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Comparacgao de diferentes métodos de manejo reprodutivo em
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embryo recipients on the conception rate
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Resumo

O objetivo deste experimento foi comparar a taxa de concepcgao de receptoras de embrido bovino utilizando dois diferentes
métodos de manejo reprodutivo nesses animais, como a utilizagdo do estro natural e a sincronizagao da ovulagao para TETF. As
1802 receptoras utilizadas neste estudo foram divididas em dois grupos (controle, n=401 e TETF, n=1401). No grupo controle, os
animais nao receberam nenhum protocolo hormonal, sendo os embrides transferidos apds observagao do estro natural. No grupo
TETF, as receptoras foram sincronizadas com protocolo hormonal iniciado em um dia aleatério do ciclo estral, com a inser¢do de
um implante intravaginal com 1g de progestageno e administragdo de 2mg de benzoato de estradiol, sendo esse considerado o
dia 0 (D0O). No D8, o implante intravaginal foi removido, sendo administrados 0,15 mg de PGF2a, 0,5 mg de cipionato de estradiol
e 300 Ul de eCG. A transferéncia de embrides foi realizada sete dias apds a detecgao do estro no grupo controle e no D17 no
grupo TETF. O diagndstico de gestacao foi realizado com o auxilio de ultrassom 30 dias apods a transferéncia. Os dados foram
avaliados pelo teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%. Ndo houve diferenga (P=0,3295, P<0,05) entre os grupos
(grupo controle: 32,7%; grupo TETF: 30,1%). Desta forma, conclui-se que a utilizagéo dos dois diferentes métodos de manejo
reprodutivo mostrou a mesma eficiéncia sobre a taxa de concepgdo em receptoras de embrido bovino.
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Abstract

The aim of this work was to compare the conception rate of bovine embryo recipients using two different reproductive management
methods in these animals, as the use of natural estrus and ovulation synchronization for FTET. The 1802 recipients were divided
into two groups (control, n=401 and FTET, n=1401). In control group the animals received no hormonal protocol, in which natural
estrus was observed. In FTET group, the recipients were synchronized by hormonal protocol started on a random day of the estrous
cycle, with the insertion of an intravaginal implant with 1 g of progestogen and administration of 2 mg of estradiol benzoate, and
this was considered day 0 (D0). On D8, the intravaginal implant was removed, and 0.15 mg of PGF2a, 0.5 mg of estradiol cipionate
and 300 IU of eCG was administered. The embryo transfer was performed 7 days after estrus detection in the control group and on
D17 in FTET group. Pregnancy diagnosis was performed with the aid of ultrasound 30 days after transfer. Data were analyzed by
Chi-square test, with a significance level of 5%. There was no significant difference (P=0.3295, P <0.05) between groups (control
group: 32.7%; FTET group: 30.1%). Thus, we can conclude that the use of two different reproductive management methods showed
the same efficiency on the conception rate of bovine embryo recipients.

Keywords: embryo transfer, pregnancy, synchronization.

Introducao

A pecuaria bovina brasileira tem se mostrado altamente
sofisticada, com avangos tecnoldgicos nas areas de reprodugao
e utilizacdo de biotécnicas, como a inseminacgéo artificial em
tempo fixo (IATF), a transferéncia de embriées (TE) e a produgao
in vitro de embrides (PIV), gerando beneficios econdémicos aos
criadores (Buratini Jr., 2006).

A produgéo in vitro de embrides (PIV) é uma técnica que vem
se estabelecendo em todo o mundo, principalmente no Brasil,
sendo cada vez mais acessivel aos criadores de bovinos (Arruda
et al.,, 2012). No entanto, observa- se uma grande variabilidade
no sucesso das transferéncias dos embrides bovinos produzidos
in vitro, e a maioria dos problemas s&o relacionados com as
receptoras (Andrade et al., 2012). Fatores como a idade das
receptoras, grau de assincronia embrido-receptora, reutilizacao
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das receptoras, localizagdo e numero de corpos luteos na
receptora, condi¢ao nutricional das receptoras, controle do
ciclo estral e manejo das receptoras sdo apontados como
os de fundamental importancia em programas de PIV, sendo
responsaveis pelo sucesso ou falha na fertilidade dos rebanhos
(Callesen et al., 1996; Hasler et al., 1987; Sreenan e Diskin,
1987; Evangelista e Sousa, 1999; Peixoto et al., 2004; Jones
e Lamb, 2008).

O manejo das receptoras para a transferéncia dos embrides
produzidos in vitro pode ser realizado por diferentes métodos,
tais como por meio da observagao da manifestacdo natural do
estro, da utilizagdo de tratamentos hormonais com intuito de
sincronizagao do estro, e da utilizagao de protocolos hormonais
com o intuito de sincronizagao da ovulagéo para TETF. Todos
esses métodos sado eficazes para aumentar o numero de
bezerros produzidos por embrido transferido (Jones e Lamb,
2008).

O método de observagdao da manifestagao natural do estro
apresenta algumas desvantagens como o fato de exigir um maior
numero de animais, depender de uma eficiente detecgao do estro
e ndo se ter controle da data da inovulagéo. Em contrapartida, no
método de utilizagao de protocolos hormonais com o intuito de
sincronizagéo da ovulagao para TETF, o numero de animais pode
ser reduzido, ndo ha a necessidade de observagao do estro, e
a data da transferéncia poder ser programada. No entanto, ha
o custo adicional com hormdnios (B¢ et al., 2006).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi comparar a taxa de
concepcao de receptoras de embrido bovino produzidos in vitro
utilizando-se dois diferentes métodos de manejo reprodutivo
nesses animais.

Material e métodos

O estudo foi conduzido entre dezembro de 2011 e fevereiro
de 2012 na Empresa Minerembryo Reprodugédo e Producgéo
Animal LTDA (Central da Receptora), que atua nas areas de
transferéncia de embriées (TE) e producao in vitro de embrides
(PIV) em bovinos. Foram utilizadas como receptoras novilhas
bovinas cruzadas de todas as ragas (mestigas), procedentes da
Fazenda Chapadéo, em Pimenta, localizada no estado de Minas
Gerais. A selegao das novilhas receptoras para as transferéncias
dos embrides produzidos in vitro foi feita observando-se
caracteristicas de docilidade, facilidade de parto e avaliagao
do trato reprodutivo, eliminando os animais que apresentavam
cervix fibrosa ou tortuosa.

As receptoras apresentavam exames negativos para brucelose,
tuberculose e de leucose enzodtica. Estas foram vacinadas por
duas vezes contra rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia
viral bovina (BVD), leptospirose, carbunculo, raiva e febre aftosa.
Com relagéo ao manejo nutricional, elas foram mantidas a pasto
de capim Brachiaria, onde receberam também suplementagéo
mineral no cocho e agua a vontade.

Para a produgao dos embrides, foi utilizada a técnica de Ovum
Pick Up (OPU), em que foram coletados complexos cumulus-
odcitos (CCOs) in vivo de uma fémea doadora, procedentes
de clientes da Empresa. Essa Empresa ndo tem laboratério
especifico: estabelece parceria com outros laboratérios, onde
os técnicos vao até a fazenda dos clientes, coletam os CCOs
e produzem os embrides in vitro, enviando-os para a Empresa.
Esta, por sua vez, transfere e entrega as receptoras gestantes
para os clientes. Os embrides foram produzidos a partir de
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cruzamentos entre Jersey e Holandés (vaca Jersey x touro
Holandés).

Para arealizagdo da OPU, foi utilizado um aparelho de ultrassom
(MINDRAY DP 2200Vet) e uma probe convexa de 5MHz
adaptada a uma guia para a aspiracao folicular transvaginal.
Apos a aspiragdo, o conteudo aspirado foi lavado e filtrado
em filtro préprio e vertido em placas de Petri para realizagédo
da procura, manipulagao e avaliagdo morfolégica dos CCOs.
A avaliagcdo morfologica foi realizada segundo Leibfried e First
(1979), levando-se em consideragéo caracteristicas das células
da granulosa e do citoplasma do odcito. Foram considerados
viaveis apenas CCOs classificados como graus |, Il e 1ll.

Ap0s esta etapa, os CCOs passaram pelas etapas de maturagao,
fecundacéo e cultivo in vitro e, no oitavo dia, os embrides
classificados como viaveis foram envasados em palhetas de
0,25 mL, sendo transferidos a fresco para receptoras que nao
receberam nenhum tipo de protocolo hormonal (observacéo
natural do estro) ou para receptoras sincronizadas por meio de
protocolo hormonal (protocolo de sincronizagdo da ovulagéo
para TETF).

Os embrides foram transferidos para 1802 novilhas bovinas
receptoras. Essas receptoras foram divididas em dois grupos,
conforme o manejo utilizado para a transferéncia dos embrides
(grupo Controle; n=401 e grupo TETF - Transferéncia de Embrido
em Tempo Fixo; n=1401). No grupo controle (observagéo da
manifestacdo natural do estro), os animais ndo receberam
nenhum tipo de protocolo hormonal, sendo a transferéncia dos
embrides realizada sete dias apds a observagao de estro natural
(D7). No grupo TETF (protocolo de sincronizagédo da ovulagéo
para TETF), as receptoras foram sincronizadas por protocolo
hormonal iniciado em um dia aleatério do ciclo estral, com a
colocagéo de um implante intravaginal com 1g de progestageno
e administracdo de 2mg de benzoato de estradiol, sendo este
considerado o dia 0 (D0). No D8, foi removido o implante
intravaginal e administrado 0,15 mg de analogo de PGF2a
(D-cloprostenol), 0,5 mg de cipionato de estradiol e 300 Ul de
eCG Gonadotrofina Coridnica Equina), sendo a transferéncia
dos embrides realizada no D17 (Nasser et al., 2004).

A transferéncia dos embrides foi realizada com auxilio de
inovulador, sendo colocado na parte mais cranial do corno
uterino ipsilateral ao ovario que continha o corpo luteo. O
diagnostico de gestagdo foi realizado com auxilio de um
aparelho de ultrassom (MINDRAY DP 2200Vet) 30 dias apds a
transferéncia embrionaria.

A analise estatistica relacionada com a comparagao da taxa de
concepgao entre os grupos foi realizada com o auxilio do teste
do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5% (P<0.05).

Resultados e discussao

As taxas de concepgéao para os grupos controle e TETF foram
32,7% e 30,1%, respectivamente. Pela analise dos dados,
observou-se que ndo houve diferenca (P=0,3295; P>0,05)
entre os grupos avaliados. Em um programa de transferéncia
de embrides (TE) ou de produgéo in vitro de embrides (PIV), os
embries podem ser transferidos para as receptoras durante
um ciclo estral normal, ou, de maneira mais pratica, durante um
ciclo estral controlado por meio de hormdnios para realizagao
da TETF (B¢ et al., 2002). A questdo do estro induzido por
horménios ser menos eficiente para a subsequente transferéncia
de embriées, quando comparado ao estro natural, ainda



permanece controverso (Callesen et al., 1996). Na literatura,
as taxas de concepgéo de receptoras de embrido bovino que
tiveram o estro induzido comparado ao estro natural tém sido
relatadas como altas (Hasler et al., 1987), baixas (Weaver et
al., 1986) ou equivalentes (Wright, 1981; Callensen et al., 1994).

No presente estudo, ndo houve diferenga nas taxas de concepgao
entre os grupos de manejo (estro natural e TETF), sendo que,
dessa maneira, os diferentes métodos de preparo das receptoras
poderéao ser utilizados conforme suas vantagens (beneficios) e
desvantagens (limitagbes). A vantagem da utilizagdo do estro
natural é a redugao dos custos com horménios. No entanto, sdo
necessarias pessoas treinadas para a detecg¢ao do estro, maior
numero de receptoras, e maior flexibilidade do profissional que
realizara a inovulagéo, uma vez que a data da transferéncia ndo
é controlada (depende do dia do estro).

Os métodos disponiveis para o tratamento de receptoras de
embrides bovinos incluem a observagédo natural do estro, a
inducdo do estro com o uso da prostaglandina F2a (PGF2a)
ou seus analogos sintéticos e o emprego de horménios para a
sincronizagéo da ovulagao para TETF. A utilizagao de analogos
da PGF2a para a indugéo do estro € um dos métodos menos
dispendiosos para obtencéo de receptoras aptas a transferéncia
de embrides (Mariani, 2009).

No entanto, existem algumas condigbes imprescindiveis para o
seu uso, tais como a detecgdo do corpo luteo por palpagéo retal
ou ultrassonografia e a observacdo do comportamento estral nos
dias subsequentes ao tratamento (Barreiros et al., 2006; Mariani,
2009). Além disso, em um grupo de receptoras tratadas com
PGF2a associado a detecgéo do estro, somente de 40 a 50% dos
animais tratados s&o usados para a transferéncia de embrides.
Considerando as taxas de concepgédo de aproximadamente
50% em todos os animais tratados, somente de 20 a 25% das
prenhezes séo obtidas ao final dos programas de transferéncia
de embrides (B6 et al., 2002; Marques et al., 2004; Baruselli et
al., 2005).

Os estudos encontrados na literatura relacionados com as
taxas de concepgéao entre receptoras manejadas por meio do
estro natural ou induzido apresentam resultados conflitantes
(Callesen et al., 1996). Cairoli et al. (2006) demonstraram nao
haver diferengas nas taxas de concepgédo comparando o estro
espontaneo ou o estro induzido por PGF2a. Bényei et al. (2006)
também nao observaram diferengas nas taxas de concepgao
de receptoras tratadas por meio do estro natural ou do estro
sincronizado com PGF2a (40,9 e 41,8%, respectivamente,
P=0,598). Por outro lado, Hasler et al. (1987) observaram uma
maior taxa de concepgdo em receptoras tratadas com PGF2a
em relagdo aquelas manejadas por observagao natural do estro
(75,0 versus 68,0%, respectivamente, P<0,25).

Atualmente, a alternativa mais util para se aumentar de modo
significativo o nUmero de animais envolvidos em programas de
TE ou PIV é a aplicagao de protocolos hormonais que permitem a
transferéncia de embrides para as receptoras sem a necessidade
de deteccéo de estro, geralmente chamados de protocolos
de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF, B¢ et al.,
2002; Bo et al., 2006; Looney et al., 2006; Jones e Lamb, 2008),
pois s&o capazes de proporcionar um incremento nas taxas de
aproveitamento das receptoras, e com isso, elevadas taxas de
concepgao em relagdo ao numero de animais tratados (Marques
et al., 2004; Baruselli et al., 2005). De acordo com Barreiros et
al. (2006), além de facilitar consideravelmente o manejo, as
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taxas de aproveitamento estdo em torno de 70% dos animais
tratados para protocolos de TETF.

Nesse sentido, diversos trabalhos encontrados na literatura
apresentam comparagdes entre a manifestagao natural do
estro e 0 uso de protocolos de sincronizagao da ovulagéo para
TETF. B6 et al. (2004) e Baruselli et al. (2011) observaram que
receptoras tratadas com protocolo de sincronizagao da ovulagdo
para TETF apresentaram taxas de concepgdo comparaveis
com as obtidas em receptoras transferidas sete dias apds a
detecgdo do estro. Assim, tém sido relatadas taxas de concepgéo
semelhantes ou maiores em receptoras tratadas com protocolo
para TETF em comparacéo aquelas observadas apés a detecgao
de estros espontaneos, mas as taxas de concepgao tém
melhorado porque esses protocolos tém aumentado o niumero
de receptoras que receberam um embrido entre as tratadas (B6
et al., 2002).

Colombo et al. (2010) ndo observaram diferencas nas taxas
de concepgéao ao avaliarem 1590 novilhas mestigas receptoras
tratadas com implante de progestageno e benzoato de estradiol
ou por meio da observacdo natural do estro (35,15 versus
34,47%, P>0,05). Pieroni (2009) ndo encontrou diferencas
nas taxas de concepgdo ao avaliar 315 novilhas mesticas
receptoras tratadas por observagédo natural do estro ou por
meio de protocolo de sincronizagado da ovulagao para TETF
(18,52 versus 11,54%, respectivamente, P=0,68), tal como foi
observado no presente trabalho.

Diversos outros trabalhos encontrados na literatura tém
demonstrado comparagdes entre protocolos de sincronizagao
do estro (uso somente de PGF2a) e da ovulagédo para TETF
(uso de GnRH e PGF2aq, ou de CIDR®, benzoato de estradiol e
PGF2a), apresentando, muitas vezes, resultados inconclusivos,
demonstrando diferengas ou semelhangas nas taxa de
concepgado obtidas (Pieroni, 2009). Tais resultados poderiam
ser explicados pelas diferengas relacionadas com as receptoras,
como raga, idade, grupo genético e aptiddo econémica, e pelas
diferentes condigdes de manejo experimentais, o que pode
dificultar as comparagdes entre as diferentes metodologias.

Bo6 et al. (2002) n&o obtiveram diferencas nas taxas de
concepgao entre receptoras tratadas com CIDR® para TETF ou
tratadas somente com PGF2a para sincronizacao do estro (32,0
versus 37,0%, respectivamente, P>0,6). Entretanto, Baruselli
et al. (2003) obtiveram melhores taxas de concepgao quando
utilizaram somente a PGF2a em comparagédo com um protocolo
para TETF. Looney et al. (2006) também obtiveram maiores
taxas de concepgéo com o uso da PGF2a em comparagéo com
um protocolo para TETF (63,0 versus 53,0%, respectivamente,
P<0,01).

Os resultados de Baruselli et al. (2003) e Looney et al. (2006)
podem ser atribuidos ao fato de ovulagdes naturais, ou apds a
administragdo de PGF2a, ocorrerem a partir de um foliculo de
maior diametro, uma vez que esse tem que produzir estradiol
suficiente para induzir o pico de LH e consequentemente a
ovulagdo. Além disso, foliculos de maior didametro resultam
em maiores corpos luteos que produzirdo mais progesterona,
hormdnio essencial para estabelecimento da prenhez. Ao utilizar
um indutor da ovulagéo em protocolos para TETF, normalmente
essa ocorre a partir de um foliculo de menor didmetro (Pieroni,
2009). Além disso, a duracédo de exposi¢cao ao implante de
progestageno (como o CIDR®) pode afetar a fertilidade das
receptoras, interferindo nas taxas de concepgéo (Looney et
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al., 2006). De outra forma, Baruselli et al. (2011) obtiveram
maiores taxas de concepgédo em receptoras tratadas com um
protocolo para TETF em comparagédo com aquelas tratadas
com um protocolo usando somente PGF2a (29,3 versus 16,2%,
respectivamente, P=0,001).

Modificagdes recentes incorporadas aos protocolos hormonais,
como as mudangas no momento em que a PGF2a é aplicada
e a administragao de eCG também tém melhorado as taxas de
concepgao, pois tem proporcionado um aumento no crescimento
folicular e no didmetro maximo do foliculo dominante, com
consequente aumento nas concentragdes plasmaticas de
progesterona no ciclo estral subsequente (Baruselli et al., 2010a).
Varios trabalhos mostraram efeito positivo da progesterona no
desenvolvimento embrionario e na manutengédo da gestagéo
(Binelli et al., 2001; Thatcher et al., 2001). Além disso, esses
protocolos oferecem novas ideias para tornar a execugéo desses
tratamentos mais facil para os funcionarios das fazendas através
da redugéo do numero de manejos necessarios para a realizagéo
da TETF (Baruselli et al., 2010b; Bo et al., 2006).

Bo et al. (2002) relataram uma melhora nas taxas de concepgao
em receptoras com multiplos corpos Iuteos e aumento nas
concentracdes plasmaticas de progesterona induzidos por eCG,
em comparagdo com as receptoras que nao receberam eCG
(45% versus 10%, respectivamente, P<0,05). Segundo esses
autores, a onda folicular foi sincronizada pela administragao
de progesterona e estradiol no dia 0, eCG e PGF2a no dia
5, remocao do implante de progestageno no dia 8, benzoato
de estradiol no dia 9, e TETF no dia 17. Baruselli et al.
(2001) também demonstraram que os tratamentos com eCG
administrados quatro dias antes do estro aumentaram o numero
de ovulagbes, as concentragdes plasmaticas de progesterona,
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e as taxas de concepgao em receptoras Bos indicus cruzadas
sincronizadas com dispositivos de liberacdo de progesterona,
benzoato de estradiol, e progesterona, e transferidas sem a
detecgéo do estro.

Apesar de nédo ter havido diferengca entre o uso do estro
natural ou o protocolo hormonal no presente trabalho, o uso
de protocolos hormonais para TETF torna-se mais vantajoso
devido ao fato de poder se concentrar os trabalhos de manejo
com os animais em momentos predeterminados, dispensando
a necessidade de detecgdo do estro, atividade que se constitui
em um dos grandes problemas na maioria das propriedades
brasileiras, reduzir o intervalo entre o tratamento e a prenhez,
e possibilitar a transferéncia em dias predeterminados (B6 et
al., 2006; Baruselli et al., 2011).

Dessa forma, essa metodologia de tratamento das receptoras
pode ser uma alternativa para se racionalizar o uso destes
animais por meio do aumento das taxas de aproveitamento
das receptoras e das taxas de concepgdo, aumentando
também a genética e o retorno econdmico dos programas de
transferéncia de embrides produzidos in vivo (TE) ou in vitro
(PIV), determinando um maior nimero de bezerros nascidos
ao ano e reduzindo os custos com as receptoras ndo prenhes
(Marques et al., 2004; Baruselli et al., 2005).

Conclusao

Podemos concluir que os dois diferentes métodos utilizados
mostraram a mesma eficiéncia em relagéo a taxa de concepgao,
sendo que ambas as metodologias podem ser utilizadas com
sucesso para 0 manejo de receptoras de embrido bovino em
programas de PIV.
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