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AMBROZINI, Bruno. Taxas de concepcdao e perda gestacional de novilhas e vacas
Girolando apés transferéncia em tempo fixo de embrides frescos ou vitrificados.
2020. 49p. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar as taxas de concepc¢ao e perda gestacional
de fémeas bovinas da raca Girolando (1/2 Gir x 1/2 Holandés) submetidas a processo
de transferéncia de embridao em tempo fixo (TETF), considerando a categoria animal
e a vitrificagdo do embrido. Foram analisadas 4.987 transferéncias de embrido (TE),
totalizando 1.780 inovulagcdes em vacas e 3.207 em novilhas Girolando de um
programa de producao de embrides em larga escala. Os dados foram divididos de
acordo com a categoria animal (novilha ou vaca) e o embrido (fresco ou vitrificado)
transferido. Os parametros avaliados foram: taxa de concepcéao (30 dias de gestacao)
e perda gestacional (dos 30 dias ao parto). Os animais foram submetidos a protocolo
de TETF de trés manejos, com aplicacao IM de benzoato de estradiol (BE) e inser¢cao
de dispositivo intravaginal de progesterona (P4) em dias aleatérios do ciclo estral,
denominando dia zero (D0). No nono dia (D9), retirou-se o dispositivo de progesterona
e aplicou-se (IM) cloprostenol sédico (PGF2a), gonadotrofina coribnica equina (eCG)
e cipionato de estradiol (CE). No décimo oitavo dia, foi realizada a TETF e, 23 dias
depois (D41), foi realizado o diagnéstico de gestacdo por ultrassonografia. Os
parametros avaliados foram: taxa de concepc¢édo (30 dias de gestacdo) e perda
gestacional (dos 30 dias ao parto). Os dados foram analisados pelo modelo de
Regressdo Logistica Mdltipla (p < 0,05), considerando os efeitos dos anos, da
categoria animal e do embrido transferido. O ECC néo foi considerado para as
analises. A andlise foi realizada utilizando o programa estatistico SigmaStat 4.0. As
novilhas apresentaram maior taxa de concepcéao (56,56%; p = 0,01) e menor taxa de
perda gestacional (27,18%; p = 0,011) comparado as vacas (40,62%; 40,94%). Nao
houve efeito do embrido transferido sobre as taxas de concepc¢ao (p = 0,0955) e perda
gestacional (p = 0,676) das fémeas. Da mesma forma, 0os anos em que as
transferéncias foram realizadas néo tiveram efeito sobre as taxas de concepcéao (p =
0,93) e perda gestacional (p = 0,092) das receptoras. Portanto, novilhas Girolando
submetidas a protocolo de transferéncia de embrido em tempo fixo apresentaram
maior taxa de concepg¢ao e menor perda gestacional, tanto com embrido fresco quanto
vitrificado, em relacdo as vacas, e ndo houve diferenca na taxa de concepc¢éo e perda
gestacional das receptoras apos transferéncia com embrides frescos ou vitrificados.

Palavras-chave: vitrificacdo; categoria animal; concepcao; perda gestacional; TETF.



AMBROZINI, Bruno. Conception rates and pregnancy loss of Holstein-Gir heifers
and cows following fixed timed embryo transfer with fresh or vitrified embryos.
2020. 49p. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the conception and pregnancy loss rates
of crossbred Holstein-Gir (1/2 Gir x 1/2 Holstein) bovine females submitted to fixed-
time embryo transfer (FTET), considering the animal category and vitrification process.
It were analyzed 4,987 embryo transfers (ET), on a total of 1,780 embryo transfers in
Holstein-Gir cows and 3,207 in heifers. Data were divided according to the animal
category (heifer or cow) and embryo (fresh or vitrified) transferred. The parameters
evaluated were: conception rate (30 days of gestation) and gestational loss (from 30
days to delivery). The animals were submitted to a three-way TETF protocol, with IM
application of estradiol benzoate (BE) and insertion of an intravaginal progesterone
device (P4) on random days of the estrous cycle (D0). On D9, the progesterone device
was removed and sodium cloprostenol (PGF2a), equine chorionic gonadotrophin
(eCG) and estradiol cypionate (CE) were applied (IM). On the eighteenth day, ETFT
was performed and, 23 days later (D41), the diagnosis of pregnancy by
ultrasonography was performed. Data were analyzed using the model Multiple Logistic
Regression (p < 0.05), considering the effects of the years, the animal category and
the transferred embryo. The ECC was not considered. The analysis was performed
using the statistical program SigmaStat 4.0. Heifers had higher conception rates
(56.56%; p = 0.01) and lower rates of gestational loss (27.18%; p = 0.011) compared
to cows (40.62% and 40.94%). There was no effect of the transferred embryo on
conception rates (p = 0.0955) and gestational loss (p = 0.676) of females. The years
in which embryos were transferred also did not influenced rates of conception (p =
0.93) and pregnancy loss (p = 0.092) of recipients. Therefore, Holstein-Gir heifers
submitted to a fixed-time embryo transfer protocol had higher conception rates and
lower gestational loss compared to cows, both with fresh and vitrified embryo, and
there was no difference in the conception rates and gestational loss among recipients
following embryo transfer protocol using fresh or vitrified embryos.

Keywords: vitrification; animal category; conception; pregnancy loss; FTET.
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1 INTRODUGAO

Apesar do Brasil possuir o maior rebanho comercial do mundo,
apresenta-se em quarto lugar no ranking de produco leiteira, abaixo da China, india
e EUA (FAOSTAT, 2017), o que traduz a baixa produtividade nacional, com producéao
de cerca de 30 bilhdes de litros por ano, com um plantel de 11,5 milhGes de cabecas
ordenhadas (IBGE, 2017). Parte dos animais destinados a produc¢éo de leite, no Brasil,
sdo da raca Holandesa, entretanto, muitos ndo conseguem expressar todo seu
potencial, produtivo e reprodutivo, devido a falta de adaptabilidade as condicbes
climaticas brasileiras. Uma alternativa seria 0 cruzamento com animais Bos taurus
indicus, por sua resisténcia e rusticidade, originando animais, como 0s da raca

Girolando, que sdo melhor adaptados as regifes tropicais (MCMANUS et al., 2008).

S&o varias as caracteristicas interessantes da raca Girolando: boa
producao leiteira, primeiro parto precoce, longevidade para producéo leiteira, baixo
intervalo entre partos (IEP) e boa adaptacdo aos programas reprodutivos
(GIROLANDO, 2017). O intuito de estabelecer esse cruzamento com ganho de
heterose vai além da adaptacédo ao clima tropical, mas melhorar os indices brasileiros
de produtividade, usando o cruzamento de gado zebuino bem adaptado ao clima

brasileiro com animais taurinos de grande produtividade (PEREIRA, 2008).

Visando aumentar a producdo leiteira e melhorar os indices
reprodutivos do rebanho, pode-se fazer o investimento em genética superior e
biotécnica reprodutiva que possibilite a insercdo destes alelos no rebanho. Uma das
ferramentas que otimiza o ganho genético do plantel é a transferéncia de embrides
(TE; PELLEGRINO et al., 2016). Porém, sdo varios os fatores que podem afetar os
parametros reprodutivos dos embrifes bovinos, como a categoria animal da receptora
(HASLER, 2001), qualidade do embrido, corpo luteo, sincronismo com a doadora
(ANDRADE et al., 2012) e a concentracao seérica de progesterona (P4) no dia da
transferéncia (REMSEN; ROUSSEL; KARIHALOO, 1982).

Como comentado anteriormente, a qualidade do embrido é um
importante fator para o sucesso da técnica (GALIMBERT et al.,, 2001). Apods
transferéncia de embrides frescos e criopreservados em receptoras cruzadas Bos

taurus indicus x Bos taurus taurus, a taxa de prenhez foi maior nas receptoras que
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receberam embrides frescos (PERES, 2014). Hasler (2001) encontrou taxa de
prenhez 10 a 13 pontos percentuais maior em receptoras Holandesas que receberam
embrides frescos. Essa diferenca deve-se ao fato que os embrides sofrem danos
severos no processo de criopreservacao, resultando em menor qualidade embrionaria
e, consequentemente, piores indices reprodutivos (VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

A categoria animal também influencia nos indices reprodutivos,
principalmente para animais leiteiros, as novilhas apresentam resultados melhores do
que vacas quando submetidas ao processo de TE (LOONEY et al., 2006). Vacas
apresentam oocitos de qualidade inferior, menores niveis de esteroides foliculares
(ROTH; INBAR; ARAV, 2008), aumento de metabolismo e redugédo na concentragao
de estrégeno e progesterona (LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004), fluido folicular
com aumento de &cidos graxos saturados (fator negativo em relacdo a maturacao
oocitéaria; BENDER et al., 2010), bem como ambiente do oviduto menos favoravel ao
desenvolvimento embrionario, quando comparada ao da novilha (SWANGCHAN-
UTHAI et al., 2011). Além disso, animais em lactacdo encontram-se em balanco
energético negativo durante o pico de lactacdo, periodo em que sera desafiada a ficar
gestante (BEN; SANTOS, 2009).

Os dados na literatura referente a taxa de sucesso na transferéncia
de embrido em tempo fixo séo divergentes. Al-Katanani et al. (2002), utilizando vacas
Holandesas, relataram taxa de concepcao de 19% com embrides frescos e 6,5% com
embrides vitrificados, enquanto no estudo retrospectivo de Rodrigues et al. (2007) com
vacas Holandesas repetidoras de estro, a taxa de concepcao foi de 41,7%. Entretanto,
nao existem trabalhos que avaliem o resultado de um programa de TETF utilizando
receptoras Girolando de alta producao leiteira e embribes frescos ou vitrificados
produzidos in vitro em um programa em larga escala. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da categoria animal (novilha ou vaca) e da vitrificacao
do embrido sobre as taxas de concepcao e perda gestacional de fémeas Girolando de
alta producéo leiteira submetidas a protocolo de transferéncia de embrido em tempo

fixo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO LEITEIRA

A producgéo de leite no Brasil apresenta grande importancia para o
agronegocio nacional, sendo considerada uma das cadeias produtivas mais
complexas, englobando desde o manejo dos animais até a comercializacdo do
produto final ao consumidor (MARTINS, 2005). Este segmento contribui
consideravelmente para a economia brasileira; somente a comercializagdo de
insumos relacionados a esta atividade inclui: sémen, racfes, volumosos, produtos
veterinarios, defensivos agricolas, equipamentos de ordenha e de refrigeracao
(LOPES; CAMPOS; ROMEU, 2006).

Pode-se dizer que esta atividade esta presente em todo o pais,
segundo o IBGE (2017), 99% (5.570/5.504) dos municipios produzem alguma
quantidade de leite. Porém, essa atividade é bastante heterogénea, uma vez que
apresentam polos produtivos com grande nimero de animais e altamente tecnificadas
(LOPES JUNIOR et al., 2012). Em 2017 foram produzidos cerca de 30 bilhdes de litros
de leite, sendo que a maior parte foi produzida nas regides Sul (37%) e Sudeste (34%),
o restante no Centro-Oeste (12%), Nordeste (11%) e Norte (6%; IBGE,2017).

Entre 1980 e 2005, houve um aumento de 109,10% na produtividade
leiteira, resultante de um crescimento no numero de vacas ordenhadas de 16.513 mil
para 20.820 mil (CASARI; TORMEM, 2011). Nao s6 houve um aumento do rebanho,
mas também avanco na produtividade dos animais. Em 1974, a média de producéo
era de 655 litros de leite/vaca/ano, passando para 1.381 litros/vacas/ano em 2011
(MAIA et al., 2013) e chegando a aproximadamente 2.600 litros/vaca/ano (IBGE,
2017).

O setor leiteiro brasileiro apresenta baixa produtividade, levando em
consideracao o tamanho de nosso rebanho e a média de producao (GOBBI; PESSOA,
2009). Israel, apesar de uma baixa producao leiteira (1,49 bilhdes de litros/ ano),
apresenta-se em primeiro lugar em produtividade, com 12.953 litros/ vaca/ ano,

seguido pelos EUA, que contribuem com 96,36 bilhdes de litros por ano, com uma
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produtividade média de 10.330 litros/vaca/ano (FAOSTAT, 2017). E seguro afirmar
gue o Brasil pode aumentar sua produtividade, dada as condic¢des climaticas e menor
custo de terras e mao-de-obra em relacéo aos paises desenvolvidos. Além disso, o
melhoramento genético, a nutricdo adequada e a sanidade animal podem alavancar
a eficiéncia produtiva do pais (CAPUCHO, 2010).

2.1.1 RACA GIROLANDO

A raca Girolando é proveniente do cruzamento entre animais taurinos
e zebuinos, mais especificamente Gir (Bos taurus indicus) e Holandés (Bos taurus
taurus). Criada no Brasil, sua finalidade era aproveitar a heterose resultante do
cruzamento, associada a adaptacéo as condi¢cdes tropicais, (PEREIRA, 2008). Além
da adaptacdo ao clima, os animais 5/8 Girolando apresentam eficiéncia reprodutiva
superior em relacao aos graus de sangue (LEITE, 2016). O intuito de se fazer esse
cruzamento com ganho de heterose ndo depende apenas da adaptacdo ao clima
tropical, mas visa melhorar os indices brasileiros de produtividade, substituindo o
animal zebu, menos produtivo, e o de origem europeia, mais sensivel, e

incrementando assim as médias de produtividade brasileira (PEREIRA, 2008).

Em se tratando de aporte nutricional e clima, animais mesticos
apresentam menores exigéncias, de forma a serem mais produtivos e também maior
adaptabilidade ao clima tropical, em relagédo aos animais puros Holandeses. E vacas
Girolando, quando suplementadas no inicio da lactacdo, tendem a apresentar menor
balanco energético negativo, bem como maior desempenho produtivo e reprodutivo
(PERES et al., 2009). Estabelecendo uma comparacio entre os diferentes graus de
heterose, em um estudo desenvolvido com animais de 1/2 até 7/8 Holandés, Balancin
Jr. et al. (2014) observaram que 0s animais mesticos 1/2 Holandés apresentaram
menor IEP e menor periodo de servico em relagdo aos outros graus de cruzamento.
Em adicdo, vacas 3/4 Holandés, em um estudo conduzido no Brasil, tiverem menor
intervalo entre partos quando comparadas a animais puros Holandeses (MCMANUS
et al., 2008).
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Existem muitas caracteristicas interessantes no gado Girolando,
como: boa producéo leiteira, média nacional de 5264 kg leite/lactacdo de 264 dias;
idade ao primeiro parto de 36 meses; longevidade, picos de lactacdo até os 10 anos
e producdo satisfatoria até os 15; intervalo entre partos (IEP) médio de 430 dias;
também se adapta bem aos programas reprodutivos como a inseminacao artificial (I1A),
fecundacdo in vitro (FIV) e transferéncia de embrides (TE; GIROLANDO, 2017).

2.2 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES - TE

A transferéncia de embrido é uma biotécnica que permite a colheita
de embrides de uma fémea bovina de valor genético superior, previamente estimulada
pelo processo de superovulacdo (SOV), tratamento farmacologico para induzir
ovulacdes mudltiplas, fertilizada in vivo por meio da inseminacéo artificial, passa pela
lavagem uterina a fim de recuperar os embrides que serdo avaliados e,
posteriormente, transferidos a outros animais de valor genético inferior (GONCALVES
et al., 2001). Dessa forma, assumindo que houve uma selegcéo criteriosa para 0s
animais doadores dos gametas, teremos individuos de alto valor genético
padronizados, ganho de eficiéncia produtiva, aumento no niumero de descendentes
da doadora durante sua vida reprodutiva e, ndo obstante, possibilitar o comércio de

embrides, venda de animais de grande valor zootécnico (REICHENBACH et al., 2002).

A TE aumenta o impacto da fémea na selecdo genética e
caracteristicas fenotipicas, uma vez que essa biotécnica possibilita o aumento do
namero de individuos produzidos por uma fémea, fazendo com que uma vaca possa
ter varios descendentes contemporaneos e padronizados, também pela
criopreservacdo e comeércio internacional do embrido, como ocorre com 0 sémen
bovino congelado (REICHENBACH et al., 2001). A partir de um mesmo animal, é
possivel fazer diversas coletas durante o ano, sendo assim, a mesma doadora é capaz
de obter mais descendentes contemporaneos, do que o esperado em sua vida
reprodutiva (TANEJA et al., 2000).

Para a realizacdo da TE, sdo necessarias fémeas doadoras e
receptoras. A doadora passara por um tratamento farmacologico que permitira a

ovulagdo multipla, isso €, mais oocitos disponiveis para fecundacdo. Apos a
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superovulacao, a doadora é submetida a inseminacéo artificial e, uma semana depois,
os melhores embrides sdo inovulados em fémeas receptoras (COSTA, 2009; PASA,
2008).

Para que se obtenha sucesso na TE, doadora e receptora devem se
encontrar sincronizadas, isso €, na mesma fase do ciclo estral, com no maximo um
dia de diferenca entre o ciclo das mesmas. Para isso, pode-se utilizar o processo de
SOV na doadora e observacdo de sinais de estro na receptora. Dessa forma, a
eficiéncia na pratica de observacao de estro, se torna imprescindivel para o sucesso
de tal biotécnica, a fim de ser rentavel e produtiva (COSTA, 2009; PASA, 2008).

Outro processo importante para a biotécnica em questdo é a
possibilidade da criopreservacdo do embrido ja formado. Em muitos casos, a
producdo de embrides é maior que o numero de receptoras sincronizadas, para nao
perder o material genético, pode-se congelar os embrides excedentes, sendo assim,
€ possivel fazer o transporte desses embrifes e ainda promover a preservacao de

racas em perigo de extingdo (NEVES et al., 2010).

2.2.1 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES EM TEMPO FixO0 - TETF

O sucesso no processo da TE depende néo apenas da doadora, uma
vez que é a receptora que devera estabelecer e levar a gestacao a termo, conceber
um animal de alto valor genético (JONES; LAMB, 2008). Sendo assim, o0s altos custos
para a manutencao dessas receptoras, aliados a dificuldade na deteccédo de cio e
obter receptoras aptas a participar do programa, podem ser fatores limitantes no uso

e sucesso desta biotécnica (BO et al., 2002).

Para que a biotécnica em questédo seja rentavel, precisa-se de uma
boa taxa de aproveitamento das receptoras, a fim de diminuir custos. A sincronizagao
do estro permite saber com boa precisao o momento da ovulacdo e tem permitido
aumentar as taxas de aproveitamento de receptoras e a rentabilidade da técnica
(BARUSELLI et al., 2000).
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Diferentes estudos demonstram que os protocolos de sincronizacao
de receptoras, na forma tradicional, com a utilizacdo de prostaglandina e observacao
de cio, possuem taxas semelhantes com as receptoras submetidas ao protocolo de
sincronizacao estral com uso de dispositivo intravaginal de P4. Dessa forma, a taxa
de aproveitamento pode reduzir o nimero de receptoras e aumentar a lucratividade
da técnica (CHASE et al., 2009; BARREIROS et al., 2006). Baruselli et al. (2004)
observaram uma taxa de aproveitamento de 40 a 50% em receptoras tratadas apenas
com prostaglandina e observacao de cio, enquanto Nogueira et al. (2013) obtiveram
60,73% de aproveitamento em vacas e novilhas submetidas & mesma técnica. Estes
valores séo inferiores comparados aos de animais que foram submetidos ao protocolo
de TETF, cujas taxas de aproveitamento chegaram a 83,24% (NOGUEIRA et al.,
2013).

Os protocolos de transferéncia de embrido em tempo fixo séo
parecidos com os de inseminacao artificial em tempo fixo, mas em vez de realizar a
inseminacao, é feita a inovulacdo sete dias depois. Na Figura 1, exemplifica-se um
protocolo de trés manejos, com aplicacao intramuscular (IM) de benzoato de estradiol
(BE) e insercdo de um dispositivo intravaginal de progesterona (P4) em dia aleatério
do ciclo estral, denominado dia zero (D0). No nono dia (D9), € retirado o dispositivo
de progesterona e sdo aplicados (IM): gonadotrofina coribnica equina (eCG),
cloprostenol sédico (PGF2a) e cipionato de estradiol (CE). No dia da transferéncia de
embrido (D18), avalia-se se existe um ou mais corpo lateo (CL) e o lado da ovulacao;
se estiver presente, prossegue-se com a TE; caso contrario, a receptora nao
respondeu adequadamente ao protocolo (BARUSELLI et al., 2017).
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Figura 1. llustracdo esquematica do protocolo tradicional de transferéncia de embrido em
tempo fixo de trés manejos para a realizacdo de sincronizagéo das receptoras.

PGF2a
eCG
BE CE
TETF
Disp. P4 4
L | >
DO D? D18

2.3 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES — PIVE

A producdo in vitro de embrides tem sido amplamente utilizada
atualmente, pode ser uma técnica complementar ou substitutiva em relacdo a
superovulacao. Nesta biotécnica sdo usados odécitos imaturos recuperados de animais
de idades e estados fisiologico-reprodutivos distintos (YOUNG et al., 1998). A técnica
mais utilizada para fazer a recuperacédo destes od6citos tem sido a aspiracao folicular
(OPU — Ovum pick-up) transvaginal guiada pela ultrassonografia (RODRIGUES;
GARCIA, 2000). Apés recuperados, 0os o0citos devem passar por trés processos que
mimetizam o desenvolvimento in vivo: maturacéo in vitro (MIV), fecundacgao in vitro
(FIV) e cultivo in vitro (CIV), para que estejam aptos a TE (THOMPSON, 2000).

Por meio da PIVE, é possivel multiplicar o rebanho com animais de
alto valor genético com mais agilidade, se comparado a TE associada a SOV uma vez
gue possibilita gerar mais embrides no mesmo intervalo de tempo. Os mesmos podem
ser transferidos a fresco; isso €, logo apos o processo de CIV, ou serem vitrificados

para maior durabilidade e disseminacdo desse material genético (PERES, 2014).
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2.3.1 MATURAGAO IN VITRO (MIV)

A maturacao in vitro tem inicio no momento em que o odcito é retirado
do interior do foliculo, ou seja, logo apos a aspiracgao folicular, no processo in vivo ela
ocorre depois do pico ovulatério de LH (horménio luteinizante; HOSHI, 2003). Nessa
fase, ocorrerdo transformacgdes nuclear e citoplasmatica do odcito (GALLI et al., 2003).
No citoplasma, acontecerd uma reorganizacao das organelas, mudancas no padrédo
de sintese proteica e migracao dos granulos corticais (YOUNG et al., 1998), enquanto
0 nucleo passara do estadio diploteno da profase | da primeira divisdo meidtica para
estadio de metafase Il (THOMPSON, 2000).

Para que a MIV seja eficiente, os meios de cultivo devem mimetizar
as acoOes e condi¢cdes que ocorrem no ambiente intrauterino (SANGILD et al., 2000).
Vérios laboratérios optaram em fazer a suplementacdo do meio de maturacdo com
gonadotrofinas (estradiol, LH e FSH) e soro fetal bovino, em um ambiente com
controle de atmosfera e temperatura (RODRIGUES; GARCIA, 2000). A fase de
maturacgédo in vitro tem seu fim marcado pelo aparecimento do primeiro corpusculo
polar, que representa que o odcito estd preparado para a fecundacdo (AVELINO et
al., 2002).

2.3.2 FECUNDACAO IN VITRO (FIV)

Essa fase é considerada curta, dura aproximadamente de 12 a 20
horas (BUENO; BELTRAN, 2008). Sao utilizados espermatozoides a partir de palhetas
comercias de inseminacgao, separados pelo gradiente de Percoll, a fim de obter uma
fracdo viva e descongelada do sémen. Obtendo assim o maximo de fertilidade com
menor chance de ocorrer polispermia (GALLI; LAZZARI, 1996). A concentracao
utilizada normalmente para esse processo é de 2 x 10° espermatozoides / mL,
calculados de acordo com a motilidade da fracdo viva obtida apos a centrifugacéo no
gradiente de Percoll (YOUNG et al., 1998).
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2.3.3 CuLTIVO IN VITRO (CIV)

O cultivo in vitro tem como inicio a fecundacéo do odcito e termina
com a formacao do blastocisto (SANGILD et al., 2000). Nesta fase, ocorrem processos
como ativagdo do genoma embrionario, diviséo celular, compactacao de blastémeros
e diferenciacdo embrionaria com aparecimento da blastocele (HOSHI, 2003). Durante
o CIV, podem-se utilizar diferentes meios para o desenvolvimento (GALLI; LAZZARI,
1996). Anteriormente, os laboratorios estavam apresentando bons resultados junto do
co-cultivo com células do oviduto ou monocamadas de células diferenciadas (HOSHI,
2003). Atualmente, esse sistema tem pouca utilizacdo, devido a dificuldade de
manutencdo dos meios e possibilidades de anomalias que poderiam afetar
negativamente o desenvolvimento do embrido (SANGILD et al., 2000), fazendo com
que desenvolvessem um meio de cultivo com nenhum ou pouco soro fetal bovino e
baixa tenséo de oxigénio (AVELINO et al., 2002).

ApGs o sexto dia de cultivo, o embrido é avaliado. Ao fim dessa etapa,
deve apresentar compactacao dos blastbmeros e formacéo da blastocele. No sétimo
dia, € realizada a avaliacéo final e 0 mesmo segue para o processo de transferéncia
de embrido ou criopreservacdo (THOMPSON, 2000).

2.3.4 VITRIFICACAO

O processo de criopreservacdo de embribes mamiferos vem sendo
amplamente estudado. Estudos visam realizar as curvas de resfriamento e
reaquecimento de forma a serem eficazes, praticas, simples e com bons resultados
de sobrevivéncia embrionéria (BERTOLINI, 1994). A vitrificacdo € uma forma de
congelamento de embrides, definida como um processo que possibilita uma solugcéao
chegar ao estado vitreo, sem ocorrer a cristalizagdo do mesmo, pelo grande aumento
da viscosidade durante o processo de resfriamento (FAHY et al., 1984). Essa técnica
visa uma maior velocidade de congelamento quando comparada a congelacéo lenta;
dessa forma, o embrido fica menos tempo submetido a temperaturas criticas. Para

atingir essa rapida curva de congelamento, s&o utilizados crioprotetores mais
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concentrados, que aceleram a desidratacédo celular e promovem a vitrificacdo, néo
permitindo a formacdo de cristais de gelo, intra e extracelulares, minimizando as
injurias fisicas da cristalizacdo (RALL; FAHY, 1985; ARAV, 1992; KASAI, 2002).

Os embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis aos danos
causados pela criopreservacao, em relacéo aos transferidos a fresco e produzidos in
vivo, reduzindo a qualidade embrionaria (KHURANA; NIEMANN, 2000), uma vez que
a alta concentracdo de crioprotetores pode apresentar efeitos toxicos ao embrido
(FAHY, 2007). Apos vitrificados, os embrides produzidos in vitro (PIV) apresentam
reducdo na atividade metabdlica e sobrevivéncia, resultando em piores taxas de
fertilidade quando submetidos a transferéncia embrionaria (LEIBO; LOSKUTOFF,
1993; POLLARD; LEIBO, 1994; NIEMANN, 1995), uma vez que a qualidade do
embrido afeta o indice de prenhez (ANDRADE et al.,2012).

A maior parte dos estudos realizados acerca da viabilidade da técnica
de vitrificacdo avaliam resultados de taxa de reexpansao e eclosao do embrido (DODE
et al.,, 2013; SANCHES et al., 2016). Anteriormente, os indices reprodutivos de
receptoras de embrido eram melhores quando transferidos a fresco em relacéo aos
criopreservados (PERES, 2014). Entretanto, Borges Filho (2018), em estudo realizado
com novilhas e vacas multiparas, ndo evidenciou diferenca nas taxas de concepc¢éao
apos a inovulacdo nas receptoras em relacdo a embribes frescos e vitrificados
produzidos in vitro, mostrando que o processo de vitrificacdo esta se tornando mais
seguro para os embrides PIV, usando alta concentracédo de crioprotetores, prevenindo
a formacdo de cristais de gelo intra e extracelular (MASSIP, 2001; VAJTA; NAGY,
2006).

2.4 FATORES QUE INTERFEREM NA REPRODUCAO DE FEMEAS BOVINAS DE LEITE

As trés semanas que antecedem e sucedem o parto sdo chamadas
de periodo de transicdo, momento em que ocorrem mudancas hormonais a fim de
favorecer o parto e a producdo de colostro e leite (GRUMMER, 1995). Devido a
formacdo do colostro, nesse periodo hd um aumento da demanda de vitaminas,

minerais, acidos graxos e glicose (ARTUNDUAGA, 2009). Esse crescimento da
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necessidade do animal para mantenca e producao leiteira € superior a quantidade de
energia que ele consegue obter a partir de sua dieta. O aumento metabdlico
juntamente com a falta de nutrientes faz com que o animal entre em um estado de
balanco energético negativo (BEN), momento em que comeca a perder escore de
condicao corporal (ECC; BELL, 1995). O BEN, em conjunto com a diminuicdo do ECC,
inibe os pulsos de horménio luteinizante (LH), reduzindo a resposta ovariana e a
funcionalidade do foliculo, de tal forma a reduzir a maturacéo oocitéria e a ovulacao
(DISKIN et al., 2003) interferindo de forma negativa na reproducao animal (SANTOS,
2009).

A fim de atender a maior demanda energética, o animal consome mais
alimentos, aumentando o fluxo sanguineo hepatico e, consequentemente, elevando o
metabolismo de estradiol e progesterona (SAGSRITAVONG et al., 2002). O ciclo
estral das fémeas € dependente de estrégenos e progestadgenos, uma vez que 0
animal aumenta o metabolismo de tais hormoénios, seus parametros reprodutivos
tendem a reduzir. Dessa maneira, pode-se afirmar que a eficiéncia reprodutiva, em
vacas de alta producéo, e produtividade leiteira sdo inversamente proporcionais, o
aumento de uma acarretara na diminui¢do da outra (WILTBANK et al., 2006). Animais
de alta producdo costumam apresentar maiores taxas de ovulacdo dupla, perda
embrionaria, ocorréncia de cistos ovarianos, menor taxa de concepc¢do, menor
duracdo e manifestacdo do estro, justificando uma piora nos indices reprodutivos
(WILTBANK et al., 2006, WALSH; WILLIANS; EVANS, 2011).

Animais de alta producdo normalmente apresentam foliculos grandes
e concentracdes baixas de estradiol (LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004), bem como
maior corpo liteo e menor concentracdo de progesterona circulante (LOPEZ et al.,
2005). Isso se deve a redugdo da concentracdo de estradiol e progesterona
mencionada anteriormente, e, por mecanismo de compensacdo, 0 organismo
aumenta o tamanho dos foliculos e CL para suprir as necessidades hormonais
(LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004).

Outro fator que pode afetar a eficiéncia reprodutiva das vacas € o
estresse térmico. A pressao de selecdo por animais mais produtivos, sem se atentar
aos problemas de regulacdo de temperatura corporal, resultaram em animais com

piores indices reprodutivos (HANSEN, 2007). A qualidade do odcito é comprometida
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pela termorregulacao ineficiente, diminuindo a fertilidade dos animais (ROCHA et al,
1998). Em adicdo, Sartori et al. (2002) registraram baixas taxas de fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario em novilhas e mais drastico em vacas, quando
compararam épocas de altas temperaturas com as de baixa, assumindo que as
alteracdes metabdlicas provocadas pelo estresse térmico foram prejudiciais ao fluido

folicular e o desenvolvimento oocitario.

2.4.1 INFLUENCIA DA CATEGORIA ANIMAL

A eficiéncia reprodutiva de animais lactantes normalmente é reduzida
devido ao estado fisioldgico e enddcrino em que se encontram (TIEZZI et al., 2012).
Nessa categoria animal, € comum a reducdo da fertilidade, devido aos anos de
selecéo genética para a producéo leiteira e ndo para a reproducdo (ROTH; INBAR;
ARAYV, 2008), evidenciados pela menor taxa de concep¢do, aumento do intervalo
entre partos e numero de servi¢cos por prenhez, devido a maior producao leiteira e
duracdo da lactacdo, fatores desfavoraveis a atividade reprodutiva (TIEZZI et al.,
2012). Vacas em lactacdo também podem demonstrar mais falhas na ovulacdo apo6s
a lutedlise e maior taxa de ovula¢cdes mdltiplas quando comparadas a categoria de

novilhas (SARTORI et al., 2004).

Contrapondo os anos de selecdo genética para a producéo leiteira, a
qualidade oocitaria e niveis de esteroides de novilhas mantiveram-se estaveis,
resultando em taxas de fertilidade mais elevadas quando comparadas aos indices
reprodutivos de vacas lactantes (ROTH; INBAR; ARAYV, 2008). Bem como, novilhas
normalmente ndo apresentam balangco energético negativo no momento do servigo,
engquanto vacas lactantes estdo em seu pico de lactacdo e sdo desafiadas a se
tornarem prenhes novamente. O BEN interfere na qualidade do fluido folicular,
afetando o desenvolvimento oocitario (SARTORI et al., 2002). Em adicdo a esses
fatores, Wolfenson et al. (2004) afirmaram que a dominancia folicular € mais longa em
vacas do que novilhas, resultando em o0citos piores, bem como menor concentragcao
circulante de LH, progesterona e estradiol, fatores intimamente relacionados a

diminuicao da fertilidade.
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O desenvolvimento embrionario inicial ocorre no oviduto, este deve
fornecer um ambiente favoravel ao embrido. Sabe-se que o fator de crescimento
semelhante a insulina € um importante contribuinte para o ambiente intrauterino.
Vacas em lactagdo apresentam menor IGF-1 circulante, quando comparadas a
novilhas no momento do estro e inicio da fase Ilutea, em adicdo, vacas tem menor
expressdo da proteina de ligacdo do IGF-1 no oviduto; dessa forma, as novilhas
apresentam melhores condicdes para o0 desenvolvimento embrionario inicial
(SWANGCHAN-UTHAI et al., 2011).

Animais em lactacdo apresentam maiores concentracdes de acidos
graxos saturados no fluido folicular quando comparados a novilhas, fator que causa
impacto negativo sobre a maturacdo oocitaria; consequentemente, prejudicando o
desenvolvimento embrionario, justificando assim menores taxas de fertilidades em
vacas lactantes (BENDER et al., 2010).
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3 HIPOTESE

A categoria animal e a vitrificacdo do embrido tém influéncia sobre as
taxas de concepc¢do e perda embrionéria de receptoras Girolando apos protocolo de

transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a taxa de concepcéao e perda gestacional de novilhas e vacas
Girolando (1/2 Gir x 1/2 Holandés) submetidas a protocolo de transferéncia de embrido

em tempo fixo utilizando embrides frescos ou vitrificados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da categoria animal (novilhas ou vacas) sobre as taxas de
concepcao e perda gestacional apos protocolo de transferéncia de embrido em
tempo fixo;

e Avaliar a influéncia da vitrificacdo do embrido sobre as taxas de concepc¢ao e
perda gestacional de novilhas e vacas Girolando submetidas a protocolo de

transferéncia de embrido em tempo fixo.



36

5 ARTIGO PARA PUBLICAGAO

“Influéncia da categoria da receptora sobre as taxas de concepc¢éo e perda
gestacional em um programa em larga escala de producéo in vitro e TETF

utilizando embrides Bos taurus x Bos indicus frescos ou vitrificados”

1 Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar as taxas de concepc¢ao e perda gestacional
de fémeas bovinas da raca Girolando (1/2 Gir x Holandés) submetidas a processo de
transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF), em relacdo a categoria animal e
vitrificacdo do embrido. Foram analisadas 4.987 transferéncias de embrido (TE), os
dados foram divididos de acordo com a categoria animal (novilha ou vaca) e o embrido
(fresco ou vitrificado) transferido. Os parametros avaliados foram: taxa de concepc¢ao
(30 dias de gestacéo) e perda gestacional (dos 30 dias ao parto). Os animais foram
submetidos a protocolo de TETF de trés manejos, com aplicagéo IM de benzoato de
estradiol (BE) e insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona (P4) em dias
aleatorios do ciclo estral, denominando dia zero (D0). No nono dia (D9), retirou-se o
dispositivo de progesterona e aplicou-se (IM) cloprostenol sédico (PGF2a),
gonadotrofina coridnica equina (eCG) e cipionato de estradiol (CE), sendo a
transferéncia realizada no décimo oitavo dia do protocolo e diagnéstico gestacional 23
dias depois por ultrassonografia (transdutor linear 5 MHz). Os dados foram analisados
pelo modelo de Regresséao Logistica Multipla (p < 0,05), considerando os efeitos dos
anos, da categoria animal e do embrido transferido, fresco ou vitrificado. O ECC néo
foi considerado para as andlises. A analise foi realizada utilizando o programa
estatistico SigmaStat 4.0 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA). As novilhas
apresentaram maior taxa de concepcao (56,56%; p = 0,01) e menor taxa de perda
gestacional (27,18%; p = 0,011) comparado as vacas (40,62%; 40,94%). Nao houve
efeito do embrido transferido sobre a taxa de concepcédo (51,42% para frescos vs.
49,72% para vitrificados), bem como a perda gestacional foi semelhante entre
embrides frescos e vitrificados (29,95% vs. 33,58%; p = 0,676) das fémeas. Da mesma
forma, os anos em que as transferéncias foram realizadas néo tiveram efeito sobre as
taxas de concepcédo (p = 0,93) e perda gestacional (p = 0,092) das receptoras.
Portanto, novilhas Girolando submetidas a protocolo de transferéncia de embrido em
tempo fixo apresentaram maior taxa de concepg¢ao e menor de perda gestacional em
relacdo as vacas, tanto com embrido fresco quanto vitrificado, e ndo houve diferenca
na taxa de concepcdo e perda gestacional das receptoras apos transferéncia com
embrides frescos ou vitrificados.
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2 Introducéo

O rebanho brasileiro € composto por 214,90 milhdes de bovinos, sendo considerado
0 maior rebanho comercial do mundo. Aproximadamente 60 milhées de animais sé&o
fémeas em idade reprodutiva, das quais 11,99 milhdes séo ordenhadas. A producéo
de leite no Brasil em 2017 foi de 30,11 bilhdes de litros, média de 2,5 mil L/ ano por
animal (IBGE, 2017), demonstrando o grande potencial de crescimento, visto que 0s
Estados Unidos possuem producao de aproximadamente 97,73 bilhdes de litros de
leite, cerca de 10,45 mil L/ ano por animal, com um rebanho de 9,34 milhbes de
animais (FAOSTAT,2017).

Para alcancar esse potencial de producdo em um curto periodo, a
associacao entre o melhoramento genético e o uso de biotécnicas reprodutivas é uma
Otima estratégia. Desta forma, faz-se necessario conhecer quais manejos podem ser
utilizados, bem como suas taxas de aproveitamento em cada situacdo. Segundo
Mapletoft e Hasler (2005) e Hansen (2014), as biotécnicas mais difundidas atualmente
sdo a inseminacdo artificial e a producdo de embrides, técnicas que possibilitam
disseminar animais geneticamente superiores, que podem melhorar o desempenho

produtivo e reprodutivo dos rebanhos.

A producéo in vitro de embrides (PIVE) foi implementada no Brasil em
escala comercial no ano de 1998 (GALLI et al., 2003), desde entdo tem se destacado
no quesito produtivo (BONI, 2012). Isso porque a PIVE permite um aumento
significativo do nimero de descendentes de um mesmo animal (é possivel produzir
cerca de 50 descentes no mesmo periodo em que seria produzido apenas um), maior
ganho genético por umidade de tempo, facilidade de importacdo e exportacédo de
material genético e possibilidade de usar animais que ndo poderiam mais entrar na
reproducdo como animais senis, jovens, com afec¢Bes no trato reprodutivo ou até
mesmo fémeas gestantes (PALHANO, 2008).

Neste contexto, melhorias no processo de criopreservacao de
embrides produzidos in vitro - vitrificacdo (Sanches et al., 2013) e, mais recentemente,
transferéncia direta de embrides congelados (Sanches et al.,, 2016) - tém permito
difusdo ainda maior desta biotécnica. Entretanto, os resultados apds transferéncia de

embrides PIV vitrificados s&o controversos. As taxas de concepgéao variam de 6,5 (AL-
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KATANANI et al., 2002) até 35,9% (BLOCK; BONILLA; HANSEN, 2010; SANCHES et
al., 2016).

Neste contexto, existe uma grande divergéncia entre os trabalhos que
avaliam a taxa de concepg¢éo de embrides produzidos in vitro em vacas e novilhas de
diferentes racas e sistemas de producao, assim como, ao hosso conhecimento, nao
existem informacdes em relacdo a transferéncia de embrides PIV em animais
cruzados (Bos taurus x Bos indicus) de aptiddo leiteira. Além da escassez de
informacdes relacionadas a diferentes categorias animais das receptoras, ha poucos
trabalhos considerando-se os indices reprodutivos considerando-se o processo de
criopreservacdo de embries por meio da vitrificacdo vs. embrides transferidos a
fresco. Neste contexto, o intuito do presente trabalho foi avaliar a taxa de concepcéo
e perda gestacional de receptoras Girolando submetidas a protocolo de transferéncia

de embrido em tempo fixo e a influéncia da categoria animal e vitrificacdo do embrido.

3 Material e Métodos

3.1 Animais e local do experimento

Foi realizado um estudo retrospectivo, utilizando informacdes de um
centro comercial de producao de fémeas leiteiras de alta producéo (Condominio Canto
Porto), localizado em Mogi Mirim-SP (latitude 22° 27' 21,2" Sul, longitude 46° 55' 03,4"
Oeste), local de clima temperado quente, classificacdo Cwa segundo Képpen-Geiger
(1928), caracterizado por clima temperado umido com temperatura anual variando de
17 a 28°C, inverno seco e verdo quente com temperaturas acima de 22°C. Foram
avaliadas 4.987 transferéncias de embrido referentes ao periodo de setembro de 2015
a outubro de 2019, referentes a programas de transferéncia de embrido em tempo fixo
utilizando-se novilhas (16 + 3 meses) e vacas em lactacdo (56 + 6 meses) da raca
Girolando (1/2 Gir x 1/2 Holandés) como receptoras de embrido.

As fémeas apresentavam ECC maior ou igual a 3 (escala de 1-5;

LOWMAN et al., 1976) e eram mantidas em pastagem de capim-tifton 85 irrigado por
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pivd central (garantindo volumoso de excelente qualidade o ano todo), que gera
sombreamento artificial, além da irrigacdo, com livre acesso a agua e suplementacéo
mineral. Durante o periodo pré-parto, permaneciam em confinamento no sistema
Compost Barns, com oferta de silagem trés vezes ao dia. Apds a pari¢do, as vacas
eram alocadas em um grupo poés-parto, em piquetes de capim-tifton 85 com agua e
suplementacdo mineral a vontade. As fémeas apresentavam producdo média diaria
de leite de 24 litros por animal e permaneciam aproximadamente 185 dias em
lactacdo. Todos os animais eram submetidos a rigoroso protocolo sanitario, com
vacinacfes periodicas para as principais doencas como: brucelose, leptospirose,
rinotraqueite infecciosa bovina, diarreia viral bovina e neosporose, que afetam a
reproducao animal.

Os embrides foram produzidos em um Unico laboratorio comercial, por
meio de fecundacdo in vitro, utilizando sémen congelado de touros previamente
testados. Foram utilizadas 355 doadoras das racas Gir e 1/2 Gir x 1/2 Holandés e
sémen de 55 touros Gir e Holandés. Os embrides produzidos foram transferidos a

fresco ou submetidos a vitrificacdo para posterior transferéncia.

3.2 Parametros avaliados

Foram analisadas 4.987 transferéncias de embrido, totalizando 1.780
inovulacdes em vacas e 3.207 em novilhas Girolando. Os dados foram divididos de
acordo com a categoria animal (novilha ou vaca) e o embrido transferido (fresco ou
vitrificado) transferido. Os parametros avaliados foram: taxa de concepc¢éao (30 dias de
gestacdo; numero de fémeas prenhes em relacdo ao numero de fémeas colocadas
em servi¢co) e perda gestacional (dos 30 dias ao parto; numero de bezerros nascidos

em relacdo ao numero de fémeas gestantes).

3.3 Protocolo de sincronizacao das receptoras

Para a sincronizacdo das receptoras de embrido, foi utilizado um
protocolo de trés manejos, com aplicacao IM de 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE;
Sincrodiol® - Ourofino Saude Animal, Cravinhos-SP, Brasil) e insercdo de um

dispositivo intravaginal de 1g de progesterona de primeiro uso (P4; Sincrogest® -
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Laboratérios Grascon do Brasil, Sdo Paulo-SP, Brasil) em dias aleatdrios do ciclo
estral, denominando dia zero (D0). No nono dia (D9), retirou-se o dispositivo de
progesterona e aplicou-se (IM) 0,526 mg de cloprostenol sédico (PGF2a; Sincrocio® -
Ourofino Saude Animal, Cravinhos-SP, Brasil), 400 Ul de gonadotrofina coribnica
equina (eCG; Sincro eCG® - Laboratério Biomega S.A., Melo-Cerro Largo, Uruguai),
1,0 mg de cipionato de estradiol (CE; SincroCP® - Ourofino Satude Animal, Cravinhos-
SP, Brasil). No dia da transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF; D18), avaliou-
se a presenca de corpo luteo (CL) e o lado da ovulacéo; quando o CL estava presente,
prosseguia-se com a TE; caso contrario, o animal ndo era inovulado. Apés 23 dias da
TETF (D41), foi realizado o diagndstico de gestacéo (DG) por meio da ultrassonografia

modo B (transdutor linear 5 MHz; A5V, Sonoscape, Shinzhen, China).

PGF2a
eCG
BE CE
Disp. P4 TI?F s D?
e ——— —f / r—
DO D9 D18 D41

Figura 1. Esquema do protocolo de transferéncia de embrido em tempo fixo de trés manejos
utilizado em receptoras Girolando.

Legenda: BE (benzoato de estradiol), PGF2a (cloprostenol sddico), eCG (gonadotrofina
coridnica equina), CE (cipionato de estradiol), TETF (transferéncia de embrido em tempo
fixo), DG (diagnéstico gestacional) e P4 (progesterona).

3.4 Analise estatistica

As taxas de concepcao e perda gestacional apos o programa de TETF
foram analisadas pelo modelo de Regressao Logistica Mdltipla, considerando o efeito
do ano, da categoria animal e do embrido transferido. O ECC néo foi incluido no
modelo de andlise. A analise foi realizada utilizando o programa estatistico SigmaStat
4.0 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA). O nivel minimo de significancia
adotado foi de 5%.
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4 Resultados

A taxa de concepc¢ao no periodo de 2015 a 2019, independente das
categorias e do embrido transferido foi de 50,87% (2537/ 4987) e a taxa de perda
gestacional média 31,10% (789/ 2537). As novilhas apresentaram maior taxa de
concepcao e menor taxa de perda gestacional comparado as vacas. Nao houve efeito
do embrido transferido sobre as taxas de concepcao e perda gestacional das fémeas
(Tabela 1). Da mesma forma, os anos em que as transferéncias foram realizadas nao

tiveram efeito sobre as taxas de concepc¢éao e perda gestacional das receptoras.

Tabela 1. Influéncia da categoria animal da receptora e da vitrificagdo do embrido sobre as
taxas de concepcéao e perda gestacional de animais da raca Girolando submetidos a protocolo
de transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF).

Categoria N° ?nimais Concepcao Perda Gestacional
% (n) % (n) % (n)

Novilha 64,31 (3207) 56,56% (1814) 27,18% (493)B

Vaca 35,69 (1780) 40,62% (723)B 40,94% (296)”

p-valor - 0,01 0,011

Total 100 (4987) 50,87% (2537) 31,10% (789)

Fresco 67,58 (3370) 51,42% (1733)2 29,95% (519)2

Vitrificado 32,42 (1617) 49,72% (804)2 33,58% (270)2

p-valor - 0,955 0,676

Total 100 (4987) 50,87% (2537) 31,10% (789)

Na mesma variavel, letras iguais na mesma coluna indicam néo haver diferenca significativa (p > 0,05).

5 Discussao

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia a taxa de
concepcao e perda gestacional de receptoras de embrido da raca Girolando

considerando-se diferentes categorias animais e utilizando-se embriées frescos ou
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vitrificados provenientes de um programa de producdo comercial em larga escala. A
categoria animal influenciou as taxas de concepcéo e perda gestacional, mas nao

houve influéncia do processo de vitrificacdo do embrido sobre as mesmas.

A taxa de concepc¢do média, independente da categoria animal e
embrido transferido foi de 50,63% (2537/4987), préximo dos valores encontrados por
Trigal et al. (2012) trabalhando com novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus;
52,80%), e superior a de novilhas e vacas da raca Girolando (37%; Pontes et al.,
2010). E valido ressaltar que Trigal et al. (2012) utilizaram apenas novilhas, fator que
pode ter influenciado positivamente no indice reprodutivo em questao; enquanto, no

presente estudo foram utilizadas vacas e novilhas.

No presente trabalho, ndo houve diferenca na taxa de concepcao
utilizando-se embribes frescos (51,42%) ou vitrificados (49,72%), resultado
semelhante ao de Borges Filho (2018) apos transferéncia de embrides frescos ou
vitrificados (37,64 vs. 24,09%; p = 0,06) em novilhas e vacas da raca Nelore. Apos
programa de superovulacéo, nao foi observada diferenca na taxa de concepc¢éao de
vacas Holandesas em lactacao utilizando-se embriGes frescos (32%) ou congelados
(34%; Vieira et al., 2014), resultado divergente ao de um programa de superovulacao
com novilhas leiteiras que apresentaram maior taxa de concepgdo com embrides
frescos vs. congelados (56,9 vs. 44,2%; Chebel et al., 2008). A taxa de concepcéao de
vacas Holandesas sob condicfes de estresse térmico foi maior apos transferéncia de

embrides frescos vs. vitrificados (19,0 vs. 6,5%; Al-Katanani et al., 2002).

Assim como na concepc¢ao, ndo houve diferenca na perda gestacional
apos transferéncia de embrides frescos (29,95%) ou vitrificados (33,58%). Apesar de
nao ser possivel estabelecer comparacdes diretas devido a diferenga no processo de
producdo de embrides e no periodo de avaliacdo da perda gestacional, a taxa de
perda embrionaria aos 45 dias de gestacdo de vacas Holandesas repetidoras de estro
submetidas a superovulacéo néo diferiu entre embrides transferidos a fresco (17,2%)
ou apos descongelamento (22,3%; Vieira et al., 2014). No entanto, Rodrigues et al.
(2010) relataram taxa de perda embrionaria aos 60 dias de gestacédo de apenas 9%

para vacas Holandesas repetidoras de estro de alta producéao leiteira.

Apesar da toxicidade dos crioprotetores utilizados no processo de

vitrificacdo, bem como as injurias causadas ao embrido nesse procedimento (FAHY,
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2007), néao foi constada diferenca nas taxas de concepcao e perda gestacional entre
embrides transferidos a fresco ou apés a vitrificagcdo. Representando 0os avangos no
modelo de criopreservacao, esse resultado implica o possivel crescimento da técnica
de PIVE, podendo ser aplicada em maior escala, preservando embrides excedentes

e facilitando o comércio, exportacdo e importacdo do material genético ja formado.

No presente trabalho, as novilhas apresentaram maior taxa de
concepcao (56,56%) comparado as vacas (40,62%), resultado semelhante ao Peres
(2014), que também néo observou diferenca na taxa de concepcao entre novilhas e
vacas leiteiras Bos taurus x Bos indicus (28 vs. 24%), apés transferéncia de embrides
PIV com sémen sexado. Em animais superovulados da raca Holandesa, ha relatos de
maior taxa de concepc¢do em novilhas vs. vacas (50,6 vs. 42,0%; Chebel et al., 2008)
e maior taxa de concepcédo em vacas (36%) em relacéo a novilhas (30%; Vieira et al.,
2014).

Além de maior taxa de concepcéo, as novilhas apresentaram menor
taxa de perda gestacional até o parto (27,18%) do que as vacas (40,94%). Estes
valores sdo maiores do que os relatados para a taxa de perda embrionaria de vacas
e novilhas de corte (Bos taurus x Bos indicus) - 15,50% com embrides produzidos in
vitro (REIS et al., 2004) e 4,40% com embrides produzidos in vivo - ZANENGA;
PEDROSO, 1995), e para vacas leiteiras da raca Holandesa - 26,2% com embrides
produzidos in vivo (Sartori et al., 2003). Vieira et al. (2014) ndo observaram diferencas
nas taxas de perdas embrionarias entre vacas (16,6%) e novilhas (18,2%) com
embrides produzidos in vivo. Entretanto, estes autores avaliaram perda embrionéria e

nao perda gestacional total como no presente trabalho.

A categoria animal de vacas encontra-se em BEN quando desafiada
a tornar-se gestante, reduzindo sua taxa de fertilidade (SANTOS, 2009). Além disso,
animais multiparos de alta produgdo apresentam maior concentracdo de &cidos
graxos saturados no liquido folicular (BENDER et al., 2010), menor concentragéo de
fator de crescimento semelhante a insulina (SWANGCHAN-UTHAI et al., 2011),
menor concentracado de estradiol, pico de LH, progesterona (WOLFENSON et al.,
2004) e ambiente da tuba uterina menos favoravel ao embrido comparado ao Utero de
uma novilha (SWANGCHAN-UTHAI et al., 2011). Estes fatores sdo prejudiciais a

maturagdo do oocito e também ao desenvolvimento embrionario; sendo assim, as
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vacas costumam apresentar maiores taxas de perda gestacional e menores de
concepcgao, consequentemente, piores indices reprodutivos quando comparadas as
novilhas. Os resultados do presente trabalho, utilizando grande namero de novilhas
como receptoras, demonstram que aplicar a PIVE em um rebanho leiteiro comercial
de alto padrédo, com bom controle sanitario, boa condicdo corporal e boas condi¢des
de manejo, pode trazer Otimos resultados, tanto com embrides frescos quanto

vitrificados.

6 Conclusao

A partir do presente estudo, pode-se inferir que a categoria animal que
obteve melhores resultados foi a de novilhas e que ndo houve diferenca nas taxas de
concepcgao e perda gestacional em um programa de larga escala de TETF com
receptoras da raca Girolando, considerando-se embrides frescos ou vitrificados.
Sendo assim, a aplicacdo da PIVE em larga escala é bastante viavel, tanto para
embrides frescos quanto vitrificados, diminuindo as barreiras causadas pela distancia,
a partir da técnica de vitrificacdo, podendo melhorar a logistica comercial e também
na propriedade, utilizando o nimero exato de receptoras que se desejar trabalhar,

sem gastos desnecessarios com protocolos de sincronizacao.
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7 Consideracoes Finais

ApGs findado o presente estudo, pdde-se inferir que houve influéncia
da categoria animal nas taxas de concepcdo e perda embrionaria de receptoras
Girolando submetidas ao protocolo de TETF, mas 0 mesmo ndo aconteceu quando

utilizou-se embriGes frescos ou vitrificados, dessa forma, temos que:

e A categoria animal teve influéncia sobre as taxas de concepcdo e perda
embrionaria, sendo que as novilhas apresentaram maior taxa de concepc¢ao e
menor taxa de perda gestacional em relacdo as vacas, conforme esperado
segundo informacdes existentes para outras racgas;

e O processo de vitrificacdo do embrido néo influenciou as taxas de concepcao e
perda gestacional das receptoras Girolando; desta forma, as taxas foram
semelhantes apds transferéncia com embrido fresco ou vitrificado, diferentemente
do esperado, onde classicamente os embribes a fresco apresentam melhores

possibilidades de sobrevivéncia.



