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APLICACAO DE GONADORELINA NO MOMENTO DA INOVULAGCAO EM
TEMPO FIXO DE EMBRIAO BOVINO PRODUZIDO IN VITRO

RESUMO - Objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo de gonadorelina, no
momento da inovulacdo em tempo fixo, sobre as taxas de concepgao aos 30
(DG30) e aos 60 (DG60) dias de gestacao e sobre as taxas de perdas
gestacionais (PGest) em receptoras de embrido bovino produzidos in vitro. O
experimento foi realizado em 11 fazendas e as receptoras foram divididas em:
grupo controle (n=624) e tratamento (n=687). Também foram analisadas as
variaveis: estacdes do ano, fazenda, laboratério, raca da receptora, categoria da
receptora, estadio do embrido, raca do embrido, estruturas do ovario e qualidade
do corpo luteo, bem como as possiveis interagdes. O protocolo para sincronizar
a ovulacado das receptoras foi: DO: insercao do dispositivo intravaginal de
progesterona e aplicacdo intramuscular de 2,0mg de benzoato de estradiol; D7:
aplicacao intramuscular de 0,526mg de cloprostenol sédico; D9: aplicagao
intramuscular de 0,526mg de cloprostenol sddico + 1mg de cipionato de estradiol
+ retirada do dispositivo intravaginal; D18: inovulacdo do embrido + aplicagao
intramuscular de 0,1mg de gonadorelina ou ndo. Os dados foram avaliados por
regressao logistica multivariada usando o procedimento GLIMMIX do SAS
versdao 9.2. No modelo de regressao logistica final algumas variaveis foram
removidas baseando-se no critério Wald para P > 0,20. Foi detectado efeito de
tratamento sobre DG30 (P = 0,03), DG60 (P = 0,01) e tendéncia sobre a PGest
(P = 0,09). A estacdao do ano afetou DG30 (P = 0,04) e DG60 (P = 0,01). A
variavel fazenda teve efeito no DG30 (P < 0,0001) e no DG60 (P < 0,0001).
Houve tendéncia de efeito da categoria da receptora sobre DG30 (P = 0,06) e
DG60 (P = 0,06). Nao houve interagcao entre as variaveis avaliadas. Conclui-se
que a aplicacao de gonadorelina no momento da inovulacdo aumentou a taxa de
concepcgao tanto no DG30 quanto no DG6O.

Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva, prenhez, transferéncia de embriao
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APPLICATION OF GONADORELINE AT THE TIME OF FIXED TIMED
INOVULATION OF BOVINE EMBRYO PRODUCED IN VITRO

SUMMARY - The objective of this study was to evaluate the effect of
gonadorelin at conception rates at 30 (DG30) and at 60 (DG60) days of gestation
and on gestational loss rates (PGest) at recipients of bovine embryos produced
in vitro. The experiment was carried out in 11 farms and the recipients were
divided into: control group (n = 624) and treatment (n = 687). The variables were
also analyzed: seasons of the year, farm, laboratory, recipient race, recipient
category, embryo stage, embryo race, ovary structures and corpus luteum
quality, as well as possible interactions. The protocol to synchronize the ovulation
of the recipients was: DO: insertion of the intravaginal progesterone device and
intramuscular application of 2.0mg of estradiol benzoate; D7: intramuscular
application of 0.526mg of sodium cloprostenol; D9: intramuscular application of
0.526mg of sodium cloprostenol + 1mg of estradiol cypionate + withdrawal from
the intravaginal device; D18: embryo innovulation + intramuscular application of
0.1mg gonadorelin or not. The data were evaluated by multivariate logistic
regression using the GLIMMIX procedure of SAS version 9.2. In the final logistic
regression model, some variables were removed based on the Wald criterion for
P> 0.20. Treatment effect was detected on DG30 (P = 0.03), DG60 (P = 0.01)
and trend on PGest (P = 0.09). The season affected DG30 (P = 0.04) and DG60
(P = 0.01). The farm variable had an effect on DG30 (P <0.0001) and DG60 (P
<0.0001). There was a trend of effect of the recipient category on DG30 (P =
0.06) and DG60 (P = 0.06). There was no interaction between the evaluated
variables. It is concluded that the application of gonadorelin at the time of the
innovulation increased the conception rate in both DG30 and DG60.

Keywords: reproductive efficiency, pregnancy, embryo transfer



| - INDROTRUCAO

O Brasil possui indices zootécnicos muito ruins apesar de ser detentor de um
dos maiores rebanhos bovino do mundo. A eficiéncia reprodutiva € um dos indices
mais importantes a ser considerado, pois influencia diretamente o desempenho
econdmico de uma propriedade produtora de leite, uma vez que afere a habilidade de
fazer a vaca ficar gestante ap6s o periodo de espera voluntario (GAINES et al., 1994).
Reducao no numero de crias para reposi¢ao, redu¢ao no progresso genético, aumento
no intervalo entre partos e entre lactagdes (LIMA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012),
e aumento no numero de descartes involuntarios (SILVA et al., 2009) sao alguns dos
prejuizos causados pela baixa eficiéncia reprodutiva. Como consequéncia desses
prejuizos tem-se um baixo retorno do capital investido na propriedade (RIBEIRO et
al., 2012).

As biotecnologias da reprodugéao tém sido muito estudadas, pois o objetivo
principal delas é melhorar a eficiéncia reprodutiva das fazendas. Dentre elas,
destacam-se a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) e transferéncia de embrido
em tempo fixo (TETF). Varios protocolos hormonais, com diferentes dias de aplicagao
e hormoénios distintos tém sido testados com o intuito de aumentar o numero de

fémeas gestantes.

MACHADO et al. (2006) relataram que a administracdo de GnRH entre quatro
e sete dias ap6s a data do cio, promove a ovulagao do foliculo dominante da 12 onda
de crescimento folicular e induz a formacao de um corpo luteo acessério (CLa), que
incrementa a producao de progesterona. Nas condi¢des deste estudo, a gonadorelina,
hormbnio analogo de GnRH, ainda nao havia sido testada como agente capaz de
incrementar a taxa de concepgao na TETF. Optou-se por aplicar a gonadorelina no
dia da inovulagdo do embrido, pois assim ndo haveria necessidade de aumentar um

dia de manejo no protocolo de TETF.

Objetivou-se avaliar o efeito da aplicagcdo de gonadorelina, no momento da
inovulacdo na transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF), sobre as taxas de
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concepcao aos 30 (DG30) e aos 60 (DG60) dias de gestacao, e também sobre as
perdas gestacionais (PGest) em receptoras de embrides bovinos produzidos in vitro.
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Il - REVISAO DE LITERATURA

1.1 — Importancia da pecuaria no Brasil

O Brasil atualmente ocupa a 52 colocacao em termos de producgéo de leite de
vaca (CONAB, 2016) e o 2° lugar em producédo de carne bovina (CNA, 2016). O
agronegocio em 2015 representou entre 21,46% do Produto Interno Bruto (PIB) total,
ou seja, cerca de R$ 1,2 trilhdes. Desse valor total 68,4% refere-se a agricultura e
31,6% a pecuaria (MAPA', 2016). Em 2015, mesmo com a retracdo do PIB total
nacional, o agronegécio fechou com alta de 1,8% (MAPA?, 2016).

A representatividade do setor pecuario na economia nacional tem espaco para
crescer mais, uma vez que ela ainda néo reflete o real potencial produtivo do Brasil.
A baixa produtividade é um dos entraves para aumentar o aproveitamento das terras
pela pecuaria. As principais causas dessa baixa produtividade sdo a utilizacdo de
animais sem aptidao para producao de leite ou com potencial genético inapropriado;
falhas no manejo alimentar, reprodutivo e sanitario; baixo nivel de instrucdo dos
produtores (57% dos produtores tem pouca instrucédo) e falta de assisténcia técnica
(na zona da mata mineira, uma das maiores bacias leiteiras do pais, 73% dos
produtores informam que ndo recebem assisténcia técnica) (IBGE, 2006).

De todo o leite produzido no pais, 80% vem de animais girolando. A Associacao
Brasileira dos Criadores de Girolando (2016), mostrou que, em 2015, a média de
producéo das vacas girolando registradas foi de 5.175 litros por lactacéo, apenas 15%
maior que a meédia de 2006, um crescimento de 1,5% ao ano. Ao considerar também
os dados de animais nao registrados, a média de producao por vaca no Brasil cai para
1.492 litros de leite por ano, 71% a menos. Nos Estados Unidos esse valor é de 9.902
litros (EMBRAPA, 2016), média 51% maior que as vacas registradas da raca girolando
e 151% a mais do que a produgcao média brasileira.

Em 2016 a populacdo do Brasil era de 206.081.432 pessoas (IBGE', 2017) e o
pais produziu cerca de 23,17 bilhdes de litros de leite cru, o que correspondeu a 115
litros de leite/habitante/ano (IBGE?, 2017). A OMS (Organizagiao Mundial da Saude) e
o Ministério da Saude recomendam que o consumo de leite per capita anual seja de

pelo menos 210 litros (MAPA, 2014). Estima-se que em 2026 a populacao brasileira
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seja de 219 milhdes de habitantes (IBGE', 2017), logo o volume de leite produzido
devera ser de 46 bilhdes de litros/ano.

O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) langcou em 2014
o Plano Mais Pecuaria, que visa aumentar em 10 anos a produtividade dos rebanhos
leiteiros. O objetivo é elevar a média de producdo das vacas para pelo menos 2000
litros/vaca/ano. Estima-se que 23,5 milhbes de cabecas sejam ordenhadas
diariamente no Brasil (MAPA, 2014), se estas vacas produzissem 2000 litros por ano,
seria possivel produzir 47 bilhdes de litros de leite e suprir as recomendacoes de
consumo da populagdo sem ter que aumentar a area de pastagem. Para alcancar
esse objetivo, o plano propbe investimentos em quatro diretrizes principais:
melhoramento genético, ampliacgdo de mercado, incorporacdo de tecnologia, e
seguranca e qualidade dos produtos.

Destaca-se como elemento chave para o incremento da produtividade, o
melhoramento genético. Existem varias tecnologias de reproducao assistida usadas
como ferramenta para viabilizar o melhoramento genético, e a mais robusta é a
transferéncia de embrides (TE) produzidos in vitro (PIVE). A transferéncia de embrides
PIVE possibilita ganhos genéticos simultdneos vindos do pai e da mae (BARUSELLI,
et al., 2015), permite que cada fémea possa produzir até 36 crias/ano (RUMPF, 2007),
confere maior biosseguridade ao embrido (BLONDIN, 2015) e permite que sejam
usadas como doadoras de ovdcitos: bezerras pré-puberes, vacas no inicio de
gestacédo, vacas com problemas de fertilidade adquiridos e vacas com idade avancada
(SILVA, 2010).

1.2 — Transferéncias de embrioes em tempo fixo

Nas ultimas décadas as Tecnologias de Reproducéao Assistida (TRA) evoluiram
muito com a introducdo de grandes inovagdes como inseminacao artificial (I1A), a
criopreservacao de sémen, protocolos hormonais de sincronizagéo e as transferéncias
de embrides (TE). Associadas as biotecnologias, como o congelamento de embrides,
a sexagem de sémen, a clonagem e a producao in vitro de embrides (PIVE), as TRAs
revolucionaram as empresas pecuarias, tornando-as mais eficientes e mais rentaveis
(BLONDIN, 2015).
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A correlacao direta e positiva entre 0 aumento da produtividade da atividade
leiteira no Brasil e os avancos da reproducdo animal pode ser expressada pelo
crescimento da utilizacao de técnicas como a IA e a TE. Em 2002, somente 5-6% das
novilhas e vacas foram inseminadas, o que representou 7 milhdes de IA por ano.
Desse total apenas 70.000 foram submetidas a protocolo de sincronizagdo hormonal
de cio e inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), ou seja, 99% foram inseminadas
no cio natural. Em 2015 esse numero saltou para 13 milhdes de IA, o que
correspondeu a 10-12% do total de fémeas com idade reprodutiva, sendo que 77%
foram submetidas a IATF (SARTORI et al., 2016). Com relacdo a TE no cenario
mundial, a analise do avanco da utilizacao da técnica € dividida em dois cenarios
diferentes, a transferéncia de embriées produzidos in vivo e in vitro. A producéo de
embrides in vivo em 1997 foi de 360.656 (PERRY, 1998) e em 2015 foi de 520.535
embrides produzidos por ano (PERRY, 2016). J& a producéao in vitro de embrides
(PIVE) deu um salto de 30.569 embrides produzidos em 1997 (PERRY, 1998), para
404.173 em 2015, sendo 304.946 embrides transferidos a fresco e 99.227 congelados
(PERRY, 2016).

Os motivos pelos quais o uso da PIVE tem aumentado significativamente sao:
ganhos genéticos simultaneos vindos do pai e da mae (BARUSELLI, et al., 2015),
permite que cada fémea produza até 36 crias/ano (RUMPF, 2007), confere maior
biosseguridade ao embrido (BLONDIN, 2015) e permite que sejam usadas como
doadoras de ovdécitos: bezerras pré-puberes, vacas no inicio de gestacao, vacas com
problemas de fertilidade adquiridos e vacas com idade avangada (SILVA, 2010). Em
contrapartida, a PIVE tem como desvantagens, comparada a producéao in vivo, a baixa
proporcdo (raramente superior a 40%) de embrides que atingem o estadio de
blastocisto, e a taxa de concepg¢do média de somente 40% (NEVES et al., 2010). De
cada 100 ovécitos aspirados, apenas 40 sao aproveitados para TE, desses 40, s6 16
conseguem estabelecer e manter a gestacao, isso implica no aumento do custo de
cada embrido produzido. Estudos tém sido realizados para compreender os impactos
negativos das condigbes in vitro sobre o desenvolvimento fisiol6gico dos embrides, e
assim espera-se aprimorar a técnica (BILODEAU-GOESEELS, 2012).

A coleta de ovocitos para a PIVE pode ser feita por diversas técnicas: pungao
folicular post mortem de ovarios de vacas abatidas, por puncao folicular in vivo por
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meio de laparoscopia via flanco ou por aspiracao folicular transvaginal guiada por
ultrassom, a chamada técnica ovum pick-up (OPU) (VARAGO et al., 2008). A OPU é
considerada a melhor opgéo para coleta de ovocitos in vivo em fémeas bovinas (BOLS
et al.,2004; GONCALVES et al., 2007; ANDRADE et al., 2012). A PIVE é composta
por trés etapas, a maturacao in vitro (MIV), a fecundacao in vitro (FIV) e o cultivo in
vitro (CIV) dos embrides fecundados (NASCIMENTO, 2014).

Na fase de MIV ocorrem mudancas no citoplasma e no nucleo do ovécito, para
assim torna-lo apto a fecundacao. A maturacao nuclear in vivo ou fisiol6gica ocorre
durante o estro, apds o pico pré-ovulatério de LH, ja in vitro, essa maturacao inicia-se
quando se faz a OPU, ou seja, a retirada do ovécito do foliculo ovariano (LONERGAN
et al., 1994; GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). Para que a maturacao
se complete, apds a aspiracao folicular, é preciso que a técnica in vitro seja capaz de
mimetizar o que acontece in vivo. Assim, varios meios de cultivo e protocolos de
maturacao tém sido estudados e testados. Dentre as possibilidades, o meio de cultivo
TCM199® é o mais usado e normalmente é suplementado com soro fetal bovino,
aminoacidos, bicarbonato de sodio, FSH, LH, estradiol-178, piruvato de sédio, lactato,
vitaminas e antibiéticos (GANDHI et al., 2000; SMETANINA et al., 2000). Além do
meio de cultivo, o ambiente (atmosfera gasosa, temperatura e luminosidade) também
precisa imitar ao maximo a fisiologia, por isso, todo o processo de maturacao acontece
dentro estufas com ambiente controlado (39°C, atmosfera com 5% de COq, e ar e
umidade saturados). O periodo de maturacao varia de 18 a 24 horas (GONCALVES
et al., 2007; VARAGO et al., 2008).

O processo que consiste no contato do espermatozoide com o ovécito e da
origem ao embrido é chamado de fecundacgéao. In vivo a fecundacao ocorre na tuba
uterina. Durante o trajeto do espermatozoide até a tuba, substancias presentes no
sistema reprodutor feminino induzem o processo de capacitacdo dos
espermatozoides. Somente apds a capacitagdo, o espermatozoide é capaz de ligar
sua membrana a receptores especificos na zona pellcida do ovécito. Na FIV, todo
esse processo € realizado através de meios, protocolos e ambiente de fecundacéao
que se assemelham ao fisiolégico (YANG et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002;
GONGALVES et al., 2007). O meio mais usado é o Fert-TALP (Tyrode-albumina-

lactato-piruvato), o periodo da FIV varia de 18 a 22 horas e a estufa deve estar com
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ambiente controlado em 39°C, atmosfera com 5% de COz2, e ar e umidade saturados
(IRITANI e NIWA, 1977; DAYAN, 2001)

Logo apds a fecundagao o embriao ja entra na etapa de CIV. Este é o momento
em que 0 embrido passa por inumeras clivagens até alcangar o estadio de blastocisto.
Os meios de cultivo mais utilizados sdo o Whitten e o Brinster Medium for Ovum
Culture (BMOC) (GONCALVES et al., 2007; BUENO E BELTRAN, 2008). Semelhante
aos processos de MIV e FIV, é preciso um ambiente controlado (39°C, atmosfera com
5% de Oz, 5% de CO2 e 90% de N2 e umidade saturada). A duracao média é de 7 dias
a partir da data da FIV, ou seja, no final do CIV o embrido estd com 7 dias de idade.
Ao atingir essa fase, o embrido é envasado em paletas e pela técnica de TE é
depositado no utero de fémeas receptoras.

Para atingir melhores resultados de concepcédo os embrides sédo transferidos
em receptoras que ovularam, ou seja, apresentaram cio, 7 dias antes da data da TE,
pois sé assim € possivel assegurar que o Utero da receptora esta pronto para receber
um embrido de 7 dias de idade (NASCIMENTO, 2014). Um dos principais entraves
para a disseminacao da TE é a observacao de cio. Para eliminar esse fator limitante
foram desenvolvidos protocolos de tratamento hormonal que permitem a transferéncia
de embridao em tempo fixo (TETF). Por essa técnica é possivel fazer com que varias
receptoras estejam aptas a receberem os embrides ao mesmo tempo (BARUSELLI et
al., 2015).

1.3 — Manutencao da gestacao

O reconhecimento e a manutencao da gestagao estao relacionados a diversos
sinais transmitidos do embrido para a méae. Estes sinais sdo encarregados de inibir a
lutedlise do corpo luteo (CL), e assim possibilitar manutencdo da producdo da
progesterona (P4) (MACHADO et al., 2006). Em niveis adequados, a P4 viabiliza o
desenvolvimento do embrido e promove a manutencao da gestacao (FRADE, 2012).
Mas, se, mesmo sem a lutedlise, houver uma disfuncao lutea, ou seja o CL nao
apresentar funcionamento adequado, a concentracao plasmatica de P4 sera baixa,
podendo causar a morte embrionaria (FONSECA et al., 2001).

Uma das explicacbes para a disfuncdo lutea € a correlacdo inversamente

proporcional que existe entre reproducdo e producao (SARTORI et al., 2002).
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Concentragdes plasmaticas de P4, apds a ovulagdo, em vacas de maior producao,
tendem a ser mais baixas quando comparadas as vacas de producdo inferior
(VASCONCELOS et al.,1999). As concentracdes de P4 circulantes representam um
equilibrio entre sua producdo e sua metabolizacdo, que sao principalmente
desencadeados pelo corpo luteo (CL) e pelo figado respectivamente. Se a producao
de P4 aumenta em consequéncia do crescimento de tecido luteal e ndo ha alteracéao
do fluxo sanguineo no figado, entdo a P4 circulante aumentara. Por outro lado, se
houver um aumento no fluxo sanguineo hepatico, havera uma diminuicao de P4
circulante mesmo que a producgéao de P4 se mantenha a mesma (WILTBANK, 2012).

DISKIN & MORRIS (2008) relataram que, embrides coletados 7 dias depois da
fecundacao, de vacas de média e alta producao de leite, eram de qualidade inferior
quando comparados a embrides coletados de novilhas e vacas secas. De 41 a 67%
do total de embrides coletados das vacas de maior producdo eram anormais,
enquanto que das novilhas e vacas secas, apenas de 17 a 28%. Existe correlacao
positiva entre as concentragdes plasmaticas de P4 em bovinos e o desenvolvimento
embrionario e as taxas de concepgao até os 30 primeiros dias de gestacao (FRADE,
2012).

DEMETRIO et al. (2007), mensuraram a produgao de leite 7 dias apds o estro
e a correlacionaram com a possibilidade de manutencdo da gestacdo durante os
primeiros 28 dias de prenhez. Eles relataram uma associagéo inversa entre os fatores
estudados, uma vez que vacas leiteiras de maior produgdo tinham menor
probabilidade de manter a gestacao até os 28 dias. A ligacao negativa entre producao
de leite e manutencao da gestacéao, se da pelo fato de que vacas que produzem mais
leite, comem mais e como resultado ha aumento do fluxo sanguineo no figado, que
faz com que a taxa de metabolizacdo de P4 seja maior. A consequéncia da alta
metabolizacdo € a baixa concentracdo de P4 circulante (SANGSRITAVONG et al.,
2002).

A P4 controla as mudangas no ambiente uterino e influencia positivamente o
crescimento embrionario (GEISERT et al.,, 1992). Além disso, concentragdes mais
altas de P4, sejam elas fisiolégicas (5 dias apds a ovulacdo) ou estimuladas
(suplementacao), favorecem a secrecao de proteinas para o fluido uterino, melhoram

o reconhecimento materno da gestacéo por causa maior concentracao de interferon-
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tau no lumen uterino e o embrido é maior aos 14 dias de gestacdo (GREEN et al.,
2005; MANN et al., 2006; CLEMENTE et. al., 2009; O'HARA et. al., 2014). Os estudos
mostram que o0s métodos mais comumente usados para suplementacdo de
progesterona sao, implantes intravaginais de P4 (WILTBANK et al., 2014; LARSON et
al., 2007), inducao de formacao de um segundo corpo luteo ou formacao de corpo
luteo acessorio (SANTOS et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2013).

A suplementagao de P4 para fémeas bovinas, em um estudo realizado por
GEISERT et al. (1988), aumentou a taxa de crescimento embrionario e também sua
capacidade de produzir interferon-tau. Na literatura existem relatos de varias
estratégias para aumentar a concentracdo plasmatica de P4. Por exemplo,
BARUSELLI et al. (2004) testaram a administracao de 400 Ul de eCG (gonadotrofina
coribnica equina) em fémeas zebuinas e constataram aumento das concentracoes de
P4 sete dias ap6s a ovulacdo (4,31 vs. 2,22 ng/mL). CORIVEAU et al. (2004)
encontraram taxas de sobrevivéncia embrionaria maiores em receptoras de embriao
que receberam hCG (gonadotrofina coribnica humana) no dia da transferéncia de
embrido, ou seja de 7 a 8 depois do estro. LOPEZ-GATIUS et al. (2006), fizeram um
estudo em que foi administrado GnRH (horménio liberador de gonadotrofina) no dia
da inseminagao artificial (IA) e como resultado obtiveram aumento na taxa de
concepcgao de vacas de leite de alta producéo durante a estacao quente do ano.

A P4 se faz necessaria para o sucesso do estabelecimento e manutencao da
gestacdo, mas nem todos os estudos mostram uma associacao positiva entre maior
concentragdo de P4 circulante e melhoria na fertilidade (PARR et al., 2012; MANN &
LAMMING, 1999). Os efeitos positivos sobre a fertilidade, em decorréncia do aumento
na concentracdo de P4, talvez estejam relacionados nao sé apenas a concentragao
absoluta de P4, mas também a algum outro fator critico na regulagao da fertilidade
(STRONGE et al., 2005).

1.4 — Hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH)
O horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) € um decapeptidio sintetizado
pelo hipotdlamo, que age sobre a hipdfise e leva a liberacdo dos horménios LH

(horménio luteinizante) e FSH (horménio foliculo-estimulante), que atuam na fisiologia
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ovariana das fémeas bovinas (SPINOSA et al., 2006). Existem diversas estratégias
de uso do GnRH, cada estratégia visa um efeito especifico.

Apbs a IA, o uso do GnRH, aumentou a secrecao de P4, por causa do efeito
luteotropico (KERBLER et al., 1997; SANTOS et al., 2001), e/ou a induziu a formacgao
do corpo luteo acessoério (CLa), que por sua vez, aumentou a concentracao de P4 e
potencialmente a taxa de concepgao (SCHMITT et al., 1996; FONSECA et al., 2001;
SANTOS et al., 2001). A taxa de concepcao na TETF de embrides produzidos in vitro
€ positivamente influenciada pela manifestagcdo do comportamento de estro e pelas
concentragdes de P4 no momento da transferéncia do embrido (FRADE, 2012).
GARCIA-ISPIERTO et al. (2006) concluiram que vacas com mais de um CL tinham
32% menos chance de perder a gestacdo do que vacas com somente um corpo luteo.

Resultados que contradizem os relatos acima foram encontrados em outros
estudos. Um deles demonstrou que apesar de seu efeito positivo sobre a
concentracdo de P4, a aplicacdo do GnRH nao teve influéncia sobre a taxa de
concepcao da TETF (VASCONCELOS et al., 2011) com relagao ao controle. Outro
estudo, mostrou que a administragao de buserelina (analogo do GnRH) aumentou o
namero de CLa, mas nao foi capaz de aumentar as concentracoes de P4 e a taxa de
concepcao (PINTO, 2013). COLAZO et al., (2009a) constatou que a aplicacdo de
gonadorelina (analogo do GnRH) foi capaz de aumentar a concentragdo e o pico de
LH, porém a concentracao de P4 foi maior no grupo controle.

O uso do GnRH como ferramenta para melhorar os indices reprodutivos tem
sido bastante estudado, porém os resultados sdo bastante controversos (HENRICKS
et al., 1971; MANN e LAMMING, 1999; MANN et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2004;
McNEIL et al., 2006; STARBUCK et al., 2006; DEMETRIO et al., 2007) e ainda ha
muita inconsisténcia sobre o fato de que estimulos para aumentar a P4 sejam efetivos
em aumentar as taxas de concepcdo (HOWARD et al., 2006). As variacbes nos
resultados encontrados na literatura sao reflexo das diversas estratégias
metodoldgicas adotadas, como por exemplo, qual o analogo de GnRH foi utilizado,
qual a dose e qual o momento da aplicacdo, e das individualidades de cada
experimento (BINELLI et al., 2001; MACHADO, 2005; MARQUES, 2002). Mais
estudos nessa area sao necessarios, principalmente estudos que contemplam as mais

distintas situagdes, como por exemplo, diferentes fazendas e diferentes racas de
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embrides e de receptoras. Sé assim serd possivel tracar uma linha de consisténcia de
resultados e efetivamente contribuir para a melhoria das taxas de concepcéo e perda

gestacional da técnica de transferéncia de embriao em tempo fixo.
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Il - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Local
Este trabalho foi realizado de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal, aprovado pela Comissao de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o numero de protocolo
041/14.

O estudo foi realizado em 11 fazendas comerciais, na regidao de Uberlandia-
MG, de julho de 2015 a julho de 2016. O clima, segundo a classificacdo de Kbéppen, é
do tipo Aw, megatérmico, com verdes quentes e chuvosos (de outubro a marco) e
invernos frios e secos (de abril a setembro) (ROSA et al., 1991). Em julho de 2015 a
média de temperatura foi de 23,3°C e de umidade relativa do ar de 74,6%, agosto de
2015, 26,5°C e 54,6%, setembro 23,9°C e 69,9%, outubro 22,9°C e 79,6%, novembro
23,5°C e 78,4%, dezembro 21,1°C e 71,3%, janeiro de 2016 20,8°C e 63,6%, fevereiro
21,6°C e 56,5%, marco 22,2°C e 40,6%, abril 25,8°C e 45,3%, maio 25,8°C e 45,3%,
junho 25,8°C e 45,3% e julho 25,8°C e 45,3% (IGUFU, 2017).

3.2 — Doadoras e embrides

Foram utilizadas 144 doadoras de ovocitos e sémen de 38 touros. As doadoras
nao foram submetidas a nenhum protocolo hormonal e seus ovdcitos foram colhidos
pelo do método OPU (ovum Pick-up) no dia 10 do protocolo (Figura 01). Cada doadora
tinha um intervalo de descanso de, pelo menos, 2 meses entre as aspiragdes.

Todos os embrides foram produzidos pelo método PIVE. Os embrides foram
classificados pelos laboratérios por seu estadio de desenvolvimento (1 a 9) e por sua
qualidade morfologica (1 a 4) (IETS, 2014). Para as TETF foram usados apenas
embrides de qualidade morfolégica grau 1 e nos estadios de desenvolvimento 3
(mérula), 4 (blastocisto inicial), 5 (blastocisto), 6 (blastocisto expandido), 7 (blastocisto
em eclosdo) ou 8 (blastocisto eclodido) (BO E MAPLETOFT, 2013). A raga dos
embrides variou de raca Nelore, Girolando e Gir. Os embrides foram transferidos a
fresco de acordo com a ordem em que estavam alocados na transportadora de

embrioes.
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3.3 — Receptoras e tratamento

Para entrarem no programa TETF as receptoras ndao podiam apresentar
nenhum sinal clinico de doenca. Além disso, deveriam estar, com escore de condi¢éo
corporal (ECC) entre 3 e 3,75, numa escala de 1 a 5 (KLOPCIC et. al., 2011). No dia
18 da TETF (Figura 01), as receptoras foram submetidas a um exame de
ultrassonografia transretal e foram consideradas aptas ao procedimento de TETF
somente aquelas que apresentassem pelo menos um corpo lateo (CL) em um dos
ovarios. Os embrides foram depositados no corno uterino ipsilateral ao ovario que
continha o CL. Todas as transferéncias foram realizadas na ordem em que as
receptoras foram colocadas na contencao. As avaliacoes de saude, ECC e ovarios
foram realizadas pelo mesmo médico veterinario, assim como todas as inovulagbes e
diagnésticos de gestacao.

O protocolo hormonal utilizado para sincronizacéo da ovulacao das receptoras
foi: DO: insergéo do dispositivo intravaginal de progesterona novo (CIDR®, Zoetis, Sdo
Paulo-SP) e aplicacao intramuscular de 2,0 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®,
Ourofino, Cravinhos-SP); D7: aplicacao intramuscular de 0,526 mg de cloprostenol
sodico (Sincrocio®, Ourofino, Cravinhos-SP); D9—aplicagao intramuscular de 0,526 mg
de cloprostenol sédico (Sincrocio®, Ourofino, Cravinhos-SP) + 1 mg de cipionato de
estradiol (E.C.P.®, Zoetis, Sdo Paulo-SP) + retirada do dispositivo intravaginal; D18:
TETF + aplicagao intramuscular de 0,1 mg de gonadorelina (Fertagyl®, MSD, Cruzeiro-
SP) ou nao (Figura 01).

As receptoras foram divididas em 2 grupos no dia da TETF. As 5 primeiras
receberam analogo de GnRH (Fertagyl®, MSD, Cruzeiro-SP): Grupo tratado (n = 624)
e as 5 seguintes ndo recebiam nenhum tipo de aplicacao: Grupo Controle (n = 687),

e assim sucessivamente até o fim da TETF.
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Dispositivo Retira dispositivo +
intravaginal de 0,526 mg 0,526 mg cloprostenol TETF + 0,1 mg
progesterona + 2 mg cloprostenol sodico + 1 mg de Fertagyl® ou
benzoato de estradiol sodico cipionato de estradiol OPU ndo

} PIV

DO D7 D9 D10 D18

Figura 01 — Representacao esquematica do protocolo hormonal utilizado para
sincronizar a ovulacdo das receptoras de embrido e da cronologia das acoes
realizadas para a TETF

3.4 — Diagnosticos de gestacao

O diagnostico de gestacgao foi feito por exame de ultrassonografia transretal, 23
+ 5 dias apos as TETF. Em torno de 30 + 5 dias depois, 0s animais positivos no
primeiro diagndstico foram reexaminados para confirmar a gestacao. A taxa de
concepcao aos 30 dias de gestacdo (DG30) foi calculada dividindo o niumero de
animais gestantes na primeira avaliacdo pelo numero total de TETF. A taxa de
concepcao aos 60 dias de gestacdao (DG60) foi calculada dividindo o niumero de
animais gestantes na segunda avaliagdo pelo numero total de TETF. Ja a taxa de
perda gestacional (PGest) foi calculada dividindo o numero de perdas gestacionais
entre 0 DG30 e o DG60 pelo numero de animais gestantes no DG30, e o resultado
dessa divisao foi multiplicado 100%.

3.5 — Avaliacoes

Foram coletados os seguintes dados: tratamento (aplicacdo ou nédo de 0,1 mg
de gonadorelina no momento da inovulagcdo na TETF), estagcdo do ano da TETF,
fazenda, laboratério, raca da receptora, categoria da receptora, estadio do embrido,
raca do embrido, estruturas do ovario que continha o CL e qualidade do CL.

As estacOes das TETF foram avaliadas separadamente, més a més, durante
todo o experimento. A composicao racial das doadoras variou entre Nelore, Girolando
e sem raca definida. As receptoras, foram divididas em 4 categorias: vacas em
lactagdo, novilhas, vacas paridas e receptoras (fémeas utilizadas exclusivamente

como receptoras).
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Os ovarios foram avaliados no dia da TETF de acordo com suas estruturas e
os CL foram avaliados de acordo com o tamanho de sua massa e sua ecogenicidade
no exame de ultrassom. Assim, foi possivel classificar os ovarios em: ovario com CL
de massa compacta e sem presenca de foliculo dominante, ovario com CL de massa
com cavidade e sem presenga de foliculo dominante e ovario com CL de massa
compacta ou com cavidade e presenca de foliculo dominante. J4 a qualidade dos CL
foi classificada em trés graus diferentes. Grau 1: CL hiperecogénico e de tamanho de
massa grande. Grau 2: CL hiperecogénico e de tamanho de massa médio ou pequeno,
ou CL hipoecogénico, e tamanho de massa grande. Grau 3: CL hipoecogénico e

tamanho de massa médio ou pequeno.

3.6 - Analises

Os dados com distribuicao binomial foram avaliados por regressao logistica
multivariada, usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versao 9.2 (SAS/STAT, SAS
Institute Inc., Cary, NC). No modelo inicial foram avaliados os efeitos das seguintes
variaveis: tratamento, estacdo do ano da TETF, categoria da receptora, fazenda,
laboratério, raca da receptora, estadio do embrido, raca do embrido, qualidade do CL
e estruturas do ovario, bem como as possiveis interacoes, sob o DG30, DG60 e a
PGest. No modelo de regressao logistica final foram mantidas as seguintes variaveis,
tratamento, estacdo do ano, categoria da receptora e fazenda, as demais foram
removidas por backward elimination baseando-se no critério de Wald para P > 0,20.
Como nao foram detectados efeitos das possiveis interagdes, elas também foram
retiradas do modelo final. A significaAncia estatistica foi estabelecida em P < 0,05, e
tendéncia estatistica em 0,05 < P <0,10.



24

IV - RESULTADOS

As variaveis laboratério, raca da receptora, raca do embrido, estadio de
desenvolvimento do embrido, estruturas do ovario e qualidade do CL néo
influenciaram e nem tendenram a influenciar (P = 0,1) as variaveis DG30, DG60 e
PGest (Tabela 01).
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Tabela 01 — Efeito do laboratério de PIVE, raca da receptora, raca do embrido, estadio
de desenvolvimento do embrido, estruturas do ovario e qualidade do CL na taxa de
concepcgao aos 30 e aos 60 dias e na perda de gestacdao, em receptoras de embrido

de varias categorias e em 11 fazendas distintas da regidao de Uberlandia — MG.

Taxa de Taxa de
. . Perda de
Grupos concepcao concepcao .
] ] gestacao
aos 30 dias aos 60 dias

1 45% (9/20) 45% (9/20) 0% (0/20)

Laboratorio 2 23% (3/13) 23% (3/13) 0% (0/13)
3 43% (547/1278) 40% (517/1278) 5% (30/547)
Raca da Corte 43% (493/1148)  40% (463/1148) 6% (30/493)
receptora Girolando 44% (61/139) 44% (61/139) 0% (0/139)

Nelore 21% (5/24) 21% (5/24) 0% (0/24)

BE 41% (13/32) 38% (12/32) 8% (1/13)

Estadio de BI 34% (33/97) 34% (33/97) 0% (0/33)

desenvolvimento BL 38% (87/230) 36% (82/230) 6% (5/87)

do embriao BN 43% (45/104) 39% (41/104) 9% (4/45)
BX 45% (381/848)  43% (361/848) 5% (20/381)
Gir 46% (215/530)  38% (203/530) 6% (12/215)
Raca do embrido  Girolando  43% (305/701)  29% (287/701) 6% (18/305)

Nelore 55% (36/65) 55% (36/65) 0% (0/65)

CL cavitario 44% (82/184) 42% (78/184) 5% (4/82)

Estrutura do
. CL 42% (436/1035) 40% (411/1035) 6% (25/436)
ovario

CL + FOL 44% (41/92) 43% (40/92) 2% (1/41)

1 41% (26/64) 41% (26/64) 0% (0/26)

Qualidade do CL 2 44% (203/457) 43% (197/457) 3% (6/203)
3 42% (830/790) 39% (806/790) 7% (24/330)
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A variavel tratamento afetou tanto DG30 (P = 0,03), quanto DG60 (P = 0,01).
Ja na PGest foi detectada apenas tendéncia de efeito do tratamento (P = 0,09) (Tabela

02). Foi detectada também tendéncia da categoria da receptora afetar DG30 (P = 0,06)
e DG60 (P = 0,06) (Tabela 03).

Tabela 02 — Efeito da aplicagdo de analogo de GnRH (Fertagyl®), no momento
da inovulacdo na TETF, na taxa de concepc¢ao aos 30 e aos 60 dias e na perda de
gestacao, em receptoras de embrido de varias categorias e em 11 fazendas distintas
da regiao de Uberlandia — MG.

Taxa de concepcao Taxa de concepcao

Grupos a0s 30 dias a0 60 dias Perda de gestacao
Controle 40% (247/624)A 37% (230/624)A 7% (17/247)C
Tratamento  45% (312/687)8 43% (299/687)8 4% (13/312)¢
Valor de P 0,03 0,01 0,09

*Letras distintas na mesma coluna representam diferenca estatistica significante entre
os dados (P < 0,05).
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Tabela 03 — Efeito da categoria da receptora de TETF na taxa de concepcgéo
aos 30 e aos 60 dias de gestacao, em 11 fazendas distintas da regidao de Uberlandia
- MG.

Taxa de concepcao Taxa de concepcao

Grupos aos 30 dias aos 60 dias
Novilhas 45% (274/607)A 41% (252/607)A
Paridas 40% (39/98)A 38% (37/98)A
Receptoras 40% (207/518)A 39% (201/518)A
Vacas lactacao 43% (30/69)A 43% (30/69)A
Vacas secas 47% (9/19)A 47% (9/19)A
Valor de P 0,06 0,06

*Letras distintas na mesma coluna representam diferenca estatistica significante entre
os dados (P < 0,05).
No verado foram avaliadas 373 TETF, no outono foram 248 avaliagdes, no

inverno e na primavera, 288 e 402 avaliacdes, respectivamente (Figura 01).



60% 7% 55% 55% =
0 (4]

55%
50% 47% 47%
42%

40% 37%
30%
20%
10%

0%

Verao Outono Inverno Primavera
Estacao da TE

=EDG30 =DG60

*Letras distintas representam diferenca estatistica significante entre os dados (P < 0,05).

Figura 01 — Média de taxa de concepcao aos 30 (P = 0,04) e aos 60 (P = 0,005)
dias de gestacdo de acordo com a estacdo do ano em que foram realizadas as

Taxa de concepcao

transferéncias de embrioes.

As fazendas em que as TETF foram realizadas tiveram efeito tanto sobre a taxa
de concepcéao aos 30 dias de gestacao (P < 0,0001) quanto sobre a taxa de concepg¢ao
aos 60 dias de gestacao (P < 0,0001). As médias de taxa de concepcgao aos 30 dias

e aos 60 dias de gestacéo estao representadas na Figura 02.
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70% 67% 64% 64%
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45%
39% 38%
0%
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*Letras distintas representam diferenca estatistica significante entre os dados (P < 0,05).

Figura 02 — Média de taxa de concepgao aos 30 (P < 0,0001) e aos 60 (P <

Taxa de concepcao
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0,0001) dias de gestacao de acordo com as fazendas em que foram realizadas as

transferéncias de embrioes.
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V — DISCUSSAO

O tratamento aumentou a taxa de concepcao aos 30 (P = 0,03) e aos 60 dias
(P =0,01) e tendeu a diminuir (P = 0,09) a perda de gestacao. Animais que receberam
analogo de GnRH (Fertagyl®), no dia da TETF, tiveram 5,8% e 6,6% a mais de taxa
de concepcao aos 30 e aos 60 dias de gestacao, respectivamente. Além disso, fémeas
que receberam o tratamento tiveram 2,7% a menos de perda de gestacdo do que as

gue nao receberam.

MACHADO et al. (2006) descreveram que a administracdo de GnRH e seus
analogos, entre o dia 4 e 7 apds o cio, estimulam a liberacdo de gonadotrofinas
endogenas e, como efeito indireto, provocam a luteinizacéo de foliculos dominantes e
como consequéncia tem-se 0 aumento da producao de P4. O incremento na producao
de P4 é capaz de aumentar a taxa de crescimento embrionario e, assim aumentar sua
capacidade de produzir interferon-tau. Dessa forma, fémeas com concentracao de P4
maiores, favorecem o bloqueio da lutedlise e a reduzem a mortalidade embrionaria
precoce (GEISERT et al., 1988). MARQUES (2002) demonstrou que receptoras que
receberam GnRH no dia da TETF (7 dias apds o cio), tiveram taxa de concepgao

maiores.

Em contrapartida aos resultados obtidos e aos trabalhos acima citados,
BINELLI et al. (2001); MACHADO (2005); MARQUES (2002), relataram que o uso de
GnRH como agente luteotrofico apesar de aumentar a concentracdo de P4 nem
sempre esta associado a um incremento na taxa de concepgcdo. VASCONCELOS et.
al. (2014) nao observaram diferenca entre as taxas de concepcao aos 30 e aos 60
dias de fémeas tratadas ou nado tratadas com analogo de GnRH no dia da TETF.
MONTEIRO et. al. (2015), relataram ainda que receptoras suplementadas com P4
(com um dispositivo intravaginal de progesterona 4 dias antes da inovulacdo do
embrido e retirada 10 dias depois ou no dia da inovulacdo), tiveram incremento nas
concentracdes de P4 mas reduziram a taxa de prenhez por transferéncia de embriao
(P/TE).
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As variaveis fazenda e estacdo da TETF também influenciaram a taxa de
concepgdo aos 30 e aos 60 dias. A diferenga, entre a maior e a menor taxa de
concepcgao aos 30 e aos 60 dias, foi de 34% e 36%, respectivamente. Verao e inverno
foram as estacdes com melhores resultados de taxas de concepcéao. Primavera foi a
pior e o outono foi estatisticamente semelhante tanto a verdo e inverno, quanto a

primavera.

A interferéncia da variavel fazenda pode ser consequéncia de diversos fatores
individuais de cada propriedade, como por exemplo, o conforto térmico oferecido as
receptoras e o histérico reprodutivo delas. FERRAZ et. al. (2016) demonstraram que
todas as receptoras de embrido, tanto novilhas como vacas paridas, sofrem
interferéncia do estresse térmico na taxa de concepcao. Novilhas sobre THI (indice
de temperatura e umidade) abaixo de 80 tiveram taxa de concepc¢ao de 43,9%, contra
37% das fémeas sobre THI igual ou acima de 80. Ja nas paridas, o efeito negativo do
estresse térmico na taxa de concepcao foi evidente em niveis de THI mais baixos, ou
seja, vacas sao mais sensiveis as variacoes de temperatura e umidade, quando
comparadas as novilhas. Vacas com THI abaixo de 72 tiveram taxa de concepcéao de
36,8%, enquanto que as que estavam sobre THI acima de 72 e abaixo de 80, tiveram
taxa de 32,5%. E as sobre THI igual ou maior que 80, foram semelhantes as com THI
acima de 72, apresentaram taxa de concepcéao de 31,7%.

Com relagédo ao histérico reprodutivo, FERRAZ et al. (2016), relataram que
receptoras que tiveram metrite no pés-parto, apresentaram taxa de concepgao menor
quando comparadas com vacas que nao tiveram, assim como, receptoras que tiveram
parto distécico apresentaram taxa de concepcéo inferior do que e as que tiveram parto
normal. Apesar de que no presente estudo ndo foram avaliados os histéricos
reprodutivos das fémeas utilizadas como receptoras, nao se pode descartar o fato de
que animais eram de diferentes propriedades, e submetidos a manejos diferentes
(vacinas, desafios sanitarios e nutricdo) e em consequéncia disso podem apresentar
diferentes histéricos. Além disso, algumas fazendas usaram mais novilhas e outras
mais vacas, e isso pode ter sido também uma das causas da discrepancia dos
resultados encontrados entre as propriedades.
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A categoria das receptoras tendeu a influenciar a taxa de concepc¢ao aos 30 e
60 dias (P = 0,06). As diferencas encontradas também haviam sido detectadas por
McMILLAN (1998). Ele avaliou a influéncia da receptora na taxa de concepc¢ao até os
60 dias de gestacao e concluiu que o ambiente uterino é o fator de interferéncia
dominante no desenvolvimento embrionario precoce, pois o ambiente favoravel
proporciona melhores condi¢cées para a implantagdo e para o crescimento embrionario
inicial. Uma das diferengas do meio uterino, entre vacas e novilhas, é a concentracao
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), importante para o
desenvolvimento do embrido. Novilhas no momento do estro e no inicio da fase lutea
possuem altas concentracbes de IGF-l, ja as vacas tém menor concentracao
circulante de IGF-1 (SWANGCHAN-UTHAI et al., 2011).

Era esperado que as variaveis estacdo do ano em que a TETF foi realizada e
fazenda influenciassem as taxas de concepcao nos diagnésticos de 30 e 60 dias. Com
relacdo ao tratamento, ndo foi possivel ter expectativas sobre o resultado, pois como
ja demonstrado acima, existe muita inconsisténcia. Certamente as divergéncias de
resultados se devem as diferentes realidades em que os estudos foram realizados e
aos diferentes analogos de GnRH utilizados.

A diversidade das amostragens do atual estudo aumenta a confiabilidade dos
resultados e nas circunstancias em que este foi desenvolvido, foi possivel comprovar
que, independentemente da fazenda, da estacdo da TETF, da categoria da receptora,
da raca da receptora, da raca do embrido, do laboratério, do estadio do embrido, da
qualidade do CL da receptora e das estruturas do ovario da receptora, a aplicacado de
1 ml de gonadorelina (Fertagyl®), no momento da inovulagdo da TETF, incrementa,
em média, 5,8% a taxa de concepcao aos 30 dias (P = 0,03) e 6,6% a taxa de

concepcgao aos 60 dias (P = 0,01).
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VI - CONCLUSOES

Conclui-se que a aplicagao de gonadorelina (analogo de GnRH) no momento
da inovulagdo em tempo fixo de embrides bovinos produzidos in vitro aumenta a taxa
de concepcao no diagnéstico de gestacao aos 30 e aos 60 dias, e tende a reduzir a
taxa de perda gestacional (PGest). A estacado do ano e a fazenda em que as TETF
foram realizadas influenciaram na taxa de concepgao aos 30 dias aos 60 dias.
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