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LISTA DE ABREVEATURAS

Bec — Blastocisto eclodido

BEN - Balango energético negativo

Bi — Blastocisto inicial

BI1 - Blastocisto

BS - Temperatura de bulbo seco

BU — Temperatura de bulbo iimido

Bx — Blastocisto expandido

cm - centimetros

Deg — Degenerado

DMPBS — Dulbecco’s Modified Phosfated Buffered Saline
DNA — Acido desoxirrobonucleico

ECC - Escore de condig@o corporal

ETR — Escore de trato reprodutivo

FIV — Fecundac@o in vitro

FR - Frequéncia respiratéria

FSH — Hormonio Foliculo Estimulante

GH - Hormdnio do crescimento

GI - Doadoras da raca Gir, superovuladas no inverno
GnRH - Hormonio Liberador de Gonadotropina

GV - Doadoras da raga Gir, superovuladas no verao

HI — Doadoras da raca Holand€s, superovuladas no inverno
HSP — Proteina do Choque Térmico

HYV - Doadoras da raga Holandés, superovuladas no verdo
HZ —-Holandés-Zebu

IA —Novilhas sincronizadas no inverno, com protocolo A
IB - Novilhas sincronizadas no inverno, com protocolo B

IFN-; - Interferon-tau
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IGF-1 — Fator de crescimento semelhante a insulina — tipo 1
IM - Intramuscular

ITU - Indice de Temperatura e Umidade
LH — Hormdnio Luteinizante

Mc - Mérula compacta

mL - mililitros

mm - milimetros

MMI1 - Meio de manutencao 1

Mo — Mérula

Mpm — movimentos por minuto

NF — Nao fecundado

PGF,, - Prostaglandina F,,

SFB — Soro fetal bovino

SNK- Student-Newman-Keuls

TE — Transferéncia de embrides

TR — Temperatura retal

UI - Unidades Internacionais

UR — Umidade relativa do ar

VA —Novilhas sincronizadas no verao, com protocolo A

ZP — Zona pelicida
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RESUMO

Estudou-se a produgdo de embrides F1 Holandés x Gir e o potencial de utilizagido de receptoras
mesticas no verdo e inverno. Foram superovuladas fémeas Holandés (7 em cada época) e da
raca Gir (7 no verdo e 5 no inverno). Embrides foram criopreservados para posterior cultivo in
vitro ou inovulagdo. Utilizou-se 49 novilhas ciclicas ou aciclicas e 54 vacas F1 aciclicas, entre
21 e 65 dias pds-parto, sincronizadas com associacdes de progesterona e estradiol, sendo
transferidos 87 embrides (grau 1). Ainda, embrides de graus 1 e 2 (n=72) foram cultivados in
vitro por 72h. Recuperou-se média de estruturas totais, vidveis e congeldveis de,
respectivamente, 20,1, 14,6 e 13,3 no inverno e de 8,6; 7,1 e 6,6 no verao (p>0,05) em
doadoras Holandés, e de 2,4; 1,6 e 1,4 no inverno e de 7,7 6,9 e 4,7 no verdo (p>0,05), em
doadoras Gir. A taxa de sincronizacdo diferiu entre novilhas ciclicas (93,9%) ou
aciclicas (62,5%), independente da época. Das vacas, 81,8% no verdo e 93,75% no
inverno (p>0,05) responderam ao protocolo, sendo o didmetro do FD no inicio do
protocolo maior nas que responderam (13,1 mm), em relacio ao das que ndo
responderam (10,6 mm). As taxas de gestacdo aos 30 e 60 dias foram 41,0% e 33,3%
em novilhas e 14,6% e 12,5% em vacas, diferindo entre categorias, mas ndo entre
épocas. No cultivo, observou-se 46,3% e 16,1% de viabilidade e 26,8 e 3,2% de
eclosdo, para os embrides grau 1 e 2, respectivamente (p<0,05). A época do ano ndo
afetou a produgdo de embrides de doadoras Holandés e Gir e a taxa de sincronizacdo e
gestacdo de receptoras, sendo a resposta ao protocolo afetada pela presenca de CL (em
novilhas) ou pelo didmetro do FD (em vacas) no inicio.

Palavras chave: zebu, embrido, F1, época do ano.
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ABSTRACT

It was evaluated embryo production from reciprocal matting of Holstein and Gyr
breeds, and the use of crossbreed recipients, in summer or winter. Holstein (7 in each
season), and Gyr females (7 in summer and 5 in winter) were superovulated. Embryos
(grade 1 and 2), were frozen for further in vitro culture or inovulation. The recipients
(49 cyclic or noncyclic heifers and 54 noncyclic F1 cows - 21 to 65 days post partum-
were synchronized with protocols associating progesterone and estradiol. Eighty-seven
F1 embryos (grade 1) were transferred and 72 (grades 1 and 2) were cultured in vitro for
72h. Total ova/embryo recovered, viable and freezable embryos means were,
respectively, 20.1, 14.6 and 13.3 in winter and 8.6, 7.1 and 6.6 in summer (p>0,05) for
Holstein and 2.4, 1.6 e 1.4 in winter and 7.7, 6.8 and 4.7 in summer, for Gyr donors.
Synchronization rates were different between cyclic (93.9%) or noncyclic (62.5%)
heifers (no season effect) and, for cows, 81.8% in summer and 93.75% in winter
(p>0.05). The DF size in the beginning of protocol was higher in that cows that had
ovulated (13.1 mm x 10.6 mm; p<0.05). Pregnancy rates (days 30 and 60, respectively)
were 41.0% and 33.3% for heifers and 14.6% and 12.5% for cows (p<0.05, comparing
cows and heifers) not being affected by season. In vitro culture showed 46.3% and
16.1% viability, and 26.8 and 3.2% hatching rates, for grades 1 and 2, respectively
(p<0.05). Season did not affect embryo production from Holstein and Gyr donors and
the synchronization and pregnancy rates. Synchronization was affected by the CL
presence (in heifers) or the DF diameter (in cows) during the beginning of protocol.

Key-words: zebu, embryo, F1, season
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1. Introducao

O Brasil é o sexto maior produtor
mundial de leite, com 25,4 bilhdes de
litros produzidos no ano de 2006, sendo
Minas Gerais o principal estado em
producio, concentrando 27,9% do total.
A quantidade de leite produzida no pais
vem apresentando crescimento tanto
horizontal, como vertical, com aumento,
nos ultimos dez anos, de 37,18% na
producdo e de 6,89% na produtividade.
Esta dltima correspondeu, em 2006, a
1.213 litros por vaca ordenhada (IBGE,
2000).

Atualmente, existe forte tendéncia para o
aumento da participacdo de paises em
desenvolvimento  para  atender a
crescente demanda do mercado mundial
de lacteos. Tal fato baseia-se na
existéncia, nesses locais, de condicOes
climéticas favordveis para a atividade,
permitindo a manutencdo dos animais
em pastejo na maior parte do ano,
diminuindo os custos de alimentacio,
mao-de-obra e de capital empregado
(Zoccal e Gomes, 2007). Dessa forma,
considerando-se os valores atuais da
produtividade brasileira, e ainda, a 4rea
de pastagem do pais, que corresponde a
cerca de 240 milhdes de hectares,
entende-se que sdo amplas as
perspectivas quanto ao crescimento da
produgdo leiteira no pais (horizontal e
vertical), possibilitando-se assim,
significativa participagdo brasileira no
comércio mundial de leite e derivados. E
¢ nesse contexto que se afirma que o
caminho do crescimento da pecudria
leiteira no pafs deverd ser sustentado em
sistemas de produgdo que privilegiem
pastagens de boa qualidade e animais
que se mostrem economicamente

eficientes, nesse tipo de regime (Marcatti
Neto et al., 2004).

A maior parte das regides produtoras de
leite no Brasil € caracterizada pela
existéncia de duas estacOes climdticas
bem definidas: a chuvosa (4guas), e a
seca. Na primeira, a temperatura,
umidade e Iluminosidade mostram-se
favordveis ao crescimento das espécies
forrageiras tropicais e, na segunda, esses
fatores sdo quase sempre adversos.
Como consequéncia, ocorre marcada
estacionalidade na  producdo de
forrageira (Aroeira e Paciullo, 2004). Por
outro lado, as altas temperaturas e
umidade verificadas em certas épocas do
ano podem ocasionar queda no
desempenho produtivo e reprodutivo de
bovinos com maior sensibilidade ao
calor, como € o caso dos taurinos. Dessa
forma, as caracteristicas climdticas do
pais relacionam-se a variabilidade na
composicdo de  rebanho leiteiro
brasileiro, constituido por 6% de ragas
especializadas (taurinas) e 74% de vacas
mesticas Holandés x Zebu (HZ), de
composicao genética varidvel, e o
restante, de animais sem qualquer
especializagdo para a producdo de leite
(Vilela, 2003).

Trabalhos da literatura mostram que o
cruzamento F1 (ou seja, a primeira
geracdo de cruzamento entre duas racas
puras), a partir de animais da raca
Holandés, com animais zebuinos,
quando comparados a outros tipos de
cruzamentos, resulta na producdo de
animais que apresentaram  melhor
desempenho produtivo e econdmico,
tanto em sistemas com alto e baixo nivel
de manejo, especialmente nestes ultimos
(Madalena et al., 1990 a,b; Lemos et al.,
1996). No entanto, os sistemas de
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produgdo brasileiros ainda buscam um
mecanismo eficaz para suprir a reposi¢ao
de fémeas mesticas F1 (Marcatti Neto et
al., 2004), sendo este o maior desafio
para a utilizacdo mais abrangente deste
gendtipo.

Uma estratégia para sobrepor esta
dificuldade é a reposi¢do continua do
rebanho com novilhas F1, por exemplo,
utilizando-se o modelo organizacional
proposto pela Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais -—
EPAMIG (Marcatti Neto et al., 2000).
Entretanto, alguns entraves desse sistema
incluem o controle sanitdrio, o custo com
transportes e a menor produtividade das
racas zebuina puras (Madalena et al,
1990b), além da oferta atual de fémeas
bovinas F1 que estd muito aquém de
suprir essa demanda. Segundo Silvestre
et al. (1996), os precos desses animais
sdo bem superiores aos recebidos por
outros genodtipos, alcancando 200% a
250% do preco da arroba do boi gordo.

Sendo assim, a utiliza¢do de biotécnicas
como a producdo de embrides in vivo
(tradicionalmente  conhecida  como
transferéncia de embrides ou TE) ou in
vitro (conhecida como fecundacdo in
vitro ou FIV), é alternativa a ser
considerada para a producdo desses
animais, desde que estas se mostrem
economicamente viaveis (Ruas et al.,
2004). Contudo, a obtencdo de taxas de
gestacdo  insatisfatorias  apdés a
transferéncia de embrides
criopreservados, produzidos in vitro,
continua sendo um obstaculo importante
para a expansdo da FIV em racas
leiteiras. Por esse motivo, a TE continua
sendo uma op¢do mais vidvel para suprir
essa demanda.
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Existem poucos estudos sobre a
produgdo de embrides mesti¢os F1, tanto
a partir da base materna Holandés
quanto da zebuina, nas condi¢es de
produgdo tipicas brasileiras. Assim,
haveria uma época mais apropriada para
a superovulacdo visando a obtencdo de
maior nimero de embrides em qualidade
e congelabilidade, utilizando-se cada
uma das ragas? Se houver, os sistemas
poderiam dispor de um pequeno grupo
de doadoras, maximizando a producgdo
dos embrides nas épocas mais
apropriadas. Dessa forma, optar-se-ia
pela criopreservagdo e transferéncia dos
mesmos, segundo a disponibilidade de
receptoras do rebanho.

Além disso, deve-se levar em
consideracdo que, dos custos da TE, a
manutencido de um rebanho de
receptoras € 0 mais oneroso ao sistema
de produc¢do (Looney et al., 2006). Por
isso, a utilizagdo das prOprias matrizes
leiteiras como receptoras poderia ser
uma estratégia vidvel para os programas
de TE que visam a reposi¢ao de vacas F1
HZ. Contudo, ao se contabilizar a
eficiéncia reprodutiva deste tipo de
animal, cujo periodo de servico médio é
curto (111,3 dias) a ponto de
proporcionar intervalo de partos de 400
dias (Borges et al., 2007) deve-se atentar
para que, da mesma forma, as vacas
leiteiras receptoras ndo permanecam, por
muito tempo, aguardando para serem
inovuladas.  Neste  raciocinio, o0
aproveitamento do primeiro estro natural
ou induzido no pds-parto recente poderia
ser um mecanismo de se reduzir o custo
com manutencao das receptoras.

Adicionalmente, alguns sistemas de
criacdo de animais mesticos utilizam
cruzamentos terminais objetivando a



produgdo de bezerros de corte como uma
forma de agregar valor a receita da
propriedade (Marcatti Neto et al., 2000).
Dessa forma, as fémeas também
poderiam ser recriadas e servirem como

receptoras de embrido.

Uma vez que a TE é uma biotécnica
potencialmente  utilizdvel para a
formacdo e manutencdo de rebanhos
leiteiros F1 HZ, torna-se necessirio o
conhecimento das caracteristicas
inerentes a producgdo, criopreservacio e
transferéncia  desses embrides em
condi¢des tipicas de  producdo
brasileiras. Sendo assim os objetivos do
presente trabalho foram estudar:

- as caracteristicas da producdo in vivo
de embrides F1 Holandés x Gir, a partir
do cruzamento reciproco entre as duas
racgas, no verao e inverno;

- o potencial de utilizacdo de novilhas
Holandés x Zebu, ciclicas ou aciclicas,
como receptoras de embrido F1, no
verao e inverno;

- o potencial de utilizagdo de vacas F1
Holandés x Zebu no periodo pés-parto,
como receptoras de embrido F1, no
verao e inverno.

2. Revisao de literatura
2.1 O cruzamento F1 Holandés x Zebu

A utilizacdo de cruzamentos Bos taurus
taurus X Bos taurus indicus baseia-se na
premissa da complementaridade entre as
duas subespécies, que se da pela reunido,
nos produtos, das caracteristicas de
longevidade, resisténcia a parasitos,
maior tolerdncia as variacdes de clima e
seus efeitos, bem evidenciados nas racas

zebuinas, e da precocidade e maior
eficiéncia produtiva e reprodutiva
observadas nas racas taurinas (Pereira,
1998; Barbosa, 2004).

Alguns autores mostraram que o lucro
por dia de vida util obtido a partir da
criacdo de animais F1 foi superior aquele
obtido quando outros cruzamentos entre
zebuinos e taurinos foram utilizados
(Madalena et al., 1990a,b; Lemos et al.,
1996). Um estudo recente revelou
rentabilidade variando de 20,2 a 37,6%
utilizando sistema de producdo de leite
com rebanho F1 produzindo cerca de
2.400 kg de leite/vaca em lactagdo, em
clima tropical tipico (Moraes et al,
2004).

Explicacdes para esses resultados
baseiam-se no fato de que animais F1
apresentam nivel maximo de heterose.
Por heterose entende-se o fendmeno
genético  quantitativamente  definido
como a superioridade das progénies
resultantes do acasalamento entre
animais de racgas diferentes, em relacdo a
média dos pais, para uma determinada
caracteristica (Pereira, 1998). Segundo
Madalena (2004), exceto para algumas
poucas excecdes, as caracteristicas de
importancia econdmica  apresentam
heterose que se acumula no agregado
que compde o lucro, amplificando
grandemente a vantagem do F1 sobre os
outros cruzamentos. Além disso, animais
F1 apresentam tolerdncia ao calor e
resisténcia aos parasitos semelhante as
do zebu puro (Madalena et al., 1990b),
de forma que quando estes estresses
estdo presentes, como na maioria dos
sistemas de producdo brasileiros, esta
adaptacdo contribui para o aumento da
produgdo e reducdo do custo (Madalena,
2004).
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A produgdo de fémeas F1 para a
exploracdo leiteira normalmente € feita a
partir de matrizes zebuinas acasaladas
com touros da raga Holandés, sendo que
as ragas zebuinas mais utilizadas sdo a
Gir, Guzerd e Indubrasil (Ruas et al.,
2005a).

A utilizacdo da raca Holandés nos
cruzamentos explica-se pelo fato desses
animais possuirem maior potencial para
a producdo de leite. Programas de
melhoramento genético dessa raga sdo
realizados hd muito tempo, em todo
mundo, € mais recentemente no Brasil,
refletindo-se na grande disponibilidade
de sémen de touros de alto mérito
genético no mercado (ASBIA, 2006).

A raca Gir Leiteiro é predominantemente
utilizada para o cruzamento F1 no estado
de Minas Gerais (Madalena et al., 1997)
e isto é compreensivel devido a histéria e
a tradicdo da raga, vinculadas ao
processo de selecdo para a produgdo de
leite, que vem ocorrendo ha anos (Ruas
et al., 2005a). A importincia dessa raca
na pecudria nacional € evidenciada pela
sua participagdo em 51,75% da
comercializagdo do sémen nacional das
racas leiteiras (ASBIA, 2006). Com o
programa de melhoramento genético da
raca, iniciado em 1985, hoje existem
disponiveis no mercado sémen de touros
provados, o que estimula a utilizacio
destes para a producdo de F1.

A utilizagdo do cruzamento no qual a
raca materna ¢ Holandés e a paterna é
zebu pode vir a ser uma alternativa ja
que ¢ baixa a disponibilidade das
matrizes das racas zebuinas consideradas
leiteiras para a producdo de Fl e,
portanto, ndo sendo capaz de suprir a
demanda dos rebanhos. Infere-se que a
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qualidade do F1 seja a mesma, com o
mesmo potencial genético para a
produgdo de leite (Verneque et al.,2007).
Sendo assim, a escolha das racas
materna e paterna para a producgdo de F1
deve basear-se em fatores como a
disponibilidade de animais, além das
caracteristicas relacionadas ao
desempenho reprodutivo das duas
subespécies.

2.2. Produgdo in vivo de embrides

Atualmente, a producdo de embrides é
uma ferramenta altamente demandada
pelo setor produtivo e indispensédvel aos
programas de melhoramento animal. O
Brasil € lider na produgcdo mundial de
embrides bovinos, atingindo 266.594
transferéncias comunicadas em 2006. As
racas leiteiras participam com 8,19% da
producdo, sendo a técnica de TE
utilizada para a producdo de cerca de
40% dos embrides dessa categoria, que
totalizaram, naquele ano, 6.037 embrides
provenientes de racas zebuinas e 2.615
provenientes de racas taurinas (Viana e
Camargo, 2007).

A producgdo in vivo de embrides é uma
técnica que visa a produg¢do do maior
nidmero possivel de embrides a partir de
uma doadora, que resultem em gestacdes
e produtos nascidos. As principais etapas
do processo incluem a selecdo das
doadoras, o tratamento hormonal para
estimular a superovulacdo, a
sincronizagdo do ciclo estral das
doadoras e das receptoras, e oOs
procedimentos necessarios para
recuperar, manipular, criopreservar e
transferir ~ (inovular) os embrides
produzidos (Viana et al., 2002).



2.2.1 O processo de superovulagdo

A espécie bovina ¢é considerada
monovulatdria, e apresenta crescimento
folicular num padrio de ondas. A
emergéncia de uma onda folicular é
caracterizada pelo crescimento ordenado
de foliculos a partir de 1,0 mm de
didmetro (Adams et al.,, 2008), em
resposta ao estimulo de Hormodnio
Foliculo Estimulante (FSH). No entanto,
a maioria dos aparelhos de ultrassom
consegue detectar esse crescimento a
partir de didmetros de 3,0 a 4,0 mm. Por
cerca de dois dias a partir da detec¢do, a
taxa de crescimento € similar entre os
foliculos da onda, quando entdo, um
foliculo é selecionado a continuar a
crescer, se tornando dominante, € oS
remanescentes (subordinados) entram
em atresia. O processo de atresia se
desencadeia pela supressdo da liberagdo
de FSH por hormonios produzidos pelo
foliculo dominante (por exemplo,
estradiol e inibina). Ao mesmo tempo, o
foliculo dominante continua a crescer
devido a capacidade adquirida de
sobreviver com menor estimulo de FSH,
se tornando mais responsivo e
dependente do Hormoénio Luteinizante
(LH). Sob a influéncia da progesterona,
os foliculos dominantes de sucessivas
ondas entram em atresia, permitindo
assim, a emergéncia de uma nova onda.
Excecdo se faz ao foliculo dominante
presente no momento da lutedlise, pois
se tornard o foliculo ovulatério
(Adams,1994). Ovulagdes duplas ou
triplas ocorrem ocasionalmente em
bovinos (Sartori et al., 2004).

A maioria dos ciclos estrais, em taurinos,
compreende duas ou trés ondas
foliculares. A emergéncia da primeira
onda ocorre no dia da ovulacdo (dia 0) e

da segunda onda ocorre entre os dias
nove e dez nos ciclos de duas ondas e
nos dias oito e nove, nos ciclos de trés
ondas. Neste ultimo, a terceira onda
emerge no dia 15 ou 16 (Adams, 1994).

Concentragdes plasmdticas de FSH
normalmente flutuam durante o ciclo
estral, alcancando valor méximo quando
o) foliculo dominante, em
desenvolvimento, possui 4 mm de
didmetro, e passando por reducdo
progressiva até atingir concentragdes
basais, no momento da divergéncia
folicular (Mihm et al., 1997).

Multiplas ovulagdes em bovinos sdo
induzidas  pelo  tratamento = com
gonadotropinas exdgenas que possuem
atividade tipo FSH. Essas substincias
estimulam o crescimento de foliculos
pré-antrais normais, que se tornariam
subordinados, durante o processo natural
de divergéncia folicular (Monniaux et
al., 1983).

Apesar da TE ser empregada
comercialmente desde a década de 70, os
resultados alcancados por essa técnica
ainda permanecem semelhantes aos

daquela época (Hasler, 2003). A
variabilidade de resposta a
superovulagdo € um dos maiores

problemas encontrados na implantagcao
de um programa de TE em bovinos
(Mapletoft et al., 2002). A resposta das
doadoras taurinas e zebuinas a
superovulagdo apresenta grande
variabilidade, tanto na taxa de ovulacao,
quanto na producio de embrides vidveis
(Monniaux et al, 1983; Armastrong
1993; Peixoto et al., 2002). A auséncia
de resposta ao tratamento
superovulatério ocorre em
aproximadamente 20 a 30% dos animais
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(Hahn, 1992), enquanto que outros 20 a
30% respondem apenas modestamente e
com baixas taxas de fecundac@o (menos
de seis embrides vidveis por coleta), e
30% das doadoras apresentam nuimero
de embrides vidveis superior a sete
(Rodrigues, 2001).

A andlise de dados de 5.387
superovulagdes a partir de 2.941
doadoras da raca Holandés, distribuidas
em rebanhos brasileiros, mostrou que a
média de embrides transferiveis
produzidos por superovulacdo foi de 5,9
+ 482, sendo que a maioria dos
tratamentos superovulatorios resultou em
apenas um embrido transferivel (Tonhati
et al., 1999).

Para animais da raca Gir, a literatura
mostra médias de 2,3 a 4,1 embrides
vidveis obtidos por coleta (Coelho, 1988;
Lopes, 2003; Marquez et al.,, 2005;
Prado, 2006; Peixoto et al., 2006; Viana
et al., 2007).

2.2.2 Fatores que afetam o processo de
superovulagdo

Segundo Armstrong (1993), os fatores
que determinam a resposta ao tratamento
de superovulacdo podem ser divididos
em: fatores que influenciam a resposta
ovulatéria  das  doadoras, fatores
relacionados ao programa e manejo
animal, e fatores que afetam a
fecundacdo e a viabilidade embriondria.

A resposta das doadoras ao estimulo
superovulatério se relaciona com a
capacidade dos foliculos ovarianos se
desenvolverem, em resposta a aplicacao
de  gonadotropinas  exdgenas, e
ovularem. Monniaux et al. (1983)
atribuem ao padrdo individual como
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sendo o principal componente da grande
variagdo da resposta aos protocolos de
superovulagdo. Segundo os autores, o
potencial para o crescimento dos
foliculos, com posterior ovulagdo ou
luteinizacdo em resposta ao tratamento
superestimulatério, é altamente
correlacionado com o nimero de
foliculos de duas ou mais camadas de
células da granulosa, presente nos
ovérios antes do tratamento, sendo esta
quantidade altamente varidvel (53 a 755)
entre os animais estudados. Sendo assim,
segundo esses autores, individuos que
possuem menos de 200 foliculos normais
em crescimento nos ovarios irdo sempre
apresentar resposta ruim devido ao fato
de que a sensibilidade desses animais
teria, provavelmente, origem genética.
Trabalhos mais recentes mostraram que
o numero de foliculos maiores que
3,0mm de didmetro, presentes nos
ovérios, apresenta alta repetibilidade em
animais, tanto de corte como de leite
(Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007).

Todavia, se os animais apresentarem
potencial para o crescimento dos
foliculos, o destino desses poderd ser a
luteinizacdo ou a ovulacdo. Segundo
Monniaux et al. (1983), o nimero de
foliculos luteinizados se correlaciona
com o nimero de foliculos atrésicos,
maiores que 0,5 mm presentes nos
ovérios; € o nimero de ovulagdes se
correlaciona com o nimero de foliculos
normais maiores que 1,7 mm de
didmetro, e, também, com a taxa de
crescimento desses foliculos.

A literatura reporta fatores como idade
(Lerner et al., 1986), o estado nutricional
(Hendriks e Rone, 1986), e saide da
doadora  (Hasler et al, 1983),
influenciando a resposta superovulatdria.



Provavelmente, esses fatores podem
estar associados com a qualidade dos
foliculos presentes nos ovdrios no
momento da superovulagcdo, podendo,
assim, determinar o destino dos mesmos.

Os fatores relacionados ao programa
superovulatdrio incluem, principalmente,
aqueles envolvidos com protocolo
hormonal utilizado. Dentre esses, estdo o
tipo, a partida, a dose, a relacao LH/FSH
no produto utilizado, o dia do ciclo estral
no inicio e a duracdo do tratamento
(Elsden et al., 1978; Newcomb et al.,
1979; Garcia et al., 1982; Adams, 1994;
Kanitz et al., 2002).

Os extratos hipofisdrios de suinos
(contendo diferentes concentracdes de
FSH e LH) sdo as preparagdes mais
comumente utilizadas nos processos
atuais de superovulacdo. Apesar da
foliculogénese depender desses dois
hormonios, as altas concentracdes de LH
nas preparagdes induzem a ovulagdo
prematura ou a luteinizagdo de foliculos,
ocasionando baixa resposta
superovulatéria (Visintin et al., 1999).
Segundo Kanitz et al. (2002), o LH
exdgeno ndo é necessdrio para a inducao
da superovulacdo, mas € tolerado até
certa quantidade, sem efeitos negativos
na resposta.

A meia vida do FSH, na vaca, foi
estimada em 5 horas ou menos e,
portanto, € recomenddvel que seja
aplicado duas vezes por dia, para a
obtencdo de sucesso na indugdo da
superovulagdo (Monniaux et al., 1983).
Além disso, esquema de doses
decrescentes por quatro dias se torna
mais adequado (Massey e Oden, 1984).

Ja € bem estabelecido que o inicio do
tratamento gonadotrépico no momento
da emergéncia folicular, quando ha
auséncia do foliculo dominante, ird
coincidir com a presenca de maior
nimero de foliculos capazes de
responder ao tratamento, resultando na
melhor resposta a superovulacdo (Nasser
et al., 1993; Adams, 1994). Segundo
Moor et al. (1984), foliculos de tamanho
médio, ndo atrésicos, sdo mais
abundantes nos dias 0 a 5 e 9 a 13 do
ciclo estral e, o inicio do tratamento
neste periodo resulta nas melhores
respostas superovulatérias. Trabalhos da
literatura mostram correlacdo de 0.4 a
0,5 entre o numero de foliculos de
médios (3 a 6 mm), observados nos
ovérios antes do inicio do tratamento
superovulatério, com a resposta de
doadoras taurinas (Kanitz et al., 2002)
ou zebuinas (Viana et al., 2007).

Tratamentos tradicionais de
superovulagdo sdo iniciados por volta
dos dias 8 a 12 do ciclo estral, buscando
coincidirem com o inicio da segunda
onda de crescimento folicular. Porém,
esses protocolos exigem observacdo do
“cio base” para se determinar o dia do
inicio do tratamento, podendo ainda, nao
coincidirem exatamente com o inicio da
onda devido a variagdo do ndmero de
ondas foliculares entre os animais (B6 et
al., 2002). Segundo esses ultimos
autores, a maneira mais factivel para
sincronizar o momento do inicio do
tratamento de superovulacdo com a
emergéncia da onda folicular é a
manipulagdo da emergéncia da onda.
Isso pode ser feito via métodos
mecanicos (como a aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom) ou
por tratamentos hormonais. A aspiragao
do foliculo dominante ou de foliculos
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maiores que Smm de didmetro resulta no
surgimento de uma onda de FSH no dia
seguinte, seguida pela emergéncia de
uma nova onda dois dias apds a
aspiragdo (Bergfeld et al., 1994;
Baracaldo et al., 2000).

O uso do estradiol combinado a
progesterona ou  progestégenos €
bastante eficiente para a sincronizacio
da emergéncia da onda folicular e, por
isso, esse tratamento tem sido
amplamente utilizado nos esquemas de
superovulacdio (B6 et al, 2002).
Segundo a revisdo desses autores,
concentracdes séricas de progesterona
semelhantes as do diestro acarretam
reducdo da frequéncia de pulsos de LH,
causando supressdo do crescimento do
foliculo dominante e, consequentemente,
sua regressdo, seguida pela emergéncia
de uma nova onda folicular.
Adicionalmente, o estradiol suprime o
crescimento dos foliculos antrais via
reducdo na producdo de FSH. Assim,
quando esse horménio é metabolizado,
ocorre emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular, em média 3 a 4
dias ap6s o tratamento. O dia da
emergéncia da onda folicular, apés o
tratamento, ndo difere entre animais
taurinos, zebuinos  ou mesticos
(Carvalho, 2004).

Racas zebuinas apresentam algumas
particularidades em relagdo ao ciclo
estral que podem estar envolvidas nas
diferentes respostas superovulatdrias
dessa subespécie, em comparagcdo aos
taurinos. Essas diferengas se relacionam
a dindmica folicular ovariana incluindo o
nimero de ondas foliculares (podendo
chegar a quatro ou cinco) ao menor
tamanho maximo do foliculo dominante,
quando comparadas as ragas européias
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(Viana et al., 2000, Borges, 2001), e ao
corpo liteo de menor tamanho e menor
concentracdo plasmdtica de progesterona
observados em Bos taurus indicus
(Randel, 1984; Segerson et al., 1984).

Adicionalmente, zebuinos s3o mais
sensiveis as gonadotropinas em relacao
aos taurinos, e quando essas duas
subespécies sdao desafiadas com a mesma
dose de FSH, os primeiros produzem
maior ndmero de estruturas coletadas,
porém com menor nimero de embrides
transferiveis por coleta (Massey e Oden,
1984). Por isso, menores doses de
gonadotropinas, do que as normalmente
utilizadas para superovulacdo de animais
Bos taurus taurus, parecem ser mais
eficientes em animais Bos taurus indicus
(Visintin et al.,1999; Barros e Nogueira,
2001).

Foi observado que novilhas Bos taurus
indicus apresentam maior nimero de
foliculos recrutados no meio da onda de
crescimento folicular (em relacdo a
novilhas taurinas), sugerindo potencial
de maior resposta ao tratamento
superestimulatério  (Carvalho, 2004).
Segundo Baruselli et al. (2007), o
aumento no numero dos foliculos
presentes nos ovdrios pode estar
relacionado ao sistema Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo-1
(IGF-1), pois foi observado que fémeas
da raca Brahman apresentam maiores
concentracdes plasmadticas desse fator e
menores concentracdes de FSH (Alvarez
et al., 2000). Sabe-se que o IGF-1 esta
relacionado a maior responsividade dos
foliculos ao FSH (Armstrong et al.,
2001), e as quantidades de FSH sdo
inversamente relacionadas a resposta
ovariana a superovulacdo (Ireland et al.,
2007).



2.2.3. Influéncia da época do ano na
produgdo de embrides

Os principais efeitos da época do ano na
produ¢do e  desenvolvimento  de
embrides relacionam-se tanto  aos
parametros climéticos, como
temperatura e umidade do ar, quanto a
disponibilidade de alimentos, em
sistemas onde 0s animais sdo manejados
a pasto. O aumento da temperatura e
umidade ambientes, observado durante
as épocas mais quentes do ano, pode
exercer influéncia negativa sobre a
qualidade  embriondria de fémeas
bovinas, principalmente naquelas de
racas taurinas, que sdo mais susceptiveis
ao estresse caldrico. Por outro lado,
alguns trabalhos observaram que animais
zebuinos podem apresentar variacdo na
producdo e qualidade embriondria em
determinadas épocas do ano em
decorréncia de fatores que podem estar
relacionados ou ndo, a disponibilidade
de alimentos, luminosidade, fotoperiodo,
etc.

2.2.3.1. Efeitos de estresse caldrico
sobre a reproducdo e produgcdo de
embrides em fémeas bovinas

O estresse caldrico ocorre quando a taxa
de ganho ou producdo de calor de um
animal excede a de perda, fazendo com
que o mesmo apresente um quadro de
hipertermia (Dhiman e Zaman, 2001).
Alteragdes na temperatura retal (TR) e
frequéncia respiratéria (FR) sdo os dois
pardmetros mais utilizados como medida
de conforto animal e adaptabilidade a
ambientes adversos (Hemsworth et al.,
1995). A temperatura retal normal de
bovinos adultos pode variar de 38°C a
39°C, e a frequéncia respiratdria entre 24

e 36 movimentos respiratérios por
minuto (Stober, 1993).

A zona de termoneutralidade é aquela
que permite que o animal mantenha sua
homeotermia  pelos processos de
produgdo e perda de calor, tais como a
radiagdo, conveccdo, conducdo e
evaporagdo. Para bovinos leiteiros essa
zona situa-se entre 5°C e 25°C (Youlsef,
1985) podendo alcangar limite superior
de até 27°C (Fuquay, 1981). O limite de
umidade relativa do ar ideal para animais
domésticos varia de 60% a 70% (Miiller,
1989). A partir desse limiar, ocorrem
alteragdes no metabolismo do animal, na
tentativa de manter a temperatura
corporal constante.

Um dos mecanismos mais importantes
para o controle da temperatura € a perda
de calor pelos métodos evaporativos
(sudagdo ou evaporacdo pelo trato
respiratério superior). De acordo com
Shearer e Beede (1990), quando a
temperatura ambiente excede 21°C, os
métodos evaporativos se tornam o
principal mecanismo para perda de calor.
Assim, o Indice de Temperatura e
Umidade (ITU) € um pardmetro mais
adequado para se indicar a ocorréncia de
estresse caldrico nos animais, uma vez
que, além da temperatura, esse indice
também leva em consideracdo a umidade
relativa do ar. Esse tltimo pardmetro se
relacionada inversamente a capacidade
do animal em dissipar calor por métodos
evaporativos. Armstrong (1994)
classificou o estresse térmico em
taurinos de acordo com a variacdo de
ITU: em ameno ou brando (72 a 78),
moderado (79 a 88) e severo (89 a 98).
Sendo assim, ITU abaixo de 72
caracterizaria um ambiente sem estresse
por calor.
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Zebuinos regulam melhor a temperatura
corporal em resposta ao estresse caldrico
quando comparados a taurinos (Finch,
1986). Durante periodos continuos de
alta umidade e temperatura, as alteracdes
na ingestdo de alimentos, temperatura
corporal, frequéncia respiratéria e
gasometria  sangiiinea sdo  menos
evidentes em zebuinos, comparados a
taurinos (Beatty et al., 2006). Tal fato se
deve, em parte, a aquisicdio de
adaptacdes evolutivas pela subespécie
Bos taurus indicus (Hansen, 2004).
Segundo a revisdo desse autor, essas
caracteristicas sdao relacionadas com
menor produg¢do de calor de animais
zebuinos (devido a sua menor taxa de
metabolismo) e, também, pela maior
eficiéncia na dissipacdo do calor, por
exemplo, devido a maior facilidade de
vasodilatacdo periférica e pela presenca
de glandulas sudoriparas maiores e com
maior nimero de camadas de células
epiteliais.

Segundo Hafez (1973), o intervalo de
termoneutralidade para animais da raga
Brahman corresponde as temperaturas de
10°C e 27°C, e de acordo com Shearer e
Beede (1990) o processo de sudagdo se
inicia a partir de temperatura ambiente
de 32°C para taurinos, e de 35°C para
zebuinos.

Do ponto de vista bioclimatico, mesmo
em animais mesticos HZ, que sdo
considerados tolerantes ao calor, altas
temperatura e umidade podem ocasionar
alteracdes comportamentais e
fisioldgicas (Pires et al., 1999). Azevedo
et al. (2005) estimaram valores criticos
superiores de ITU iguais a 80, 77 e 75
(quando foram consideradas alteracdes
nas TR), ou iguais a 79, 77 e 76 (quando
foram consideradas alteracdes nas FR),

30

para os animais dos grupos genéticos
1/2, 3/4 e 7/8 HZ, respectivamente.
Torres Jr. (2007) ndo observou estresse
caldérico em vacas ndo lactantes da raca
Gir, submetidas a ambientes de ITU
variando entre 62,2 a 87.,4.

Os efeitos das condigcdes climdticas na
eficiéncia  reprodutiva de  bovinos
refletem-se na taxa de gestacdo, que
sofrem reducdo nas épocas mais quentes
do ano, tanto em condi¢des subtropicais
(Badinga et al., 1985), quanto tropicais
(Pires et al., 2002), devido ao efeito
negativo da alta temperatura ambiente
sob diversos processos relacionados a
reproducdo. O estresse caldrico reduz a
atividade de monta e duracdo do estro
(Thatcher e Collier, 1986), aumenta a
incidéncia de anestro e ovulacdes
silenciosas (Gwazdauskas et al., 1981), e
acarreta:  inibicdlo da  dominéncia
folicular (Badinga et al., 1993;
Wolfenson et al., 1995; Wilson et al.,
1998), redugdo da producdo de estradiol
e androstenediona  pelas  células
foliculares (Wolfenson et al., 1997; Roth
et al., 2001; Bridges et al, 2005),
reducdo nas concentracdes plasmadticas
de LH (Wise, 1988) e alteracdo no fluxo
sanguineo no utero (Wolfenson et al.
2000). A reducdo na qualidade dos

o6citos e no desenvolvimento
embriondrio, causada pelo estresse
caldrico, ocorre tanto como
consequéncia dessas alteragcdes

reportadas acima, bem como devido ao
efeito direto das altas temperaturas sobre
essas estruturas.

O estresse caldrico pode reduzir a taxa
de fecundagdo e competéncia do odcito
em se desenvolver até o estddio de
blastocisto, tanto in vitro ou in vivo
(Wolfenson et al., 2000; Zeron et al.,



2001; Al Katanani et al., 2002; Sartori et
al., 2002). A elevacio de 0,5°C na
temperatura retal foi suficiente para
causar esse comprometimento
(Gwazdauskas et al. 1973; Al-Katanani
et al., 2002).

Obcitos  submetidos a  condigdes
adversas podem ser prejudicados desde o
inicio do desenvolvimento do foliculo
(Britt, 1992). Todavia, as consequéncias
sdo mais pronunciadas quando o
aumento de temperatura ocorre préximo
do momento do estro, sugerindo que o
processo de maturacdo ¢é Dbastante
susceptivel a0  estresse  caldrico
(Edwards e Hansen, 1996). Novilhas da
raca  Holandés  superovuladas e
submetidas a estresse caldrico durante as
fases finais de maturacdo do odcito
(entre o momento do estro e a

inseminacao), produziram menor
numero de embrides vidveis € maior
nimero de embrides com

desenvolvimento atrasado (Putney et al.,
1988), em comparagdo a novilhas ndo
submetidas ao estresse. Da mesma
forma, observou-se reducdo na taxa de
gestacdo de vacas da raca Holandés que
apresentaram  maiores  temperaturas
retais nos dias —1 ou +1, em relacdo ao
dia da inseminag¢do (Pegorer et al.,
2006). O choque térmico ocorrendo
durante a maturacdo do odcito reduz sua
sintese protéica (Edwards e Hansen,
1996) e induz efeitos apoptéticos (Roth e
Hansen, 2004; Roth e Hansen, 2005),
translocacdo prematura dos granulos
corticais (Payton et al, 2004),
desorganizacdo dos microtibulos e do
citoesqueleto e o ndo-alinhamento dos
cromossomos na placa metafisdria (Roth
e Hansen, 2005).

Os efeitos deletérios da hipertermia
também sdo bastante pronunciados
quando ocorrem durante as primeiras
clivagens do embrido (Putney et al,
1989; Ealy et al., 1993; Eberhardt et al.,
2005). Até sete dias de gestacdo os
embrides sdo bastante sensiveis ao
estresse caldrico (Hansen e Ealy, 1991) e
se tornam mais resistentes a medida que
se desenvolvem (Edwards e Hansen,
1997). Por isso, alguns estudos mostram
que vacas sob estresse caldrico podem
apresentar maior taxa de gestagdo
quando recebem embrides de sete dias,
produzidos in vitro ou in vivo (a partir de
animais que ndo sofreram estresse
calérico), do que quando sdo
inseminadas (Putney et al, 1989;
Ambrose et al., 1999; Vasconcelos et al.,
2006).

Em relacdo a duracio e intensidade do
estresse caldrico, estudos in vitro
demonstram que o desenvolvimento
embriondrio pode ser prejudicado tanto
por condi¢des de estresse severo e de
curta duragdo, quanto nos menos
intensos e prolongados. A taxa de
desenvolvimento em blastocisto foi
reduzida em embrides de uma ou duas
células, cultivados a 41°C por 9 ou 12
horas, quando comparado com aqueles
cultivados a 38,5°C e/ou 40°C (Rivera e
Hansen 2001; Jousan e Hansen, 2004;
Rivera et al., 2004b). Por outro lado,
embrides expostos a flutuagdes de
temperatura similares as que ocorrem
com a TR de vacas sob estresse caldrico,
sofreram reducio do seu
desenvolvimento apds oito dias de
incubacdo (Rivera e Hansen, 2001).

Os efeitos deletérios do choque térmico

na qualidade e viabilidade embriondria
sdo relacionados a alteragdes das
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mitocOndrias (Rivera et al., 2003),
mudangas no citoesqueleto celular
(Rivera et al., 2004a) e aumento no
nimero de células apoptéticas (Paula-
Lopes e Hansen, 2002).

A termotolerancia de odcitos e embrides
pode ser regulada por uma variedade de
fatores enddgenos e exdgenos, incluindo
expressdes de genes dependentes do
estddio de desenvolvimento, a producao
de proteinas do choque térmico (HSP), a
prote¢do proporcionada pelos sistemas
de defesa antioxidantes e, possivelmente,
modificagdes genéticas dos animais (Ju,
2005). A HSP 70 desempenha
importante papel na resisténcia das
células ao aumento da temperatura,
estabilizando a estrutura protéica,
reparando as proteinas desnaturadas,
estabilizando o) citoesqueleto,
preservando a fun¢do normal dos
ribossomos e impedindo a apoptose
(Hansen, 2002).

Em relacio as modificacdes genéticas,
existem fortes indicios de que Bos taurus
indicus possuem genes relacionados a
resisténcia ao calor, baseados na maior
resisténcia ao choque térmico de
embrides e linfécitos de animais dessa
subespécie, em comparacdo a taurinos
(Paula-Lopez et al.,, 2003; Hernandes-
Céron et al, 2004). Essa maior
resisténcia de embrides zebuinos ao
choque térmico proporciona seu maior
potencial de desenvolvimento durante as
épocas mais quentes do ano, em
comparacdo aos taurinos. Rocha et al.
(1998) observaram que doadoras Bos

taurus  taurus  produzem  maior
porcentagem de odcitos normais,
fecundados, morulas e blastocistos

durante a estacdo amena do que na ndo
amena, mas nenhuma diferenca foi
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detectada em odcitos de doadoras da
raca Brahman. Outro trabalho realizado
entre o final da primavera e inicio do
outono no Brasil (Camargo et al., 2007)
mostrou que odcitos imaturos obtidos a
partir de vacas da raga Gir apresentam
maior capacidade de se desenvolver em
blastocistos apos maturacio e
fecundacio in vitro, em comparacao aos
odcitos obtidos a partir de vacas da raga
Holandés. Além disso, esses primeiros
produziram menor quantidade de HSP
70.1, associando-se com sua adaptacdo
ao clima tropical. A menor producdo de
blastocistos a partir de odcitos de vacas
da raca Holandés ocorreu devido a baixa
taxa de fecundacdo e também pela
reduzida capacidade dos embrides se
desenvolverem.

Dessa  forma, a utilizacio de
cruzamentos entre taurinos e zebuinos
pode conferir aos embrides maior
termotolerdncia, em comparacio a
embrides taurinos puros. Segundo Block
et al. (2002), embrides produzidos pela
fecundacdo de odcitos da ragca Brahman
com espermatozdides da raga Angus sio
mais termotolerantes do que aqueles
produzidos a partir da inseminagdo de
o6citos da raca Holandés com
espermatozdide da raca Angus. No
entanto, essa diferenca ndo foi observada
quando se comparou a utilizagdo de
espermatozodides das ragas Brahman ou
Angus para inseminagdo de odcitos da
raca Holandés. Os autores reportaram
que esse fato pode ser um indicativo que
a termotolerdncia de embrides pode
depender mais de fatores produzidos nos
odcitos, do que nos espermatozodides.

Em contrapartida, Eberhardt et al. (2005)
mostraram que ndao s6 o o0dcito, mas
também os espermatozdides de Bos



taurus indicus contribuem para a
resisténcia dos embrides em estddio de
pré-implantacdo. Assim, odcitos de
vacas da raca Holandés foram mais
resistentes ao choque térmico (em 12 e
96 horas pods-inseminacdo) quando
fecundados com espermatozdides de
touros da raca Nelore, do que com
espermatozdides de touros da raga
Angus.

2.2.3.2. Efeitos da sazonalidade sobre a
reproducdo e producdo de embrides em
animais zebuinos

Segundo Randel (1984), animais
zebuinos sdo mais sensiveis aos efeitos
sazonais, possuindo menor fertilidade
em épocas de dias mais curtos, em
condicdes de temperatura ambiental
mais baixa e quando hd menor
disponibilidade de forragens, como nos
casos de sistemas de criacdo em pastejo.

Trabalhos da literatura reportam que
zebuinos apresentam menor producio de
odcitos ou embrides vidveis durante os
meses de inverno. Tribulo et al. (1991)
verificaram maior nimero de estruturas
totais e fecundadas obtidas em coletas
realizadas no verdo (9,6 e 7,0;
respectivamente), quando comparadas
com aquelas do inverno (1,6 e 0,8,
respectivamente), para doadoras da raga
Brahman mantidas a pasto, usando
preparacdes de FSH contendo 16% de
LH. Vacas da raca Nelore produziram
maior proporcdo de odcitos vidveis na
época de verdo/primavera, quando
comparado com a época de
outono/inverno (Rubin et al.,, 2005).
Além disso, a superovulagao de 40 vacas
da raca Gir, no verdo e inverno, resultou
em médias de 3,5 e 2,7 embrides vidveis,
respectivamente (Mdarquez et al., 2005).

Esses ultimos autores observaram que os
embrides coletados no verdao apresentam
menor nimero de células apoptdticas
antes e apds a criopreservacdo, em
comparagdo aos embrides coletados no
inverno.

Bastidas e Randel (1987), estudando
1841 coletas de embrido em doadoras da
raca Brahman, no estado do Texas
(Estados Unidos da América),
observaram menor nimero de embrides
viaveis coletados no inverno (2,9) em
comparagdo as outras estagdes (3,4 a
4,2). Os autores também reportaram que
os embrides coletados no inverno
produziram menores taxas de gestacdo.
Segundo esses autores, os animais foram
mantidos sob as mesmas condi¢des
nutricionais durante o ano e, portanto,
outros fatores como a luminosidade,
temperatura e diferencas genéticas
podem influenciar a fun¢io reprodutiva
dos bovinos.

Em contrapartida, em um estudo
realizado no Brasil com doadoras da raca
Nelore submetidas a bom manejo
nutricional, ndo foi observado efeito da
época do ano na coleta de embrides
vidveis (média de 11,0 e 9,8 para verdo e
inverno, respectivamente), nem na taxa
de gestacdo de embrides transferidos
para vacas (65,19%) e novilhas
(55,97%), respectivamente (Souza et al.,
2007). Adicionalmente, Lopes (2003)
também ndo observou diferenca na
produgdo de estruturas totais e vidveis a
partir da superovulagdo de vacas da raca
Gir entre as épocas de inverno e vero,
no estado do Rio de Janeiro. No entanto,
os animais desse experimento foram
submetidos a manejos nutricionais
semelhantes, e além disso, ndo foi
observada grande variacdo na
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temperatura ambiente, entre as duas
épocas estudadas, que foram de 23,1°C
(15°C a 32°C) e 22,7°C (10,1°C a
32,1°C) para verdo e inverno,
respectivamente.

2.3. Criopreservagdo de embrides

A criopreservagdo tem como finalidade
ampliar as aplicagdes potenciais da
tecnologia da TE. O armazenamento de
embrides em nitrogénio liquido por
tempo  indeterminado  permite a
preservacdo do excedente produzido, o
transporte de embrides para diferentes
locais, a escolha da melhor época para
realizar a transferéncia e, além disso,
elimina a necessidade de sincronizar o
ciclo estral de doadoras e receptoras,
viabilizando assim, a utilizacdo do estro
natural dessas dltimas.

Os protocolos de criopreservacao
objetivam proteger os embrides contra a
formacdo de cristais de gelo
intracelulares durante o congelamento, e
a recristalizacdo durante 0
reaquecimento. Para prevenir a formacao
de gelo intracelular, a 4gua € substituida
por crioprotetores permedveis, e 0s
embrides sdo desidratados em taxas
relativamente lentas (Palasz e Mapletoft,
1996). Ap6s 0 congelamento/
descongelamento, 0s agentes
crioprotetores devem ser removidos do
embrido antes da transferéncia,
permitindo que ocorra, assim, a re-
hidratacio do mesmo, que deve
acontecer numa taxa que impega a
excessiva expansdo das células e seu
consequente rompimento (Voekel e Hu,
1992).

A criopreservacdo pode causar danos
que resultam em fragmentagdo do DNA
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e/ou transcricdo de genes relacionados
ao processo de apoptose, reduzindo a
capacidade de desenvolvimento de
embrides congelados (Park et al., 2006).
Assim, Marquez - Alvarado et al. (2004)
observaram maior nimero de células
apoptéticas em embrides F1 (Holandés x
Gir) criopreservados, em relacdo aos ndo
criopreservados.

O etilenoglicol tem sido efetivamente
empregado como crioprotetor para
embrides bovinos, apresentando
vantagens como sua alta permeabilidade
e a possibilidade da realizacdo da
transferéncia  direta dos embrides
congelados, sem necessitar da etapa
adicional de re-hidratacdo, tal qual
ocorre com o glicerol e, por isso, tem
sido bastante aplicdvel nas condicdes de
campo (Voelkel e Hu, 1992; Dochi et al.,
1998).

Segundo Hasler (2001), ocorre queda de
aproximadamente 10 a 13 pontos
percentuais na taxa de gestacdo apds
transferéncia de embrides
criopreservados, em  relagdo  aos
transferidos a fresco. O mesmo autor
avaliou a transferéncia de mais de
21.000 embrides, de trés bases de dados
diferentes, e reportou taxas de gestacdo
variando de 683% a 77,1% para
embrides transferidos a fresco, e de
56,1% a 68,7% para embrides
criopreservados. Outros estudos
mostraram taxas de gesta¢do de 51% e
53,8% para embrides transferidos a
fresco (Callesen et al., 1998; Martinez et
al., 2002) e de 39%, 44,7% 35,6%,
45,4% e 41% para embrides
criopreservados (Callesen et al., 1998;
Dochi et al.,, 1998; Sa et al.,, 2001;
Martinez et al., 2002; Béynei et al.,
2006, respectivamente).



Para embrides zebuinos transferidos a
fresco, foram reportadas taxas de
gestacdo de 52% (Coelho, 1988) e de
63,7% (Peixoto et al., 2007). Segundo
esses ultimos autores, a taxa de gestagdo
ndo diferiu entre as ragas dos embrides
(Gir, Guzerd ou Nelore). A taxa de
gestacdo a partir de transferéncia de
embrides criopreservados da raca Nelore
foi de 49,2% (Souza et al., 2007).

Zanenga (1993) reportou que a taxa de
gestacdo de embrides criopreservados
em glicerol varia de 43,3 a 56,1%, no
caso de zebuinos, enquanto que o0s
embrides taurinos produzem 67,8% de
gestacdo. Segundo o autor, os embrides
zebuinos apresentam  variacdes na
qualidade apdés descongelamento e,
consequentemente, no percentual de
gestacdo. J4 os taurinos, segundo o autor,
se comportam de maneira bastante
homogénea quando a criopreservagdo é
realizada dentro das especificacOes
propostas.

Segundo Visintin et al. (2002) embrides
zebuinos apresentam maior
susceptibilidade aos danos causados pelo
processo de cripreservagdo. Em estudo
com microscopia eletrdnica, os autores
observaram que embrides da raca Nelore
apresentam menores concentragdes de
goticulas lipidicas, além de maiores
quantidades de vesiculas endossOmicas e
mitocOndrias comparados aos da raga
Holandés, quando avaliados a fresco.
Além disso, também foi observado que
apds o processo de criopreservagdo, os
embrides zebuinos apresentaram maior
quantidade de células mortas, lisadas e
edemaciadas em comparacdo  aos
embrides taurinos.

2.4. Transferéncia de embrides em
rebanhos leiteiros

Um importante fator a ser considerado
na implantacdo de programas de TE,
para formacdo e manutencio de
rebanhos, € a disponibilidade de
receptoras, que representam a maior
parte do custo desses programas (Looney
et al.,, 2006). Sendo assim, a escolha
desses animais deve se basear na melhor
relacdo custo/beneficio, que € altamente
dependente da eficiéncia desses em
responderem  aos  protocolos  de
sincronizag¢do, de se tornaram gestantes e
levarem a gestacdo a termo.

24.1. Fatores  relacionados  ao
estabelecimento  da  gestagdo  em
receptoras de embrido

A sobrevivéncia embriondria inicial
depende do balangco entre sinais
luteoliticos advindos do dtero e a
produ¢do de fatores antiluteoliticos,
como o Interferon-t (IFN-1) pelo
embrido, sendo a progesterona o
principal hormoénio envolvido neste
processo (Mann e Laming, 2001). Por
volta do dia oito a nove do ciclo estral, o
embrido eclode da zona pelicida e inicia
seu alongamento em torno do 13° dia,
préximo ao momento do reconhecimento
materno da gestacdo. Esse processo é
acompanhado por aumento significativo
no seu metabolismo e na secrecdo de
IFN-t (Thatcher et al., 1995). Sendo
assim, o periodo critico de perda
embriondria precoce em bovinos estd
entre o dia oito e 13 apds a fecundagao
(Morris et al., 2001)

Quantidades adequadas de progesterona

sd0 necessdrias para a modulacdo da
secrecao endometrial, e
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consequentemente da condicdo uterina
para receber o embridao (McEvoy et al,
1995). Concentragdes sub-Otimas desse
hormdnio podem acarretar perdas
gestacionais (Mann Lamming, 2001),
normalmente desencadeadas pela
involugdo luteal precoce, sendo que a
maior proporcdo das perdas, por esse
motivo, acontece entre os dias quatro a
sete de gestacdo (Inskeep, 1995).

Trabalhos da literatura reportam que
qualidade do embrido afeta a taxa de
gestacdo, sendo essa superior para
embrides de grau 1 ou excelentes
(Lindner e Wright, 1983; Hasler, 2001;
Peixoto et al., 2007). Estudos também
apontam que a taxa de gestacdo de
embrides a fresco ou congelados ndo é
afetada pelo estddio de desenvolvimento
do embridao (Hasler, 2001; Bényei et al.,
2006), nem pela assincronia de estros
entre doadora e receptora, quando esta é
de mais ou menos 24 horas (Callesen et
al., 1998; Hasler, 2001; Bényei et al.,
2006). Ja Peixoto et al. (2007) relatam
que maior sucesso foi obtido quando os
embrides  transferidos  foram  de
blastocistos iniciais ou moérulas, e a
receptora apresentou estro um dia antes
da doadora.

Em relacio a época do ano, estudos
envolvendo a transferéncia de embrides
realizados no Brasil, utilizando
receptoras mesticas HZ, reportam
maiores taxas de gestacio no outono
(66,2%) em comparagdo as outras
estacdes (60,2%; 64,4% e 65,2% para
verao, inverno e primavera,
respectivamente), para embrides
zebuinos transferidos a fresco (Peixoto et
al., 2007), ou nos meses de setembro a
abril (43%) comparadas aos meses de
maio a agosto (38%), para embrides da
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raca  Holandés  transferidos  pos
congelamento/ descongelamento (Béynei
et al., 20006).

Considerando-se a  categoria da
receptora, Hasler (2001) reportou que
vacas leiteiras apresentaram menores
taxas de gestacdo quando comparadas as
novilhas leiteiras ou vacas e novilhas de
corte. Esse dltimo autor reportou taxas
de gestagdo variando de 38,5% a 47,1%,
em vacas leiteiras recebendo embrides
criopreservados. Dochi et al. (1998),
trabalhando com transferéncia de
embrides criopreservados em receptoras
da raca Holandés, observaram maior
taxa de gestagdo aos 60 dias em novilhas
(44,86%) do que em vacas (39,41%).
Porém, outros trabalhos ndo mostram
essa diferenca (Wright, 1981; Callesen et
al., 1998; Bényei et al., 2006).

24.1.1. Maturidade reprodutiva de
receptoras péri-piiberes

Uma das vantagens da utilizagdo de
novilhas como receptoras de embrido
relaciona-se a alta fertilidade dessa
categoria. Segundo Broadbent et al.
(1991), novilhas apresentam menor
probabilidade de estarem passando por
estresse nutricional ou de apresentarem
histérico de problemas de satide, além de
apresentarem, potencialmente, melhor
condi¢do uterina para a deposicdo do
embrido. Contudo, esses animais devem
apresentar maturidade suficiente de todo
o eixo hipotilamo-hipéfise-ovario-ttero,
que possa permitir o estabelecimento e
manutencdo da gestacdo, e assim a
otimizacdo do processo de transferéncia
de embrides.

Na fémea bovina, define-se puberdade
como o primeiro ciclo estral seguido de



ovulacdo e formagdo de corpo liteo de
vida normal (Schillo et al., 1992; Kinder
et al, 1995). A maturacio do
hipotdlamo, durante o processo de
puberdade, envolve reducdo do efeito
“feed-back” negativo do estradiol, e
aumento da frequéncia de pulsos de LH
(cerca de 50 dias antes da puberdade).

Os foliculos ovarianos em novilhas pré-
puberes crescem e regridem em ondas,
assim como ocorre em vacas no pos-
parto, e o foliculo dominante se torna
maior com a aproximacgdo da puberdade.
Com o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos, ocorre producio de estradiol
suficiente para induzir comportamento
de estro e onda pré-ovulatéria de LH. Ao
avancar do processo de puberdade ocorre
ovulacdo ou luteinizagdo de foliculos,
com formag¢do de corpo liteo ou
foliculos luteinizados de curta duragao,
resultando no aumento transitério de
progesterona (Kinder et al., 1995).

O aumento da concentracdo circulante de
estrogeno contribui para o crescimento
uterino, especialmente nos momentos
préximos a ocorréncia da puberdade
(Kinder et al., 1995), e o estimulo de
progesterona que acontece anteriormente
ao estro puberal é essencial para que o
desenvolvimento uterino ocorra de
forma  adequada,  permitindo 0
estabelecimento da gestacdo (Ruter e
Randel, 1986; Kinder et al., 1995).

A maturidade reprodutiva de novilhas
pode ser avaliada por meio da palpacio
transretal do ttero e ovdrios. Rosenkrans
e Hardin (2003) atribuiram pontuacdo,
denominada escore de trato reprodutivo
(ETR), variando de 1 a 5, para descri¢ao
da maturidade do trato genital de
novilhas. Segundo esses autores, 0s

escores 1 e 2 correspondem a ttero sem
tonus e ovdrios sem estruturas palpaveis
(ETR=1), ou com foliculos menores que
8 mm de didmetro (ETR=2). Esses
escores indicam animal imaturo, com
baixa fertilidade. O escore 3 corresponde
a novilhas com leve tdnus uterino e
presenca de foliculos de 8 a 10 mm nos
ovarios. Os escores 4 e 5 indicam utero
com tonus e foliculos maiores que 10
mm (ETR=4) ou presenca de corpo liteo
palpavel (ETR=5) nos ovdrios. Esses trés
ultimos escores indicam maturidade do
sistema reprodutivo, associada a elevada
fertilidade.

Idade e peso sdo fatores fortemente
associados ao inicio da puberdade
(Rutter e Randel, 1986), sendo que a
idade a puberdade ¢ inversamente
relacionada ao plano nutricional (Schillo
et al., 1992). Animais que ingerem maior
quantidade de energia possuem foliculos
dominantes maiores, e atingem a
puberdade mais cedo, e novilhas que
ingerem quantidades limitadas de
energia antes da puberdade podem sofrer
supressdo de liberagdo dos pulsos de LH
(Kinder et al., 1995). Além disso, o
acimulo de gordura parece modular de
certa forma o desencadeamento da
puberdade (Schillo et al., 1992). O grau
de adiposidade ¢é relacionado as
concentracdoes plasmaticas de leptina,
que € um peptideo sintetizado
primariamente pelos adipdcitos (Barb,
1999). A leptina atua no hipotdlamo
modulando os peptideos orexiogénicos
(por exemplo o neuro-peptideo Y) que
inlbbem a secrecio de Hormonio
Liberador de Gonadotropinas (GnRH).
Além disso, atua também na hipdfise,
estimulando a sintese de LH (Smith et
al., 2002). Presume-se que concentragcdes
plasmaticas de leptina tenham que
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atingir um limiar critico para o
desencadeamento da funcdo reprodutiva
(Barb, 1999). Dessa forma, foi
observado que as concentracdes desse
hormdnio elevam a medida que a
puberdade se aproxima (Garcia et al.,

2002).

A estagdo do ano também pode se
relacionar com a idade a puberdade,
inter-relacionando-se ou ndo com a
nutricdo. Segundo Schillo et al. (1992),
novilhas nascidas na época do outono e
que sdo expostas a condicdoes de
primavera, apds seis meses de idade, t€ém
a idade a puberdade reduzida em relagdo
as que nascem na primavera. Kinder et
al. (1994) reportaram que novilhas da
raca Brahman apresentam  baixa
incidéncia de corpos liteos durante o
inverno, seguido por aumento da
frequéncia de observagdes dessas
estruturas na primavera.

2.4.1.2. Restabelecimento da ciclicidade
e do ambiente uterino apos o parto

A utilizacdo das préprias vacas do
rebanho leiteiro como receptoras de
embrido pode ser uma alternativa para a
reposicdo do rebanho, reduzindo-se
assim os custos com aquisi¢do ou recria
e manutencdo de fémeas destinadas a
esta finalidade. A transferéncia dos
embrides no periodo pds-parto das
receptoras baseia-se na tentativa de fazer
com que o periodo de servico seja o mais
curto possivel, e o sucesso desse
procedimento dependerd da capacidade
do sistema reprodutivo da vaca de se
recuperar da gestacdo anterior e permitir
o estabelecimento de uma nova gestacao.
Esse processo de recuperagdo envolve a
completa involugdo uterina, bem como o
retorno da atividade ciclica ovariana com
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o restabelecimento do eixo hipotdlamo-
hipéfise-ovério-itero (Lamming et al,,
1981).

Durante a gestacdo, as concentracdes de
progesterona e, principalmente, de
estradiol, exercem forte estimulo
negativo ao hipotdlamo, resultando na
diminui¢cdo da liberacio de GnRH,
ocorrendo assim, inibicdo da sintese e,
consequentemente, o esgotamento das
reservas de LH na hipéfise (Nett, 1987).
Nesse periodo, as concentragdes
circulantes de FSH e LH estdo baixas e
as ondas ovarianas podem estar ausentes.
Devido a lutedlise e a remocdo da
unidade feto-placentiria no parto, o
“feed-back” negativo dos esterdides ao
sistema nervoso central é removido. As
concentracdoes de FSH sdo normalizadas
nos primeiros 3 a 5 dias apds o parto,
enquanto que as de LH se regularizam
em cerca de 10 a 20 dias (Butler e Smith,
1989; Yavas e Walton, 2000). O
intervalo entre o parto e a primeira
ovulagdo em vacas leiteiras pode variar
entre 19 a 43 dias, sendo esse ultimo
valor mais comumente observado
naquelas manejados sob sistema de
pastejo (Rhodes et al., 2003).

Um foliculo dominante pode iniciar seu
crescimento desde 10 a 14 dias apds o
parto (Rhodes et al., 2003). Segundo
Diskin et al. (2003), existem trés padroes
distintos de desenvolvimento folicular
nesse periodo: 1) ovulacio de um
foliculo dominante com atividade
esteroidogénica normal, oriundo da
primeira onda de crescimento folicular;
2) desenvolvimento de varias ondas de
crescimento folicular acompanhado de
foliculos anovulatérios até o momento
da ocorréncia da primeira ovulacio; ou
3) desenvolvimento da primeira onda de



crescimento folicular com o foliculo
dominante tornando-se cistico.

A secrecdo de LH é o fator limitante
para o retorno a ciclicidade e, durante o
periodo pds-parto, essa secrecdo €
caracterizada por baixa frequéncia de
pulsos (Nett, 1987). A recuperacdo da
alta frequéncia de secrecdo pulsitil de
LH ¢é necessdria para estimular o
desenvolvimento continuo do foliculo
dominante, e a producdo de estradiol
suficiente para induzir a onda pré-
ovulatéria de LH (Jolly et al., 1995).

No periodo pds-parto, o aumento da
demanda energética da vaca para a
producdo de leite pode exceder a
quantidade de energia que € obtida na
dieta, levando a mesma a condicdo de
balanco energético negativo (BEN) com
consequente perda de peso e redugdo da
condicdo corporal (Lucy, 2001). A
subnutricdo (ou ingestdo inadequada de
nutrientes relativos a demanda) é o
principal fator envolvido no
desencadeamento do anestro pds-parto
prolongado, especialmente em animais
submetidos a regimes de pastagem (Nett,
1987; Jolly et al., 1995).

A condicdo energética é considerada o
fator nutricional de maior influéncia na
reproducdo (O"Callaghan e Bolland,
1999) e a duragdo do periodo de BEN
estd inversamente relacionada ao
desempenho reprodutivo de vacas no
p6s-parto. Sendo  assim, trabalhos
mostram que a restricdo alimentar e o
BEN estdo associados a redugdo da
frequéncia dos pulsos de LH (Butler e
Smith, 1989; Schillo, 1992), a redugdo
desenvolvimento folicular (Lucy et al.,
1991), a redug¢do do tamanho maximo
atingido pelo foliculo dominante (Diskin

et al., 1999); ao atraso na primeira
ovulacdo (Butler e Smith, 1989; Lucy et
al., 1991), a reducdo da qualidade do
odcito (Snijders et al., 2000), a depressao
da funcdo luteal (Villa-Godoy et al,
1988) e a reducdo da probabilidade de
concepcao (Wiltbank et al., 1962;
Buckley et al., 2003).

O BEN relaciona-se a alteragdo do
metabolismo  para uma  situacdo
catabdlica, provocando elevacdo da
secrecdo de hormoénio do crescimento
(GH) e diminui¢do da producdo de IGF-
1 e de insulina (Spicer et al., 1990).
Essas modificagdes enddcrinas afetam o
crescimento folicular de maneira direta,
influenciando a sensibilidade do ovério
as  gonadotropinas, ou indireta,
diminuindo a frequéncia de pulsos de
LH e, também, de suas concentragdes
(Beam e Butler, 1997; Gong, 2002;
Webb, 2004).

A insulina, conjuntamente com glicose,
pode estimular a liberacdo de GnRH
pelo hipotdlamo (Arias et al., 1992),
estimular a proliferagado e
esteroidogénese das células foliculares
(Wettemann e Bossis, 2000) e a
produgdo IGF-1 pelo figado (Webb et al,
2004). O IGF-1 estimula a proliferagdo e
a mitogénese das células da granulosa,
aumentando também o nimero de
receptores de gonadotropinas e sua
atividade. Com isso, a esteroidogénese
das células foliculares (Gutierrez et al.,
1997; Webb et al., 2006), bem como a
produgdo de progesterona pelas células
luteais (Scham e Berisha, 2004), sdo
positivamente relacionadas as
concentragdes  desse  hormdnio. E
também provavel que IGF-1 regule a
funcdo  gonadotréfica da  hipdfise
(Roberts et al., 1997). Além disso, IGF-1
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e/ou insulina podem ser benéficos a
maturacio do odcito e ao
desenvolvimento embriondrio inicial
(Gong, 2002).

A primeira ovulacdo apds o parto é
dependente da producdo de estradiol
pelo foliculo dominante, suficiente para
estimular o pico de LH pré-ovulatério
(Day, 2005). A medida que o efeito do
BEN ¢ reduzido, os estoques de LH na
hipéfise vao sendo restabelecidos, e as
concentracdes plasmadticas e frequéncias
dos pulsos de LH, bem como as
concentracdes plasmaticas de estradiol
aumentam  linearmente e, como
consequéncia, a cada onda folicular, o
didmetro méaximo alcancado pelo
foliculo dominante aumenta, até a
ocorréncia da ovulacdo (Jolly et al,
1995).

Sendo assim, redu¢do do BEN, e o
consequente aumento nas concentragdes
circulantes de IGF-1 (Roberts et al.,
1997) e insulina (Gong, 2002) estdao
relacionados ao retorno da ciclicidade no
pés-parto. Assim, € visto que vacas
submetidas a dieta com baixo teor de
energia apresentam maior ndmero de
ondas de crescimento folicular, antes da
primeira ovula¢do, do que aquelas que
receberam dietas com alto teor de
energia (Stagg et al., 1995). Da mesma
forma, maiores concentragdes de IGF-1
foram observadas em vacas que
ovularam durante a primeira onda
folicular no pds-parto, em relacio as que
falharam em ovular (Beam e Butler,
1998).

O corpo lditeo oriundo da primeira
ovulacdo geralmente sofre lutedlise
prematura, caracterizando um ciclo
curto, com duragdo de aproximadamente
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6 a 10 dias (Day et al., 1990). Esta
estrutura formada apresenta menor
tamanho e menor producdo de
progesterona (Short et al., 1990).
Segundo Rhodes et al. (2003) a fase
luteal curta é consequéncia de interagdes
entre o dutero, o corpo ldteo e
possivelmente o foliculo ovulatério,
sendo a condicdo uterina o fator mais
importante. Observou-se que durante o
ciclo curto ocorre liberagdo prematura de
PGF,, pelo ttero (Cooper et al., 1991),
por consequéncia de concentragdes
insuficientes de progesterona (Zollers et
al., 1993) e estradiol (Mann e Lamming,
2000), durante o periodo que precede
esta primeira ovulacio.

Segundo Zollers et al. (1993), durante o
ciclo estral normal, o estradiol da onda
pré-ovulatéria estimula a sintese de
receptores  para  progesterona  no
endométrio. A  progesterona inibe
diretamente a sintese de receptores
uterinos para oxitocina durante o inicio e
o meio da fase luteal. O declinio nas
concentracoes de progesterona
plasmatica, no final dessa fase, permite a
sintese de receptores para oxitocina no
endométrio para que este ultimo
hormé6nio determine a liberacdo de
PGF,,. A quantidade de receptores para
progesterona no endométrio € maior e a
de oxitocina menor no quinto dia do
ciclo estral de duracdo normal em vacas.
Ao contrdrio, em vacas que apresentam
ciclo estral de curta duracdo, observou-
se maiores quantidades de receptores
para oxitocina € menores para
progesterona no endométrio. Sendo
assim, sdo observadas correlagdes
positivas entre a ocorréncia de ciclos
estrais curtos e a baixa concentracdo de
estrogeno plasmdtico no momento do



estro (Garcia-Winder et al., 1987;
Zollers et al., 1993).

Geralmente os intervalos ovulatérios
tendem a aumentar com as ovulagdes
subsequentes. Observaram-se 27,3 e
9,2% de ciclos curtos apds a primeira e
segunda ovulagdes pods-parto (Royal et
al., 2000).

Durante a retomada espontdnea dos
ciclos estrais, o ciclo curto é importante
para promover o estro na ovulagio
subsequente e assegurar que este estro
esteja associado a um ciclo de duracdo
normal (Day, 2005). Dessa forma, a
concep¢do de vacas em lactacdo se
correlaciona com o nimero de ciclos
ovulatérios precedendo a inseminagdo
(Butler e Smith, 1989). A maior
fertilidade ¢é alcangada apds o terceiro
ciclo estral (Thatcher e Wilcox, 1973).
Tipicamente, a terceira ovulagdo ocorre
ap6s 50 dias pds-parto, num momento
em que a involucdo uterina ji estd
completa. Segundo a revisdo de
Ferguson (2005), a taxa de concepcao
esperada para o terceiro ciclo é de 65%.
O mesmo autor mostra que a taxa de
concepgdo apds a inseminacdo de vacas
no pos-parto, na primeira ou segunda
ovulacdo, é de 36%.

2.4.2. Uso de progestogeno e estradiol
para a inducdo e sincronizacdo do estro
em receptoras de embrido

O uso de protocolos que associam a
inser¢do de implantes liberadores de
progestégenos e aplicacdo de estradiol
para a sincronizacdo do estro de
receptoras tem sido relatado em diversos
trabalhos (B6 et al., 2001; B6 et al.,
2002). Esses protocolos baseiam-se na
premissa de que a liberacio de

progestégeno pelo implante, com esse
hormdnio alcancando concentragdes
séricas condizentes com a fase luteal do
ciclo estral, leva a inibicao da frequéncia
dos pulsos de LH, e inibi¢do da ovulacdo
durante o periodo em que implante estd
inserido. Foi demonstrado que a
administragdo do estradiol no inicio do
protocolo relaciona-se a efeito luteolitico
e também a sincronizacdo da emergéncia
de uma nova onda folicular devido ao
efeito de supressdo do FSH e também a
potencializacdo do efeito da
progesterona na supressao do LH (Burke
et al, 1996). A inducdo de regressao do
foliculo dominante em decorréncia da
administracdo de estradiol € essencial
para evitar a presenga de foliculo
persistente, o que se relaciona a baixas
taxas de gestagdo. Apds a metabolizacdo
do estradiol, inicia-se o crescimento de
uma nova onda folicular, cerca de 3,5 a 5
dias ap6s a aplicacdo desse hormodnio
(Moreno et al., 2001). Na maioria dos
protocolos de sincronizacdo de estro, o
dispositivo liberador de progesterona (ou
progestogeno) permanece inserido por
sete a nove dias. A retirada do
dispositivo permite com que o LH
armazenado seja liberado em pulsos, o
que acarreta na ovulacdo do foliculo
dominante presente. A PGF,,
normalmente € aplicada no final do
protocolo objetivando a regressao de um
eventual corpo liteo presente. Além
disso, alguns protocolos ainda incluem a
aplicacdo de estradiol um dia apds a
retirada do implante, objetivando a
inducdo do pico pre-ovulatério do LH.
Trabalhos mostram que a taxa de
gestacdo de receptoras submetidas a
protocolos associando progestégeno e
estradiol variou entre 41,7 e 62,7 (B6 et
al., 2001).
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Protocolos que envolvem a utilizagdo
progesterona e estradiol também té€m se
mostrado eficientes para indugdo de
ovulacdes em vacas, a partir de 30 dias
poés-parto, e em novilhas, com taxas de
ovulacdo variando de 71% a 90%
(Barreiros et al., 2005; Sa Filho et al.,
2005ab; Meneghetti et al, 2005;
Carvalho et al., 2007; Ruas et al., 2007).

O bloqueio da liberacio de LH
hipofisario, em decorréncia da utilizacao
dos implantes de progestégenos acarreta
no armazenamento de LH e, com a
retirada do implante, ocorre liberacdo
desse hormdnio, em concentracdo e
frequéncia que possa ocasionar o retorno
dos ciclos ovarianos (Breuel et al.,
1993). Segundo Rhodes et al. (2003) o
tratamento de vacas em anestro com
progestdgenos  pode  resultar  no
desenvolvimento e a maturagdo dos
foliculos dominantes, devido ao aumento
da secrecdo de LH e ao estimulo do
desenvolvimento de receptores de LH e
da secre¢ao de estradiol. O uso de
progestdgeno  esteve associado  ao
retorno mais rdpido a atividade ovariana
ciclica no pds-parto em animais que
apresentavam baixo peso corporal (Ruas
et al., 2005b).

Em novilhas, apds o inicio do processo
de maturacdo sexual, o tratamento com
estrogeno pode induzir ondas pré-
ovulatérias de LH, pois os estoques de
gonadotropinas ndo sdo limitantes
durante a maturacdo sexual (Kinder et
al., 1995). Tratamento com
progestégenos durante a peri-puberdade
pode induzir estro e ovulagdo, porém, as
taxas de concep¢cdo podem ser baixas,
principalmente se as novilhas
apresentarem baixa condicdo corporal
(Short et al., 1976).
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3. Material e Métodos

3.1. Experimentos 1 e 2: Produgdo e
criopreservacdo de embrides

Nesses experimentos foram produzidos e
congelados embrides F1 Holandés x Gir
a partir da superovulacdo de fémeas das
racas Holandés (experimento 1) e Gir
(experimento 2), nas épocas de verdo e
inverno.

O experimento 1 foi realizado na
Fazenda Experimental Prof. Hélio
Barbosa (FEPHB), pertencente a Escola
de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), situada no
municipio de Igarapé, MG (20° 04” S e
44° 18°W Gr). As superovulagdes e
coletas de embrido foram realizadas
durante o inverno (26/07/2006 a
20/08/2006) e o verdo (17/01/2007 a
04/02/2007).

Foram utilizadas como doadoras sete
novilhas em cada época, com idade
média de 23,0 £ 3,0 meses e 24,7 + 3,8
meses, para inverno e  verdo,
respectivamente; peso corporal médio
de 349,6 + 52,0 Kg e 362,1 + 36,6 Kg
para inverno e verdo, respectivamente, e
escore de condicdo corporal (ECC)
variando de 3 a4 (escala de 1 a 5, sendo
1 muito magra e 5 muito gorda -
Ferreira, 1990), sendo todos os
parametros acima semelhantes entre as
duas épocas (p>0,05).

O experimento 2 foi realizado na
Fazenda Experimental de Felixlandia
(FEFX), pertencente a Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), localizada em Felixlandia,
MG (18° 45> S e 44° 52 W Gr). As
superovulagdes e coletas de embrido



foram realizadas durante o inverno
(27/06/2007 a 15/07/2007) e o verdo
(10/01/2007 a 28/01/2007).

Foram utilizadas como doadoras sete
novilhas no verdo; e duas novilhas e trés
vacas ndo lactantes no inverno, sendo
uma de primeira e duas de segunda
ordem de parto. As doadoras
apresentaram idade média de 40,4 £ 9,1
meses e 28,9 + 7,1 meses, para inverno e
verdo, respectivamente; peso corporal
médio de 369,2 + 422 Kg e 329,1 +
29,6 Kg para inverno e verdo,
respectivamente, e ECC variando 3,25 a
4,5. Os valores de peso corporal e ECC
foram semelhantes nas duas épocas
(p>0,05), porém, a idade média das
doadoras no inverno foi superior em
relacio a do verdo. Isso se deve a
inclusdo de vacas nio lactantes no grupo
de doadoras, durante o inverno. Nesta
época, ndo foi possivel utilizar apenas
novilhas, devido ao fato de que apenas
dois animais desta categoria
apresentaram condicdes ginecoldgicas
que permitissem sua inclusdo no grupo
de animais selecionados. De qualquer
forma, as vacas nao lactantes ou novilhas
selecionadas, no inverno, foram
submetidas a0 mesmo tipo de manejo
nutricional.

A selecdo das doadoras baseou-se na
avaliagdo de seus historicos reprodutivos
e no exame ginecoldgico realizado por
meio de palpacdo transretal. Foram
selecionados animais que apresentaram
pelo menos dois ciclos estrais regulares
prévios, escore de trato reprodutivo
(ETR - Rosenkrans e Hardin, 2003) de 4
a 5 (doadoras da raca Holandés) ou de 3
a 5 (doadoras da raca Gir), além de
auséncia de qualquer alteracdo clinica ou
reprodutiva.

Os animais foram submetidos aos
manejos nutricionais descritos a seguir.
Doadoras da raca Holandés foram
mantidas em piquete de capim elefante
(Pennisetum purpureum Schum.), onde
receberam sal mineral a vontade e 2 kg
de racdo concentrada por animal em
cocho coletivo coberto, além disso,
durante o inverno, receberam também
silagem de milho (Zea mays) ad libitum,
e 2 kg de polpa citrica, por animal.
Doadoras da raca Gir permaneceram em
piquetes de Brachiaria decumbens e
Brachiaria brizantha contendo cocho
coletivo coberto para o fornecimento de
mistura mineral que foi oferecida a
vontade nas duas épocas. No inverno, as
doadoras também receberam silagem de
sorgo (Sorghum bicolor) ad libitum além
de 1 kg de concentrado (A) e 250 g de
mistura nitromineral (concentrado B) por
dia em cocho coletivo. A suplementacao
se iniciou 23 dias antes do inicio do
protocolo de superovulagdo. A andlise
bromatol6égica dos alimentos oferecidos
no experimento 1 e a composicdo do
concentrados A e B (experimento 2)
encontra-se no anexo 2.

Durante os periodos experimentais
foram medidas a pluviosidade, e as
temperaturas ambiente mdxima e
minima didrias. Também foram medidas
as temperaturas de bulbo seco e umido
em trés momentos diarios: (6h, 12h e 18
h no experimento 1; e 6h30min, 12h e
17h30min no experimento 2). Para tanto,
foram utilizados pluvidmetros presentes
nas fazendas e termOmetros de maximas
e minimas e de bulbo seco e tmido,
localizados em local coberto préximo ao
piquete onde se localizavam os animais.
A umidade relativa do ar (UR) foi
calculada a partir das temperaturas de
bulbo seco e umido, segundo Silva

43



(2000). O ITU foi calculado a partir dos
dados obtidos utilizando-se a seguinte
formula: ITU = 0,72 x (BS + BU) +
40,6; sendo BS a temperatura do bulbo
seco e BU a temperatura do bulbo imido
(Pires et al., 1999).

A TR e a FR das doadoras da raca
Holandés foram mensuradas trés vezes
ao dia (6h, 12h e 18h), desde o dia do
inicio do protocolo de superovulagdo até
a coleta de embrides. No grupo das
doadoras  Gir foram  feitas as
mensuracdes desses mesmos parametros
clinicos, duas vezes ao dia (6h e 18h)
durante o periodo da sincronizagdo até a
inseminacdo artificia. A TR foi
mensurada utilizando-se  termdmetro
clinico mantidlo em contato com a
mucosa retal, durante trés minutos. A FR
foi avaliada contando-se os movimentos
respiratérios observando-se a drea do
costado dos animais, por um periodo de
15 segundos, e os valores observados
foram multiplicados por quatro para se
obter o nimero de movimentos
respiratérios por minuto (mpm). Para
essas mensuragdes os animais foram
conduzidos a uma instalacdo coberta, e
contidos em  canzis individuais
(Holandés) ou em brete (Gir).

As doadoras foram superovuladas de
acordo com os seguintes protocolos:
inser¢do de dispositivo intravaginal
contendo 1,9g progesterona (CIDR'),
independente da fase do ciclo estral (dia
0) e administragio de Benzoato de
Estradiol’ pela via intramuscular (2 mg
no dia 1 do tratamento para doadoras da
raca Holandés ou 1,5 mg no dia 0 do
tratamento para doadoras da raca Gir). A

! Pfizer, Brasil.
2 Estrogin — Farmavet - Brasil
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aplicagdo de FSH® (IM) iniciou-se no dia
5, sendo administradas 400 UI nas
doadoras da raca Holandés, e 200 UI nas
doadoras da raga Gir. A dose total foi
dividida em oito doses decrescentes, nas
seguintes proporgdes: 20%, 20%, 15%,
15%, 10%, 10%, 5% e 5%,
administradas em intervalos de 12 horas.
Junto a sétima dose foi administrado
0,5mg de Cloprostenol Sédico* (IM). O
dispositivo intravaginal foi retirado no
momento da aplicacdo da dltima dose de
FSH. Nesse momento, as doadoras da
raca Gir também receberam uma outra
aplicagdo de Cloprostenol Sdédico
(0,175mg pela via submucosa no libio
vulvar).

Apb6s a retirada do dispositivo, procedeu-
se observacdo de estro trés vezes ao dia
nos horarios das 6h, 12h e 18h, durante
periodo de 60 minutos (experimento 1)
ou 6h, 12h e 17h, por um periodo de 30
minutos (experimento 2), com auxilio de
rufido. Os animais foram submetidos a
trés inseminacdes artificiais a cada de 12
horas, iniciando-se 7 a 12 horas apds a
deteccdo do estro. Para tanto, utilizou-se
sémen de touros da raca Gir (para
doadoras da raca Holandés) ou da racga
Holandés (para doadoras da raga Gir), de
fertilidade comprovada.

As coletas dos embrides foram
realizadas nos dias 6 ou 7 apds a
primeira inseminagdo. Previamente, as
doadoras foram avaliadas por palpacio
transretal para a estimativa do ndimero de
corpos liteos em cada ovério, naquelas
em que foi possivel quantificar. Fémeas
com auséncia de corpo liteo em ambos
os ovdrios nao foram submetidas a coleta

? Pluset — Calier - Brasil
* Ciosin — Shering-Plough - Brasil



de embrides. Considerou-se que houve
resposta a superovulacdo quando as
doadoras apresentaram trés ou mais
corpos  ldteos a  palpacdio. O
procedimento de coleta foi realizado
com o0s animais contidos em tronco
coberto, pelo método nao-cirdrgico, em
sistema fechado. Uma sonda de Foley1
foi introduzida e fixada no corpo uterino
para a lavagem simultinea dos cornos
uterinos. Para cada doadora, foram
utilizados de 500 a 1000 mL do meio
Dulbecco Modificado (DMPBS?).

Ap6s a coleta, procedeu-se a lavagem do
filtro coletor de embrides® vertendo-se
seu conteido em placa de Petri. As
estruturas foram rasteadas com o auxilio
de estereomicroscépi04 (40x), e entdo
transferidas para outra placa contendo
meio DMPBS acrescido de 0,4% de
albumina sérica bovina’ (denominado
meio de manutencdo 1 - MMI) onde
foram classificados (Lindner e Wright
1983) segundo o estddio de
desenvolvimento (obcito, morula,
moérula compacta, blastocisto inicial,
blastocisto, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido) e a qualidade,
como descrito a seguir (Anexo 3):

Excelente (Grau 1) — Embrido esférico,
simétrico, com células de tamanho, cor e
textura uniformes.

Bom (Grau 2) — Embrido com pequenas
imperfei¢des, como alguns blastdmero
extrusados, forma irregular e algumas
vesiculas.

" Rusch - Maldsia
% Nutricell - Brasil
? Millipore - EUA
* Olympus S240 — Japio

Regular (Grau 3) - Embrides com
imperfeicdes claras, mas nio severas,

como  presenca de  blastomeros
extrusados, vesiculagdo e algumas
células degeneradas.

Ruim  (degenerado) -  Embrides

apresentando imperfei¢des graves, varios
blastdmeros extrusados, células
degeneradas, células de varios tamanhos,
muitas vesiculas grandes.

Zonas pelicidas intactas encontradas
foram classificadas como estruturas
degeneradas.

Apés a  classificacdio,  embrides
considerados excelentes (grau 1) ou bons
(grau 2) foram selecionados para serem
criopreservados sendo, em seguida,
transferidos para outra placa contendo
meio etilenoglicol a 1 ,5Mze
imediatamente envasados em palhetas de
0,25mL. O envase procedeu-se de tal
forma que houvesse trés colunas de
liquido intercaladas por ar na palheta,
sendo a central correspondente ao
embrido em meio etilenoglicol e as duas
laterais contendo solucdo composta por
80% de MM-1 e 20% de soro fetal
bovino®>. Todos os meios utilizados
foram previamente filtrados em filtros de
22 micra’. Imediatamente apds o envase,
procedeu-se o congelamento em
equipamento CL 5500°, utilizando se a
curva pré-programada de numero 6,
iniciando-se com o resfriamento a 2°
C/minuto, da temperatura ambiente até -
6° C. Nesse momento procedeu-se a
inducdo da cristalizagdo realizada na
extremidade da coluna central da
palheta. Posteriormente, os embrides

> Millex - EUA
® Cryolgic - Austrilia
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foram mantidos nesta temperatura por 15
minutos (estabilizacdo) e, entdo, ocorreu
reducdo da temperatura a 0,3° C/minuto
até -32° C. Apds esse procedimento, as
palhetas foram imersas em nitrogénio
liquido a -196°C, depositadas em raques
e conservadas em botijdo criogé€nico até
o momento do descongelamento.

Os dados de temperatura méaxima e
minima, temperatura ambiente, UR e
ITU obtidos nos diferentes horarios, bem
como idade, peso vivo e o intervalo da
retirada do dispositivo intravaginal de
progesterona e o estro, foram
comparados, dentro de cada grupo de
doadoras (racas Holandés e Gir), sendo
os dados submetidos a andlise de
variancia, considerando-se o efeito fixo
de tratamento (época do ano), sendo as
médias comparadas pelo teste F. O ECC
das doadoras foi comparad, entre as
épocas pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon.

Para comparacdo da FR e TR das
doadoras, entre as épocas estudadas,
procedeu-se andlise de varidncia,
levando-se em consideragdo os efeitos de
época, dia da mensuragdo e interagdo
desses dois ultimos, sendo as médias
comparadas pelo teste F. Os dias que
foram considerados para comparagao
foram: insercdo  do  dispositivo
intravaginal de progesterona, inicio das
aplicagdbes de FSH, retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona,
e do estro até o dia da coleta dos
embrides (raca Holandés) e dias das
aplicacdes de FSH e dia seguinte a
observacdo do estro (raca Gir). Os
resultados da coleta dos embrides
(nmimero de estruturas totais, vidveis,
congeldveis, degeneradas e  ndo
fecundadas, e de embrides excelentes,
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bons e regulares) foram analisados pelo
teste de Wilcoxon. A taxa de
recuperacdo de estruturas obtidas a partir
das doadoras da raca Gir foi comparada,
entre as épocas, utilizando-se o teste
Qui-quadrado. As andlises foram
realizadas utilizando-se o programa
estatistico SAEG (Fundacdo Arthur
Bernardes - UFV), versao 9.1.

3.2. Experimento 3: Sincronizacdo do
estro das receptoras e transferéncia dos
embrides

O experimento foi conduzido na Fazenda
Experimental de Felixlandia (FEFX),
pertencente a Empresa de Pesquisa
Agropecudria de  Minas  Gerais
(EPAMIG), localizada em Felixlandia,
MG (18°45 S e 44° 52> W Gr). Cento e
trés fémeas, sendo vacas (primiparas ou
multiparas) ou novilhas foram
submetidas a protocolos de
sincronizagdo de estro, durante as épocas
de inverno ou verao (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicio das fémeas utilizadas,
conforme categoria e época da sincronizacao.

Inverno Verao Total
Novilhas 24 25 49
Vacas 32 22 54
Total 56 47 103

As novilhas utilizadas  (mesticas
Holandés x Zebu), foram sete Fl1
Holandés x Gir e 42 de grau de sangue
1/4 Holandés e 3/4 Zebu, oriundas do
cruzamento terminal das fémeas leiteiras
F1 com touros das racas Nelore ou
Guzerd. Os animais foram distribuidos
em grupos conforme a época e o
protocolo de sincronizacdo utilizado,
sendo que a idade e o peso vivo dos
animais foi semelhante entre os grupos
(Tabela 2).



Tabela 2: Médias + desvios-padrao da idade e
peso vivo das novilhas submetidas a
sincronizacao de estro

Grupo n Idade Peso
(meses) (kg)
VA 25  254+45 370,5+32,7
1A 8 27,1£5,8 373,5+27,1
1B 16  26,0+1,9 354,4+265
Geral 49  259+4,0 365,7+£30,4

VA= novilhas sincronizadas no verdo, com o protocolo A;
IA=novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo A;
IB=novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo B.
Médias nas mesmas colunas ndo diferem entre si (p>0,05).

As vacas eram mesticas F1 Holandés x
Zebu de base genética Gir (n=40),
Guzera (n=7) ou Indubrasiladas (n=7),
de primeira a nona ordem de paricao,
com produ¢do média 3.089,08 kg nas
lactagdes  encerradas. Todas  se
encontravam no periodo pds-parto, entre
21 a 65 dias de lactagcdo. O peso vivo e
ECC ao parto, idade a sincroniza¢do, o
nimero de dias pés-parto , a produgdo de
leite na pesagem anterior ao inicio da
sincronizacdo, e didmetro do foliculo
dominante no dia do inicio do protocolo
de sincronizacdo estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3:Caracteristicas das vacas F1 utilizadas como receptoras de embrido, distribuidas de

acordo com a época de sincronizacio

£ poca n Peso ao parto ECC ao parto Idade DPP PL Diametro FD
(kg) 1-5) (meses) (dias) (kg) (cm)
Verdo 22 485,8+584 3,8+0,2 799+ 18,7 424+133 18,6 £2,9 1,3+0,2
Inverno 32 508,3 +59,0 3,8+0,2 87,0+20,2 40,7114 17,6 £4,0 1,3+0,2
Geral 54 499,2+5973 3,8+0,2 84,1+19,8 41,4+12,1 18,0 £3,6 1,3+0,2

DPP = dias p6s-parto; PL = produgdo de leite; FD = foliculo dominante.

Valores nas colunas nao diferem entre si (p>0,05).

Desde o dia do parto até o inicio do
protocolo de sincronizacdo, os animais
foram mantidos com touros zebuinos de
fertilidade comprovada, na proporcao de
aproximadamente 1:50. Animais
selecionados para serem sincronizados
foram alocados em outro lote, sem a
presenca do touro.

As receptoras foram mantidas em
piquetes de Brachiaria brizantha e
Brachiaria decumbens, contendo
bebedouros e cochos cobertos onde foi
fornecida mistura mineral a vontade,

durante os dois periodos experimentais.
No inverno as novilhas receberam 1 kg
de concentrado (A) e 250 g de mistura

nitromineral  (concentrado B) por
animal/dia, oferecidos em cochos
coletivos; e as vacas foram

suplementadas com silagem de sorgo
(Sorgum bicolor) acrescida de 200
g/animal/dia de mistura nitromineral
(concentrado B), também em cochos
coletivos. Durante as duas épocas as
vacas foram suplementadas
individualmente com racdo concentrada
(concentrado A) no momento da
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ordenha. A quantidade didria oferecida
(dois tergos durante a ordenha da manha
e um terco na ordenha da tarde) variou
de acordo com a producdo de leite e os
dias em lactagdo, sendo que vacas até 30
dias pos-parto recebiam 1,0 kg de
concentrado para cada 3,0 kg de leite
produzido, e vacas entre 31 a 65 dias
pOs-parto  recebiam 1,0 kg de
concentrado para cada 2,5 kg de leite
produzidos a partir de 5,0 kg de leite/dia.

Para a selecdo das receptoras, procedeu-
se a avaliacdo ginecoldgica por meio da
palpagdo transretal e ultrassonografial,
utilizando-se transdutor linear de 7,5
MHz. Foram selecionadas as novilhas
que apresentavam sistema genital sem
alteracdes aparentes, e ETR entre 3 e 5
(Rosenkrans e Hardin, 2003). Todas as
novilhas utilizadas no verdo possuiam
corpo liteo (ETR=5) antes de serem
submetidas ao protocolo de
sincronizacdo de estro, sendo, portanto,
consideradas ciclicas. No inverno,
devido ao fato de poucos animais dessa
categoria estarem ciclando, foram
selecionadas oito novilhas ciclicas e 16
novilhas aciclicas (ETR = 3 ou 4).

As novilhas ciclicas foram submetidas a
protocolo de sincronizagdo (protocolo A)
com inser¢do de dispositivo intravaginal
liberador de progesterona (CIDR?) e
aplicacio de 1,0 mg de Benzoato de
Estradiol’ (IM) no dia 0 (independente
da fase do ciclo estral), com posterior
aplicagdo de 0,175mg de Cloprostenol
Sédico® na submucosa vulvar (dia 7) e
retirada do dispositivo intravaginal no

' Honda Electronics CO. LTD.; HS 1500-V. -
Japao

* Pfizer - Brasil

? Estrogin — Farmavet - Brasil

* Ciosin — Shering-Plough - Brasil
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dia 8. As novilhas aciclicas foram
submetidas a outro protocolo de
sincronizacdo de estro (Protocolo B),
com inser¢do de dispositivo intravaginal
liberador de progesterona (CIDR?) e
aplicacdo de 1,0 mg de Benzoato de
Estradiol’ (IM) no dia 0, e no dia da
retirada do  dispositivo (dia  8)
administragdo de 1,0 mg de Cipionato de
Estradiol’ (IM).

As vacas selecionadas para
sincronizagdo  apresentavam  sistema
genital sem  alteracdes  aparentes,

auséncia de liquido no ldmen uterino,
auséncia de corpo liteo, além de foliculo
ovariano com, no minimo, nove
milimetros de didmetro. Para a
sincronizagdo dessa categoria, utilizou-
se o protocolo B.

A observacio de estro foi realizada duas
vezes ao dia (6h e 18h) por um periodo
de 30 minutos, a partir da retirada do
dispositivo. A resposta ao protocolo de
sincronizagdo foi considerada positiva
quando os animais apresentaram estro
apds a retirada do dispositivo, além de
corpo liteo no dia da inovulagdo. Nesse
dia, as possiveis receptoras foram
examinadas por palpagdo transretal com
o auxilio de aparelho de ultrassoml,
utilizando-se um transdutor de 7,5 MHz,
quando se avaliou a localizacdo e a
maior drea do corte transversal do corpo
liteo.

Os embrides foram transferidos entre o
sexto e o oitavo dia apés a detecg¢do do
estro. Duas novilhas que responderam ao
protocolo de  sincronizagdo  ndo
receberam  embrides: uma  que
apresentou corpo lditeo aparentemente

5> ECP - Pfizer - Brasil



jovem (indicando uma possivel ovulagdo
tardia), e outra em que ndo foi possivel
transpor sua cérvix no momento da

inovulacdo. Todas as vacas que
responderam ao protocolo de
sincronizagdo foram inovuladas.

Transferiu-se um tnico embrido F1
(Holandés x Gir) para cada receptora,
totalizando-se 87 inovulagdes. Os
embrides utilizados foram produzidos e
congelados conforme descrito em 3.1.
Todos apresentaram qualidade excelente
(grau 1) antes da criopreservacdo, e
encontravam-se nos estddios de morula
(Mo), moérula compacta (Mc) ou
blastocisto inicial (Bi). Os embrides
utilizados foram provenientes de trés
grupos, de acordo com a raga da doadora
e a época de produgdo, sendo:

HI: Embrides produzidos no inverno, a
partir de doadoras da raca Holandés,
inseminadas com sémen de touros da
raca Gir (n=29);

HV: Embrides produzidos no verdo, a
partir de doadoras da raca Holandés,
inseminadas com sémen de touros da
raca Gir (n=29);

GV: Embrides produzidos no verdo, a
partir de doadoras da raca Gir,
inseminadas com sémen de touros da
raca Holandés (n=29).

Devido a baixa resposta a superovulagdo
das doadoras da raca Gir no inverno, nao
foi possivel a obtencdo de nimero
suficiente de embrides para formacdo do
grupo GI (embrides produzidos no
inverno, a partir de doadoras da raca Gir,
inseminadas com sémen de touros da
raca Holandé€s), portanto esses embrides
ndo foram transferidos. A Tabela 4
apresenta a distribuicdo dos embrides

transferidos, de acordo com o grupo de
producdo, época de inovulagio e
categoria da receptora.

As inovulagdes foram realizadas pelo
método ndo-cirirgico, por um Udnico
técnico. Para tanto, procedeu-se o
descongelamento das palhetas em ar por
10 segundos e, subsequentemente, em
dgua aquecida a 30°C por 20 segundos.
O embrido foi depositado no corno
uterino ipsilateral ao ovdrio que continha
o corpo ldteo. O diagndstico de gestacdo
foi realizado entre os dias 26 a 35 apds a
inovulacdo e, posteriormente, aos 60 dias
de gestagdo, utilizando-se aparelho de
ultrassom', acoplado a um transdutor
linear de 7,5 MHz.

Para andlise dos dados relativos as
novilhas receptoras de embrido, foram
considerados os seguintes grupos: VA
(novilhas sincronizadas no verao, com o
protocolo A), IA (novilhas sincronizadas
no inverno, com o protocolo A) e IB
(novilhas sincronizadas no inverno, com
o protocolo B). Os valores de idade, peso
vivo e drea de corpo liteo no dia da
inovulacdo e do intervalo da retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona
e o estro observado, dos trés grupos de
novilhas, bem com da &4rea de corpo
liteo das novilhas gestantes ou nao-
gestantes foram submetidos a andlise de
variancia, segundo modelo linear geral
considerando-se o efeito fixo de
tratamento, e as médias comparadas pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK).
As taxas de sincronizagdo e gestacdo
foram comparadas pelo teste Exato de
Fisher.

! Honda Electronics CO. LTD.; HS 1500-V. -
Japdo
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Tabela 4: Distribuicao dos embrides transferidos de acordo com o grupo de producio, época de

inovulacio e categoria da receptora

Epoca da Categoria da Embrioes . Embrioes
Grupo . ~ . Subtotais .
inovulaciao receptora transferidos transferidos
Vaca 9 Subtotal HI
Inverno . . 15
HI Novilha 6 inverno
Verio Vaca 7 Subtotal HI 14
Novilha 7 verdo
Subtotal HI 29
Vaca 10 Subtotal HV
Inverno . . 15
v Novilha 5 inverno
- Vaca 4 Subtotal HV
Verido . ~ 14
Novilha 10 verdo
Subtotal HV 29
Vaca 11 Subtotal GV
Inverno . . 16
GV Novilha 5 inverno
- Vaca 7 Subtotal GV
Verido . ~ 13
Novilha 6 verdo
Subtotal GV 29
Subtotal Inverno 45
Subtotal Verdo 42
Subtotal Vaca 48
Subtotal Novilha 39
Total 87

HI: Embrides produzidos no inverno, a partir de doadoras da raca Holandés, inseminadas com sémen de touros da raga Gir; HV:
Embrides produzidos no verdo, a partir de doadoras da raga Holandés, inseminadas com sémen de touros da raca Gir; GV:
Embrides produzidos no verdo, a partir de doadoras da raga Gir, inseminadas com sémen de touros da raca Holandés.

Em relacio as vacas receptoras de
embrido, os dados de peso vivo, de
idade, dias pds-parto, producao de leite,
e o didmetro do foliculo dominante, no
inicio da sincronizacdo, do intervalo da
retirada do dispositivo intravaginal de
progesterona e o estro observado, da 4rea
do corpo liteo no dia da inovulagdo, nas
duas diferentes épocas; bem como do
didametro do foliculo dominante entre os
animais que responderam ao ndo a
sincronizacdo e da drea de corpo liteo,
dias pds-parto e producdo de leite entre
0s animais gestantes ou nao gestantes,
foram submetidos a analise de variancia,
segundo modelo linear geral,
considerando-se o efeito fixo de
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tratamento, e as médias comparadas pelo
teste F. O escore de condicdo corporal ao
parto foi comparado pelo teste de
Wilcoxon. As taxas de sincronizacdo e
gestacdo em vacas nas diferentes épocas,
bem como as taxas de gestacdo de vacas
e de novilhas, e em relacdo aos
diferentes grupos de  embrides
produzidos foram comparadas pelo teste
Exato de Fisher.

As andlises foram realizadas utilizando-
se o programa estatistico SAEG
(Fundacdo Arthur Bernardes - UFV),
versao 9.1.



3.14. Experimento 4: Cultivo in vitro
dos embrioes F1 Holandés x Gir

Este experimento visou avaliar, por meio
de cultivo in vitro, a viabilidade dos
embrides provenientes das mesmas
coletas que resultaram as inovulagdes
anteriores, como forma de afericio da
metodologia de classificacdo e de
congelamento utilizadas. O experimento
foi conduzido no Laboratério de
Fecundacdo in vitro do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterindrias da Escola
de Veterinaria da UFMG, nos periodos
de 30/08/2007 a 03/09/2007 e
31/10/2007 a 04/11/2007. Foram
utilizados 72 embrides F1 Holandés x
Gir, de estadio de desenvolvimento
variando de moérula compacta a
blastocisto expandido e qualidade
excelente (grau 1) ou boa (grau 2)
(Lindner e Wright,1983), provenientes
da superovulagdo cinco e trés novilhas
da raca Holandés no inverno (HI) e
verao (HV), respectivamente, e de duas
novilhas da raca Gir no inverno (GI),
conforme descrito em 3.1. A distribui¢do
dos embrides cultivados encontra-se na
Tabela 5.

As palhetas foram descongeladas em ar
por 10 segundos e, subsequentemente,
em 4gua aquecida a 30°C por 20
segundos (semelhante ao realizado
quando da inovulagdo dos embrides).
Com o auxilio de estereomicroscc’)pio1
(40x), os embrides foram colocados em
placas de Petri, sendo distribuidos em
gotas de meio SOFaaci (Holm et
al.,1999) suplementado com 0,5pg/mL
de inositol* e 0,1ug/mL de tricitrato de
sédioz, sob dleo mineralz, respeitando-se
a proporcdo de 10ul de meio para cada

! Olympus S240 - Japao
* Sigma Aldrich - Franca

embrido presente na gota. Em seguida,
os embrides foram submetidos ao cultivo
em incubadora a 38,7°C contendo 5 %
de COy 5 % de Oy 90 % de N; e
umidade saturada. Embrides que, apds o
descongelamento, apresentaram ruptura
de zona peliicida (ZP) e extravasamento
da massa embriondria (que se encontrava
degenerada) ndo foram submetidos ao
cultivo, mas foram incluidos no nimero
total de embrides.

Tabela S: Distribuicio dos embrioes
cultivados in vitro, segundo o grupo de

producio e sua qualidade
Qualidade
Grupo Excelente Bom
(Graul) (Grau 2)
HI 31 23
HV 5 6
GI 5 2
Total 41 31

HI: Embrides produzidos no inverno, a partir de doadoras da
raca Holandés, inseminadas com sémen de touros da raga
Gir; HV: Embrides produzidos no verao, a partir de doadoras
da raca Holandés, inseminadas com sémen de touros da raca
Gir; GLI: Embrides produzidos no inverno, a partir de
doadoras da raga Gir, inseminadas com sémen de touros da
raca Holand@s.

Os embrides cultivados foram avaliados
quanto a viabilidade e eclosdo apds 24,
48, 72 e 96 horas de cultivo, usando-se
estereomicrosc(’)pio1 (40x). Considerou-
se que os embrides estavam vidveis
quando apresentaram reexpansdo da
blastocele (no caso de blastocistos
submetidos ao cultivo) ou avanco no seu
estadio de desenvolvimento, no caso das
morulas compactas.

Para as analises das taxas de viabilidade
e eclosdo, procedeu-se, respectivamente,
os testes Qui-quadrado e Exato de
Fisher, utilizando-se o  programa
estatistico Statview (SAS Institute Inc.),
versao 5.0.
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4. Resultados e discussao

4.1. Experimento 1: Produgcdo de
embrides a partir de doadoras da raca
Holandés

Os parametros climdticos referentes as
duas épocas de produgdo dos embrides,
na Fazenda Experimental Prof. Hélio
Barbosa (FEPHB - Igarapé - MG),
encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros climaticos durante os periodos experimentais de inverno e verao, na Fazenda

Experimental Prof. Hélio Barbosa (FEPHB)

Parametro Inverno Verao

Meédia + s Variacio Média + s Variacao
Temperatura maxima (°C) 289+1,7° 24,0-31,5 26,5 +1,6° 23,0-29,0
Temperatura minima (°C) 13,1 £1,9° 9,0-17,0 19,5+0,8* 18,0 -21,0
Temperatura 6h (°C) 13,6 +1,6° 10,5 -16,5 20,5+0,8* 19,0 - 22,0
Umidade Relativa 6h (%) 86,2 +12,4° 36,0 - 100 93,6 +3,0° 87,3 - 100
ITU as 6h 593+2,1° 55,0-62,9 69,9 £1,1°% 67,2-71,6
Temperatura 12h (°C) 27,7 +2,5% 22,0-32,0 252 +1,8° 21,0 -28,0
Umidade Relativa 12h (%) 383+12° 9,5-71,8 80,7 £ 6,4° 71,0 - 95,6
ITU as 12h 73,4 +£2,6° 67,2-71,3 75,0+£2,1° 70,5 - 79,5
Temperatura 18h (°C) 239 +2,6° 16,0 - 28,0 26,2 +2,4% 21,0 - 30,0
Umidade Relativa 18h(%) 47,7 #18,5° 7,1-883 78,0+9,3° 58,1-95,6
ITU as 18h 69,7 £3,0° 60,8 - 75,5 76,1 £2,5° 70,5 -79,1

Pluviosidade durante o perfodo
(mm)

166,0

Médias na mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si

Durante os periodos experimentais, as
temperaturas variaram entre 9,0°C a
31,5°C no inverno, e entre 18,1°C a
29,0°C no verdo. Na primeira época, a
média das temperaturas médximas foi
maior, e das temperaturas minimas foi
menor, quando comparadas com as da
dltima (p<0,05). O ITU foi mais elevado
no verdo em relacdo ao inverno, no trés
hordrios em que foram mensurados
(p<0,05), e isso se explica pela maior
UR observada no verdo (p<0,05). As
médias das temperaturas ambiente e do
ITU obtidas nos horarios das 12h, nas
duas épocas, e no hordrio das 18h, no
verdo, foram superiores aos limites
estabelecidos para conforto térmico de
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(p<0,05)

bovinos, que sdo de 25°C (Shearer e
Beede, 1990) e 72 (Armstrong, 1994),
para temperatura ambiente e ITU,
respectivamente. Logo, os animais
permaneceram sob condi¢des ambientais
potencialmente estressantes nas duas
épocas. Além disso, durante o verdo, a
exposicdo a essas condigdes ocorreu por
periodo mais longo, com valores que
ultrapassaram os limites de conforto
tanto as 12h, quanto as 18h.

A FR das novilhas foi maior (p<0,05) no
verdo em relacdo ao inverno, nos trés
horarios analisados (Grafico 1).



Segundo Shearer e Beede (1990), a partir
de 21°C de temperatura ambiente,
bovinos passam a utilizar a evaporagao
através das vias respiratdrias como
principal forma de dissipag¢do de calor.
Assim, as médias de temperatura
ambiente acima de 20,5°C, e os maiores
valores de UR e de ITU, observados no
verdo, relacionam-se a maior FR das
novilhas a nessa época. Quanto maior a
UR, menor serd a capacidade dos
animais em trocar calor pelos
mecanismos evaporativos e,
consequentemente, a FR se elevard para
compensar a menor eficiéncia. Sendo
assim, as médias de temperatura
ambiente acima de 20,5°C, e os maiores
valores de UR e de ITU, observados no
verdo, podem explicar a maior FR das
novilhas a nessa época. No inverno,
mesmo com a temperatura ambiente,
obtida as 12h, superior em relagdo ao
verdo, a FR das novilhas se mostrou
inferior. Tal fato, possivelmente, se deve
a reduzida UR nessa primeira época, que
permitiu maior eficiéncia na troca de
calor por métodos evaporativos.

Grifico 1: Frequéncia respiratéria média
das doadoras da raca Holandés, no inverno e
verao

---m--- Inverno —o— Verao
80

*

60 +

Frequéncia respiratéria (mpm)
[6)]
o

40 +
30 +
20
6h 12h 18h
Horario

* p<0,05

O aumento na frequéncia respiratdria as
6h e 12h no verdo foi, provavelmente, o
fator determinante para a manutengio da
temperatura  retal das  doadoras
semelhante (p>0,05) nas duas épocas
(Griéfico 2).

No entanto, as 18h, observou-se maior
(p<0,05) TR no verdo em relacdo ao
inverno, o que pode estar relacionado ao
maior ganho e a menor eficiéncia de
troca de calor por evaporacdo, em
decorréncia do elevado ITU observado
nesse horario, durante o verdao. Também
pode ser observado que a TR,
independente da época, apresentou
aumento entre ©6h e 18h. Esse
comportamento pode estar relacionado a
taxa de ganho de calor do animal,
acompanhando 0 aumento da
temperatura ambiente, e devido ao
padriao bifasico do ritmo circadiano ou
nictemeral (Beatty et al., 2006) da
temperatura corporal dos bovinos.

Grafico 2: Temperatura retal média das
doadoras da raca Holandés, no inverno e
verao

--®- - - Inverno —o—— Verao
39,6
39,4 +
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Temperatura retal (<C)

6h 12h 18h
Horario

* p<0,05
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Todas as fémeas, durante o inverno,
apresentaram estro apds a retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona,
enquanto que no verdo, uma nao
apresentou. A porcentagem de animais
que respondeu a superovulacdo foi 71,4%
(5/7) no inverno e 85,7% (6/7) no verao.
Os dois animais que ndo responderam a
superovulagdo, no inverno, apresentaram
um ou dois corpos lidteos no dia da coleta,
sendo recuperados um e dois embrides
respectivamente, de cada doadora. No
verdo, a doadora que ndo respondeu a
superovulagdo ndo apresentou nenhum
corpo liteo no dia da coleta e, portanto,
nao foi submetida a esse procedimento.

Segundo Hahn (1992), cerca de 20 a 30%
dos animais nfo respondem tratamento
superovulatdrio. Trabalhos com
superovulagdo em novilhas da raga
Holandés reportaram que 84% (Ax et al.,
2005) e 87,8% (Chagas e Silva et al.,
2002b) desses animais produziram
embrides, independente da quantidade
recuperada. A eficiéncia da
superovulagdo observada no presente
trabalho assemelha-se a registrada pelos
autores acima, porém, neste estudo o
parametro utilizado para avaliar se houve
resposta a superovulagcdo foi a producio
de um nimero maior que dois corpos
liteos nos ovérios, uma vez que novilhas,
ocasionalmente, podem apresentar duplas
ovulacdes (Sartori et al., 2004).

O intervalo da retirada do dispositivo
intravaginal e a deteccdo do estro foi de
33,4 + 11,6 horas, ndo sendo observada
diferenca entre as duas épocas (p>0,05).
Esse valor é semelhante ao reportado por
Lafri et al. (2002), de 31,9 + 0,7h entre a
retirada do CIDR e a observagéo do estro.
O intervalo da primeira inseminagdo e a
coleta dos embrides foi, em média, de 7,1
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+ (0,7 dias no inverno e 6,5 + 0,2 dias no
verdo. Os estddios de desenvolvimento
dos embrides recuperados encontram-se
na Tabela 7, sendo a maioria deles em
estddios compativeis com dados da
literatura (Lindner e Wright, 1983).

Tabela 7: Estruturas recuperadas a partir da
superovulaciio de doadoras da raca Holandés,
no inverno e verao, classificadas segundo seu
estadio de desenvol vimento

Estrutura Inverno Verao
Nimero %  Numero %
Mo 2 1,42 0 0,00
Mc 39 27,66 43 71,67
Bi 25 17,73 7 11,67
Bl 18 12,77 0 0,00
Bx 17 12,06 0 0,00
Bec 1 0,71 0 0,00
Deg 27 19,15 6 10,00
NF 12 8,51 4 6,67
Total 141 100,00 60 100,00
Mo = mérula; Mc= mérula compacta; Bi = blastocisto inicial;
Bl = blastocisto; Bx = blastocisto expandido; Bec =

Blastocisto eclodido; Deg = degenerada; NF = ndo fecundada

Nota-se que no inverno foram coletados
25,54% das estruturas em estddios mais
avancados (de blastocisto a blastocisto
eclodido), enquanto que no verdo todos
os embrides se encontravam nos estadios
de moérula compacta ou blastocisto
inicial, o que se explica pela coleta em
periodo um pouco mais avangado, na
primeira época.

Na Tabela 8 sdo apresentados o nimero
médio e a porcentagem de estruturas
recuperadas a partir das doadoras da raca
Holandés, nas épocas de inverno e
verdo, conforme sua classificacdo
quanto a sua qualidade.



No dia da coleta ndo foi possivel avaliar a
taxa de recuperagdo de embrides, visto a
grande resposta superovulatéria da
maioria das doadoras, que ndo permitiu a
quantificacdo precisa do nimero de
corpos liteos.

A comparacdo entre as estruturas
recuperadas durante as duas épocas ndo
apontou diferenca (p>0,05) em nenhum
dos parametros avaliados.

Tal fato relaciona-se a caracteristica da
resposta a superovulacdo, de elevado
coeficiente de variacdo (Peixoto et al.,
2006). Este padrao de resposta pode ser
atribuido a instabilidade de varidveis que
envolvem resposta hormonal (Sampaio,
2002) e, também, a grande variacdo
individual no nimero de foliculos
ovarianos (Monniaux et al., 1983), fator
que se relaciona com a capacidade de

resposta a superovulagao.

Tabela 8: Estruturas recuperadas a partir da superovulacio de doadoras da raca Holandés nas

épocas de inverno e verao

Estruturas recuperadas Inverno Verdo
o P Total  Média £s % Total Médiats %
Excelente (grau 1) 68 9,7+10,2 48,2 37 53+49 61,6
Boa (grau 2) 25 3,6+3,1 17,7 9 1,3+1,5 15,0
Regular (grau 3) 9 1,3+£2,1 6.4 4 0,6+1,5 6,7
Degenerada 27 39+6,7 19,2 6 09+1,5 10,0
Nao fecundada 12 1,7£2,6 8,5 4 0,6+1,1 6,7
Total 141 20,1 £17,5 100,0 60 8,6+94 100,0
(Variagdo) (1a49) (0a23)
Viaveis (1,2 ¢ 3) 102 14,6 £11,9 72,3 50 7,1+£72 83,3
Congelaveis (1 e 2) 93 13,3+11,4 65,9 46 6,6 +£6,2 76,6

Médias na mesma linha ndo diferem entre si (p>0,05).

Segundo Rodrigues (2001), 30% das
doadoras produz nimero de embrides
vidveis superior a sete. No presente
trabalho, 57% (8/14) das coletas resultou
na recuperacio de mais de sete
estruturas. Além disso, as médias de
embrides vidveis/coleta (14,6 ¢ 7,1 no
inverno e verao, respectivamente) foram
superiores as reportadas na literatura
para novilhas da raca Holandés, de 6,4
(Chagas e Silva et al.,2002b) e 4,7 (Ax et
al., 2005).

Fatores como a condicdo nutricional das
doadoras (Gong et al, 2002), ou a dose
de FSH utilizada no protocolo podem
estar relacionados a resposta obtida no
presente experimento. Uma vez que a
resposta a0 FSH é um fator de grande
variabilidade individual, é recomendavel
que a dose ideal para cada doadora seja
estabelecida de acordo com a resposta
obtida em superovulacdes anteriores, o
que ndo ocorreu neste experimento.
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A porcentagem de estruturas vidveis e a
predominincia de estruturas excelentes
(grau 1) recuperadas nas duas épocas
indicam que a maior temperatura retal
das doadoras observada as 18h no verdo
ndo acarretou reducio na qualidade dos
embrides. Rivera e Hansen (2001)
reportaram que danos aos embrides
provocados  por estresse  caldrico
ocorreram a partir de sua exposicdo a
temperaturas superiores (40,5 °C) as
observadas nesse experimento. Sendo
assim, a temperatura ambiente e UR,
observadas nas duas épocas, podem nao
ter provocado aumento na temperatura
corporal das doadoras com intensidade
suficiente =~ para  ocasionar efeitos
deletérios a producdo e desenvolvimento
embriondrios. Tal fato pode ser
relacionado a maior eficiéncia de
novilhas (em relacdo a vacas) em
controlar o aumento temperatura
corporal em decorréncia do aumento
progressivo da temperatura ambiente
(Sartori et al., 2002). Putney et al. (1989)
mostraram que a reducdo da qualidade e
desenvolvimento de embrides de
novilhas da raga Holandés superovuladas
ocorreu quando a temperatura ambiente
méaxima atingiu valores superiores a
32,2°C, durante os sete dias antecedentes
a recuperacdo dos embrides. No presente
trabalho, no entanto, os valores de
temperatura ambiente observados
situaram-se abaixo desse limiar.

Finalmente, outro fator que pode ter
contribuido para a ndo variacdo da
qualidade embriondria em decorréncia
do aumento da TR das doadoras durante
o verdo seria a utilizagdo de sémen
proveniente de raca zebuina para a
inseminacdo das mesmas. Tal fato pode
ocasionado a produgdo de embrides com
maior resisténcia ao estresse caldrico
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(em relacdo a embrides taurinos puros),
assim como observado em estudo in
vitro (Eberhardt et al., 2005).

Em relacdo a utilizagdo de novilhas como
doadoras de embrido, alguns autores
reportaram que a superovulacdo de
animais dessa categoria resulta na
produgdo de menor nimero de estruturas
em relagdo a utilizac@o de vacas (Kanuya
et al., 1997; Callesen et al., 1998), ou que
poderia haver maior dificuldade para
transposicdo de cérvix nas novilhas
durante a coleta (Hasler et al., 1983),
sendo estes fatores, portanto,
desvantagens da escolha dessa categoria
como doadoras de embrido. Por outro
lado, outros trabalhos mostraram que
novilhas, tanto da raca Holandés (Ax et
al., 2005) quanto mesticas Holandeés-
Zebu (Borges et al.,, 2001) produziram
embrides vidveis em nimero compativel
com o reportado em trabalhos com
animais adultos (Tonhati et al., 1999;
Chagas e Silva et al.,, 2002b; Hasler,
2003). O mimero de estruturas viaveis
recuperadas no presente trabalho também
mostrou que a superovulacio de novilhas,
nas condigdes  estudadas, produz
resultados satisfatorios.

Fatores importantes que encorajam a
utilizacdo de novilhas, especialmente da
raca Holandés, como doadoras de
embrido, estdo relacionados a menor
susceptibilidade dessa categoria ao
estresse caldrico, bem como a auséncia
do efeito negativo da lactacdo sobre o
metabolismo, que pode ocasionar reducdo
na qualidade embriondria, e
consequentemente, na eficiéncia do
processo de produgcdo de embrides
(Sartori et al., 2002; Leroy, 2005).



4.2. Experimento 2: Produc¢do de
embrides a partir de doadoras da raca
Gir

Os parametros climdticos referentes as
duas épocas de produgdo dos embrides,

na Fazenda Experimental de Felixlandia

(FEFX)

Agropecudria

Empresa de
de  Minas

Pesquisa
Gerais

(EPAMIG), encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros climaticos durante os periodos experimentais de inverno e verao, na Fazenda

Experimental de Felixlandia (FEFX)

Parimetro Inverno Verao
Média + s Variacio Média+s  Variacio
Temperatura maxima (°C) 272+08° 26,0-28,5 31,3£2,82* 26,5-35,0
Temperatura minima (°C) 142+1,3° 11,0-16,0 22,3+£0,86" 20,0-24,0
Temperatura 6h30min (°C) 153+1,4° 11,5-17,0 23,3+18* 21,5-30,0
Umidade Relativa 6h30min (%) 13,9+12° 105-155 91,1£6,8* 66,8-95,8
ITU as 6h30min 61,6+1,9° 56,4-64,0 73,3+£2,0* 71,2-80,2
Temperatura 12h (°C) 248+1,8° 19,5-265 28,2+27* 25,0-33,0
Umidade Relativa 12h (%) 52,6 +10,6" 37,8-782 74,6 +11,3" 52,4-92,1
ITU as 12h 714+1,5°  66,9-726 78,5+2,6" 74,4-83,1
Temperatura 17h30min (°C) 25,8+2,0° 21,0-28,0 29,1+3,5* 23,0-35,0
Umidade Relativa 17h30min (%) 52,7+ 114" 384-831 72,1 +13,6* 49,1-91,8
ITU as 17h30min 72,7+1,8° 68,7-748 79,4+32* 73,0-84,5

Pluviosidade durante o perfodo 0.0 127.6

(mm)

Médias na mesma linha, seguidas por letras distintas, diferem entre si (p<0,05).

Os  animais  permaneceram  sob

os valores do horario das 17h30min.

temperaturas que variaram entre 11,0°C
e 28,5°C no inverno, e entre 20,0°C a
35,0°C no verdo. O ITU médio, nos trés
horarios, variou entre 61,6 ¢ 72,7 no
inverno, € entre 73,3 e 79,4 no verdo. As
temperaturas maxima e minima didrias,
bem como a temperatura ambiente, UR e
o ITU foram superiores no verdo em
relacdo ao inverno, nos hordrios das
6h30min, 12h e 17h30min. Durante as
duas épocas, observou-se que a
temperatura ambiente e o ITU
apresentavam comportamento crescente
entre a manha e a tarde, sendo que as
temperaturas maximas didrias superaram

Segundo Azevedo et al. (2005), o nivel
critico superior de ITU para vacas meio-
sangue Holandés x Zebu, em lactacio,
foi de 79 ou 80, quando se considerou,
respectivamente, a FR ou a TR como
indicadores de estresse caldrico. No

presente trabalho, foram utilizados
animais zebuinos e ndo lactantes.
Portanto, supde-se que os valores

criticos de ITU para os animais deste
experimento sejam semelhante ou
superiores aos reportados para animais
mesticos em lactacdo, visto que a
adaptabilidade as condigdes de alta
temperatura e umidade seja atribuida a
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subespécie zebuina e, além disso, o
processo de lactacdo € relacionado a
maior susceptibilidade dos animais ao
estresse caldrico (Sartori et al., 2002).

Grifico 3: Frequéncia respiratéria média das
doadoras da raca Gir, no inverno e verao

---m--- Inverno —o— Verao
80

70 +
60 |

40 |

Frequéncia respiratéria (mpm)
[6)]
o

20

6h 18h
Horario

* p<0,05

A TR e a FR média das doadoras as 6h
foram superiores (p<0,05) no verdo, em
relacdo ao inverno. Tal fato pode estar
relacionado a maior diferenca (de 8,0°C
e 11,7) entre a temperatura ambiente e
ITU no hordrio da manha para as duas
épocas, o que aconteceu de forma menos
pronunciada (2,3°C e 6,7) a tarde,
quando ndo foi observada diferenca
(p>0,05) entre as épocas, em relagdo a
esses parametros fisiologicos.

No presente experimento, a TR média as
18h foi 39,2°C no inverno, e de 39,3°C
no verdo, valores préximos ao
considerado  normal (39°C) para
bovinos (Stober, 1993). A FR média,
nesse hordrio, foi de 27,7 e 28,8 mpm,
nas duas épocas, respectivamente,
encontrando-se entre os valores de 24 a
36 mpm também considerados normais
(Stober, 1993), e inferiores ao valor de
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As médias da TR e FR no inverno e
verdo, nos dias e horarios analisados,
encontram-se nos Graficos 3 e 4.

Grifico 4: Temperatura retal média das
doadoras da raca Gir, no inverno e verao
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60 mpm, quando, segundo Baccari Jr. et
al. (2001), bovinos apresentam sinais de
hipertermia.

O aumento da TR entre os hordrios de 6h
e 18h estd, provavelmente, relacionado
ao maior ganho de calor devido ao
aumento da temperatura ambiente, bem
como ao ritmo circadiano da temperatura
corporal de bovinos (Beatty et al., 20006).

O menor incremento na FR entre esses
dois horérios possivelmente se deve a
menor necessidade de dissipacdo de
calor (indicando que os animais ndo
estariam sofrendo estresse caldrico) ou a
utilizacdo de outro mecanismo para
facilitacdo da perda de calor como, por
exemplo, a sudorese. No entanto, a
primeira hipdtese parece ser mais
adequada, pois, acordo com Shearer e
Beede (1990), animais zebuinos entram



em processo de sudacdo quando a
temperatura ambiente ultrapassa 35°C, o
que ndo ocorreu durante o experimento.

A taxa de manifestacdo de estro das
doadoras foi de 80,0% (4/5) no inverno e
de 85,7% (6/7) no verdo. O intervalo
médio da retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona e a deteccio
do estro foi de 37,1 + 10,1 horas (34,4 +
12,3 horas no inverno e de 41,0 + 8,1
horas no verdo, p>0,05). Visto que a
aplicacdo de PGF,, ocorreu 12 horas
antes da retirada do dispositivo, o
intervalo médio da inducdo da lutedlise
ao estro foi de 49,1 + 10,8 horas, sendo
superior aos valores de 39,0 * 0,8
(Coelho, 1988) ou 40,1 + 17,0 horas
(Coelho e Azevedo, 1991), em trabalhos
com superovulagdo de  zebuinos.
Contudo, esses autores ndo utilizaram
implantes de  progestégeno  nos
protocolos de superovulag@o.

No verdo, trés animais que nao
apresentaram estro até 36 horas apds a
retirada do dispositivo de progesterona
foram inseminados a partir desse
momento. No entanto, esses animais
apresentaram estro apds a primeira
inseminacao, sendo, portanto,
inseminados por mais trés vezes,
intervaladas de 12 horas. A decisdo de se
inseminar oS  animais que nao
apresentaram  estro  baseou-se  na
premissa de que a deteccio desse
comportamento pode ser problemadtica
em animais zebuinos sob condic¢des
tropicais (Galina e Arthur, 1990) e de
que, segundo Bolanos et al. (1997) 19%
de vacas zebuinas com corpo liteo ativo
apds tratamento com progestégeno, ndo
manifestaram estro.

A porcentagem de animais que respondeu
ao protocolo de superovulacdo foi de
60% (3/5) no inverno, e de 85,7% (6/7)
no verdo. O intervalo médio da primeira
inseminacdo a coleta de embrides foi de
7,0 = 0,6 dias no inverno e 7,1 + 0,3 dias
no verdo (p>0,05). O nimero de
estruturas coletadas em cada época, de
acordo com 0 estadio de
desenvolvimento, encontra-se na Tabela
10.

Tabela 10: Estruturas recuperadas a partir da
superovulacio de doadoras da raca Gir,
durante o inverno e o verdo, classificadas
segundo seu estadio de desenvolvimento

Estrutura Inverno Verao
Nimero % Nimero %

Mo 0 0,00 16 29,63
Mc 8 66,67 32 59,26
Bi 0 0,00 0 0,00

BI 0 0,00 0 0,00
Bx 0 0,00 0 0,00
Deg 2 16,67 3 5,56
NF 2 16,67 3 5,56
Total 12 100,00 54 100,0
Mo = moérula; Mc= moérula compacta; Bi = blastocisto

inicial; Bl = blastocisto; Bx = blastocisto expandido; Deg =
degenerada; NF = ndo fecundada.

A maior propor¢do dos embrides
coletados encontrava-se no estddio de
morulas compactas, estidio condizente
com embrides de idade de seis dias
(Lindner e Wright, 1983). Como alguns
animais (n=3) foram inseminados antes
de apresentarem estro, o intervalo da
primeira inseminacdo a coleta pode nado
ser um parametro adequado para a
avaliacdo da idade do embrido.

O intervalo do estro a coleta foi de 6,9 e
7,5 dias no verdo e inverno,
respectivamente. Segundo Lopes (2003),
o inicio das ovulagdes, em vacas da raga
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Gir superovuladas, ocorre em média
29,22 + 4,49 horas apds o inicio do
estro, sendo que 95% das ovulacdes
ocorre num periodo de 12 horas. Sendo
assim, presume-se que, se no presente
experimento, 0 comportamento
ovulatorio ocorreu de forma semelhante
ao relatado por essa ultima autora, a
idade dos embrides recuperados
encontra-se dentro do esperado. No

entanto, a avaliacdo mais precisa da
idade embriondria ndo foi possivel, pois,
neste experimento, o momento das
ovulagdes ndo foi avaliado.

Na Tabela 11 sdo apresentados o nimero
médio e a porcentagem de estruturas
recuperadas a partir das doadoras da raca
Gir, nas épocas de inverno e verdo, e
classificadas segundo sua qualidade.

Tabela 11: Estruturas recuperadas a partir da superovulacio de doadoras da raca Gir nas épocas

de inverno e verao

Estruturas recuperadas Inverno Verdo
P Total  Média s % Total Médiazs %

Excelente (grau 1) 5 1,00 £ 1,41 41,67 31 4,43+4,65 57,41
Boa (grau 2) 2 0,40 + 0,89 16,67 2 0,29 £ 0,76 3,70
Regular (grau 3) 1 0,20 £ 0,45 8,33 15 2,14+£3,02 27,78
Degenerada 2 0,67+1,15 16,67 3 043+0,79 5,56
Nio fecundada 2 0,40 £0,89 16,67 3 0,43 +£0,53 5,56
Total 12 2,4+4,34 100,00 54 7,71 +£6,63 100,00
(Variagdo) (0a10) (0a19)
Vidveis (1,2 e 3) 8 1,60 £ 2,61 66,67 48 6,86 +6,12 88,89
Congelaveis (1 e 2) 7 1,40 +2,19 58,33 33 471+489 61,11

Médias na mesma linha néo diferem entre si (p>0,05).

Foi observada grande variagdo na
resposta superovulatéria, sendo que o
nimero total de estruturas recuperadas
por doadora variou entre 0 a 10 no
inverno, e 0 a 19 no verdo. Sendo assim,
foi possivel se observar diferenga entre a
producdo qualidade embriondria durante
as duas épocas (p>0,05). O ndmero
médio de embrides vidveis coletados no
inverno e verdo foi, respectivamente,
inferior e superior aos dados reportados
na literatura para animais da raca Gir,
que variam entre 2,3 a 4,1 (Coelho,
1988, Lopes, 2003; Mérquez et al., 2005;
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Pugliesi et al, 2005; Prado, 2006,
Peixoto et al., 2006; Viana et al., 2007).
O ndmero médio de corpos liteos das
doadoras da raca Gir, no dia da coleta,
foi de 4,20 + 5,76 ¢ 8,57 + 5,16 e nas
épocas de 1nverno e verao,
respectivamente. A taxa de recuperacio
de estruturas foi de 57,1% no inverno e
90% no verdo (p<0,01), sendo que todas
as coletas e rastreamentos das estruturas
foram realizadas pelos mesmos técnicos,
nas duas épocas.

A recuperagdo de estruturas, apds a
superovulagdo, ¢ influenciada pelo



nimero ovulagdes, pela capacidade das
tubas uterinas em captar os odcitos e
pela eficiéncia do processo de lavagem
do dtero. Segundo Monniaux et al
(1983), foliculos que crescem em
resposta ao tratamento
superestimulatério podem ovular ou
luteinizar. Sendo assim, as estruturas
luteais de ovdrios superestimulados
podem ser corpos lditeos ou foliculos
luteinizados. Dessa forma, ha
possibilidade de que os foliculos que
cresceram no inverno teriam sofrido
luteinizacdo, em vez de ovular. Tal fato
pode ser relacionado com as alteragdes
na producdo de LH e resposta ovariana a
esse hormonio, relatado em animais
zebuinos. Foi observado que nessa época
ocorre redugdo do pico pré-ovulatdrio de
LH (Plasse et al., 1970) e da resposta das
células luteais ao estimulo do LH in vitro
(Rhodes et al.,, 1982) em animais de
racas zebuinas, quando comparados as
taurinas. Além disso, Nogueira et al.
(2007) relataram que a secrecdo de LH
em novilhas da raca Nelore, pertencentes
a um rebanho da regido sudeste do
Brasil, apresenta correlagdo positiva com
a variag@o percentual do fotoperiodo.

A qualidade folicular € outro fator que
pode influenciar a capacidade de
ovulacdo dos foliculos, apds a
superovulacdo. Segundo Monniaux et al.
(1983) foliculos iniciando o processo de
atresia ndo sdo capazes de ovular,
sofrendo apenas luteinizacdo apds o
estimulo pré-ovulatério de LH.

Viana et al. (2007), trabalhando com
superovulagdo de vacas ndo lactantes da
raca Gir, reportaram médias entre 11,4 a
17,4 foliculos maiores que 9 mm de
didmetro nos ovarios, apds o tratamento
superestimulatério. Porém, o ndmero

médio de embrides vidveis obtidos foi de
3,1. Em outro experimento, 0s mesmos
autores estudaram as concentracdes
plasmaticas de estradiol, além das
concentracdes intrafoliculares desse
hormdnio, de progesterona e de
androstenediona em vacas da raga Gir,
quatro dias apds o tratamento com FSH,
comparando-as com as de vacas controle
(14° dia do ciclo estral). Foi observado
que ndo houve diferenca  nas
concentracdes plasmaticas de estradiol
entre os dois grupos; também, a
capacidade esteroidogénica dos foliculos
superestimulados (didmetro de 14 mm)
assemelhava-se a dos foliculos nao
dominantes (didmetro de 7,2 mm), sendo
inferiores as dos foliculos dominantes
dos animais controle. Os autores
sugeriram que em animais da raca Gir a
esteroidogénese folicular poderia ser
negativamente afetada pelo tratamento
com FSH exdgeno. Tal fato pode estar
entdo relacionado a falhas no processo
de ovulacdo apds o tratamento com FSH.

Além disso, segundo Barros e Nogueira
(2001), crescimento folicular assincrono,
associado ou ndo a ovulacdes prematuras
podem prejudicar os resultados do
tratamento superovulatério.

Assim, uma possivel causa para a menor
recuperacdo de estruturas durante o
inverno, no presente trabalho, poderia ter
sido a presenga de foliculos de baixa
qualidade nos ovdrios, durante essa
época. Mesmo que esses fossem
induzidos a crescer em resposta ao
tratamento superestimulatério, sua baixa
qualidade poderia resultar no
comprometimento da esteroidogénese e,
consequentemente, na sua capacidade de
ovular.
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Adicionalmente, ressalta-se que em
sistemas de criacdio em pastejo, com
animais suplementados ou ndo, o0s
efeitos da estacdo do ano sdo altamente
relacionados a nutricdio. A condicdo
nutricional do animal, no momento da
superestimulacdo, pode afetar a resposta
subsequente a esse tratamento. Insulina e
IGF-1 estdo dentre os mais importantes
mediadores do efeito a dieta no
desenvolvimento  folicular  ovariano
(Ryan et al.,, 1994; Armstrong et al.,
2001). A restricdo alimentar e o BEN
estdo relacionados a reducdo das
concentracdes circulantes de insulina
(Sinclair et al., 2002) e as de IGF-1
(Webb et al., 1999), e assim, podendo
comprometer 0 desenvolvimento
folicular, interferindo na taxa de
crescimento e no tamanho do foliculo

ovulatério (Diskin et al., 2003).

Por outro lado, a suplementacdo de
novilhas com dieta contendo 200% dos
requisitos de mantenga acarretou
aumento das concentracdes séricas de
insulina, e posteriormente, a melhor
resposta superovulatéria dessas fémeas
em relacdo ao grupo controle (Gong et
al., 2002). Ademais, segundo Harrison et
al. (1982), os fatores nutricionais se
relacionam também ao efeito sazonal na
onda pré-ovulatéria de LH e no contetddo
de progesterona no tecido luteal.

Segundo Britt (1992), foliculos em
desenvolvimento podem carrear o0s
efeitos negativos do ambiente
metabdlico ao qual foram expostos,
desde o inicio de seu desenvolvimento
(cerca de 60 a 100 dias antes da
ovulacdo). E, como consequéncia, esses
foliculos produzem odcitos menos férteis
e corpos liteos menos funcionais.
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No presente experimento, as doadoras
utilizadas no inverno foram mantidas a
pasto e comecaram a receber
suplementacdo 23 dias antes do inicio do
protocolo superestimulatorio. O
desenvolvimento dos foliculos presentes
no momento do tratamento foi,
provavelmente, iniciado quando os
animais ainda estavam  mantidos
somente em regime de pastejo, numa
época de menor disponibilidade de
forragens em quantidade e qualidade.
Sendo assim, é possivel que naquela
época tenham ocorrido prejuizos na
qualidade do foliculo e odcito que ndo
puderam ser revertidos pela
suplementacdo de curto prazo. Como
consequéncia, a  capacidade de
crescimento e de ovulagdo, em resposta
ao tratamento superestimulatério, pode
ter sido prejudicada.

Da mesma forma, durante o
experimento, no inverno do ano anterior
nido se obteve sucesso na tentativa de
produgdo de embrides em trés novilhas
de raga Gir superovuladas, no mesmo
rebanho. Naquela época, os animais
também foram mantidos a pasto, mas
comegaram a receber suplementacdo no
dia do inicio do protocolo hormonal de
superovulagdo. Supde-se que ocorreu
efeito negativo da provdvel restricdo
nutricional, que também ndo podde ser
revertido pela suplementagdo alimentar
imediata. Logo, propde-se que as
superovulagdes realizadas em épocas
menos favoraveis, como o inverno (ou
seca), naqueles sistemas de producdo em
que os animais s@o  mantidos
exclusivamente a pasto, deveriam ser
precedidas por manejo nutricional
adequado. Isto visa propiciar aos animais
a manifestacio de maior ndimero de
ciclos estrais prévios, situacdo que se



relaciona com melhores condicdes de
resposta ovariana. Todavia, mais estudos
sdo necessdrios para se estabelecer a
melhor estratégia para suplementagdo de
fémeas destinadas a serem doadoras de
embrides, em condicdes semelhantes a
estudada neste experimento.

Todavia, pode-se verificar que no verao,
quando as condigdes de pastagem sdo
favordveis para atenderem aos requisitos
nutricionais das doadoras, a resposta
superovulatéria obtida foi satisfatéria e
dentro do esperado para animais da raga
Gir Leiteiro.

4.3. Experimento 3: Transferéncia de
embrides F1

4.3.1. Utilizacdo de novilhas como
receptoras

O reduzido mimero de novilhas ciclicas
utilizadas durante o inverno (n=8) indica
que a maioria delas ainda ndo
apresentava amadurecimento completo
do sistema reprodutivo como um todo,
ou que retomaram a condicao de anestro,
mesmo apresentando idade semelhante a
das novilhas utilizadas no verdo (n=25).

A porcentagem de novilhas que
respondeu ao protocolo de sincronizacio
foi de 92% (23/25), 100% (8/8) e 62,5%
(10/16) para os grupos de novilhas
sincronizadas no verao, com protocolo A
(VA), novilhas sincronizadas no inverno
com protocolo A (IA) e novilhas
sincronizadas no inverno com protocolo
B (IB), respectivamente. O intervalo da
retirada do dispositivo intravaginal de
progesterona e o estro observado foi de
4487 £ 17.8; 67,50 + 14,25 e 49,50 +
14,25 horas para os grupos VA, IA e IB,
respectivamente, sendo  observada

diferenga (p<0,05) do grupo IA em
relacdo aos demais. Considerando-se os
grupos de novilhas que estavam ciclando
no inicio do protocolo, a apresentacdo de
estro, apds a retirada do dispositivo de
progesterona, dependeria tanto da acdo
do agente luteolitico para a regressdo do
corpo ldteo eventualmente presente ao
final do protocolo, bem como da
presenca de estradiol em concentragdes
suficientes para sensibilizar os centros
cerebrais de comportamento sexual. No
caso do protocolo utilizado (A), o
estradiol desencadeador desse
comportamento, seria produzido como
consequéncia do  crescimento e
maturagdo final do foliculo dominante.
Além da indug@o do estro, o estradiol
produzido ainda teria a fun¢io de induzir
o pico pré-ovulatorio de LH, e
consequentemente, a ovulacao.

A ovulacdo, portanto, ocorreu em todos
os animais dos grupos VA e IA que
manifestaram estro, visto que todos
apresentaram corpo ldteo no dia da
inovulacdo. E possivel que o maior
tempo demandado pelos animais do
grupo IA para apresentarem estro, em
relacdo ao grupo VA, se deva a menor
taxa de crescimento do foliculo
dominante dessas fémeas sincronizadas
no inverno, o que demandou maior
tempo para a maturacio folicular final e
desencadeamento de estro e ovulagdo. A
condicdo nutricional desses animais,
mantidos sob regime de pastejo durante
o inverno, foi, provavelmente, fator
limitante para o desenvolvimento
folicular em taxas semelhantes as dos
animais sincronizados durante o verdo.

Em relagdo ao grupo IB, observou-se

que cinco novilhas desse grupo (31,2%)
apresentaram comportamento de estro
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sem ovulacdo. No caso dos animais
sincronizados com o protocolo B, o
comportamento de estro pode advir da
acdo do estradiol endégeno ou exdgeno
(aplicado no final do protocolo) e,
portanto, ndo dependendo apenas, da
condicdo de desenvolvimento folicular.
A apresentacdio de estro, sem
subsequente ovulagdo é um evento que
pode acontecer em condicdes naturais,
com relativa freqiiéncia (até 68% dos
animais) em novilhas, sendo assim
denominado estro ndo puberal (Ruter e
Randel, 1986). Nesse caso, o estimulo do
estradiol € suficiente para estimular os
centros cerebrais responsdveis pelo
comportamento sexual, mas ndo para
desencadear liberagdo de LH necessério
a inducdo a ovulagdo, devido a
imaturidade do eixo hipotdlamo-
hipéfise-ovério desses animais. Segundo
Escobedo et al. (1989), comportamento
de estro sem ovulacio também pode
ocorrer em novilhas tratadas com
progestdgenos.

Nao foi observada diferenca (p>0,05)
nas taxas de sincronizacdo quando se
compararam novilhas ciclicas em relagdo
a época do ano (VA x [A), ou quando se
compararam  novilhas ciclicas ou
aciclicas utilizadas no inverno (IA x IB).
Entretanto, a taxa de sincronizacdo de
novilhas ciclicas (grupos VA mais 1A),
independente da época (93,9%), foi
maior (p<0,05) em comparacdo a de
novilhas aciclicas (grupo IB) (62,5%). A
auséncia de diferenca nos resultados
obtidos quanto a utilizacdo de novilhas
ciclicas ou aciclicas, somente durante o
inverno, pode ser justificada pelo baixo
nimero de animais disponiveis nesses
dois grupos.
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E provivel que a capacidade de resposta
ao protocolo de sincronizacdo de estro
esteja relacionada a maturidade do eixo
hipotdlamo-hip6fise-ovario desses
animais. Novilhas aciclicas podem nao
apresentar redugdo do  feed-back
negativo do estradiol num limiar
suficiente ~ para: desencadear o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos
até didmetros pré-ovulatério, e permitir
resposta do  eixo  hipotdlamico-
hipofisario ao estimulo enddgeno ou
exégeno (como utilizado no presente
trabalho) de estradiol, desencadeando a
ovulagdo.

Por outro lado, novilhas ciclicas
responderam eficientemente ao
protocolo de sincronizagdo, com taxas de
ovulacdo semelhantes as reportadas em
trabalho com novilhas tratadas com
protocolos que associaram estradiol e
progestdgeno (Sa Filho et al., 2005a).

A drea do corpo liteo foi maior em
novilhas sincronizadas no verdo, em
relacio  aquelas  sincronizadas no
inverno, independente da condi¢do de
ciclicidade ao inicio do protocolo
hormonal (Tabela 12).

Corpos liteos de maior drea também
foram verificados durante a época das
dguas (verdo), em relacdo a seca
(inverno), tanto em vacas das racas Gir
quanto Nelore, apds estro natural
(Borges et al. 2003). Tal fato pode
ocorrer devido a menor producio de LH,
a menor sensibilidade das células luteais
a esse hormdnio, ou pela ovulagdo de
foliculos maiores no verdo, em
decorréncia do maior aporte nutricional
que acarreta producdo de foliculos, e
cosequentemente, corpos liteos maiores,



assim como foi observado por Mollo et
al. (2007) em novilhas da raca Nelore.

Tabela 12: Area do corpo liteo no dia da
inovulacdo, nas novilhas receptoras de
embrido

Area do corpo liteo

Grupo (em?)
VA 23 2,48 +0,74°
IA 8 1,31 +£0,45°
IB 10 1,46 +0,43°

VA = novilhas sincronizadas no verdo, com o protocolo A;
IA = novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo A;
IB = novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo B.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si
(p>0,05).

A taxa de gestagdo ndo diferiu (p>0,05)
entre os trés grupos experimentais,

sendo, em geral, de 41,03% e 33,34%,
respectivamente aos 30 e 60 dias (Tabela
13). A taxa de perda de gestacdo entre 30
e 60 dias foi de 18,75% (3/16).

A taxa de gestacdo aos 30 dias foi
semelhante as reportadas na literatura
para embrides congelados em etileno-
glicol, de: 44,7%, 36,7%, 454% e
41,0%, por Dochi et al. (1998), S4 et al.
(2001), Martinez et al. (2002) e Béynei
et al. (2006) respectivamente. Contudo, a
taxa de gestacdo aos 60 dias foi inferior
as reportadas nesses trabalhos, sendo que
a taxa de perda foi maior do que a de
10% reportada por Béynei et al. (2006),
que avaliou 282 novilhas receptoras de
embrido, entre 35 e 75 dias de gestagdo.

Tabela 13: Taxa de gestacao aos 30 e 60 dias em novilhas receptoras de embriiao

Grupo Receptoras Gestacao 30 dias Gestacao 60 dias
Inovuladas n % n %o
VA 23 12 52,17 10 43,48
1A 8 2 25,00 1 12,50
1B 8 2 25,00 2 25,00
Geral 39 16 41,03 13 33,34

VA = novilhas sincronizadas no verdo, com o protocolo A; IA = novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo A; IB =

novilhas sincronizadas no inverno, com o protocolo B.

Taxas de gestacdo aos 30 e aos 60 dias ndo diferem entre os grupos (p>0,05).

A darea do corpo liteo ndo foi diferente
(p<0,05) entre animais gestantes € ndo
gestantes. Outros trabalhos também
reportam que a qualidade ou tamanho do
corpo liteo ndo se relacionaram a taxa
de gestacdo de receptoras de embrido
(Remsen et al., 1982; Béynei et al.,
2006).

Aspectos envolvendo a receptora de
embrido, principalmente com relacdo a
condicdo uterina, bem como a qualidade
do embrido transferido, sdo fatores que

podem estar relacionados a taxa de
gestacdo obtida.

E possivel que as receptoras que nio se
tornaram gestantes ou que sofreram
perda embriondria ainda nao
apresentassem condicdo uterina ideal
para o estabelecimento e/ou manutencio
da gestacdo. A condi¢do uterina 6tima é
atingida em novilhas apds estimulos
alternados de estradiol e progesterona
(Kinder et al., 1995), sendo que a chance
de gestacdio aumenta a medida que
novilhas sdo cobertas apds o terceiro
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estro, em comparagao ao primeiro estro
(Byerley et al., 1987). Da mesma forma,
Staigmiller et al. (1993) observaram que
a transferéncia de embrides
criopreservados, provenientes de vacas,
em receptoras novilhas, resultou em
taxas de gestacdo de 13% e 53%
naquelas inovuladas apds o estro puberal
ou no terceiro estro, respectivamente.

Em relacio aos embrides, nota-se que,
em novilhas, houve diferenca entre as
taxas de gestagdo obtidas a partir dos
diferentes grupos de  embrides
transferidos, sendo que o grupo HV
apresentou maior taxa, em relacdo aos
demais (Tabela 14).

Tabela 14: Taxas de gestacdo relativas aos
diferentes grupos de embrioes transferidos em
novilhas

GBUPO Embrioes Gestacoes Taxa (}e

e . . gestacao

.. transferidos obtidas

embrioes (%)
HI 13 3 23,08"
HV 15 11 73,33
GV 11 2 18,18°

HI: Embrides produzidos durante o inverno, a partir de
doadoras da raca Holandés, inseminadas com sémen de
touros da raca Gir; HV: Embrides produzidos durante o
verdo, a partir de doadoras da raga Holandés, inseminadas
com sémen de touros da raga Gir; GV: Embrides produzidos
durante o verdo, a partir de doadoras da raca Gir,
inseminadas com sémen de touros da raga Holandés.

Valores seguidos por letras distintas na mesma coluna
diferem entre si (p>0,05)

A possivel melhor qualidade dos
embrides do grupo HV pode estar
relacionada a fatores que envolvem
qualidade dos odcitos bem como o
ambiente uterino das doadoras nessa
época. A avaliacdo da qualidade dos
embrides, a partir dos resultados das
coletas (item 4.1), ndo apontou diferenca
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neste pardmetro, em relacdo a época do
ano. Contudo a visualizagdo dessas
estruturas sob o estereomicroscopico
pode ndo ter sido suficiente para a
deteccdo de possiveis alteracdes que
afetassem a qualidade embriondria.
Sendo assim, a reducdo da viabilidade
dos embrides pdde ser percebida
somente apds a avaliagdo dos resultados
de transferéncia.

Um dos fatores que chama atencdo em
relacdo aos embrides produzidos, é a
elevada média de estruturas, obtida por
doadora, principalmente, em relagdo ao
grupo HI (Tabela 15).

Tabela 15: Nuamero total de estruturas
coletadas apés a superovulacio das doadoras
dos embrides transferidos

Estruturas recuperadas

Grupo Doadora
Total Média
362 14
364 36
HI 366 49 30,3
349 22
359 9
364 20
HV 365 5 12,0
373 3
374 23
1464 10
GV 1834 10 13,0
1887 19

HI: Embrides produzidos durante o inverno, a partir de
doadoras da raca Holandés, inseminadas com sémen de
touros da raca Gir; HV: Embrides produzidos durante o
verdo, a partir de doadoras da raga Holandés, inseminadas
com sémen de touros da raca Gir; GV: Embrides produzidos
durante o verdo, a partir de doadoras da raca Gir,
inseminadas com sémen de touros da raga Holandés.

A presenca de grande quantidade de
embrides no trato reprodutivo de bovinos
nio € wuma ocorréncia natural e,



consequentemente, a captacdo dos
odcitos pelas tubas, a fecundacdo e o
desenvolvimento embriondrio podem ser
afetados pelos regimes de
superestimulacdo (Shea, 1981). Segundo
Ireland et al. (2007), ha menor propor¢ao
de embrides transferiveis apds a
superestimulacdo em animais com
grande nimero de foliculos nos ovdrios,
e essa alteracio no desenvolvimento
embriondrio ndo aconteceu devido a
diferencas na qualidade do odcito.
Greeve e Callesen (2001) relataram que
a superovulacdo pode afetar os processos
de maturagcdo dos odcitos e o transporte
dos gametas nas tubas em decorréncia do
padrdo enddcrino alterado (em especial a
relacdo estradiol-17pB/progesterona),
apds o tratamento com gonadotropinas
exdgenas, acarretando aumento da
incidéncia de estruturas ndao fecundadas
e de embrides de pior qualidade. Foi
verificado que altas concentragdes de
progesterona podem ser prejudiciais aos
embrides (Nogueira et al.,, 2004).
Siqueira et al. (2007) observaram
correlacio de 0,55 entre  as
concentracdes de progesterona em
doadoras de embrido no dia da coleta e o
nimero de corpos liteos obtidos, sendo
que a concentragdo plasmdtica média
obtida foi de 17,85 £ 5,34 ng/mL. Outros
autores  observaram  concentragdes
plasmaéticas de progesterona médias de
36,41 ng/mL (Borges,1999), 13,6 ng/mL
(Pugliesi et al., 2005) e 79,92 ng/mL
(Lopes, 2003), sendo que, neste dltimo
trabalho, as concentragdes variaram
entre 2,3 a 165 ng/mL, sendo obtidos,
em média, 3,5 e 4,5 estruturas vidveis e
totais, respectivamente.

Em relacdo aos embrides provenientes
das doadoras da raca Gir (grupo GV), a
média obtida por doadora foi semelhante

a obtida pelas doadoras do grupo HV,
porém, obteve-se taxa de gestacdo
inferior. Alguns autores reportam que
embrides zebuinos podem ser mais
sensiveis ao procedimento de
criopreservagdo em relacdo aos taurinos
(Zanenga, 1993; Visintin et al., 2002). E
possivel que essa maior sensibilidade,
reportada aos zebuinos, possa também
ocorrer em embrides F1 Holandés x Gir,
mais especialmente, naqueles de base
materna zebuina. No entanto, mais
estudos sao necessarios para
determinacdo do efeito da base materna
e paterna na resisténcia de embrides a
criopreservagao.

4.3.2. Utilizacdo de vacas no periodo
pOos-parto como receptoras

Dos animais avaliados, 81,82% (18/22) e
93,75%  (30/33) responderam  ao
protocolo de sincronizagdo, no verdo e
inverno, respectivamente, nao havendo
diferenca entre as épocas do ano
(p>0,05). Essas taxas mostram que o
protocolo utilizado foi eficiente para a
inducdo da ovulacdo e sincronizacdo de
estro em vacas no pds-parto recente.

O intervalo da retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona e a
observacdo de estro foi menor (p<0,05)
no verdo (31,34 + 10,20 horas) em
relacdo ao inverno (41,60 + 6,09 horas).
Mesmo com o fato do maior foliculo no
dia do inicio do tratamento ndo ter sido
diferente entre as épocas, a apresentacao
de estro num periodo mais cedo apds a
retirada do implante, durante o verdo
possivelmente se relaciona ao maior
aporte nutricional oferecido aos animais
nessa época. Tal fato pode estar
relacionado a presenca de maiores
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concentracdes plasmadticas de insulina e
IGF-1, que, por sua vez, influenciam
positivamente a esteroidogénese e o
crescimento folicular (Beam e Butler,
1997; Gong, 2002; Webb et al., 2004).

Durante o periodo pos-parto, vdrias
ondas foliculares podem se desenvolver
antes da primeira ovulacio (Diskin et al.,
2003). O restabelecimento dos estoques
de LH, no hipotilamo, e a alta
frequéncia de liberagdo desse hormodnio
sdo necessdrios para que o foliculo
dominante se desenvolva até tamanhos
pré-ovulatérios, e para que produza
quantidade suficiente de estradiol capaz
de induzir a onda pré-ovulatéria de LH
(Jolly et al., 1995). O BEN reduz a
frequéncia de pulsos de LH (Butler e
Smith, 1989; Schillo, 1992), o
desenvolvimento folicular (Lucy et al.,
1991) e o tamanho maximo do foliculo
dominante (Diskin et al., 1999).

No presente trabalho, os animais que
ovularam apds o tratamento hormonal
apresentavam maior (p<0,05) didmetro
de foliculo dominante (13,1 mm), antes
do tratamento, em relacdo aos que ndo
ovularam (10,6 mm). Essa relacdo
também foi observada por Carvalho et
al. (2007). Além disso, Burke et al

(2001) mostraram que a maturidade do
foliculo dominante presente no momento
do tratamento com benzoato de estradiol,
em vacas de corte amamentando,
influencia a taxa de ovulagdo e a funcio
luteal, sendo que vacas que possuiam
foliculos imaturos apresentaram pior
resposta. Segundo Rhodes et al. (2003),
as concentragdes circulantes de IGF-1
sdo envolvidas na otimizacdo da resposta
das células da teca e da granulosa ao
estimulo gonatodrépico, e quadros de
auséncia de ovulagdo ou ocorréncia de
foliculos que ndo atingem tamanhos pré-
ovulatérios sdo observados na maioria
das vacas com periodo entre o parto e a
primeira ovulacdo prolongado,
especialmente, naquelas mantidas sob
condicao de pastejo.

Nao foi observada diferenca (p>0,05)
entre épocas com relacio a drea do corpo
liteo no dia da inovulacdo, sendo, em
média, de 3,22 + 1,01 cm® (3,19 £ 0,75
cm’® e 324 + 1,15 cm® no verdo e
inverno, respectivamente).

As taxas de gestacdo obtidas a partir da
transferéncia de  embrides  estdo
apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16: Taxas de gestacdo aos 30 e 60 dias, em vacas receptoras de embriio no periodo pés-

parto
fpoca Receptoras Gestacao 30 dias Gestacao 60 dias
Inovuladas n % n %
Verao 18 5 27,78 4 22,23
Inverno 30 2 6,67 2 6,67
Geral 48 7 14,58 6 12,50

Taxas de gestacdo aos 30 e aos 60 dias ndo diferem entre os grupos (p>0,05).

O reduzido nimero de gestagdes ndo
permitiu observar diferenca nas taxas de
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gestacdo (p>0,05) entre verao e inverno,
cujos valores foram de 14,58% e 12,50%



aos 30 e 60 dias, respectivamente, sendo
inferiores as reportadas pela literatura
(Dochi et al., 1998; Sa et al.,, 2001;
Martinez et al., 2002; Béynei et al.,
2006). A taxa de perda de gestacdo entre
30 e 60 dias foi de 14,29% (1/7). A area
de corpo liteo no dia da inovulagdo, o
nimero de dias pds-parto e produgdo de
leite nao foram diferentes (p>0,05) entre
receptoras que se tornaram gestantes ou
nao.

Alguns autores observaram que as
concentracoes circulantes de
progesterona no dia da transferéncia,
podem se relacionar a taxa de gestacdo
de receptoras de embrido (Remsen et al.,
1982; Chagas e Silva et al., 2002a;
Baruselli et al., 2003). Mesmo nao se
observando diferenca da drea do corpo
liteo entre receptoras gestantes ou nao
gestantes, as  concentracdes  de
progesterona poderiam estar reduzidas
nessas ultimas. Borges et al. (2003)
observaram correlacdes medianas entre
drea do corpo liteo e concentracdo
plasmética de progesterona, em vacas
das ragas Gir e Nelore. Isso se explica
pelo fato de que as concentracdes desse
hormoénio variam de acordo com sua
produgdo, secrecio e metabolismo
(Villa-Godoy et al., 1998; Sangsritavong
et al., 2002).

No presente experimento, o corpo liteo
das vacas em lactacdo foi proveniente de
um foliculo que se desenvolveu em meio
a um ambiente metabdlico condizente
com o estddio lactacional e provdvel
BEN das receptoras e, portanto,
alteracdes em sua qualidade e potencial
de desenvolvimento podem ter ocorrido,
assim como foi demonstrado por Leroy
(2005). Sendo assim, foliculos que
sofrem alteragdes negativas em sua

qualidade, resultam na producdo de
corpos liteos de menor qualidade (Burke
et al., 2001). Dessa forma, esses corpos
liteos estariam relacionados a producgao
de progesterona em concentragdes
insuficientes para a manutencdo da
gestacao.

Chagas e Silva et al. (2002a) observaram
que baixas concentragdes de
progesterona, no dia sete de ciclo estral,
afetaram a sobrevivéncia embriondria
em vacas lactantes utilizadas como
receptoras, especialmente quando foram
transferidos embrides criopreservados.
As  concentracdes  circulantes  de
progesterona afetem a sobrevivéncia
embriondria quando estdo abaixo do
limiar necessdrio para a manutengdo da
gestacdo, mas pode ser que ndo
determinem aumento na taxa de gestacao
quando se encontram acima desse limiar.
Tal fato foi observado por Remsen et al.
(1982), que reportaram taxas de gestagdo
de 20% em receptoras apresentando
concentracdes plasmaticas de
progesterona abaixo de 2 ng/ml, e de
74% e 60% em receptoras cujas
concentracdes estavam entre 2 € 5 ng/ml
ou acima de 5 ng/ml, respectivamente.

Outro fator que pode ter colaborado para
a obtencdo das baixas taxas de gestacdo
nas vacas utilizadas neste experimento,
seria a utilizacdo dessas receptoras apds
0 primeiro estro poés-parto, quando sio
observadas menores taxas de gestacdo
em relacio a utilizacdo dos estros
subsequentes (Thatcher e Wilcox, 1973;
Ferguson, 2005). A ocorréncia de ciclos
estrais de curta duracdo apds a primeira
ovulagdo pds-parto (Day et al., 1990),
resultando na regressdo precoce do corpo
liteo, relaciona-se a obtencdo de baixas
taxas de gestacio. Mesmo que o
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tratamento prévio com progesterona
reduza a incidéncia de ciclos curtos
subsequentes (Breuel et al., 1993;
Zollers et al.,, 1993), esta ocorréncia
ainda pode ser observada, mesmo em
baixa frequéncia, apds a segunda
ovulacdo pds-parto (Royal et al., 2000).
Dessa forma, infere-se que mesmo com
o tratamento prévio de progestégeno, os
animais utilizados poderiam ndo possuir,
ainda, condigbes uterinas Otimas para
manter a gestacdo. Ruas et al. (2007)
utilizaram o mesmo protocolo de
inducdilo de estro do  presente
experimento, em vacas mesticas F1 HZ
aciclicas, e obtiveram taxa de gestacdo
de 35,48% apds a inseminagao.

Segundo Butcher et al. (1992), o corpo
liteo de vida curta ndo € o tnico fator de
baixa taxa de gestagdo no primeiro estro
pos-parto, sendo que a qualidade do
obcito e o ambiente da tuba e utero
podem estar envolvidos. No presente
estudo, em que se realizou transferéncia
de embrides, a qualidade dos mesmos e
o ambiente uterino podem ter
influenciado a taxa de gestacéo.

A qualidade dos embrides transferidos
pode ter colaborado para a obtencdo de
baixas taxas de gestacdo, mas,
provavelmente, nao foi o fator limitante
para o estabelecimento da gestacdo em
vacas no pos-parto, visto que embrides
produzidos a partir das mesmas
superovulagdes e transferidos em
novilhas resultaram em as taxas de
gestacdo maiores do que as observadas
nas vacas (Tabela 17).
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Tabela 17: Taxas de gestacio aos 30 e 60 dias,
em vacas e novilhas receptoras de embriao

Categoria das Taxa de gestacido (%)
receptoras 30 dias 60 dias
Novilhas 41,03* 33,34
Vacas 14,58° 12,50°

Valores seguidos por letras distintas, na mesma coluna,
diferem entre si quadrado (p<0,05).

Sendo assim, em vacas no pds-parto, nao
foi possivel observar diferenca entre as
taxas de gestagdo, considerando-se os
trés grupos de embrides transferidos
(Tabela 18).

Tabela 18: Taxas de gestacido relativas aos
diferentes grupos de embrioes transferidos em
vacas

Gg‘;po Embrices Gestacoes g:;:;‘ggf)
.. transferidos obtidas
embrioes (%)
HI 16 2 12,50
HV 14 4 28,57
GV 18 1 5,56

HI: Embrides produzidos durante o inverno, a partir de
doadoras da raca Holandés, inseminadas com sémen de
touros da raca Gir; HV: Embrides produzidos durante o
verdo, a partir de doadoras da raga Holandés, inseminadas
com sémen de touros da raca Gir; GV: Embrides produzidos
durante o verdo, a partir de doadoras da raca Gir,
inseminadas com sémen de touros da raga Holandés.

Valores na mesma coluna néo diferem entre si (p>0,05)

A condi¢do do utero no pds-parto
também pode ter influenciado a chance
de estabelecimento e manutencdo de
gestacdo das vacas. Essa condicdo é, e
parte, determinada pelo grau de
involucdo uterina, sendo este, um
processo fisiolégico caracterizado pela
recuperacdo do udtero da gestacdo
anterior, envolvendo a reducdo do seu
tamanho, perda de tecido residual e
regeneracdo  endometrial (McEntee,
1990). Segundo Short et al. (1990), a
involugdo uterina estd completa em torno



de 20 a 40 dias pds-parto, ndo sendo a
condicdo uterina, apds este periodo, um
empecilho para o desenvolvimento de
uma nova gestacio. No presente
trabalho, no entanto, o protocolo de
sincronizagdo iniciou-se entre 21 e 65
dias apds o parto, sendo que metade das
receptoras foi sincronizada com menos
de 40 dias. Mesmo tendo sido utilizadas
apenas aquelas com ttero involuido
macroscopicamente a palpacdo tranretal,
e ndo apresentando liquido no limen
uterino, detectdvel por ultrassom, &
possivel que em alguns desses animais, a
regeneracdo total do endométrio ndo
tenha ocorrido, a ponto de possibilitar
condicdo para a producdo adequada de
fatores necessdrios a sobrevivéncia
embriondria (por exemplo, o histotrofo)
ou que alguma contaminacdo ainda
estivesse presente.

Além disso, a progesterona utilizada no
protocolo de sincronizagdo poderia ter
influenciado negativamente o ambiente
uterino.  Segundo  Lewis  (1997),
atividade luteal precoce pode
comprometer negativamente a involugdo
uterina, pois a progesterona deprime o
sistema imune e pode fazer com que o
utero se torne mais susceptivel a
infeccdes. Smith e Wallace (1998)
reportaram que vacas que retornaram a
atividade ovariana ciclica com menos de
21 dias pds-parto apresentaram menores
taxas de gestagdo e maior intervalo
parto-concepgdo. Sakagushi et al. (2004)
observaram atraso na involucdo uterina
de vacas que ovularam apds uma tnica
onda folicular no pds-parto.

Finalmente, outro fator que pode ter
contribuido para a reducdo da
probabilidade de gestacdo é o aumento
de secrecdo uterina de PGF,,, que pode
ocorrer apds a primeira ovulagdo pds-
parto. Mesmo em concentragdes sub-
luteoliticas, a PGF,, pode causar perda
embriondria  durante os  primeiros
estddios de desenvolvimento devido sua
acdo direta sobre o embridao (Buford et
al., 1996; Scena et al. 2004), ou pela
inducdo de liberacio de fatores
embriotéxicos  (por  exemplo, a
oxitocina) pelo corpo lditeo (Inskeep,
2004).

4.4. Experimento 4: Cultivo in vitro de
embrides Fl

Apés o  descongelamento,  cinco
embrides grau 1 e trés grau 2
apresentaram ruptura de zona pelicida e
extravasamento da massa embriondria
(degenerada) e nao foram submetidos ao
cultivo, porém foram considerados no
nimero total e embrides (Tabela 19).

O reduzido nimero de embrides
avaliados, dos grupos HV e GI ndo
permitiu a verificagdo do efeito do grupo
de producdo em relacdo a viabilidade
embriondria. Dessa forma, os embrides
foram agrupados, sendo avaliados
considerando-se apenas a classificacdo
atribuida antes do congelamento (grau 1
ou grau 2). As taxas de viabilidade e
eclosdo dos embrides de grau 1 foram
superiores em relacdo as dos embrides
de grau 2 (Gréfico 7).
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Tabela 19: Embrioes F1 cultivados in vitro

Ruptura de Momento da eclosao
Grupo rotalde ZP _ Visveis Eclodidos
embrides , . . 0-24 24-48 48-72 72-96
Inicio Final

h. h. h. h.
HI 31 2 6 14 10 8 0 1 1
Grau 1 HV 5 3 3 2 0 0 0 0 0
GI 5 0 2 3 1 1 0 0 0
Subtotal Grau 1 41 5 11 19 11 9 0 1 1
HI 23 2 9 3 0 0 0 0 0
Grau 2 HV 6 1 2 2 1 0 1 0 0
GI 2 0 1 0 0 0 0 0 0
Subtotal Grau 2 31 3 12 5 1 0 1 0 0

Grafico 5: Taxas de viabilidade e eclosao de
embrides F1 Holandés x Gir cultivados in vitro
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Taxas de viabilidade e eclosdo sdo diferentes entre os grupos
(p<0,01).

A comparacdo das taxas de viabilidade e
eclosdo, entre os dois grupos, mostra
que houve relagdo entre a classificagdo
morfolégica, realizada antes da
criopreservagdo, e a capacidade de
sobrevivéncia e desenvolvimento in
vitro do embrido. A classificagdo
morfolégica de embrides relaciona-se
com o ndmero de células apoptdticas
presentes nessas estruturas € com a
chance de estabelecimento de gestagdo
sendo que embrides classificados como
de melhor qualidade (grau 1)
apresentam menor ndmero de células
apoptdticas (Marquez et al.,, 2005) e
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resultam em maiores taxas de gestagdo
(Linder e Wright, 1983; Hasler, 2001;
Peixoto et al., 2007), quando
comparados aos classificados
morfologicamente como grau 2.

A literatura aponta taxas de viabilidade
apos 24 horas de cultivo in vitro, de 69%
a91% (Voekel e Hu, 1992) e 90% (S4a et
al., 2001) para embrides de graus 1 e 2,
produzidos in vivo e congelados em
etilenoglicol 1,5M. Os valores de
viabilidade obtidos nesse experimento
sdo inferiores aos reportados acima,
mesmo considerando-se apenas o grupo
classificado como grau 1. Tal fato
permite a colocacdo de que os embrides
transferidos neste trabalho ja
apresentavam comprometimento em sua
viabilidade, o que contribui para a
elucidacdo dos fatores que afetaram
negativamente o estabelecimento e a
manutencdo das gestagdes.

A redugdo da qualidade dos embrides

transferidos pode ter ocorrido em
diversas  fases da  producdo e
processamento dos mesmos.
Primeiramente, os embrides foram



produzidos a partir do cruzamento entre
uma raga taurina e outra zebuina. Fisher
et al. (2000) reportaram haver heterose
negativa estimada de -45% para o
desenvolvimento embriondrio in vitro,
quando foram comparados embrides Bos
taurus taurus X Bos taurus indicus com
embrides puros dessas duas subespécies.
Talvez seja possivel que esse efeito
possa também influenciar a qualidade e
o desenvolvimento de  embrides
produzidos in vivo. No entanto, quando
outros fatores que influenciam a taxa de
gestacdo estdo presentes, esse efeito
pode ndo ser observado, assim como foi
relatado por Pegorer et al. (2007), que
obtiveram maior taxa de gestacdo em
vacas da raga Holandé€s, submetidas ao
estresse caldrico, quando essas foram
inseminadas com sémen de touros da
raca Gir, em comparacdo a touros da
raca Holandés.

Além disso, os embrides podem ter sido
expostas a condi¢des adversas antes da
coleta, ou seja, no ambiente uterino das
doadoras, como ja discutido
anteriormente. Mesmo sendo
classificados como grau 1, esses
embrides poderiam apresentar alteracdes
que ndo pudessem ser observadas sob
estereomicroscopio, assim como foi
observado por Aguilar et al. (2002) que
mostraram que 50% dos embrides F1
Holandés x Gir, classificados como
sendo de boa qualidade, apresentavam
caracteristicas de degeneracdo, quando
avaliados sob microscopia eletrOnica.

Adicionalmente, os embrides podem ter
sofrido efeitos deletérios em sua
qualidade, de diferentes amplitudes, num
momento pods-coleta, ou seja, durante a
criopreservagdo. Sabe-se que O processo
de criopreservacdo pode causar danos

aos embrides (Marquez-Alvarado et al.,
2004; Park et al.,, 2006). Fatores que
afetam a sobrevivéncia de embrides
criopreservados  incluem:  conteddo
lipidico dos embrides, taxas de
resfriamento e aquecimento, tamanho e
estddio de desenvolvimento do embrido,
permeabilidade das células e
propriedades osméticas e toxicidade dos
crioprotetores (Palasz e Mapletoft,
1996).

Os procedimentos que envolvem o
envase e congelamento de embrides
ainda sdo realizados de forma manual,
gerando como consequéncia fatores de
variacdo dificeis de serem controlados.
Dentre esses fatores, destacam-se dois: o
tempo em que o embrido permanece na
solugdo com o crioprotetor até ser
congelado, e a disposi¢do do embrido na
palheta, no que tange, principalmente, o
tamanho das colunas do crioprotetor
(que contém o embrido) e de ar. Segundo
Sa et al. (2001), a redugdo da qualidade
do embrido, apds a criopreservacio,
pode indicar tanto a penetracdo
incompleta como a superexposicio ao
crioprotetor, e esse problema se
relaciona a dificuldade em padronizar o
tempo de permanéncia de cada embrido
no crioprotetor, especialmente em
coletas com a producdo de grande
nimero de embrides, como foi o caso
deste experimento. Martinez et al. (2002)
reportaram que os embrides que
permaneceram em equilibrio, por 20
minutos, antes de serem congelados, em
solugdo de etilenoglicol, produziram
menor taxa de gestacdo, quando
comparado com os que ficaram em
equilibrio por cinco minutos. Por outro
lado, se a penetragdo do crioprotetor ndo
for realizada de forma eficiente, cristais
de gelo podem ser formados durante o
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processo de congelamento, ocasionando
lesdao de estruturas celulares como, por
exemplo, rompimento de zona pelicida.
Tal fato foi  observado, neste
experimento, em 26,82% (11/41) dos
embrides grau 1 e em 38,71 (12/31)%
dos embrides grau 2 cultivados (Tabela
19). Além disso, os diferentes momentos
em que foi observada a eclosio dos
embrides indica que, estes se
desenvolveram em taxas diferentes,
resultado da variacdo do potencial de
desenvolvimento de cada estrutura,
sendo que essa heterogeneidade pode ser
resultado de variacdes de tempo de
exposicdo do embrido ao crioprotetor,
causando danos mais ou menos Severos
nessas estruturas.

5. Conclusoes

- A época do ano ndo afetou a qualidade
de embrides F1 Holandés x Gir,
produzido a partir de doadoras de ambas
as racas, quando avaliados sob
estereomicroscopio;

- A época do ano ndo afetou a taxa de
sincronizacdo de estro de novilhas
mesticas (Holandés x Zebu) que se
encontravam ciclicas ou de vacas F1
(Holandés x Zebu) que se encontravam
no periodo de anestro pds-parto, apds a
utilizagdo de protocolos hormonais
associando estradiol e progesterona;

-A condicdo ginecolégica de novilhas
afetou a resposta a sincronizacdo de
estro com protocolos  associando
estradiol e progesterona, sendo que
houve menor eficiéncia de
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sincroniza¢do, quando novilhas aciclicas
foram  submetidas ao tratamento
hormonal, em comparacdo aquelas que
apresentavam corpo liteo no inicio do
protocolo;

- O diametro do foliculo dominante no
inficio do  tratamento  hormonal,
caracterizado  pela  associacdo de
estradiol e progesterona, influenciou a
taxa de sincronizacdo do estro de vacas
F1 (Holandés x Zebu) que se
encontravam no periodo de anestro pds-
parto;

- A taxa de gestacdo apds a transferéncia
de embrides F1 criopreservados, tanto
em vacas no pds-parto quanto em
novilhas, nao foi influenciada pela época
do ano;

- A utilizacdo de vacas F1 Holandés x
Zebu aciclicas como receptoras de
embrido, apds inducdo do estro e
ovulacdo no periodo pds-parto, resultou
em baixa taxa de gestacao;

- A drea corpo liteo no dia da
inovulacdo (para vacas e novilhas), bem
como o nimero de dias pds-parto e a
produgdo de leite em vacas sincronizadas
entre 21 e 65 dias pds-parto, nao
influenciou a taxa de gestacdo apds a

transferéncia de embrides F1
criopreservados;
- A classificacio morfologica de

embrides F1, antes da criopreservacao,
se relacionou a sua sobrevivéncia in
vitro pdés-descongelamento.
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7 — Anexos

Anexo 1: Andlises estatisticas

Anélise 1: Idade das doadoras da raca Holandés no inicio do tratamento

Analise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 9,777857 9,777857 0,849 ool
Erro 12 138,2657 11,52214
Coeficiente de variagio 14,269
Anélise 2: Peso das doadoras da raga Holandés no inicio do tratamento
Anadlise de variancia
N Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 546,875 546,875 0,271 oAk
Erro 12 2418793 2015,661
Coeficiente de variagio 12,618
Anélise 3: Escore da condi¢@o corporal das doadoras da raga Holandés no inicio do tratamento
Teste de Wilcoxon
Valor do teste 1,31961
Variancia 51,82692
Significancia 0,09349
Anélise 4: Idade das doadoras da raga Gir no inicio do tratamento
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 385,857 385,857 0,849 0,03282
Erro 10 629,873 62,9873
Coeficiente de variacio 23,552
Anélise 5: Peso das doadoras da raca Gir no inicio do tratamento
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 4680,01 4680,01 3,782 0,08044
Erro 10 12373,66 1237,366
Coeficiente de variagio 10,171

Anélise 6: Escore da condicao corporal das doadoras da raga Gir no inicio do tratamento

Teste de Wilcoxon

Valor do teste 1,01419
Variancia 35
Significancia 0,15526
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Anélise 7: Idade das novilhas mesticas, no inicio do protocolo de sincronizagéo do estro

Andlise de variincia

Fonte de variagido GL Soma dos Quadrado F p
Epoca 2 18,28429  9,142147 0,556 kA
Erro 46 756,6413 16,44872
Coeficiente de variacdo 15,695

Anélise 8: Peso vivo das novilhas mesticas, no inicio do protocolo de sincronizagéo do estro

Andlise de variincia

Fonte de variacdo GL Soma dos Quadrado F p
Epoca 2 3110,01 1555,005 1,732 0,1883
Erro 46 41303,99 897,9128
Coeficiente de variacdo 8,194

Anélise 9: Peso ao parto das vacas F1 utilizadas como receptoras

Andlise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 6641,732 6641,732 1,923 0,17139
Erro 52 179555,1 3452,982

Coeficiente de variagio 11,772

Analise 10: Escore da condi¢do corporal ao parto das vacas F1 utilizadas como receptoras

Teste de Wilcoxon

Valor do teste 0,5704
Variancia 2766,18872
Significancia 0,28421

Anélise 11: Idade das vacas F1 utilizadas como receptoras

Analise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 656,4785 656,4785 1,705 0,19739
Erro 52 20021,98 385,0381

Coeficiente de variagio 23,333

Anélise 12: Dias p6s-parto no inicio do protocolo hormonal das vacas F1 utilizadas como receptoras

Andlise de variancia

Fonte de variacdo GL (;S:iia(:i?)ss Q;;g;?go F p
Epoca 1 36,62668 36,62668 0,246 ok ok ek ok
Erro 52 7729,966 148,6532

Coeficiente de variagio 29,471

Anélise 13: Producao de leite na ultima pesagem das vacas F1 utilizadas como receptoras

Analise de variancia

Fonte de variacdo GL (;S:iia(:i?)ss Q;;g;?go F p
Epoca 1 11,98509 11,98509 0,95 ok ok ek ok
Erro 52 656,0149 12,61567

Coeficiente de variagio 25,736
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Anélise 14: Didmetro do foliculo dominante das vacas F1 utilizadas como receptoras

Analise de variancia

N Soma dos Quadrado
Fonte de variagdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 0,7069091  0,7069091 1,454 0,23334
Erro 52 2,528109 0,4861748
Coeficiente de variagio 17,093
Anélise 15: Temperatura mixima na FEPHB
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 61,14977 61,14977 22,306 0,00003
Erro 42 115,14 2,741429
Coeficiente de variacio 5,945
Anédlise 16: Temperatura minima na FEPHB
Anadlise de variancia
N Soma dos Quadrado
Fonte de variagdo GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 432,5297 432,5297 181,145 0
Erro 41 97,89778 2,387751
Coeficiente de variagio 9,81
Anélise 17: Temperatura ambiente as 6h na FEPHB
Andlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 496,4806 496,4806 295,027 0
Erro 41 68,99611 1,682832
Coeficiente de variagio 7,851
Analise 18: Umidade relativa do ar as 6h na FEPHB
Analise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 567,2638 567,2638 6,063 0,0181
Erro 41 3836,333 93,56909
Coeficiente de variagio 10,83
Anilise 19: Indice de Temperatura e Umidade as 6h na FEPHB
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 1125,299 1125,299 355,555 0
Erro 41 129,7613 3,164909
Coeficiente de variagio 2,797
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Anélise 20: Temperatura ambiente as 12h na FEPHB

Analise de variancia

- Soma dos Quadrado
Fonte de variagido GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 68,26939 68,26939 14,008 0,00056
Erro 42 204,6895 4,873559
Coeficiente de variagio 8,289
Analise 21: Umidade relativa do ar as 12h na FEPHB
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 19471,18 19471,18 195,103 0
Erro 42 4191,579 99,79949
Coeficiente de variacio 17,652
Anilise 22: Indice de Temperatura e Umidade as 12h na FEPHB
Anadlise de variancia
N Soma dos Quadrado
Fonte de variagdo GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 28,74397  28,74397 5,129 0,02875
Erro 42 235,3623 5,603865
Coeficiente de variagio 3,194
Anélise 23: Temperatura ambiente as 18h na FEPHB
Andlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 52,66616 52,66616 8,212 0,00654
Erro 41 262,945 6,413293
Coeficiente de variagio 10,179
Analise 24: Umidade relativa do ar as 18h na FEPHB
Analise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 9604,553 9604,553 40,464 0
Erro 41 9731,722 237,3591
Coeficiente de variagio 25,531
Anilise 25: Indice de Temperatura e Umidade as 18h na FEPHB
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 431,9796 431,9796 54,046 0
Erro 41 327,704 7,99278
Coeficiente de variagio 3,908
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Anélise 26: Frequéncia respiratéria das doadoras da raca Holandés as 6h

Analise de variancia

Fonte de variagido GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efg?go F p
Epoca 1 1010,629 1010,629 9,188 0,00294
Dia 10 303,5895 30,35895 0,276 Kool
Epoca x Dia 10 262,0604 26,20604 0,238 ool
Erro 131 14409,14 109,9935
Coeficiente de variacio 33,126
Anédlise 27: Frequéncia respiratéria das doadoras da raca Holandés as 12h
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgﬁia(:i%ss Qll\l/?efi;?go F p
Epoca 1 13123,72 13123,72 45,317 0,00002
Dia 10 5639,066 563,9066 1,947 0,04482
Epoca x Dia 10 4589,579 458,9579 1,585 0,11859
Erro 124 35910,1 289,5975
Coeficiente de variagdo 30,856
Anélise 28: Frequéncia respiratéria das doadoras da raca Holandés as 18h
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Epoca 1 38049,03 38049,03 165,307 0
Dia 9 9209,257 1023,251 4,446 0,00005
Epoca x Dia 9 9296,114 1032,902 4,488 0,00004
Erro 120 27620,57 230,1714
Coeficiente de variagio 28,35
Anédlise 29:Temperatura retal das doadoras da raca Holandés as 6h
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Epoca 1 0,4733766  0,4733766 0,534 ool
Dia 10 1,994416  0,1994416 2,251 0,01849
Epoca x Dia 10 1,541948  0,1541948 1,74 0,07817
Erro 132 11,69714  0,8861472
Coeficiente de variacio 0,778
Anélise 30: Temperatura retal das doadoras da raga Holandés as 12h
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Epoca 1 0,04031336 0,04031336 0,261 ool
Dia 10 1,772705  0,1772705 0,148 0,33268
Epoca x Dia 10 1,467512  0,1467512 0,95 ool
Erro 123 18,99429  0,1544251
Coeficiente de variagio 1,011
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Anélise 31: Temperatura retal das doadoras da raca Holandés as 18h

Analise de variancia

Fonte de variacdo GL (;S:iia(:i?)ss Qll\l/?efg?go F p
Epoca 1 5,620031 5,620031 36,354 0
Dia 9 5,926611 0,6585124 4,26 0,00007
Epoca x Dia 9 4,088693 0,4542992 2,939 0,00348
Erro 119 18,39619 0,1545898
Coeficiente de variacio 1,002

Anédlise 32: Intervalo entre a retirada do CIDR e o estro das doadoras da raca Holandés

Analise de variincia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 203,2968 203,2968 1,595 0,23279
Erro 11 1402,46 127,4963
Coeficiente de variagio 33,796

Anélise 33: Estruturas totais, e de graus 1, 2 e 3 obtidas a partir das doadoras da raca Holandés

Teste de Wilcoxon

Variavel Estruturas Grau 1 Grau 2 Grau 3

Valor do teste 1,2152 0,77435 1,44581 1,42319
Variancia 61,11538 60,03846 57,88462 44,55769
p 0,11215 0,21937 0,07412 0,07735

Analise 34: Estruturas vidveis, congeldveis, ndo fecundadas, fecundadas e degeneradas obtidas a partir
das doadoras da raga Holandés

Teste de Wilcoxon

Variavel Viaveis Congelaveis Nao Fecundados Degenerados
Valor do teste 1,21924 1,22331 1,0685 1,2152 1,47706
Variancia 60,71154 60,30769 49,26923  61,11538 55,46154
p 0,11138 0,11061 0,14266 0,11215 0,06983

Analise 35: Temperatura maxima na FEFX

Andlise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 152,9067 152,9067 36,714 0
Erro 35 145,769 4,164829
Coeficiente de variagio 6,992
Analise 36: Temperatura minima na FEFX
Andlise de variancia
Fonte de variacdo GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F
Epoca 1 613,8272 613,8272 510,244 0
Erro 35 42,10526 1,203008
Coeficiente de variagio 6,044
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Andlise 37: Temperatura ambiente as 6h30min na FEFX

Analise de variancia

- Soma dos Quadrado
Fonte de variagido GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 572,0069 572,0069 207,479 0
Erro 34 93,73611 2,756944
Coeficiente de variagio 8,619
Analise 38: Umidade relativa do ar as 6h30min na FEFX
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 225,9101 225,9101 6,521 0,01531
Erro 34 1177,821 34,64179
Coeficiente de variacio 6,646
Anilise 39: indice de Temperatura e Umidade as 6h30min na FEFX
Anadlise de variancia
N Soma dos Quadrado
Fonte de variagdo GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 1227,802  1227,802 326,94 0
Erro 34 127,6848 3,755435
Coeficiente de variagio 2,874
Anélise 40: Temperatura ambiente as 12h na FEFX
Andlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 106,7778 106,7778 20,605 0,00007
Erro 34 176,1944 5,18219
Coeficiente de variagio 8,599
Analise 41: Umidade relativa do ar as 12h na FEFX
Analise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 4347,114 4347,114 36,493 0
Erro 34 4050,127 119,1214
Coeficiente de variagio 17,168
Anilise 42: Indice de Temperatura e Umidade as 12h na FEFX
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 456,2496 456,2496 101,255 0
Erro 34 153,2016 4,505929
Coeficiente de variagio 2,833
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Anélise 43: Temperatura ambiente as 17h30min na FEFX

Analise de variancia

- Soma dos Quadrado
Fonte de variagido GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 99,19814 99,19814 12,665 0,00112
Erro 34 266,3019 7,832408
Coeficiente de variagio 10,239
Analise 44: Umidade relativa do ar as 17h30min na FEFX
Anadlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 3406,272 3406,272 21,78 0,00005
Erro 34 5317,312 156,3915
Coeficiente de variacio 20,215
Anilise 45: Indice de Temperatura e Umidade s 17h30min na FEFX
Anadlise de variancia
N Soma dos Quadrado
Fonte de variagdo GL Quadrados Médio F P
Epoca 1 400,3027  400,3027 60,696 0
Erro 34 224,2361 6,595179
Coeficiente de variagio 3,385
Anélise 46: Frequéncia respiratéria das doadoras da raca Gir as 6h
Andlise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 105,523 105,523 11,844 0,00119
_ Dia 4 34,06033 8,515081 0,956 ool
Epoca x Dia 4 9,204185 2,301046 0,258 ool
Erro 49 436,5714 8,909621
Coeficiente de variagdo
Anédlise 47: Frequéncia respiratéria das doadoras da raca Gir as 18h
Analise de variancia
- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 10,21894 10,21894 0,414 ool
Dia 4 80,42855 20,10714 0,814 ool
Epoca x Dia 4 49,72188 12,43047 0,503 ool
Erro 47 1160,514 24,69179
Coeficiente de variagio 17,56
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Analise 48:Temperatura retal das doadoras da raga Gir as 6h

Analise de variancia

Fonte de variagido GL (;S:iia(:i?)ss Qll\l/?efg?go F p
Epoca 1 6,368972 6,368972 13,765 0,00053
Dia 4 2,243637  0,5609093 1,212 0,31765
Epoca x Dia 4 1,566532  0,3916329 0,846 0,31765
Erro 49 22,67271 0,4627085
Coeficiente de variacio 1,774
Anélise 49: Temperatura retal das doadoras da raca Gir as 18h
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgﬁia(:i%ss Qll\l/?efi;?go F p
Epoca 1 0,1883473  0,1883473 1,52 0,22369
Dia 4 1,046048  0,2615119 2,111 0,09429
Epoca x Dia 4 1,072214  0,2680536 2,164 0,08765
Erro 47 5,822286  0,1238784
Coeficiente de variagdo 0,896
Anélise 50: Intervalo entre a retirada do CIDR e o estro das doadoras da raga Gir
Andlise de variancia
Fonte de variagio GL Sgerlrcliia(:i?)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Epoca 1 103,1407 103,1407 0,872 ool
Erro 8 945,9259 118,2407
Coeficiente de variagio 29,336

Anélise 51: Taxa de recuperagio de estruturas apds a superovulacéio de doadoras da raga Gir

Estruturas nao

Epoca Estruturas recuperadas recuperadas Total
Verdo 54 6 60
Inverno 12 9 21
Teste estatistico Valor GL p
Qui-quadrado 11,13 1 0,0008

Anélise 52: Estruturas totais, e de graus 1, 2 e 3 obtidas a partir das doadoras da raca Gir

Teste de Wilcoxon

Variavel Estruturas totais Grau 1 Grau 2 Grau 3

Valor do teste 1,57335 1,21347 0,25071 1,37017
Variancia 36,45833 33,27652 15,90909 29,96212
p 0,05782 0,11248 0,40103 0,08532

Analise 53: Estruturas vidveis, congeldveis, ndo fecundadas, fecundadas e degeneradas obtidas a partir
das doadoras da raga Gir

Teste de Wilcoxon

Variavel Viaveis Congelaveis Nao Fecundados Degenerados
Valor do teste 1,60276 1,0422 0,48795 1,43135 0,28172
Variancia 35,13258 33,14394 26,25 35,26515 12,6

p 0,0545 0,14867 0,3128 0,07617 0,38909
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Anélise 54: Intervalo entre a retirada do dispositivo intra-vaginal de progestrona e o estro das novilhas

mestigas sincronizadas

Analise de variancia

- Soma dos Quadrado
Fonte de variagio GL Quadrados Médio
Grupo 2 3055,221 1527,611 0,00505
Erro 44 11240,61  255,4684
Coeficiente de variagio 31,777
Teste estatistico SNK VA IA IB
b a b
Anélise 55: Taxa de sincronizac@o de novilhas dos grupos VAx IA
Grupo Sincronizadas Nio sincronizadas Total
VA 23 2 25
IA 8 0 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 >0,9999
Anélise 56: Taxa de sincronizac¢do de novilhas dos grupos IA x IB
Grupo Sincronizadas Nio sincronizadas Total
IA 8 0 8
1B 10 6 16
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,0664
Anélise 57: Taxa de sincronizacéo de novilhas dos grupos A x B
Grupo Sincronizadas Nio sincronizadas Total
A 31 2 33
B 10 6 16
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,0102

Anilise 58: Area do corpo liteo das novilhas receptoras de embrido, em relagio aos grupos de

sincronizacio
Andlise de variancia
Fonte de variacdo GL %ir:jrggzs %%z?gado p
Grupo 2 11,95916 5,979579 0,00001
Erro 38 15,03504 0,395659
Coeficiente de variagio 31,451
Teste estatistico SNK VA 1A 1B
a b b
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Analise 59: Taxa de gestagdo aos 30 dias de novilhas dos grupos VA x IA

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
VA 12 11 23
IA 2 6 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,2399
Analise 60: Taxa de gestacdo aos 30 dias de novilhas dos grupos IA x IB
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
IA 2 6 8
1B 2 6 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 >0,9999
Anélise 61: Taxa de gestacdo aos 30 dias de novilhas dos grupos A x B
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
A 14 17 31
B 2 6 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,4318
Analise 62: Taxa de gestacdo aos 60 dias de novilhas dos grupos VA x IA
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
AA 10 13 23
SA 1 7 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,2028
Anadlise 63: Taxa de gestagdo aos 60 dias de novilhas dos grupos IA x IB
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
IA 1 7 8
1B 2 6 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 >0,9999
Anélise 64: Taxa de gestacdo aos 60 dias de novilhas dos grupos A x B
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
A 11 20 31
B 2 6 8
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,6942
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Anilise 65: Area do corpo liteo das novilhas receptoras de embrido, gestantes ou nio-gestantes

Analise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Grupo 1 2,221549 2,221549 3,681 0,06277
Erro 37 22,32957 0,603502
Coeficiente de variagio 37,824

Anélise 66: Taxas de gestagdo dos embrides dos grupos HI e HV, transferidos em novilhas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
HI 3 10 13
HV 11 4 15
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,0213

Anélise 67: Taxas de gestagdo dos embrides dos grupos HI e GV, transferidos em novilhas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
HI 3 10 13
GV 2 9 11
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 >0,9999

Anélise 68: Taxas de gestagdo dos embrides dos grupos HV e GV, transferidos em novilhas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
HV 11 4
GV 2 9
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,0154

Anélise 69: Taxas de sincronizacio da vacas no pds parto

Epoca Sincronizadas Nio sincronizadas Total
Inverno 30 3 33
Verdo 18 4 22
Teste estatistico GL p

Exato de Fisher 1 0,4193

Anélise 70: Intervalo entre a retirada do dispositivo intra-vaginal liberador de progesterona e o estro das
vacas F1 utilizadas como receptoras

Andlise de variancia

Fonte de variacdo GL (;S:iia(:i?)ss Q;;g;?go F p
Epoca 1 1185,8 1185,8 19,185 0,00007
Erro 46 2843,2 61,8087

Coeficiente de variagio 20,826
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Anélise 71: Taxa de gestacdo de aos 30 dias em vacas

Epoca Gestantes Nio gestantes Total
Inverno 2 28 30
Verido 5 13 18
Teste estatistico GL P
Exato de Fisher 1 0,0863

Anélise 72: Taxa de gestacdo de aos 60 dias em vacas

Epoca Gestantes Nio gestantes Total
Inverno 2 28 30
Verido 4 14 18
Teste estatistico GL P
Exato de Fisher 1 0,1793

Anélise 73: Didmetro do foliculo dominante das vacas F1 utilizadas como receptoras, que responderam
ou ndo a sincronizagao

Analise de variancia

Fonte de variacdo GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Gestagdo 1 0,3519187  0,3519187 8,145 0,00619
Erro 52 2,246881 0,4320925

Coeficiente de variagio 16,114

Anilise 74: Area do corpo liiteo no dia da inovulagio das vacas F1 utilizadas como receptoras, gestantes
ou ndo gestantes

Analise de variancia

Soma dos Quadrado

Fonte de variacdo GL Quadrados Médio F p
Epoca 1 0,3226722  0,3226722 0,031 ook gk ok
Erro 46 47,96006 1,04261

Coeficiente de variagio 31,698

Anélise 75: Produgdo de leite no dia da inovulagdo das vacas F1 utilizadas como receptoras, gestantes
ou ndo gestantes

Andlise de variancia

Fonte de variagdo GL Sgﬁia(:ﬁ)ss Qll\l/?efi;?éio F p
Gestacao 1 0,1047097  0,1047097 0,101 ool
Erro 46 47,88762 1,041035
Coeficiente de variagio 31,674
Anédlise 76: Taxa de gestacdo aos 30 dias, de vacas e novilhas
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
Vacas 7 34 41
Novilhas 16 23 39
Teste estatistico valor GL p
Qui-quadrado 7,736 1 0,0054
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Anédlise 77: Taxa de gestacdo aos 60 dias, de vacas e novilhas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
Vacas 6 35 41
Novilhas 13 26 39
Teste estatistico valor GL p
Qui-quadrado 5,471 1 0,0193
Anélise 78: Taxas de gestagdo dos embrides dos grupos HI e HV, transferidos em vacas
Grupo Gestantes Nio gestantes Total
HI 2 14 16
HV 4 10 14
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,3778

Anédlise 79: Taxas de gestacdo dos embrides dos grupos HI e GV, transferidos em vacas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total
HI 2 14 16
GV 1 17 18
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,5909

Anélise 80: Taxas de gestacdo dos embrides dos grupos HV e GV, transferidos em vacas

Grupo Gestantes Nio gestantes Total

HV 4 10 14

GV 1 17 18

Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,142

Analise 81: Taxa de viabilidade dos embrides cultivados in vitro

Grupo Vidveis Nio vidveis Total
Grau 1 19 22 41
Grau 2 5 26 31
Teste estatistico valor GL p

Qui-quadrado 7,251 1 0,0071

Analise 82: Taxa de eclosdo dos embrides cultivados in vitro

Grupo Vidveis Nio vidveis Total

Grau 1 11 30 41

Grau 2 1 30 31
Teste estatistico GL p
Exato de Fisher 1 0,0095
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Anexo 2 - Alimentos fornecidos

Tabela 20: Analise bromatoldégica dos alimentos fornecidos na Fazenda Experimental Prof. Hélio
Barbosa (Igarapé - MG).

AMOSTRA ASE PROTEINA FDN DIVMS
(%) (%) (%) (%)
Silagem de Milho (Inverno) 92,47 7,29 56,11 58,28
Capim Elefante (Verdo) 93,52 5,58 59,47 53,87
Concentrado (Inverno) 89,92 15,28 14,17 89,29
Polpa Citrica (Inverno) 91,22 6,09 30,87 88,41
Concentrado (Verao) 87,72 26,48 24,00 90,07

Tabela 21: Composicio do Concentrado A fornecido na Fazenda Experimental de Felixlandia
(Felixlandia, MG)

Milho triturado 43%
Farelo de soja 10%
Farelo de trigo 43%
Calcdrio calcitico 1%
Suplemento vitaminico mineral 1%
NaCl 1%
Sulfato de aménio (NH;SO,) 1%

Tabela 22: Composicido do Concentrado B (mistura nitromineral) fornecido na Fazenda
Experimental de Felixlandia (Felixlandia, MG)

Uréia 55%
Calcdrio calcitico 9%
Fosfato bicalcico 5%
Suplemento vitaminico mineral 20%
Sulfato de aménio (NH;SO,) 11%

Tabela 23: Analise bromatolégica do concentrado total (80% de concentrado A mais 20% do
concentrado B) oferecido aos animais na Fazenda Experimental de Felixlandia (Felixlandia, MG)

AMOSTRA ASE PROTEINA FDN DIVMS
(%) (%) (%) (%)
Concentrado (Inverno) 87,97 46,25 21,73 87,03
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Anexo 3: Estruturas recuperadas

Figura 2:

Moérula

compacta

Grau 1
Morula Morula
compacta compacta
Grau 2 Grau 3
Blastocisto Blastocisto
inicial inicial
Grau 1 Grau 2
Blastocisto Blastocisto

eclodido
Grau 1

Grau 1
Estrutara Estrutura
Degenerada Nao fecundada
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Anexo 4 — Indice de Temperatura e Umidade

Figura 11: Indice de Temperatura e Umidade (ITU) para bovinos

T (°C) Umidade relativa do ar (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
22,2 72
22,8 72 73
23x3 72 73 74
23,9 72 73 74 75
24,4 72 73 74 75 76
25,0 72 73 74 75 76 77
25,6 72 73 74 75 76 77 78
26,1 73 74 75 76 77 78 79
26,7 72 73 74 75 76 77 78 80
27,2 72 73 75 76 77 78 79 81
28,3 72 73 74 75 77 78 78 80 82
28,9 73 73 75 76 78 79 80 82 83
294 72 73 74 75 77 78 80 81 83 84
30,0 72 74 75 76 78 79 81 82 84 85
30,6 72 73 74 75 77 78 80 81 83 84 86
31,1 72 73 75 76 77 79 81 82 84 85 87
31,7 72 74 75 76 78 80 81 83 85 86 88
32,2 73 75 76 77 79 80 82 84 86 87 89
32,8 73 75 76 78 79 81 83 85 86 88 90
33,3 74 75 77 78 80 82 84 85 87 89 91
339 74 76 78 79 81 83 85 86 88 90 92
34,4 75 76 78 80 81 83 85 87 89 91 93
35,0 75 77 79 80 82 84 86 88 90 92 94
35,6 76 77 79 81 83 85 87 88 91 93 95
36,1 76 78 80 81 83 85 88 89 92 94 96
36,7 76 78 80 82 84 86 88 90 93 95 97
37,2 77 79 80 83 85 87 89 91 94 96 98
37,8 77 79 82 83 85 88 90 92 94 97
38,3 78 80 82 84 86 88 91 92 95 98
38,9 78 80 83 84 87 89 92 93 96
394 79 81 83 85 87 90 92 94 96
40,0 79 81 84 86 88 91 93 94 97
40,6 80 82 84 86 89 91 94 95
41,1 80 82 85 87 89 92 94 96
41,7 81 83 85 88 90 93 95 97
42,2 81 83 86 88 91 94 96
42,8 81 84 87 89 92 94 97
43,3 82 84 87 89 92 95
43,9 82 85 88 90 93 96
444 83 85 88 91 94 96
45,0 83 86 89 91 94 97
45,6 84 86 89 92 95
46,1 84 87 90 92 96
46,7 85 87 90 93 98
47,2 85 88 91 94
47,8 85 88 92 94
48,3 86 89 92 96

Fonte: adaptado de Armstrong (1994)

Legenda )
Auséncia de estresse
Estresse moderado
Estresse térmico
Ocorréncia de morte
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