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""SO pode permanecer na frente aquele que esta em constante movimento, fazendo de sua vida
uma aprendizagem constante, sem se preocupar com os obstaculos superados, mas focado
nos obstaculos que ainda estdo por vir."

(Luis Alves)
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RESUMO

Estudou-se a influéncia de trés fatores sobre o indice de gestacdo de receptoras transferidas
com embrides produzidos in vivo. Foram avaliadas 379 transferéncias de embriGes em tempo
fixo, realizadas no periodo de fevereiro a maio de 2014 (periodo seco) e de outubro a
dezembro de 2014 (periodo chuvoso), em receptoras expostas a protocolo hormonais com
reutilizacdo dos dispositivos vaginais. Assim avaliou-se a reutilizacdo do dispositivo vaginal
liberador de progesterona, o periodo do ano que ocorreu a inovulagdo e o sémen do touro
utilizado na inseminacdo em tempo fixo das doadoras. Vale ressaltar que essas receptoras
eram selecionadas atraveés de criterioso exame ginecoldgico. Os dados obtidos foram
analisados pelo teste qui-quadrado. O indice de gestacao diferiu (P<0,05) quando se reutilizou
o dispositivo intravaginal, obtendo-se valores iguais a 10,8%, 16,9% e 36,1%, para o de
primeiro, segundo e terceiro uso, respectivamente. Para os demais fatores ndo foi observado
efeito significativo (P>0,05). A realizacdo da triagem ginecolodgica visando a avaliacdo dos
achados morfofuncionais do trato genital de vacas receptoras para inser¢cdo em programas de
TETF aliados a uma boa condicdo corporal pode ter influenciado positivamente no indice de
gestacéo total daquelas submetidas ao programa.

Palavras chave: época do ano, sémen, reutilizacdo de dispositivo vaginal



ABSTRACT

Studied the influence of three factors on the pregnancy rate of recipients transferred with
embryos produced in vivo. Were evaluated 379 embryo transfers at fixed time, from February
to May 2014 (dry season) and from October to December 2014 (rainy season), exposed in
receiving the hormonal protocol with reuse of vaginal devices. Then evaluated the reuse of
vaginal progesterone-releasing device, the time of year that occurred the transfer of embryos
and bull semen used in artificial insemination in fixed time per donor. It is noteworthy that
these beneficiaries were selected through careful gynecological examination. Data were
analyzed by chi-square test. Pregnancy rates are different (P <0.05) when reused intravaginal
device, obtaining values equal to 10.8%, 16.9% and 36.1% for the first, second and third
usage respectively. For other factors there was no significant effect (P> 0.05). The
performance of gynecological morphological evaluation order of classification of the findings
of the genital tract of recipient cows for inclusion in FTET programs combined with a good
body condition can be positively affected total content of persons subject to pregnancy
.Keywords: time of the year , semen , vaginal device reuse

VERIFICAR ESTA TRADUCAO

1. INTRODUCAO
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A possibilidade de coletar um grande numero de embrides produzidos por doadoras
tem gerado maior demanda por receptoras para realizacdo de transferéncia. Assim, a
disponibilidade de fémeas receptoras aptas tem sido o principal limitante para a implantacédo
da TE em larga escala. Outro fator relevante é que essa categoria animal representa 0 maior
porcentual dos custos de um programa de transferéncia de embrides (TE), principalmente
relacionado com seus custos de aquisicdo, alimentacao, controle sanitario e sincronizacdo de

estros.

O fator limitante imposto pelas receptoras é agravado uma vez que esses animais, além
de manifestarem o estro, que envolve uma série de exigéncias, devem apresentar condi¢des
uterinas e ovarianas adequadas, apesar da avaliagdo ser subjetiva, para levar a gestacdo a
termo. Portanto, para se obter resultados satisfatérios na TE e reduzir os gastos com as
receptoras, deve-se buscar estratégias para promover o incremento na taxa de aproveitamento

dessa categoria animal.

A manipulacdo do ciclo estral bovino é uma das estratégias utilizadas e consiste em
tratamentos hormonais aplicados em sequéncia pré-definida visando controlar o recrutamento,
a selecdo e, principalmente, a ovulagdo (BO et al., 2006). Varios sdo os medicamentos e
protocolos disponiveis no mercado e, de modo geral, os tratamentos compreendem a insercéo
de implante intravaginal de Progesterona (P4) juntamente com a administracdo intramuscular
de uma fonte de estrégeno (benzoato, valerato ou cipionato de estradiol). O implante é
mantido por determinado periodo de tempo e durante este intervalo pode-se aplicar
prostaglandina (PGF2a) em associagdo com dose reduzida de cipionato de estradiol. Os

resultados podem melhorar se for associado com a utilizagdo de indutores de ovulacdo.

Os protocolos possibilitam menor dispersdo na manifestagcdo do estro, o que reflete em
melhor sincronizacdo entre a doadora e a receptora de embrides. Esses aspectos viabilizaram a
sincronizacdo de numero maior de receptoras e facilitaram a implantacdo de programas de TE
em larga escala. Os protocolos de transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF), que
consistem em tratamentos hormonais para sincronizar o momento da ovulagéo, surgiram com
0 objetivo de eliminar a necessidade de observacdo de cio nas receptoras, que € apontado
como o principal entrave ao amplo uso da TE nos rebanhos mesticos criados a campo
(BARUSELLI et al., 2004).
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Como ja anteriormente mencionado sabe-se que taxa de gestacdo das receptoras € o
elemento chave da relacdo custo-beneficio de qualquer programa comercial de TE. Para a
obtencdo de bons indices a receptora deve ser uma fémea que também apresente caracteristica

que depende de variaveis relacionadas ao animal, a técnica e ao embrido que € transferido.

Considerando as caracteristicas da receptora, esta deve possuir condi¢do ideal para
receber o embrido e lhe proporcionar ambiente adequado ao seu desenvolvimento. Nesta
categoria de animais num programa de TE, a nutri¢cdo influencia variaveis como a secrecdo
uterina, perfil hormonal, morte embrionaria, e outras determinantes da taxa de gestacéo. Por
exercer influencia tdo marcante em todas as etapas do processo de TE, acredita-se que a
manutencdo dos animais em condic¢des nutricionais adequadas, com atencdo especial para
periodos cruciais, seja um dos procedimentos de melhor relacdo custo-beneficio relacionado a
esta tecnologia.

N&o podendo deixar de citar tem-se também as consequéncias do clima tropical no
desempenho reprodutivo de bovinos e, em uma situacdo de manejo especifico e constante
como observado em programas de transferéncia de embrides, os fatores climaticos podem ter
impacto maior. Visando melhorar a eficiéncia reprodutiva dos animais sob condicdes
ambientais que levam ao estresse térmico é essencial compreender quais respostas fisiologicas
reprodutivas sdo alteradas nos periodos do ano. Variacdes de temperatura e umidade levam o
animal a realizar mudancas de comportamento e respostas fisiolégicas, visando manter a
homeostase. Entretanto, essas mudancas fisiologicas causam varios efeitos deletérios como
reducdo da fertilidade, abortos e alta taxa de mortalidade embrionaria (COSTA-SILVA,
2003).

Diante de tantos fatores relacionados ao sucesso da biotecnologia em questdo
objetivou-se avaliar fatores que podem afetar o indice de gestacdo de fémeas receptoras de
embrides. Os fatores aqui considerados foram a reutilizacdo de dispositivo vaginal liberador

de progesterona, a estacdo de inovulacdo do embrido e ao esperma do touro utilizado na
producdo destes embrides.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Reutilizacéo de dispositivo vaginal liberadores de progesterona em receptoras

O principio da sincronizacdo da ovulacao é baseado em induzir a emergéncia de uma
onda de crescimento folicular sincronizada, controlar a duragcdo do crescimento folicular até o
estagio pré- ovulatério, sincronizar a retirada da progesterona exogena (dispositivo) e
enddgena (PGF20) e induzir a ovulagdo. O tratamento com progesterona exdgena blogqueia o
pico de LH, evitando a maturacao folicular final, estro e a ovulacdo do foliculo dominante
(BARUSELLI et al.,, 2010). Neste sentido, a utilizacdo de dispositivos intravaginais
liberadores de progesterona previamente usados tem sido uma alternativa para viabilizar o uso
economicamente a transferéncia de embrido em larga escala em rebanhos comerciais
(BARUSELLI et al., 2010).

Os dispositivos intravaginais liberadores de progesterona, como o CIDR® (controlled
internal drug release), sdo comumente usados em fémeas bovinas para controlar o momento
do estro e da ovulagdo. Estudos demonstram que o CIDR® pode ser utilizado por até 36 dias,
ou seja, 04 usos com duracdo de 09 dias cada, sem prejudicar a taxa de prenhez em vacas Bos
indicus (MENEGHETTI et al, 2009). No entanto, vacas Bos taurus apresentam reducdo da
taxa de prenhez ja no 3° uso do dispositivo (COLAZO et al., 2004).

A exposicdo a progesterona durante a fase luteal é essencial para a adequada
funcionalidade do sistema durante a fase folicular subsequente (FABRE-NYS e MARTIN,
1991; KARSCH et al., 1980). No entanto, ndo s6 a simples presenca ou auséncia deste
hormdnio como também a concentracdo do mesmo podem afetar 0 momento da onda pré-
ovulatéria de LH (VAN CLEEFF et al., 1998).

A habilidade da progesterona em regular o momento do pico de LH também ¢é
importante no controle da fertilidade, ja que a baixa amplitude ou curta duracdo do periodo
luteal induzem um pico prematuro de LH e, consequentemente, uma ovulagdo prematura
(SKINNER et al., 2000). Estudos mostraram que vacas expostas a concentracdes subnormais
de progesterona durante o periodo de maturacdo do foliculo dominante obtiveram o pico pré-
ovulatoério de LH 17h mais cedo (ROBERSON et al., 1989).

2.2. Indices de gestacdo em receptoras inovuladas durante o periodo seco ou chuvoso
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A nutricdo é o ponto fundamental no manejo de receptoras e reflete diretamente seu
desempenho reprodutivo. A ingestdo insuficiente de energia, proteinas, vitaminas, minerais e
agua estdo associados com baixos indices reprodutivos. Este fato ocorre devido a prioridade
metabolica na utilizacdo dos nutrientes, sendo que somente quando as exigéncias de
metabolismo basal, atividade fisica, crescimento e reservas de energia sdo atendidas é que se

inicia a atividade ovariana e estabelecimento de nova gestacdo (SHORT et al., 1990).

Um dos métodos mais eficientes para monitorar o padrdo nutricional do rebanho é a
avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC). Essa avaliacdo € facilmente executada por
pessoas treinadas e apresenta alta correlagdo com indices reprodutivos. Os animais s&o
classificados em escalas de um a nove (1-9) ou um a cinco (1-5), de acordo com a relacéo de
tecidos gordurosos e nao gordurosos na carcaca. Para novilhas mesticas utilizadas como
receptoras, assim como para gado de corte, o ideal € manter os animais com ECC superior a
cinco durante o inicio da puberdade até 0 momento do parto, pois o tamanho do bezerro, sua
viabilidade e a producdo de leite da receptora dependem de sua condicdo corporal no final de
gestacdo e ao parto (LALMAN et al., 1997).

Mapletoft et al. (1986) analisaram a influéncia do ECC no dia TE e verificaram que
receptoras com ECC (escala de um a cinco) de trés e dois tiveram indices de gestacdo
significativamente maiores, 55% e 53% respectivamente, quando comparados com novilhas

de ECC um, que apresentaram indice de gestacao de 44%.

Os hormonios protéicos sdo influenciados diretamente pela dieta e suas alteraces
levam as modificacGes na liberacdo de GnRH (horménio liberador de gonadotropinas)e LH
(hormbnio luteinizante) e, também, atuam diretamente nas gbnadas, controlando o
crescimento folicular (HESS, 2000). O uso do protocolo hormonal pode levar receptoras com
alguma deficiéncia nutricional e que ndo apresentariam estro, a ovularem devido a agdo dos
horménios exdgenos utilizados. Porém, como esses animais apresentam baixa atividade
ovariana, o CL formado pode ndo ter qualidade suficiente para manter a gestacdo (LOONEY
et al., 2006).

2.3. Influéncia do sémen de diferentes touros sobre o desenvolvimento de embrides
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No momento da monta, o touro deposita bilhdes de espermatozéides no fundo da
vagina da vaca. Na I.A., 0 sémen € depositado diretamente no Utero, ultrapassando a cérvix e
permitindo o uso de um ndmero reduzido de espermatozéides. Apos a I.A., 0 sémen é exposto
a uma série de ambientes distintos que alteram significativamente o numero e a funcéo
espermatica. Muitos espermatozdides sdo perdidos no trato genital pelo movimento
retrogrado (MULLINS e SAAKE, 1989; SARTORI, 2004). Espermatozoides depositados no
trato genital da fémea devem atravessar o Utero, passar para o oviduto, pela juncdo Utero-
tubérica, interagir com o epitélio do oviduto e fertilizar o ovocito (BERGER, 1996;
SARTORI, 2004). Para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e
potencialmente fértil é necessario que possua morfologia, atividade metabdlica e membranas
plasmaéticas normais. A presenca de membranas integras € pré-requisito para que 0s eventos
relacionados ao processo de fertilizacdo, como a capacitacdo espermatica, penetracdo nos
revestimentos do ovdcito, ligacdo a zona pelucida e fusdo com o oolema possam ocorrer
(YANAGIMACHI, 1994; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997).

Tem sido referida uma elevada variabilidade da taxa de fertilizacdo in vitro (FIV)
associada ao fator touro (SHI et al., 1990), manifestando-se ao nivel das percentagens de
clivagem (taxa de fertilizacdo) e de embriGes que atingem o estadio de blastdcito, bem como e
da viabilidade dos embribes produzidos (DeJARNETTE et al., 1992; SACKE et al., 1994).
Outros autores referem ainda variagdes associadas a utilizacdo de diferentes lotes de sémen do

mesmo touro e mesmo de diferentes palhinhas do mesmo lote (OTAI et al., 1993).

Em estudos de fertilizacdo in vivo através da inseminacdo artificial de vacas
superovuladas, Delarnette et al. (1992) verificaram que quanto maior for o numero de
espermatozdéides acessorios competindo simultaneamente para a fertilizacdo dos oocitos,
maior € a taxa de viabilidade e qualidade dos embriGes obtidos. Estes autores verificaram
igualmente que aumentando a concentracdo espermatica, aumenta 0 numero de

espermatozdéides acessorios.

Os resultados apresentados por Shi et al. (1990) e Saacke et al. (1994), confirmam que
o fator touro se reveste de importancia determinante quer ao nivel da capacidade de
fertilizacdo (nimero de embrides clivados), quer ao nivel da capacidade de crescimento dos

embrides clivados até a fase de mérula ou jovem blastécito quando se utiliza a FIV.

3. MATERIAL E METODOS
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O trabalho foi realizada na fazenda Br Texas, de propriedade de Carlos Viviano,
situada na regido de Ponta Pord no distrito da Cabeceira do Apa. Essa propriedade € destinada
a producgédo animal de fases completas de cria, recria e engorda. As vacas foram mantidas a
pasto nos periodos das aguas e no periodo da seca, em piquetes de capim Brachiaria

brizantha, cutivar MG5, com suplementacdo de sal mineral de fosforo 80.

O calendario zoossanitario, foi seguido regularmente para todo o rebanho da fazenda
obedecendo a legislacao sanitaria estadual para bovinos (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, 2015).

Foram utilizadas 379 fémeas da raca Brangus (raca sintética Bos taurus x Bos indicus)
na estacao reprodutiva dividido em lotes, trés ocorreram de fevereiro a maio de 2014 e os trés
outros de outubro a dezembro de 2014, onde foram induzidas a cio por protocolo para realizar

Inseminacdo em tempo fixo (IATF).

Antes de iniciar cada protocolo as vacas foram selecionadas, para que fossem
sincronizadas somente as consideradas aptas. Qualquer sinal evidente de desordem de saude

esta era excluida.

A estacdo reprodutiva foi dividida em dois periodos, periodo de seca (fevereiro a

maio) e periodo das aguas (outubro a dezembro).

3.1. Inseminagdo artificial em tempo fixo — IATF nas doadoras de embrido e
sincronizacao das receptoras
O protocolo hormonal utilizado em ambas as categorias de animais foi dividido em 4

etapas, a saber:

Na primeira etapa foi realizada a aplicacdo de 2 mL o horménio RIC-BE®, solugéo
oleosa injetavel de benzoato de estradiol, que quando associado a progesterona, induz a
regressdo dos foliculos e sincroniza outra onda de crescimento folicular. Assim realizou-se
também a insercio do dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®-fig. 1) na reprodutora

(D1). O dispositivo foi retirado no nono dias (D9). Esse dispositivo possui um fio que fica
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posicionado na parte externa da genitalia da fémea e facilita sua retirada. Este implante era

reutilizado por até 3 vezes e para sua manipulacdo deve utilizar luvas.

Na segunda etapa, realizada ap6s 7 dias (D7), ocorreu a aplicacdo, intramuscular (IM),
de 3 mL de Lutalyse®, uma prostaglandina sintética que ¢ utilizada para promover a regressio

do corpo luteo e assim induzir o cio.

Figura 1. Implante vaginal de progesterona (CIDR®) e aparelho para sua colocagio montado.

No decorrer desta etapa, ao se fazer a retirada do implante, era realizada a aplicacdo de
0,5 mL de ECP®, IM, Cinpionato de Estradiol, um horménio indutor de cio, e também era
aplicado 1,5 mL de NOVORMON®, IM, Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG), horménio
utilizado para promover a ovulagéo.

A terceira etapa era 0 momento da realizacdo da IATF nas doadoras, que ocorreu ap6s
48 horas da remocéo do dispositivo vaginal (D11) utilizando sémen de 6 touros. E a terceira
etapa das receptoras foi a transferéncia de embriGes em tempo fixo (TETF) realizados no

décimo oitavo dia (D18).

3.2. Coleta e transferéncia de embriao

A coleta de embrido das doadoras foi realizada no sétimo dia (D18) apds a IATF e
uma vez realizado o lavado uterino, era levado o laboratério para congelamento. Todo esse

procedimento seguiu a metodologia descrita por (REICHENBAC, 2002).
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Quanto ao embrido recebido, foram anotados: o nimero do touro que inseminou as
doadoras de embrides (TOURO), a partida do sémen (PARTIDA), o nimero da doadora do
embrido (DOADORA), o estdgio de maturagdo do embrido (morula compacta (MC), mérula
(MO), blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL) e blastocisto expandido (BX)), bem como a
classificacdo da qualidade do embrido (excelente, bom, regular e pobre). Definiram-se o
estagio de maturacdo do embrido e a classificacdo do embrido de acordo com a International

Embryo Transfer Society (IETS, 1999), tendo sido transferidos apenas embrides grau 1 a 3.

As vacas receptoras de embrides foram divididas em grupos, de acordo com o uso do
CIDR utilizado no protocolo, sendo 106 vacas com CIDR novo (1° uso), 118 vacas com
CIDR de 2° uso (previamente usado por 9 dias) e 155 vacas com CIDR de 3° uso
(previamente usado por dois periodos de 9 dias, em protocolos anteriores).

A utilizacdo do ultrassom (fig. 2) para diagnostico de gestacdo era realizado aos 45
dias apo6s a inovulagdo das receptoras.

Figura 2. Diagnostico de gestacao utilizando o aparelho de ultrassonografia — gestacdo de 60
dias

3.3. Analise Estatistica

Os dados coletos referentes a ordem de utilizagdo do dispositivo vaginal nas
receptoras, indices de gestacdo em receptoras inovuladas durante o periodo seco ou chuvoso e
o0 touro utilizado no IATF foram submetidos a analise de frequéncia de qui-quadrado (Chi-
square).



4. RESULTADO E DISCUSSAO

O grupo de animais utilizado como receptoras no presente estudo apresentava-se
homogéneo com relacdo a categoria animal, manejo sanitario, nutricional e escore da
condicdo corporal (entre 6 € 9).

Tabela 1- Prenhes e ndo prenhes em fémeas receptoras com dispositivo intravaginal de
progesterona de primeiro, segundo e terceiro uso.

CIDR® N4o Prenhes (n.) Prenhes (n.) (%)
1° uso 65 41 (10,8%)
2° uso 54 64(16,9%)
39 Uso 39 1167(36,1%)
TOTAL 158 221

n. = numero de receptoras, % indice de gestacdo das receptoras

Apo6s analise dos dados foi verificado diferenca significativa (P<0,05; X?=35,029) na
taxa de gestacdo média de vacas receptoras sincronizadas com os diferentes usos do
dispositivo vaginal liberador de progesterona (Tabela 1), em que pode-se observar que o
animais que utilizaram o dispositivo de terceiro uso obteve melhor resultado. Sendo assim a
utilizacdo dos dispositivos por até trés vezes pode ser realizada sem prejuizo aos resultados de
concepcao, ou seja, os dispositivos vaginal foram capazes de bloquear o pulso pré- ovulatério
de LH e assim manter uma condicéo de sincronizacdo da ovulacdo. E provéavel que a entrada
no protocolo de sincronizacdo de cio somente de vacas ciclicas, criteriosamente examinadas
por palpacdo retal, com avaliacdo de presenca de estruturas ovarianas (corpo lateo ou
foliculo) e contratilidade uterina tenha corroborado positivamente para o resultado
encontrado, j& que para a obtencdo de melhores indices de gestacdo na TETF € essencial a
selecdo de receptoras saudaveis e que ndo apresente problemas reprodutivos conforme
mencionado por Short et al. (1990).

Tabela 2- Efeito do clima do periodo chuvoso e seco na prenhes das receptoras.

Periodo Nao Prenhes (n.) Prenhe (n.)

Chuvoso 93 126
Seco 65 95

TOTAL 158 221

n. = namero de receptoras

O periodo do ano em que a transferéncia de embrides foi realizada, seco ou chuvoso,
n&o afetou significativamente (P>0,05; X?=0,0643) o indice de gestacio.
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O fato dos animais serem bem alimentados tanto durante o periodo chuvoso como

periodo seco pode contribuir para ocorréncia da implantacdo dos embriGes.

Tabela 3- Efeito Touro na de prenhes e ndo prenhes das receptoras.

Touro N&o Prenhes (n.) Prenhes (n.)
1° 19 12
20 14 25
3° 60 88
40 28 45
50 15 24
6° 22 27
TOTAL 158 221

n. = namero de receptoras

Observou-se que nao houve efeito significativo (tabela 3) entre os touros sobre a taxa
de prenhes das fémeas receptoras (P>0,05; X?=6,2263). Isso era esperado uma Vez que 0
sémen congelado passa por uma avaliacdo rigorosa e deve atender os requisitos descritos no
Manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal (1998)



5. CONCLUSAO

A realizagdo da triagem ginecoldgica visando a avaliagdo dos achados
morfofuncionais do trato genital de vacas receptoras para inser¢do em programas de TETF
aliados a uma boa condicdo corporal pode ter influenciado positivamente no indice de
gestacdo total daquelas submetidas ao programa.
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