses, despertou o
interesse comercial pela transferéncia de embrides (TE). A partir da segunda metade
desta década, a TE teve um importante impulso com a descoberta da prostaglandina
F20 e seus andlogos (PHILLIPO & ROWSON, 1975) e, especialmente, com a
determina¢do de um método eficiente de inovulagdo trans-cervical (DROST et al.,
1976).

No Brasil, foram realizadas varias tentativas, sendo o primeiro relato feito pelo
Dr. Jodo Carlos Giudice em 1973, na Cabanha Azul em Quarai-RS. Novamente no Rio
Grande do Sul, em 1977, foi realizada uma nova tentativa na Universidade Federal de
Santa Maria, com a utilizagdo de embrides da raga holandesa importados da Alemanha.
Os procedimentos foram desenvolvidos sob a orientagdo do Dr. Joachim Hahn em
trabalho conjunto com o Dr. Carlos Anténio Mondino Silva (RUBIN, 2005). Um ano
ap6s, em Lages-SC, o Dr. Assis Roberto de Bem e sua equipe da Escola Superior de
Medicina Veterindria realizaram a primeira tentativa de coleta e transferéncia de
embrides no Estado. Entretanto, o nascimento dos primeiros produtos derivados de TE
(“Ariano” e “Odisséia”) ocorreu somente apds a transferéncia de embrides Fleckvieh
importados da Alemanha. As transferéncias foram realizadas em 1978 sob a orientagao

do Dr. Joachim Hahn em trabalho conjunto com o Dr. Walther Antdnio de Padua
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Becker (UNESP — Jaboticabal-SP). Contudo, somente em 1979 foi obtido o primeiro
produto derivado de um programa completo de coleta e transferéncia de embrides
bovinos no Brasil. O nascimento de “Eureka” foi o fruto de trés anos de trabalho da
equipe do Dr. Jorge Nicolau Neto na Fazenda Sdo Pedro em Sorocaba-SP (Rev. Veja
12/12/1979, pag 93).

Atualmente, o Brasil ¢ um dos paises onde a biotécnica de TE ¢ largamente
empregada na multiplicacdo de plantéis selecionados ou na producdo de touros para
utilizagdo em cruzamentos. Apesar de no ano de 2003 ter havido uma pequena retragao
em relacdo aos anos anteriores (THIBIER, 2004), No ano de 2005 houve uma
recuperagao com a catalogacao de 20.370 coletas e 107.217 transferéncias no Brasil
(THIBIER, 2006). Entretanto, espera-se uma tendéncia de estabilizacdo e até de retracdo
no emprego da indu¢do de multiplas ovulagdes (superovulagdo - SOV) como também ja
foi observada nos Estados Unidos (HASLER, 2003). Este efeito foi atribuido ao fato de
que os procedimentos de SOV ainda sdo relativamente ineficientes, determinando uma
média de produgdo inferior a seis embrides viaveis por coleta (HASLER, 2006) e com
aproximadamente 20% das doadoras ndo respondendo ao tratamento hormonal
(MAPLETOFT et al., 2002; HASLER, 2003). A alta variabilidade de resposta
superovulatéria e a qualidade dos embrides obtidos tém determinado que 64% das
doadoras nao atinjam a média de producdo e que apenas 30% das doadoras sejam
responsaveis por 70% dos embrides transferiveis coletados (MAPLETOFT et al., 2002).
A variabilidade na resposta superovulatoria ¢ atribuida a uma série de fatores que atuam
de forma isolada ou conjunta (HAHN, 1992; MAPLETOFT et al., 2002; KANITZ et
al., 2002). Entretanto, atualmente sabe-se que a resposta superovulatoria ¢ diretamente
influenciada pelo nimero de foliculos com didmetro > 2mm presentes nos ovarios no
inicio da onda folicular (SINGH, 2004) e pelo momento de inicio do tratamento
hormonal (NASSER et al., 1993, ADAMS et al., 1994a). Assim, quando se considera a
duracdo das fases de desenvolvimento do foliculo dominante em animais que
apresentam duas ou trés ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral, 80% dos
ciclos estrais niio sio adequados a obtenciio de uma boa resposta superovulatoria (BO et
al.,, 2002; MAPLETOFT et al.,, 2002). Este fato determina a necessidade do
monitoramento da dindmica folicular e até mesmo, estudos no sentido de evitar o

mecanismo de dominancia folicular antes do inicio do tratamento superovulatorio
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O acompanhamento dos niveis plasmaticos de FSH, em ciclos de duas ou trés
ondas foliculares, demonstrou o surgimento de ondas de FSH um a dois dias antes da
emergéncia de cada onda folicular, demonstrando assim ser o responsavel por este
mecanismo. Sabe-se ainda que o foliculo dominante suprime seus subordinados, bem
como a emergéncia da proxima onda, por supressio do FSH através da produgdo de
estradiol e inibina (ADAMS et al., 1992). Além disso, o foliculo dominante produz
fator de crescimento semelhante a insulina, a ativina e o fator de crescimento tumoral 3
que o torna mais sensivel ao FSH, o que possibilita crescimento continuado, mesmo
com baixa concentracdo deste hormdénio (ADAMS et al., 1992; FORTUNE, 1994).
Ainda, o foliculo dominante parece mudar sua dependéncia gonadotrofica do FSH para
o LH por meio da sintese de receptores para este hormoénio, além da provavel alteracao
na expressao da enzima aromatase (GINTHER et al., 1996).

O foliculo dominante normalmente cresce por cerca de seis dias, passa por um
periodo estatico apds atingir seu didmetro maximo, podendo regredir ou ovular de
acordo com a onda folicular em que se encontra (GINTHER et al., 1989). Na média, a
emergéncia da onda folicular foi detectada no dia 0 (dia da ovulagdo) e dia 10 para ciclo
estral com duas ondas foliculares. J4 para ciclos com trés ondas, a emergéncia foi
detectada nos dias 0, 9 e 16 (GINTHER et al., 1989). Este padrio confirma a
efetividade do protocolo convencional de SOV, originalmente baseado na observagao
de que as melhores respostas superestimulatorias eram obtidas com tratamentos
iniciados entre os dias 8 ¢ 12 apds o estro (BO et al., 1995; MAPLETOFT et al., 2002).
Este periodo do diestro (7 a 11 dias apds a ovulagdo) corresponde aproximadamente ao
dia de emergéncia da segunda onda de crescimento folicular em ciclos de duas ou trés
ondas (GINTHER et al., 1989). Porém, em animais que apresentam trés ondas
foliculares por ciclo, o dia da emergéncia da segunda onda folicular pode ocorrer um ou
dois dias antes do que em animais que apresentam padrdo de duas ondas foliculares
(MAPLETOFT et al.,, 2002). Esta variagdio pode ser um importante fator de
comprometimento no resultado da SOV, ja& que quando os tratamentos

superestimulatdrios sdo iniciados apés 0 momento da emergéncia da onda folicular, ha
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uma reducao significativa na resposta superovulatoria, quando comparada ao tratamento
iniciado no dia de emergéncia da onda (NASSER et al., 1993; ADAMS et al., 1994).
Outro importante fator relacionado com a redugdo no nimero de corpos luteos,
estruturas recuperadas e embrides transferiveis em vacas superovuladas ¢ a presenga de
um foliculo dominante (> 8mm) no momento de inicio da SOV (GUILBAULT et al.,
1991; HUHTINEN et al., 1992; BUNGARTZ & NIEMANN, 1994; STOCK et al.,
1996). Assim, a utilizacio de métodos de manipulacdo da dindmica folicular pode
adequar o momento de inicio da superestimulacdo ovariana com a emergéncia da onda
folicular. Bem como, pode aumentar o niimero de estruturas coletadas em funcdo da
eliminacdo do foliculo dominante antes do inicio da superestimulagdo ovariana
(KOHRAM et al., 1998; SHAW & GOOD, 2000; KIM et al., 2001; MAPLETOFT,
2006).

A quebra do mecanismo de dominancia folicular e sincronizacdo de
desenvolvimento de uma nova onda folicular antes do inicio do tratamento
superovulatério pela eliminagdo do(s) foliculo(s) de maior didmetro/dominante podem
ser realizadas mediante o emprego de métodos hormonais ou fisicos (BO et al., 1995).
Nos protocolos com base na aplicagdo de GnRH e LH ou seus analogos, a emergéncia
de uma nova onda folicular ocorre em 1,3 dias. Porém, a sincronizagao s6 ¢ consistente
nos animais que ovulam em resposta ao tratamento (MARTINEZ et al., 1999).
Problema menos evidente em protocolos que empregam a associagdo de estrogeno com
progesterona/progestageno. Tratamento que determina a emergéncia de uma nova onda
de desenvolvimento folicular de forma consistente dentro de um periodo de 3 a 5 dias
(BO et al., 1994; BO et al., 1995). Entretanto, apesar de permitir a sincronizacdo da
emergéncia da onda folicular, proporcionando a realizagdo do programa de SOV em um
momento eletivo, os resultados de produ¢do de embrides nao sido diferentes dos obtidos
com o protocolo convencional de inicio da SOV no periodo de 8 a 12 dias apds o estro
(BO et al., 2002). Ja com o emprego de métodos fisicos, a quebra da dominancia ocorre
de forma imediata, com um aumento nos niveis séricos de FSH em cinco horas
(GINTHER et al., 1999) ¢ emergéncia de uma nova onda de desenvolvimento folicular
em até 48 horas apds a eliminacdo do foliculo em qualquer fase do ciclo estral
(ADAMS et al., 1992; BERGFELT et al., 1994; BO et al., 1995; MARTINEZ et al.,
2000), o que também permite a realizagdo do programa de SOV em um momento
eletivo. Adicionalmente, quando realizada dentro do periodo de 8 a 12 dias apos o estro,

a eliminacdo mecanica do(s) foliculo(s) de maior diametro/dominante as 24 horas
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(HAHM, 1992; BARACALDO et al., 2000) ou 48 horas (KOHRAM et al., 1998;
SHAW & GOOD, 2000; KIM et al., 2001) antes do inicio da SOV, determina um
aumento no numero de estruturas coletadas.

Dentre os métodos fisicos, a eliminacdo do(s) foliculo(s) pode ser obtida pela
punc¢do guiada por ultra-som, através da fossa paralombar (CALLESEN et al., 1987) ou
por via transvaginal (PIETERSE et al., 1988; PIETERSE et al., 1991), por cauteriza¢do
mediante laparotomia ou laparoscopia (KO et al., 1991; ADAMS et al., 1992;
BERGFELT et al., 1994), por compressao manual (HAHN, 1993) ou através de puncdo
transvaginal guiada pelo tato utilizando uma agulha longa (ALI et al., 2001).

Resultados, provavelmente determinados pela variagdo no momento de
eliminag¢do do foliculo dominante antes do inicio da SOV, levam a divergéncias entre
relatos quanto ao aumento no nimero de embrides transferiveis (KANITZ et al., 2002).
Este fato gera a necessidade de estudos para determinar o melhor periodo para remogao
do(s) foliculo(s) de maior didmetro (dominante) antes do inicio da aplicagao de
gonadotrofinas, objetivando um aumento na resposta superovulatoria.

Os objetivos deste trabalho foram, determinar a influéncia da categoria animal
sobre a resposta superovulatéria, assim como do dia de inicio da SOV e do periodo
mais adequado para remoc¢do do foliculo dominante. Igualmente foi avaliada a
eficiéncia de um dispositivo rotineiramente usado para aspiracdo de cistos foliculares,

como equipamento para ablacdo de foliculos palpéveis antes do inicio da SOV.
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3 ARTIGO

IMPROVED SUPEROVULATORY RESPONSE IN BEEF CATTLE FOLLOWING
FOLLICULAR ABLATION USING A SIMPLIFIED TRANSVAGINAL DEVICE

Artigo aceito para publicacdo na revista
Animal Reproduction Science
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Abstract

The influence of the timing for the ablation of dominant follicle(s) prior to
superovulatory treatment, and its effect on ovarian follicular growth and embryo yield,
still remain elusive in cattle. The present study was designed to evaluate the effects of:
(1) the day of the estrous cycle, at mid-diestrus, for the onset of superstimulation of
follicular development, (2) the presence or absence of large ovarian follicles (ovary
status) and (3) the time of follicular ablation, in hours, prior to the superovulatory
treatment, on the superovulatory response in cattle. From a total of 244 superovulatory
treatments and embryo collections in nulliparous and multiparous females, 76 were
conducted after follicular ablation using a simplified transvaginal puncture cannula.
Results from the present study indicated that the presence of large palpable follicle(s) at
the onset of superstimulation of follicular development markedly reduced the
superovulatory response. In addition, follicular ablation at O h or at 24 h prior to the
onset of the superstimulation treatment significantly increased the number of total
viable embryos. However, superovulatory responses were not affected by the day of the
estrous cycle for the onset of follicular superstimulation and by the animal category
(heifers or cows). In conclusion, the ablation of palpable follicle(s) 24 h or immediately
prior to the onset of gonadotropin treatment, from days 8 to 12 of the estrous cycle (day
0, behavioral estrus), increased the total number of transferable embryos per flushing in
cattle.

Keywords: Ovarian follicular superovulation; Bovine; Cattle; Ovarian follicular

ablation; Embryo transfer
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3.1. Introduction

Despite considerable progress in the understanding of ovarian follicular growth
in cattle, the variable and unpredictable superovulatory response of donor animals is
still one of the most limiting factors to the success in the embryo transfer industry
(KOHRAM et al., 1998; BO et al., 2002; HASLER, 2003). The initiation of
gonadotropin treatments at the time of follicular wave emergence optimizes the number
of follicles capable of responding, usually resulting in significantly improved
superovulatory responses (HAHN, 1992; NASSER et al., 1993; ADAMS et al., 1994).
The common practice is to start gonadotropin treatments between days 8 and 12 of the
estrous cycle in an attempt to initiate stimulation at the expected time of the second
ovarian follicular wave emergence. Although theoretically sound, this strategy is still
confounded by variations among cows for both length and number of individual
follicular waves. The presence or absence of a dominant follicle in the ovaries at the
time of gonadotropin treatment markedly influences the superovulatory response in
cows (GUIBAULT et al.,, 1991; HUHTINEN et al., 1992; STOCK et al., 1996). A
retrospective analysis of 1385 embryo recovery records from cows receiving follicular
ablation or no ablation prior to gonadotropin stimulation, beginning between days 7 and
13 (day 0, behavioral estrus) of the estrous cycle, revealed a positive association
between dominant follicle ablation and a total ova/embryo recovered (SHAW and
GOOD, 2000). Different methods are described for mechanical follicular ablation (KO
etal., 1991; HAHN, 1992; BERGFELT et al., 1994; BARACALDO et al., 2000; ALI et
al., 2001; KIM et al., 2001), and its use at 24 h (HAHN, 1992; BERGFELT et al., 1997,
BARACALDO et al., 2000), 36 h (SINGH et al., 2004) or 48h (BERGFELT et al.,
1994; KOHRAM et al., 1998; SHAW and GOOD, 2000; KIM et al., 2001) before the
onset of follicular superstimulation appear to improve the superovulatory response in
cattle. However, contradictory results regarding the period of removal of the dominant
follicle and its effect on follicular growth and embryo yield still limit the widespread
use of the procedure.

Based on the premise that follicular superstimulation is optimal when
gonadotropin treatment is initiated without large follicles on the ovary at mid-diestrus,
the present study aimed to determine the effect of: (1) the day of the estrous cycle, at
mid-diestrus, for the onset of the follicular superstimulation, (2) the ovary status

(presence or absence of large follicle(s) prior to the gonadotropin treatment) and (3) the



18

time of follicular ablation prior to the superovulatory treatment on the superovulatory

response (i.€., total ova/embryo and total number of viable embryos) in cattle.

3.2. Materials and methods
3.2.1. Animals and experimental design

The present study was conducted over a 20-month interval on a herd of 132
female donor animals from a commercial embryo transfer operation (Estancia 3M,
Marilandia do Sul, PR, Brazil). Limousin purebred heifers (15-20 months old, weighing
from 380 to 500 kg) and cows (2-8 years of age, weighing from 500 to 700 kg) were
maintained under common grazing conditions (Tifton 85), in outdoor paddocks with
access to a shelter from the climatic conditions. Lactating cows were fed a concentrate
grain supplementation. All animals had free access to water, salt and mineral
supplement. Animals were observed for estrous behavior twice a day. Following rectal
examination of the genital tract and detection of ovary status, heifers and cows at 8—12
days after natural estrus were allocated to five treatment groups prior to follicular
superstimulation, as follows: (a) group 1: nonpalpable follicles, (b) group 2: palpable
follicle(s), (c) group 3: ablation of palpable follicle(s) at 0 h, (d) group 4: ablation of
palpable follicle(s) at 24 h and (e) group 5: ablation of palpable follicle(s) at 48 h prior
to gonadotropin treatment. Animal use and procedures were approved by the Animal
Ethics Committee of the Center of Agroveterinarian Sciences of the Santa Catarina

State University (Lages, SC, Brazil).

3.2.2. Ovarian follicular ablation

The decision to perform follicular ablation or not was made by the clinician
during transrectal examination of the donor reproductive tract. Animals with palpable
follicle(s) were randomly assigned to each group (ablation at 0, 24, or 48 h, or non-
ablation) prior to superovulation treatment initiation. Ablation of the large palpable
follicle(s) was performed by follicular puncture as previously described (Ali et al.,
2001), with a few modifications. Follicles were aspirated transvaginally using a
specially designed custom-built steel cannula for follicular cyst puncture (Horsy Haron
Toolworks, Garca, SP, Brazil). Ovaries bearing follicles estimated to be >10mm were
positioned adjacent to the vaginal wall by rectal manipulation. The tip of the aspiration
device (outer cannula: 1.6 cm diameter/45 cm length) was introduced into the vagina,

close to the cervical fornix, and positioned against the ovary, adjacent to the vaginal
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wall. The inner cannula (1.3 cm diameter/57 cm length) containing a Luer lock
connector enclosing a needle (size 18 G 1'%’’) was directed to the ovary in the region
where the ovarian follicle was located. The needle was pushed through the vaginal wall
for the puncture of the follicle(s). Suction was made by using a 10mL syringe connected
to a silicon tube; drainage of follicular contents was determined to occur following
collapse of the palpable follicle and/or recovery of fluid into the silicon tube. If

necessary, these procedures were repeated for both ovaries.

3.2.3. Superovulatory treatments

Gonadotropin treatment consisted of a total dose of 160-200 mg or 240-260 mg
NIH-FSH-PI (FolltropinV, Bioniche, Belleville, Ontario, Canada), for heifers or cows,
respectively, given twice daily for 4 days (i.e., eight i.m. injections of equal sub-doses).
Cloprostenol (Croniben, Biogenis, Buenos Aires, Argentina) was given i.m. at 60 h
(0.15 mg) and 72 h (0.075 mg) after the onset of the gonadropin treatment. Animals
were artificially inseminated (AI) twice, at 12 h and 24 h after the onset of estrus using

high standard frozen—thawed semen.

3.2.4. Embryo recovery and evaluation

Embryos were collected from 62 heifers and 70 cows, for a total of 244 ovarian
follicular superstimulations, by non-surgical whole uterine flushing (body and horns) 6
to 7 days after Al. After embryo collection, donors received Cloprostenol (0.15 mg) i.m.
The recovered flushing medium was filtered through an embryo filter (Millipore,
Nutricell, Campinas, SP, Brazil). Embryos were searched under a stereomicroscope and
transferred to holding media (TQC Holding Plus, Nutricell, Campinas, SP, Brazil), to be
morphologically evaluated according to procedures from the International Embryo

Transfer Society manual (Stringfellow and Seidel, 1998).

3.2.5. Statistical analyses

Data were analyzed for normality using a normal probability plot and the
Shapiro-Wilkins normality test. Analyses were conducted with the Proc GLM of SAS
(SAS, 2005). Data were compared by a 5x5x2 factorial considering ovary status
(groups 1-5 above), day of the cycle (days 8—12) and animal category (heifer, cow) as
main effects. Pairwise comparisons were performed by least square means. As day of

the estrous cycle, animal category and their interactions were not significant, data
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considering ovary status were pooled and re-examined by ANOVA, including the
examination of possible interactions, and least square means. A probability of <0.05

was defined as significant.

3.3. Results

No differences were detected on the superstimulatory response regarding animal
category and day of the estrous cycle for the initiation of the superovulatory treatments
during mid-diestrus (days 8—12, data not shown). Consequently, such data were pooled
according to the ovary status (Table 1). The superstimulatory response were influenced
by ovary status in terms of total ova/embryo (P = 0.0291) and total viable embryo (P =
0.0004). The presence of palpable ovarian follicle(s) prior to follicular superovulation
treatment (group 2) resulted in a significantly lesser (P = 0.0512) numbers of
transferable embryos per donor than the group without palpable follicles (group 1). In
addition, the ablation of large follicle(s) at 0 or 24 h (groups 3 and 4) enhanced (P <
0.05) the superstimulatory response in terms of total viable embryos recovered per
flush, when compared with groups 1 and 2 (Table 1). Ovarian follicular ablation 48 h
before the onset of gonadotropin treatment (group 5) was not different than all other

treatment groups, resulting in an intermediate response (Table 1).

Table 1. Effect of ovary status regarding either the presence or absence of large ovarian
follicle(s), or follicular ablation at 0, 24 or 48 h prior to follicular
superstimulatory treatment in cattle at mid-diestrus (days 8—12 after estrus) on
superovulatory response in terms of total ova/embryo and viable embryos.

. Total .
Animal category * Total viable embryos °
Ovary status ova/embryo"
Heifers Cows Total LSM =+ SEM LSM + SEM (%)
Non-palpable follicle 37 69 106 11.2%+0.66 8.1+ 0.51 (72.3)
Follicle left-intact 28 34 62 10.2°+0.86 6.4°+0.67 (62.7)
Follicular ablation at 0 h 13 18 31 1424122 103°£094  (72.5)
Follicular ablation at 24 h 16 19 35 13.6*+ 1.15 10.9°+0.89 (80.1)
Follicular ablation at 48 h 4 6 10 9.6™+2.15 73%+1.66  (76.0)

Numbers in the same column without common superscripts (a—c) differ, P < 0.05.

* Number of embryo collections per animal category (n = 62 heifers; n = 70 cows).

® As results for animal category (heifers, cows) and day of the estrous cycle for superovulation
were not different, data for total ova/embryo and total viable embryos were pooled by ovary
status.
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3.4. Discussion

Several studies have demonstrated that the induction of an ovarian follicular
wave emergence allows the initiation of superstimulatory treatments at random stages of
the estrous cycle (BERGFELT et al.,, 1994, 1997; MARTINEZ et al., 1999,
BARACALDO et al.,, 2000, DEYO et al.,, 2001). This can be achieved either
mechanically (KO et al., 1991; HAHN, 1992; BERGFELT et al., 1994, 1997; ALI et
al., 2001; KIM et al., 2001) or pharmacologically (MARTINEZ et al., 1999; DEYO et
al., 2001). However, the superovulatory response after the pharmacological induction of
follicle wave emergence was only comparable to conventional follicular
superstimulatory treatments initiated at mid-diestrus (BERGFELT et al., 1997; BO et
al., 2002). At mid-diestrus, the cow-to-cow variation can be attributed to ovary status at
the onset of the superstimulatory treatment. Diagnosis of follicles <10mm by palpation
per rectum can be inaccurate, and may depend on the overall size of the ovary, the
degree of relaxation of the rectal wall, body condition score of the animal, and the skill
of the examiner (HANZEN et al., 2000). In cattle, a dominant follicle is defined as the
largest follicle on the ovary, with deviation or dominance beginning at about 8.5mm
(GINTHER et al., 1999). In this study, the presence of palpable follicle(s) of >10mm in
the ovaries at the time of exogenous gonadotropic stimulation showed a markedly
negative influence on superovulatory response in terms of total ova/embryo (P =
0.0291) and total viable embryo (P = 0.004). The mechanical removal of those large
ovarian follicles in heifers and cows at 24 or 0 h prior to the initiation of the follicular
superstimulation, between days 8 and 12 of the estrous cycle, increased the total
ova/embryo and viable embryos per each flushing of the reproductive tract. These
results agreed with those by Kim et al. (2001), but only partially with results by Kohram
et al. (1998) and Shaw and Good (2000), whose observations demonstrated a consistent
increase in response (total number of recovered ova/embryos) that was exclusively
reflected on non-viable embryos and non-fertile ova after follicular ablation. In the
present study, the average number of both total ova/embryo and total transferable
embryos after follicular ablation at 0 and 24 h were consistent and greater than results
from the non-ablated group (14.2 compared with 10.3 and 10.2 compared with 6.4,
respectively) and from results from commercial embryo transfer operations (11.5
ova/embryo and 6.2 transferable embryo per donor female) described by others (SHAW
and GOOD, 2000; THIBIER, 2004).
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Considering the day effect, no differences on the superovulatory response, irrespective
of the ovary status or animal category, were observed between day 8 and day 12 after
estrus for the onset of the gonadotropin treatment. The absence of detectable differences
in superstimulatory responses among days of the mid-diestrus may be attributed to the
possible inclusion of females with two-and three-waves of ovarian follicular
development during the estrous cycles, increasing the variability for the day of
emergence during the second wave of follicular development in the estrous cycle. In the
present study, superovulatory responses were less with the presence as compared with
the absence of palpable follicles, with the follicular ablation at 48 h to prior to the
follicular superstimulatory treatment showing no significant effect on embryo yield.
However, when follicular ablation was performed 24 h or immediately prior to the
gonadotropin treatments, the superovulatory response was significantly greater in terms
of viable embryos. Possibly, follicular ablation at 48 h may still allow the selection
and/or dominance of further follicle(s) prior to the onset of the superstimulation still in
time to influence negatively the recruitment of viable follicles by the exogenous
gonadotropin treatment. Conversely, the follicular ablation at the time of the initiation
of superstimulatory treatment, if palpable follicle(s) are detected, is more practical than
at 24 h and may result in significant increase in embryo yield in cattle.

In the present study, a simple, inexpensive and reliable procedure for the mechanical
follicular ablation was used after the detection of palpable ovarian follicles by rectal
palpation prior to follicular superstimulation treatment. This is an effective procedure
for follicular ablation under field conditions, particularly to those who do not have
access to ultrasonography. The increase in superovulatory response in cows in the
present study using a simplified, non-visual approach was inexpensive and practical,

and can be successfully and readily applied to embryo transfer operations in beef cattle.

3.5. Conclusion

The follicular ablation using a simplified transvaginal hand-guided apparatus up
to 24 h prior to the onset of ovarian follicular superstimulatory treatment in heifers and
cows, initiated at any day at mid-diestrus (days 8-12), significantly improved the

superovulatory response in cattle in terms of total viable embryos per uterine flushing.
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4 DISCUSSAO GERAL

O principal resultado obtido com este trabalho foi o desenvolvimento de um
método pratico de ablagao do(s) foliculo(s) para melhorar a resposta superovulatoria em
fémeas bovinas. Adicionalmente, foi determinado o melhor momento para eliminac¢do
destes foliculos antes do inicio da aplicagdo de FSH. Tais resultados possibilitam que
profissionais sem a disponibilidade de equipamentos de ultrasonografia possam
contornar os efeitos inibitorios da presenca de foliculos dominantes no inicio da
superovulagdo.

Contudo, cabe ressaltar que a obtencao de altas taxa de recuperacdo embriondria
obtidas neste estudo podem ter sido decorrentes da somatoria dos procedimentos
executados desde a selegdo e nutricdo das doadoras, até o processo de ablacdo
folicular/sincronizag¢do da onda, superovulacdo e coleta dos embrides.

Durante a selecao das doadoras, além do mérito zootécnico ¢ importante
considerar as caracteristicas do trato reprodutivo, onde o principal indicativo de boa
capacidade de resposta superovulatoria ¢ a determinagdo do nimero de foliculos com
diametro > 2mm (SINGH et al., 2004). Entretanto, caracteristicas individuais podem
interferir diretamente na resposta, dificultando a elaboragdo de qualquer previsdo do
numero de embrides que poderdo ser recuperados.

Varios trabalhos (COSCIONI et al., 2005; FIGUEIRA, et al., 2005; BOLAND
et al., 2001; NOLAN et al., 1998) foram desenvolvidos com o objetivo de determinar o
grau de influéncia da dieta sobre a resposta superovulatoria e/ou da qualidade dos
embrides. A maioria dos resultados ndo foi conclusiva, havendo grande ntimero de
contradigdes que podem ter sido geradas por efeitos secundarios relacionados aos
protocolos de superovulagdo e coleta. Entretanto, Mikkola et al. (2005) observaram que
animais recebendo uma dieta equilibrada de energia podem responder com aumento na
qualidade embriondria quando recebem suplementa¢dao protéica. No presente estudo,
apesar dos animais nao receberem suplementacao alimentar significativa, o pastejo em
Tifton 85 pode ter influenciado a qualidade embriondria em func¢do do teor equilibrado

de proteina observado nesta categoria de gramineas.
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Diferentes protocolos foram desenvolvidos com o objetivo de sincronizar o
iniclto de uma onda de crescimento folicular com o inicio do protocolo de
superestimulagdo. Os tratamentos de sincronizacdo a base de hormonios como GnRH,
LH ou seus andlogos mostraram-se efetivos, entretanto, com consisténcia de resultados
apenas nos animais que ovularam em resposta ao tratamento. Ja no caso de protocolos
baseados na aplicacdo de progesterona/progestageno associados a estrogenos, verificou-
se maior consisténcia nos resultados, com pequena flutuacdo dependente do tipo do
hormoénio utilizado. As principais vantagens destes protocolos sdo de permitir a
determinagdo eletiva de um programa de SOV dispensando a presenga de um
especialista. Isso € possivel pelo fato destes protocolos estarem baseados na inserc¢ao de
dispositivos subcutaneos ou intravaginais e inje¢des intramusculares. Contudo, os
protocolos de sincronizacdo com aplicagdo de hormodnios ndo determinaram um
incremento efetivo no nimero de embrides recuperados em relagdo ao protocolo
convencional de SOV, iniciado entre os dias 8 a 12 do diestro. Possivelmente, este fato
se deva a efeitos indesejaveis decorrentes dos hormonios aplicados.

No caso dos protocolos de sincronizagao de onda folicular baseados em métodos
fisicos de ablacdo folicular, tem-se a desvantagem da necessidade da presenga do
especialista no momento da execugcdo do procedimento. Entretanto, como foi
demonstrado neste trabalho, a possibilidade de execucdo da ablagdo do(s) maior(es)
foliculo(s) com um dia de antecedéncia ou no momento de inicio da SOV em qualquer
momento no periodo de 8 a 12 dias apds o estro, permite um grau satisfatorio de
programacao de atividades. Também deve se considerar que esse procedimento pode ser
facilmente executado com auxilio de uma guia de aspirag¢do folicular guiada por ultra-
som, ou ainda, como no caso do presente trabalho, mediante o uso de um equipamento
guiado pelo tato. Porém, a principal vantagem observada no método fisico ¢ a
consisténcia nos resultados de sincronizagao e de aumento no numero de estruturas
recuperadas por coleta.

A obtencdo de superestimulagdo ovariana foi obtida mediante a aplicagdo de
diferentes gonadotrofinas, tais como e¢CG, hCG e FSH. Entretanto, apesar destes
preparados proporcionarem a obtengdo de multiplas ovulagdes, tem sido observado
variados graus de influéncia negativa sobre a viabilidade dos embrides obtidos.
Atualmente, o FSH de origem suina submetido a alta purificagdo quanto a contaminagao
por LH é uma gonadotrofina amplamente utilizada seguindo um protocolo de aplicacao

de 400mg NIH-FSH-PI recomendado pelo fabricante. Gonzalez et al. (1990) ndo



28

observaram comprometimento na qualidade embrionaria quando do uso de doses de até
400mg do produto, entretanto, as melhores respostas superovulatérias sao obtidas com
concentragdes de 180 a 200mg do produto de acordo com Baracaldo et al. (2000).

Por ser considerada “técnica estabelecida”, um pequeno nimero de trabalhos
descreve detalhadamente os procedimentos de lavagem uterina para coleta de embrides.
Entretanto, esta etapa do processo pode determinar importantes variagdes nas taxas de
recuperagdo embriondria pela associacdo de efeitos como variagdes na técnica de
lavagem, habilidade do operador e de diferentes aspectos fisiologicos inerentes ao
tratamento superovulatorio. Sartori et al. (2003), empregando o método de coleta corno
a corno, observaram que o simples fato de lavar uma maior por¢ao do corno uterino
permite aumentar significativamente a taxa de recuperacdo embriondria. Resultado que
vem ao encontro com o que Castro Neto et al. (2005), observaram apods a lavagem e
relavagem de todo o lume uterino. Porém, estes resultados contrastam com o fato de ndo
ter havido diferenca entre os métodos de coleta corno a corno em relagao ao ttero como
um todo (HAY et al., 1990). No presente experimento, procedeu-se a lavagem de todo o
lume uterino mediante o posicionamento do baldo da sonda na abertura cervical interna,
0 que permite ampla disten¢do da parede uterina e gera um importante fluxo de retorno.
Tal procedimento, associado a habilidade do operador podem ter sido importantes

fatores nos resultados obtidos.
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5 CONCLUSOES

A presenca de um foliculo palpavel no momento do inicio da aplicagao de FSH
reduz a resposta superovulatoria em fémeas bovinas de corte.

A resposta superovulatéria em fémeas bovinas de corte ¢ aumentada quando se
procede a remocao fisica do foliculo perceptivel pela palpacao retal dentro de um
periodo de até 24 horas antes do inicio da aplicagdo de FSH.

O aumento na resposta superovulatoria determinado pela ablacdo folicular, até
24 horas antes do inicio da aplicacdo de FSH, independe do dia do ciclo dentro do
intervalo de 8 a 12 dias ap6s o estro.

O uso do dispositivo simplificado mostrou-se eficiente para remocao do foliculo

palpavel, determinando aumento na resposta superovulatoria.
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ANEXO

- Fotos do dispositivo utilizado na ablacao folicular:
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