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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides € uma biotecnologia que possibilita a multiplicacao
de fémeas de alto mérito genético, na qual, obtém-se maior nimero de descendentes
de um mesmo acasalamento. Em 2019, a produgdo mundial foi em torno de 1,4
milhdes de embrides transferiveis, destes 72,7% oriundos da producéo in vitro (PIV),
enquanto o restante (27,3%) da producdo in vivo. Do total de embrides PIV,
aproximadamente 98% dos embrides produzidos foram obtidos a partir da aspiragao
folicular guiada por ultrassom (ovum pick up — OPU), o que demonstra a importancia
e o impacto da técnica (CHAIR, 2020).

Aintensa utilizagdo de vacas e novilhas como doadoras de odécitos e a auséncia
de gestacdo por periodos prolongados leva a desequilibbrios enddcrinos, que
juntamente ao sobrepeso predispdem a ocorréncia da doenca cistica ovariana crénica
(COD) (VIANA et al., 2021). A enfermidade causa progressiva supressao do
crescimento folicular, além de que animais podem se tornar refratarios ao tratamento
convencional. Dessa forma, essas fémeas, de alto mérito genético e valor agregado,
mas improdutivas, sdo descartadas. Assim, faz-se necessério a utlizacdo de
tratamentos alternativos, que evitem o descarte e prolonguem avida produtiva desses
animais.

O tratamento com vacinas anti-GnRH reduz a frequéncia e amplitude dos
pulsos do horménio luteinizante (LH) e limita a niveis basais a concentracdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) (FINNERTY et al., 1998). Viana et al. (2021)
imunizaram com a vacina anti-GnRH vacas Nelore com COD e observaram a
regressao cistica de 12 dos 14 animais incluidos no estudo. Além disso, ao
submeterem os animais a OPU, na 102 a 122 semanas ap0s a primeira dose do
imunizante, observaram que a competéncia oocitaria de desenvolvimento in vitro ndo
foi prejudicada e a taxa de clivagem foi semelhante aquela obtida com odcitos de
ovarios de abatedouro.

Balet et al. (2014) ao avaliarem a imunizacdo com anti-GnRH em vacas
Holandés saudaveis, observaram que entre a 122 e 172 semana ap0s a primeira
aplicacéo, o titulo de anticorpos se encontrava em nivel basal, em aproximadamente
63% dos animais. Além disso, os autores obtiveram taxa de prenhez positiva em 10
das 11 vacas, apos a sincronizacdo, passadas 30 semanas da primeira aplicacao.

Dessa forma, os estudos indicam que a aplicacdo do imunizante anti-GnRH é
eficaz no controle de COD e néo afeta o desempenho reprodutivo nas fases seguintes.
Contudo, o intervalo entre a primeira aplicagdo e o retorno ao ciclo reprodutivo é um
gargalo a ser estudado. Em vista disso, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a
reversdo da imunocastracdo com vacina anti-GnRH através da suplementacdo com
gonadotrofina exdgena.
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2. METODOLOGIA

Seisvacas ciclicas, das racas Holandés e Jersey, nao lactantes, recebem duas
doses da vacina anti-GnRH (Bopriva, Zoetis, Brasil), no intervalo de 30 dias. Ap6s 15
dias da segunda aplicacao, as vacas foram submetidas a avaliacédo ultrassonografica,
na qual, observou-se apenas foliculos com diametro < 4 mm. Neste mesmo dia,
correspondente ao DO, as vacas receberam 830 Ul de eCG (Gonadotrofina Coridnica
equina, Novormon — Zoetis) e um implante de 1g de P4 (progesterona — DIV - Zoetis).
Passadas 48 h (D2), receberam outra dose de 830 Ul de eCG. Acompanhou-se a
dindmica folicular a cada 24 ou 48 h para avaliagéo do crescimento folicular. No D6,5
do experimento, retirou-se o DIV e nas vacas com foliculos pré-ovulatorios (> 11 mm),
foi induzida a ovulacdo com aplicacdo de 1250 Ul de hCG (Gonadotrofina Coriénica
humana, Chorulon — MSD Saude Animal). Por meio da ultrassonografia, no D9, foi
avaliada a owulacdo e em D11 e D14, a integridade dos corpos liteos. Amostras de
sangue foram coletadas em tubos de 4 mLem D6,5, D9, D11 e D14, para mensuracao
das concentracdes de P4 circulantes, através de quimiluminescéncia.

O diametro folicular e a concentracdo de P4 foram avaliados ao longo do tempo
por modelos mistos para dados repetidos. O efeito do dia foi incluido como efeito fixo
no modelo e a vaca como a unidade experimental. Diferentes estruturas de
covariancia foram avaliadas e utilizado "Compound Symmetry Unequal Variances" e
"Unequal Variances", respectivamente para diametro folicular e concentracdo de
progesterona, porque os modelos apresentaram menor Critério de Informacdo de
Akaike (AIC). A diferenca entre os dias foi determinada pelo teste de Tukey HSD. A
distribuicdo normal dos residuos foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk W. As analises
foram realizadas utilizando o software JMP, sendo adotado um nivel de significancia
de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em duas semanas apés a segunda dose do imunizante anti-GnRH, cinco das
seis vacas (83,3%) responderam ao tratamento, pois ndo apresentavam foliculos grau
I (>9mm e < 2cm), apenas foliculos menores que 4 mm; com excecdo de uma que
tinha uma estrutura cistica que permaneceu estatica ao longo do periodo. A auséncia
de foliculos grau lll € considerada como o melhor indicador clinico de anestro e da
efetividade da vacina anti-GnRH (BALET et al., 2014).

O FSH contribui no crescimento de foliculos a partir de 4mm de diametro
(GONG et al., 1996). Por isso, mesmo na auséncia de gonadotrofinas enddgenas,
observa-se pequenos foliculos em ovarios de vacas imunocastradas. Em vista disso,
suplementou-se com eCG, cuja fungcdo é semelhante ao FSH e LH (MURPHY e
MARTINUK, 1991), a fim de induzir a continuidade do crescimento folicular.

ApoOs a segunda aplicacéo de eCG, quatro vacas responderam ao tratamento,
onde no D6,5, apresentaram no minimo um foliculo >11 mm (Fig. 1). Na avaliacdo no
D9, as quatro vacas responderam a aplicacdo de hCG e owularam. Por isso,
mensurou-se 0s niveis de P4 com o intuito de avaliar a capacidade de producéo
hormonal dos corpos Iiteos e inferir se as concentragbes eram similares as
observadas em vacas ciclicas superovuladas. Em nosso estudo, as concentracdes de
P4 no D6,5 (2,9+0,3 ng/mL) foram resultantes dos implantes vaginais utilizados. No
D9 foram observadas concentragdes basais (1 £0,1 ng/mL), o que era esperado, uma
vez que as vacas estavam no periodo periovulatorio. Apdés as owvulacbes, as
concentracdes meédias de P4 (10,32 + 3,40 ng/mL no D11 e 42,70 + 7,74 ng/mL no
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D14), foram similares as observadas em vacas superovuladas apés a ovulagdo de
multiplos foliculos.

A PIV possibilita a aspiracéo de foliculos em fases aleatdrias do ciclo estral.
Todavia, a divergéncia folicular e o estabelecimento do foliculo dominante impedem o
desenvolvimento de foliculos subordinados, induzindo-os a atresia (GINTHER et al.,
2003). A utilizagdo de protocolos de sincronizagéo do estro permite que a OPU ocorra
em momentos de melhor competéncia oocitaria e reduz a aspiracdo de foliculos
atrésicos (CAVALIERI et al., 2018). Ademais, Sarwar et al. (2020) observaram que
foliculos = 6mm, mesmo didmetro encontrado em D4 no presente estudo,
apresentaram melhor capacidade de desenvolvimento in vitro.

15- A

AB

-
o
1

Diametro (mm)
(4]
1
w

0 I I | 1 |
0 2 4 5 65

Dia
Figura 1: Crescimento folicular de vacas imunizadas com vacina anti-GnRH. Em DO,

0s animais receberem eCG e um dispositivo de P4. Passados dois dias (D2), foi
administrada a segunda dose de eCG. No D6,5 induziu-se a ovulacdo com hCG.

Trés das quatro vacas que responderam ao tratamento e ovularam mdltiplos
foliculos. Viana et al. (2021) concluiram que a contagem de foliculos antrais (CFA) de
vacas com COD imunizadas foi semelhante ao grupo ciclico, em 24 e 96h apés a
OPU. A CFA é considerada um preditor da fertilidade e est4 correlacionado
positivamente com o nimero de complexos-cumulos-oécito recuperados (BONI et al.,
1997). Desse modo, como o protocolo de reversdo da vacina anti-GnRH, proposto no
presente estudo, controla a emergéncia da onda folicular, também proporciona a
identificacdo do momento mais adequado para a aspiracéo de oocitos em quantidade
e, possivelmente, de maior qualidade.

4. CONCLUSOES

A utilizagdo da eCG foi eficiente na retomada da atividade ovariana de vacas
imunocastradas. O crescimento folicular e concentracdo de progesterona indicam que
os foliculos sédo viaveis e podem ser utilizados na PIV. Para melhor definir esta
competéncia, € necessaria a realizacdo de novos estudos que avaliem o potencial de
desenvolvimento embrionario in vitro dos odcitos aspirados de vacas imunocastradas
tratadas com eCG.
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