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RESUMO

Avaliaram-se resultados de 1100 transferéncias de embrides, realizadas de novembro de 2008 a fevereiro
de 2009, em um programa comercial de producdo de embrides. Foram utilizados embrides Y%
Holandés/Gir (n=139) e ¥ Holandés/Gir (n=961) de qualidade um e oitavo dia (D8) para transferéncia a
fresco. As receptoras foram novilhas %2 Nelore/Simental, sincronizadas, usando-se o protocolo: dia zero
(DO0) — introducéo do dispositivo intravaginal com 1g de progesterona + 2mg de benzoato de estradiol
(BE); dia 5 (D5) — aplicacdo de 150ug de D-cloprostenol (PGF,,) + 400Ul de gonadotrofina coridnica
equina (eCG); dia 8 (D8) — remocdo do dispositivo intravaginal; e dia 9 (D9) — aplicacdo de 1mg de BE.
Foram analisados os efeitos do grupo genético, o estagio de desenvolvimento e o tempo de cultivo do
embrido, o lado do corpo lateo (CL), o touro, o nimero de inovulagfes prévias realizadas em cada
receptora e a sequéncia de horas de servico gastas para realizar as inovulagdes sobre as taxas de prenhez e
de perda da gestagdo. Apenas o tempo de cultivo do embrido influenciou a taxa de prenhez. Conclui-se
que, ao utilizar embrides de excelente qualidade, um grande nimero de transferéncias de embrides pode
ser executado por dia, sem comprometer a viabilidade da técnica de transferéncia.
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ABSTRACT

We evaluated the results from 1100 embryo transfers performed from November 2008 to February 2009
by a commercial embryo transfer company. % Holstein/Gir (n = 139) or % Holstein/Gir (n= 961)
embryos in a grade of 1 and the eighth day (D8) for fresh transfer were used. The heifer recipients were
% Nelore/Simmental, synchronized using the following protocol: Day zero (DO) - intravaginal device with
1g of progesterone + 2mg of estradiol benzoate (EB); Day five (D5) - application of 150ug of D-
Cloprostenol (PGF,,) + 400Ul of equine chorionic gonadotropin (eCG); Day eight (D8) - progesterone
device removal and Day nine (D9) - application of 1mg of EB. The effects of genetic group, embryo’s
stage of development and cultivation time, side of the corpus luteum (CL), bull, number of previous
transfers in each recipient and sequence of hours spent with transfer on the pregnancy rate and loss of
gestation were analyzed. Only the embryo’s cultivation time influenced the pregnancy rate. It is
concluded that if using high quality embryos, a larger number of embryo transfers can be executed per
day without compromising the viability of technology transfer.
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INTRODUCAO

O aprimoramento e a crescente aplicagdo das
biotecnologias ligadas a reprodugdo animal,
como a transferéncia de embrides (TE) e a
fertilizagdo in vitro (FIV), contribuem para o
aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos
bovinos. A producdo de embrides in vitro (PIV)
consiste na manipulacdo dos gametas, em que 0s
processos fisioldgicos que acontecem
naturalmente na fémea sdo reproduzidos em
condices laboratoriais.

A principal vantagem da PIV é o aumento
significativo no nimero de crias produzidas por
fémea. Segundo Palhano (2008), é possivel
produzir cerca de 50 gestagfes por ano para
cada doadora, sendo que fisiologicamente,
nesse mesmo periodo, s6 seria possivel obter
um produto. Entre outras, destacam-se o0
aproveitamento de fémeas com patologias do
trato reprodutivo que as impecam de reproduzir
naturalmente, de animais senis, pré-puberes e
gestantes, o melhoramento genético acelerado
pela utilizagdo de gametas de animais superiores
e a facilidade de importagdo e exportacdo
do material genético. A PIV para fins de
pesquisa € importante para elucidar o0s
fendmenos fisioldgicos nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario.

A utilizacdo da PIV em larga escala nos rebanhos
comerciais € restrita devido ao alto custo
operacional, ao tempo requerido na rotina de
producdo e a variacdo dos resultados obtidos
pelos laboratérios; além disso, 0 monitoramento
das doadoras, das receptoras e dos embrides deve
ser rigoroso para garantir a eficiéncia da técnica.
Outros fatores, como as perdas embrionérias,
precoces ou tardias, e 0 nascimento de conceptos
relativamente grandes, devem ser considerados,
pois representam riscos a rentabilidade da
técnica.

A taxa de sobrevivéncia embriondria apos a
inovulagdo pode ser influenciada por fatores
como anormalidades cromossémicas, efeito da
doadora, idade e qualidade dos embrides
inovulados, método e local da transferéncia,
sincronia doadora-receptora, estado nutricional e
concentragdo  sérica de progesterona na
receptora, bem como estresse caldrico (Hansen e
Ealy, 1991).
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Este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar os efeitos do grupo genético, o estagio de
desenvolvimento e o tempo de cultivo do
embrido, o lado do corpo ldteo (CL), o touro, o
nimero de inovulagbes prévias realizadas em
cada receptora e a sequéncia de horas de servico
gastas para realizar as inovulagdes sobre as taxas
de prenhez e de perda de gestacdo em receptoras
de embrides bovinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma fazenda
comercial, localizada na BR-452, entre o0s
municipios de Uberlandia e Tupaciguara, MG, de
novembro de 2008 a fevereiro de 2009. Foram
utilizadas como receptoras 940 novilhas %
Nelore/Simental e como doadoras 67 fémeas das
racas Gir e % Holandés/Gir.

Os ovécitos das doadoras foram coletados
utilizando-se a técnica de aspiragdo folicular
guiada por ultrassonografia, com intervalo de 15
dias. O numero de ovocitos a ser aspirado em
cada etapa foi calculado de acordo com 0 nimero
de receptoras disponiveis, considerando-se o
percentual de 33% de embriGes produzidos a
partir do total de ovécitos coletados. Apds a
coleta, os ovécitos foram classificados quanto a
qualidade em graus um e dois (Leibfried e First,
1979). Os processos laboratoriais de maturagéo,
fertilizacdo e cultivo até a fase de blastocisto,
com duracdo aproximada de nove dias, foram
realizados por uma empresa terceirizada. No
processo de fecundacéo in vitro foram utilizadas
doses de sémen sexado para fémea de sete touros
provados, todos da raca Holandesa, porém
provenientes de centrais diferentes.

Para selecdo das receptoras, foi realizada uma
avaliacdo visual do estado geral dos animais,
considerando-se escore de condicdo corporal,
presenca de ectoparasitos, entre outros. As
novilhas selecionadas foram submetidas a
exames ginecoldgico e sanitarios para brucelose
— com antigeno acidificado tamponado (AAT) —
e para tuberculose — teste da prega caudal.

O protocolo de sincronizacdo do estro nas
receptoras (Fig.1) iniciou-se no dia zero (DO),
com a insercdo do dispositivo intravaginal
com 1g de progesterona (P4, Primer, Tecnopec®)
e aplicacdo intramuscular de 2mg (2mL)
de benzoato de estradiol (BE, Estrogin,
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Farmavet®). No quinto dia (D5), foi feita uma
aplicacdo intramuscular de 150pg (2mL) de D-
cloprostenol, um andlogo sintético da
prostaglandina F», (PGF,, Preloban, Intervet®),
juntamente a 400Ul (2mL) de gonadotrofina

coridnica equina (eCG, Folligon, Intervet®). No
oitavo dia (D8), o dispositivo de progesterona foi
retirado, e no nono dia (D9) foi feita outra
aplicacdo intramuscular de 1mg (1mL) de
benzoato de estradiol.

DIO I:iE DIB DIS‘ DI1 0 DI'I 7
PRIMER+BE PGF2a Retira BE Cio TE
+al3 PRINMER

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo das receptoras de embrido.

No 17° dia (D17), as receptoras tiveram seus
ovarios avaliados por ultrassonografia para
determinar a presenca do CL e o lado da
ovulacdo. Aquelas que apresentaram um ou mais
corpos liteos estavam aptas para receberem 0s
embrides, as que ndo possuiam CL, portanto ndo
responderam ao protocolo, eram descartadas. A
inovulagdo foi realizada no D17, totalizando, ao
final do experimento, 1100 inovulacGes.

Cada receptora antes da inovulagdo foi
anestesiada com 4mL de cloridrato de lidocaina
2%, via epidural baixa, e a vulva foi higienizada
com 4gua corrente e papel-toalha. A camisa
sanitaria plastica foi usada para prevenir a
contaminagdo uterina e removida quando o
inovulador alcangava o primeiro anel cervical. O
inovulador, com a bainha e a palheta contendo o
embrido, era levado a porcdo cranial do corno
ipsilateral ao CL, onde o embrido foi depositado,
tendo a palpacdo retal como ferramenta de
orientacéo.

O diagnostico de gestacdo foi feito 28 dias apos a
data da inovulacdo — 35 dias ap6s a FIV —, e a
sexagem fetal foi determinada pela localizagdo
do tubérculo genital aos 55 dias de gestagdo,
ambos utilizando o aparelho de ultrassonografia
Aloka® SSD-500. As vacas que foram
confirmadas gestantes no diagndstico de
gestacdo, mas que estavam vazias no dia da
sexagem, foram consideradas como tendo perda
gestacional.

Os dados foram obtidos por meio de anotagdes
em fichas padronizadas que continham
informagdes como numero da receptora, nimero
total de transferéncias realizadas em cada
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receptora, nome e raca da doadora, nome do
touro, data da inovulacdo, sequéncia da
inovulagdo em cada dia de servigo, qualidade e
estagio de desenvolvimento do embrido no dia da
inovulagdo, lado do CL da receptora, data do
diagndstico de gestacdo, data da sexagem e sexo
do embrido, perda de gestacdo, data de
confirmagdo da gestacdo e data da entrega das
receptoras.

As variaveis taxas de prenhez e de perda de
gestacdo das receptoras foram analisadas por
regressdo logistica, utilizando-se o programa
SAS (Statistical..., 1988). Foram incluidas no
modelo as variaveis: grupo genético, estagio de
desenvolvimento e tempo de cultivo dos
embrides, lado do corpo lGteo, touro, nimero de
inovulagdes prévias realizadas em cada receptora
e sequéncia de horas de servigo gastas para
realizar as inovulacOes. Para todas as analises, a
significancia foi considerada quando P < 0,05 e a
tendéncia de efeito quando 0,05 <P <0,10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 1100 transferéncias de embrides realizadas,
636 receptoras foram diagnosticadas gestantes
aos 35 dias (57,8%), e destas, 574 receptoras
foram confirmadas gestantes aos 55 dias
(52,1%), resultando em 62 perdas de gestacdo
(9,75%). Essa perda gestacional é semelhante aos
valores encontrados por Galli et al. (2001), os
quais afirmaram que, uma vez estabelecida a
gestacdo, as perdas durante o primeiro trimestre
podem chegar de 10 a 12%.

Estudos que avaliaram mortalidade embrionaria
em bovinos entre os dias 25-28 e 42, com auxilio
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de ultrassonografia transretal, e mortalidade fetal
precoce entre os dias 42 e 60-70, observaram
resultados muito distintos, que, em geral,
estavam associados a raca, idade, lactagdo, ou
procedéncia dos embribes (Sartori e Dode,
2008).

A taxa de prenhez encontrada neste experimento
foi mais alta que a descrita por Nonato Jr. et al.
(2004), os quais obtiveram taxa de prenhez de
36,5% em um experimento com 849 receptoras.
No entanto, alguns autores, como Niemann et al.
(2002) e Rheingantz (2000), citaram indices de
até 50% de prenhez, semelhante ao valor
encontrado neste experimento.

N&do foi detectado efeito do grupo genético do
embrido nas taxas de prenhez e de perda de
gestacdo (Tab. 1). As doadoras eram Gir puras
ou % Holandés/Gir e o0s ovocitos foram
fecundados com sémen de touros da raca
Holandesa. Com esse cruzamento, os embrifes
produzidos eram Y2 Holandés/Gir ou ¥ Holandés
Y, Gir. Essa variavel ndo teve efeito sobre as
taxas de prenhez e de perda de gestacdo.
Segundo Gongcalves et al. (2008), essa variacao €
muito maior entre individuos — touro e doadora —
, assim como a interacdo entre eles, do que na
variacdo racial.

Tabela 1. Taxas de prenhez e de perda de gestagdo com relacdo ao grupo genético do embrido utilizado

em programa comercial de transferéncia de embribes

Grupo genético

do embrido % (n)

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacdo
% (n)

% Holandés/Gir
¥ Holandés/Gir

Valor P 0,418

62,6 (87/139)
57,0 (549/961)

13,8 (12/87)
9,1 (50/549)
0,120

O lado do CL néo interferiu nas taxas de prenhez
e de perda de gestagdo (Tab. 2). Mello (2004)
encontrou taxas de prenhez equivalentes para

receptoras que apresentavam CL do lado direito
ou esquerdo, confirmando os dados obtidos neste
experimento.

Tabela 2. Taxas de prenhez e de perda de gestagdo com relagdo ao lado do corpo liteo da receptora
utilizadas em programa comercial de transferéncia de embrifes

Lado do corpo lGteo

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacéo

% (n) % (n)
Direito 58,9 (415/704) 10,8 (45/415)
Esquerdo 55,4 (219/396) 7,8 (17/219)
Valor P 0,178 0,252

Para analisar o estagio de desenvolvimento
embrionario, os embrides foram classificados em
embrides jovens, que sdo as morulas e o0s
blastocistos iniciais, embries intermediarios,
que sdo o0s blastocistos e o0s blastocistos
expandidos, e embrides adiantados, j& nas fases
de blastocisto em eclosdo ou eclodidos. Néo foi
detectado efeito do grau de desenvolvimento do

embrido nas taxas de prenhez e de perda
gestacional (Tab. 3).

Untem et al. (2009) encontraram taxas de
prenhez mais baixas para blastocistos iniciais
(6,2%), porém a taxa de prenhez total foi mais
baixa (29,3%) e o numero de transferéncias
realizadas também foi menor.

Tabela 3. Taxas de prenhez e de perda de gestacdo com relacdo ao estdgio de desenvolvimento dos
embrides utilizados em programa comercial de transferéncia de embrides

Estéagio de desenvolvimento

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacéo

do embrido % (n) % (n)
Mérula/blastocisto inicial 50,6 (89/176) 11,2 (10/89)
Blastocisto/blastocisto expandido 59,3(537/906) 9,5 (51/537)
Blastocisto eclodido 47,1 (8/17) 12,5 (1/8)
Valor P 0,109 0,455
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Com relacdo a variavel tempo de cultivo do
embrido, neste experimento foram utilizados
embrides D7, que levaram sete dias no
laboratorio para completar o desenvolvimento, e
embriBes atrasados, os chamados D8, que s&o
embrides que demoraram um dia a mais para
sofrer maturacdo e atingir o estagio de
blastocisto apenas no oitavo dia de cultivo. Foi
detectado efeito dessa varidvel na taxa de
prenhez (P<0,0001) e a tendéncia dos embrides
tardios resultarem em maior percentual de perda
(P=0,094) (Tab. 4).

Resultados parecidos foram descritos no trabalho
conduzido por Andreoti et al. (2009), que
encontraram 42,99% de prenhez para embrides
com desenvolvimento normal e 32,63% para 0s
embrides D8, em um total de 670 embrides
transferidos, indicando que a taxa de prenhez
esperada para embrides tardios é inferior aquela
observada nos embriGes que apresentaram
desenvolvimento normal.

Tabela 4. Taxas de prenhez e de perda de gestagdo com relacdo ao tempo de cultivo dos embribes
utilizados em programa comercial de transferéncia de embrides

Tempo de cultivo

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacao

do embrido % (n) % (n)
Embrides de sete dias (D7) 59,2 (577/975) 8,6 (50/577)
Embrides de oito dias (D8) 45,6 (57/125) 21,0 (12/57)

Valor P <0,0001 0,094

N&o foi detectado efeito dos diferentes touros
usados no experimento nas taxas de prenhez e de
perda de gestacdo (Tab. 5). Um estudo parecido
foi realizado ao se comparar o percentual de
prenhez em 96702 receptoras utilizando-se

sémen de 20 touros diferentes, porém, neste
estudo, foram encontradas diferengas nas taxas
de prenhez, que variaram de 18 a 42%, com um
minimo de 609 receptoras para cada touro
(Accorsi et al., 2005).

Tabela 5. Taxas de prenhez e de perda embrionaria com relagcdo ao reprodutor utilizado para FIV em

programa comercial de transferéncia de embri6es

Touro

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacéo

% (n) % (n)
Touro 1 54,7 (116/212) 6,9 (8/116)
Touro 2 61,0 (94/154) 5,3 (5/94)
Touro 3 58,7 (148/252) 12,8 (19/148)

Touro 4 59,8 (177/297) 13,6 (24/177)

Touro 5 52,5 (21/40) 0 (0/21)

Touro 6 54,0 (67/124) 9,0 (6/67)
Touro 7 52,4 (11/21) 0 (0/11)
Valor P 0,963 0,437

As taxas de prenhez e de perda de gestacdo
foram analisadas com relacdo ao numero de
inovulagbes realizadas em cada receptora.
Aquelas que falhavam em emprenhar eram
novamente sincronizadas para evitar o descarte
excessivo de receptoras. Foram avaliadas
receptoras que participaram do programa pela
primeira, segunda, terceira e quarta ou mais
vezes. Nao houve efeito do nimero de
inovulagOes prévias das receptoras nas taxas de
prenhez e de perda gestacional (Tab. 6).
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Resultados semelhantes foram encontrados por
Amaral et al. (2004), que também ndo
encontraram diferengas na taxa de prenhez para
receptoras utilizadas uma, duas ou trés vezes.
Essa variavel é de importancia considerével, pois
indica a viabilidade de manter uma novilha
receptora no programa de transferéncia por, pelo
menos, quatro inovulagdes.
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Tabela 6. Taxas de prenhez e de perda embrionaria com relacdo ao nimero de inovulagBes prévias
realizadas nas receptoras de programa comercial de transferéncia de embriGes

Nimero de Taxa de prenhez Taxa de perda de gestacéo
inovulacdes prévias % (n) % (n)

1 56,6 (322/569) 10,9 (35/322)

2 61,9 (180/292) 10,0 (18/180)

3 55,5 (61/110) 9,8 (6/61)

>4 55,0 (71/129) 4,2 (3/71)

Valor P 0,615 0,322

A Ultima variavel avaliada foi horas de servico.
Para fazer esse célculo, foi considerada a média
de 20 inovulacdes por hora de servico e 0s
animais foram divididos em quatro grupos. No
primeiro grupo estdo as primeiras 20 receptoras
que foram inovuladas no dia. No segundo grupo
estdo as receptoras da 212 até a 402 inovulacdo do
dia. No terceiro grupo foram colocadas as
novilhas que receberam da 412 a 602 inovulacéo
do dia de servico, e no quarto grupo foram
colocadas todas as novilhas a partir da 61°

transferéncia do dia até a ultima. O nimero de
inovulagdes variou de 20 a 120 por dia.

O ndmero de horas de servi¢o ndo influenciou as
taxas de prenhez e de perda gestacional, o que
indica que é possivel realizar vérias inovulagdes
em um mesmo dia sem comprometer as taxas de
prenhez e de perda de gestagdo, desde que as
inovulagdes sejam realizadas por um profissional
treinado (Tab. 7). Na literatura ndo foram
encontrados dados semelhantes.

Tabela 7. Taxas de prenhez e de perda embrionéria com relacdo a sequéncia de horas de servigo em

programa comercial de transferéncia de embrides

Sequéncia das horas

Taxa de prenhez

Taxa de perda de gestacéo

de servico* % (n) % (n)
Primeira 61,6 (130/212) 10,8 (14/130)
Segunda 52,2 (94/180) 9,6 (9/94)
Terceira 61,0 (86/141) 8,1 (7/86)
>Quarta 57,1 (324/567) 9,9 (32/324)
Valor P 0,120 0,252

* Considerando 20 inovulagdes por hora.
CONCLUSOES

As variaveis grupo genético do embrido, lado do
corpo luteo, estdgio de desenvolvimento do
embrido, touro, nimero de inovulagdes prévias
da receptora e sequéncia das horas de servico
gastas para realizar as inovulagBes néo
interferiram nas taxas de prenhez e de perda de
gestacdo; apenas o tempo de cultivo do embrido
influenciou a taxa de prenhez.
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