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“Ando devagar porgue ja tive pressa
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INFLUENCIA DO LOCAL DE INOVULACAO DE EMBRIOES PRODUZIDOS IN VIVO
E IN VITRO SOBRE AS TAXAS DE CONCEPCAO DE FEMEAS BOVINAS E SUA
RELACAO COM A MORFOLOGIA UTERINA

RESUMO - A transferéncia de embrido é uma biotecnologia muito utilizada na
atualidade, mas pouco se sabe sobre o local ideal para se depositar o embrido no corno
uterino ipsilateral ao corpo lateo (CL) e se ha alguma alteragdo morfofuncional ao longo
desse corno que possa comprometer ou favorecer o ambiente uterino. Os objetivos do
presente experimento foram: avaliar as taxas de concep¢ao apos inovulacdo nos tercos
cranial, médio e caudal do corno uterino ipsilateral ao CL; analisar a morfologia desses
trés segmentos tanto do corno uterino adjacente quanto ao oposto ao CL através da
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura; estabelecer uma relagéo
entre as taxas de concepc¢do e as caracteristicas morfofuncionais para indicar o local
ideal de inovulagcdo. Para isso, 600 embrides produzidos in vivo (frescos e
congelados/descongelados) e 315 produzidos in vitro, foram transferidos para
receptoras holandesas e mesticas, respectivamente. O estudo morfolégico analisou os
ateros de 9 novilhas mesticas abatidas aproximadamente no sétimo dia do ciclo estral,
ou seja, simulando uma receptora no dia da inovulagdo. Os resultados obtidos
mostraram que no verao o local de inovulagdo nao influenciou (P>0,05) as taxas de
concepcao das receptoras que receberam embrides produzidos in vivo. No inverno
melhores taxas de concepcéo (P<0,05) foram alcancadas quando os embribes foram
depositados na porcdo caudal em relacdo a cranial. Para os embrides produzidos in
vitro, o local de inovulacdo (P>0,05) ndo interferiu nos resultados reprodutivos. Por meio
da histologia e microscopia eletrbnica de varredura foi observado um padréo
morfolégico similar entre as trés por¢des do corno uterino ipsilateral ao CL. No entanto,
a contagem de vasos sanguineos mostrou uma menor vascularizacdo no corno
contralateral em comparagédo ao ipsilateral ao CL. Neste contexto, conclui-se que as
inovulacdes podem ser realizadas em qualquer por¢cao do corno uterino ipsilateral ao
CL, respeitando a morfologia uterina e facilitando a técnica, sem comprometer 0s

resultados reprodutivos.
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THE RELATION BETWEEN THE UTERINE MORPHOLOGY AND THE PREGNANCY
RATES OBTAINED FROM BOVINE EMBRYOS AFTER THE TRANSFERENCE INTO
DIFFERENT PLACES OF THE UTERUS

ABSTRACT- Nowadays the embryo transfer is a biotechnology widely used, however
not much is know about the best place to put embryos into the uterine horn ipsilateral to
the corpus luteum (CL). In addition, not much is known about the morphological
characteristics thorough the uterine horn and if it could improve or damage the uterine
environment. The aims of this study were: to investigate the effect of the site of embryo
placement (cranial, medial or caudal) into the uterine horn adjacent to the CL on
pregnancy rates; to analyze the morphology from these tree portions of the both uterine
horns adjacent and opposite to CL using histology and scanning electron microscopy;
and establish the relation between pregnancy rates and morphofunctions characteristics
to indicate the best place to transfer embryos. In this study 600 in vivo produced
embryos (fresh and frozen-thawed) and 315 in vitro produced embryos were transferred
to Holstein and crossbred recipients, in order. Nine crossbred heifers were slaughtered
approximately seven days after estrus and the uterus were studied to analyze its
morphology at the same time that the embryos have been transferred. The results
showed that the site of embryo placement did not influence (P>0.05) the pregnancy
rates in recipients receiving fresh embryos during summertime. During the winter, the
pregnancy rates were greater (P<0.05) for fresh embryos transferred into the caudal
portion of the uterus horn than cranial portion. For animals that received in vitro
produced embryo, the site of embryo placement did not interfere (P>0.05) in the
pregnancy rates. Morphophological characteristics observed by histology and scanning
electron microscopy was similar in all parts of the uterine horn ipsilateral to the CL
studied. However, the average number of blood vessels counted was lower in the
contralateral uterine horn and it showed that the ipsilateral to the CL uterine horn has a
better vascularization. Considering the uterine morphology and the results observed in
the present study it was concluded that it is possible to transfer embryos in any portion

of the CL ipsilateral uterine horn with the same reproductive results.



1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrido (TE) € uma biotecnologia amplamente utilizada na
atualidade e tem relevante contribuicdo no melhoramento genético animal, uma vez que
aumenta a utilizacdo do potencial genético de fémeas superiores e diminui o intervalo
entre as geragdes. Somente no Brasil mais de 260.000 embribes bovinos séo
transferidos por ano (VIANA & CAMARGO, 2007), o que faz da eficiéncia da técnica um
fator determinante para seu sucesso.

Os embrides produzidos, na maioria das vezes, sdo provenientes da lavagem
uterina de uma doadora superovulada e inseminada artificialmente (produgéo in vivo) ou
da fertilizacdo in vitro de odcitos originados da aspiragdo folicular de doadoras
(producao in vitro).

A técnica de TE habitualmente utilizada em bovinos esta bem definida e consiste
na inovulacdo de um embrido no trato reprodutivo de uma fémea receptora,
previamente preparada, que irh completar a gestacdo. Costumeiramente, a maioria dos
técnicos deposita o concepto no tergo cranial do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo
(CL). No entanto, embora esse método seja rotineiramente utilizado, pouco se sabe em
relacdo ao local ideal para se depositar o embrido no corno uterino ipsilateral ao ovério
gue possui o corpo lateo (CUTINI et al., 2000).

Na bibliografia consultada, poucos ou inconsistentes sdo os relatos referentes as
taxas de prenhez em relagdo aos locais do corno uterino em que sédo depositados os
embrides. Outro aspecto a ser considerado € a escassez de informacdes sobre a
morfologia comparativa entre as por¢des cranial, média e caudal do corno uterino
bovino ipsilateral ao CL. A maioria dos estudos nessa area refere-se apenas a uma
porcdo especifica do utero bovino. Desconhecendo-se a ocorréncia de diferencas
morfofuncionais entre essas regides e até que ponto essa situagdo pode favorecer ou
comprometer a viabilidade do embrido.

Diante de tais fatos, deve-se considerar ainda a maior dificuldade e demora na
inovulacdo na porcao cranial do corno uterino em relagdo ao procedimento de
deposicdo do embrido na porcdo caudal. Além disso, salienta-se que ha uma maior

manipulacao uterina e ocorréncia de possiveis lesdes endometriais, principalmente se o



profissional for inexperiente ou caso o0 Utero esteja muito espiralado, o que pode
comprometer a prenhez devido a liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a) (WANN &
RANDEL, 1990; SCHRICK et al., 2000). Com isso, € de indubitdvel importancia saber
se, na pratica, ha diferenca na taxa de prenhez quando se deposita 0 embrido nas
porcdes cranial, média ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo.

A partir desse contexto elaboraram-se 0s seguintes objetivos para o atual projeto
de pesquisa:

e Objetivo geral

Estabelecer uma relacdo entre as taxas de concepcdo e as caracteristicas
morfofuncionais para que se possa indicar o local ideal de inovulacao.

e Obijetivos especificos

Avaliar as taxas de concepcdo apoés inovulagdo nos tercos cranial, médio e
caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo, utilizando embriées produzidos in vivo
(frescos e congelados/descongelados) e produzidos in vitro, transferidos
respectivamente para receptoras holandesas e mesticas.

Analisar a morfologia dos trés diferentes segmentos do corno uterino ipsilateral e
contralateral ao corpo liteo através da microscopia de luz e microscopia eletrbnica de
varredura de Uteros de novilhas mesticas abatidas no sexto, sétimo e oitavo dia do ciclo
estral.



2. HIPOTESES

. A deposicdo do embrido no terco cranial, médio ou caudal do corno uterino
ipsilateral ao CL n&o influencia as taxas de concepg¢do tanto para os embrides
produzidos in vivo, sejam frescos ou congelados/descongelados, quanto para o0s
embrides produzidos in vitro, transferidos para vacas holandesas e para novilhas

mesticas, respectivamente.

. N&o ha alteracdes morfoldgicas entre as porcdes cranial, média e caudal dos
cornos uterinos ipsilaterais ao CL que comprometam ou favoregam o ambiente uterino

local e 0 desenvolvimento do embrido.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Local de deposicdo do embrido no utero no momento da TE

Em 1951 foi realizada a primeira transferéncia de embrido em bovinos (WILLETT
et al.,, 1951) e, a partir dessa data, iniciaram-se estudos com o intuito de aprimorar a
técnica e de buscar o local ideal para se depositar o0 embrido no corno uterino
(SREENAN & BEEHAN, 1976; TERVIT et al., 1977; SIEDEL, 1980; CHRISTIE et al.,
1980; BEAL et al.,1998 e YAMASHINA, 2002).

A presenca do embrido, no 16° dia pds-estro, no corno uterino ipsilateral ao
corpo luteo foi considerada fundamental para prevenir a lutedlise em vacas, éguas e
porcas, ja nas ovelhas o concepto deve estar presente nesse local no 12° dia apés a
manifestagcéo do cio (NISWENDER et al., 1970; GINTHER, 1974).

Em ovelhas, que tiveram seus cornos uterinos separados cirurgicamente e
possuiam CL nos dois ovarios, o tecido luteal foi mantido somente no ovéario ipsilateral
ao corno uterino em que havia o embrido, ocorrendo a regressao do outro (MOOR &
ROWSON, 1964). Por outro lado, esses mesmos autores, em 1966, demonstraram que
nao houve diferenga nas taxas de prenhez quando embrides ovinos foram transferidos
para o corno ipsilateral ao CL (75%) ou para o contralateral (63%) e sendo assim,
concluiram que para o CL ser preservado ha a necessidade do embrido ou seus anexos
terem contato com o corno ipsilateral ao corpo luteo.

Em bovinos, verificou-se que as inovulagdes realizadas no corno ipsilateral ao CL
funcional resultaram em um aumento significativo nas taxas de prenhez em relacdo as
realizadas no corno uterino contralateral ao CL (SREENAN, 1976; TERVIT et al., 1977 e
SIEDEL, 1980). Tal situacao foi atribuida & acdo antiluteolitica dos fatores luteotroficos
produzidos pelo embrido que, quando depositado no corno contralateral, ttm que migrar
pelo Gtero até chegar ao apice do corno contendo o CL para exercer sua funcao
(BRAND & AKABWAI, 1978). Também foi descrito que as transferéncias devem ser
realizadas no corno ipisilateral ao CL devido ao fato da migragdo intra-uterina ser
considerada rara em embrides bovinos (TERVIT et al., 1977).



Embora se tenha constatado que o corno uterino adjacente ao corpo lateo é o
sitio ideal para inovular, h4 controvérsias em relagdo ao local adequado em que o
concepto deve ser depositado dentro desse corno, pois poucos e inconclusivos
trabalhos foram realizados nessa area especifica (CUTINI et al., 2000; MCNAUGHTAN
et al., 2004).

Ao investigar o efeito do local de inovulacdo em gestacdes gemelares néo se
encontrou diferenca significativa na taxa de prenhez quando embrides foram
transferidos bilateralmente para o apice ou para base do corno uterino por meio de
técnica cirtrgica (SREENAN & BEEHAN, 1976). No entanto, o fato de dois embrides
terem sido transferidos simultaneamente pode ter afetado os resultados (CHRISTIE et
al., 1980).

Por outro lado, em gestagdes simples, LAWSOW et al. (1975) tentaram comparar
a inovulacdo na porc¢ao cranial em relacéo a porgéo distal do corno uterino. Entretanto,
o corno uterino foi inflado com diéxido de carbono, prejudicando os resultados, pois
somente 2,9% das receptoras tornaram-se gestantes. Mas, em outro experimento,
esses mesmos autores obtiveram 35% de prenhez ao depositarem os embrides na
porcéo distal do corno.

Outros autores, ao tentar investigar alguns fatores que afetam a sobrevivéncia
embrionéria, inovularam, utilizando o método cirargico, na porgéo cranial ou caudal do
corno uterino ipisilateral ao CL. Os embrides transferidos para o apice do corno tiveram
uma chance significantemente maior (73,3%, 22/30) de sobrevivéncia em relagdo aos
transferidos para a base (44,8%, 13/29) (CHRISTIE et al., 1980). Nesse caso, a baixa
taxa de prenhez no segundo grupo foi atribuida a um efeito direto da habilidade do
embrido em secretar sinais luteotroficos e antiluteoliticos para o ovario no momento da
lutedlise e que possivelmente isso aconteca devido a distancia da regido do corno em
gue o mecanismo de contra corrente para transporte da prostaglandina F2a, esta agindo
(GINTHER, 1974; BRAND & AKABWAI, 1978). Outra possivel hipdtese é a
possibilidade da porgéao cranial do corno uterino ser um local favorecido do ponto de
vista de suprimento de nutrientes para o desenvolvimento inicial do embrido (CHRISTIE
et al., 1980).



Com embrides congelados em etilenoglicol, melhores taxas de prenhez foram
obtidas quando os embrides foram transferidos para o tergo cranial (65,9%, 27/41) em
relacdo ao terco caudal (29,6%, 8/27) do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo (BEAL
et al.,1998).

Por outro lado, mais recentemente, a transferéncia de embrides congelados por
trés métodos diferentes; etilenoglicol com sacarose, etilenoglicol sem sacarose ou
glicerol, para base do corno uterino (2 a 4 cm da bifurcagéo dos cornos) ou para 0 meio
do corno (10 a 15 cm da bifurcac&o) gerou resultados diferentes. As taxas de prenhez
guando se utilizou etilenoglicol+sacarose ou somente glicerol nao diferiram
significativamente de acordo com o local de inovulagdo. Em contra partida, as taxas de
prenhez para os embribes depositados no terco caudal (68,7% - 136/198) do corno
uterino foram mais altas do que para os inovulados no terco médio (31,7% - 40/126),
guando 1,5M de etilenoglicol foram usados para congelar os embrides (YAMASHINA,
2002).

Em outro trabalho, com o objetivo de minimizar os efeitos causados pela
manipulacdo dos cornos no momento da transferéncia, avaliou-se a influéncia do local
de deposicdo do embrido no corno uterino ipsilateral ao corpo Iuteo. No entanto, néo foi
constatada diferenca estatistica quando os embrifes foram depositados no tergco meédio
(44% - 30/68) ou no tergo proximal (49,8% -123/ 247) (MCNAUGHTAN et al., 2002).

Diante disso, € importante considerar que para a transferéncia ser realizada no
terco proximal do corno uterino h& necessidade de um técnico com habilidade suficiente
para manipular corretamente o corno, endireitando-o0 temporariamente para a
passagem do aplicador, pois devido ao diestro os cornos estdo em espiral (BEAL et al,
1998). Além disso, uma das variaveis que mais interfere no sucesso da transferéncia
ndo-cirargica € a habilidade do operador, pois o tempo para transpor a cérvix, a
possibilidade de inoculagdo de microorganismos no limen uterino e o grau de lesao
interna do Utero afetam a taxa de concepgdo (SREENAN & DISIN, 1987).

Por hora também € importante salientar que bons resultados de prenhez podem
ser comprometidos devido a manipulacdo do Utero e a passagem do aplicador pela

cérvix e pelo corno uterino, o que eleva os niveis de PGF2a na circulacdo sanguinea



(SCHALLENBERGER et al.,1989, ODENSVI et al., 1993). Alguns autores s&o ainda
mais enfaticos e relatam que pequenas lesbes no endométrio causadas pelo aplicador
ou mesmo uma pequena manipulacdo da cérvix ou do Utero podem desencadear um
aumento da PGF2a no [umen uterino (WANN & RANDEL, 1990; SCHRICK et al., 2000).
Esse hormbénio em baixas concentragbes estimula a vascularizacdo do endométrio, a
manutengdo do blastocisto e a implantagdo do embrido (CHARPIGNY et al., 1997;
REESE et al., 1999). Mas por outro lado, o excesso de PGF2a pode ser téxico para o
concepto afetando diretamente seu desenvolvimento e qualidade, além da possibilidade
de desencadear uma lutedlise prematura (SEALS et al., 1998 e SCENNA et al., 2004).
Sendo assim, manter um balanco ideal de PGF2a € necessério para atingir boas taxas
de prenhez e, a deposicdo do embridao na porgédo caudal do corno poderia evitar essas
perdas por aumento da PGF2a.

Inibidores da enzima ciclo-oxigenase-2, como flunixin meglumine, tém sido
testados momentos antes das transferéncias tentando diminuir os efeitos deletérios
causados pelo aumento da PGF2a durante a manipulagdo do trato reprodutivo. No
entanto, os resultados ainda sao inconsistentes (ELLI et al., 2001; MCNAUGHTAN et
al., 2002).

3.2 Anatomia vascular da regido Utero-ovérica e concentracdo de
progesterona

Diferencas anatémicas e fisiolégicas foram constatadas entre artérias ovarianas
e uterinas adjacentes e opostas ao ovario contendo o corpo luteo (GINTHER & DEL
CAMPO, 1974; GINTHER, 1974). Um mecanismo de anastomose entre ramificagdes da
artéria uterina e ovarica é significativamente mais proeminente no lado em que o CL
esta presente em relagdo ao lado oposto. Aparentemente essa alteragdo é dinamica,
pois ocorrem mudancas consideraveis no calibre desses vasos quando o lado em que
ocorre a ovulagéo se altera (GINTHER & DEL CAMPO, 1974). Suspeitou-se que 0
papel fisiologico desse fendbmeno fosse contribuir para a preparagdo da tuba e corno
uterino para a gestacdo ou para auxiliar nas necessidades do corpo liteo altamente
vascularizado (GINTHER, 1974).



A partir dessas descobertas iniciaram pesquisas para esclarecer se ha uma
distribuicdo local de progesterona (P4) do corpo Iiteo para o corno uterino ipsilateral.
Através da laparotomia de 10 vacas, que estavam no 11° dia do ciclo estral, foram
retiradas amostras de sangue para dosagem de progesterona da ramificacdo da veia
uterina que drena a porcédo cranial de cada corno e da veia jugular. Diferenca
significativa foi encontrada entre a concentracao de P4 da veia que drena a porgéo
anterior do corno ipisilateral ao ovario com corpo lateo (12,9 ng/mL) em relagdo a
mesma veia do corno contralateral (8,2 ng/mL) e também da jugular (7,4 ng/mL). Em
seguida, abateram-se as vacas e colheram-se material para dosagem de progesterona
gue indicaram claramente que as concentragdes de P4 na metade cranial do corno
uterino e nas artérias uterina e ovarica adjacentes ao ovario com CL sao mais altas do
gue os niveis do lado contralateral ( WEEMS et al., 1988).

Em um segundo experimento esses mesmos autores, apds colherem sangue da
jugular e da primeira ramificagdo venosa dos cornos uterinos, realizaram uma ligadura
do oviduto e ap6s 48 horas obtiveram sangue novamente. Verificou-se que
possivelmente ha uma distribuicéo direta de progesterona do corpo lateo para a por¢ao
anterior do corno uterino, através da veia do oviduto, uma vez que nesse local o nivel
de P4 foi maior (12,6+1,1) do que na jugular (7,2£1,0) e no corno oposto (6,7+1,4)
diminuindo significativamente (8,9+1,3) quando se realizou a ligadura do oviduto.

Em ovelhas também foi encontrada concentracdo de progesterona superior no
terco uterino cranial em comparacédo aos tercos médio e caudal do corno adjacente ao
ovario com o CL, ou ainda, em relagdo a qualquer segmento do corno contralateral,
tanto no quarto quanto no nono dia pds-estro. A P4 também foi mais alta na primeira
ramificacdo venosa do terco cranial do corno uterino ipsilateral ao CL do que na ultima
ramificacéo do terco caudal, ou do corno contralateral ou ainda da jugular (WEEMS et
al., 1988). Esses dados sustentam a hipotese de que ha uma distribuicdo local de
progesterona do corpo luteo para o apice do corno uterino ipsilateral através da veia do
oviduto em ruminantes (WEEMS et al., 1989).

Essa diferenca na concentracdo de P4 entre os dois cornos uterinos
possivelmente pode explicar a maior mortalidade embrionéria quando se deposita o



embrido no corno contralateral ao ovario que contém o tecido luteal (WEEMS et al.,
1988). Da mesma forma, os maiores niveis de P4 no apice do corno uterino ipsilateral
ao corpo lateo também foram utilizados como justificativa para os melhores resultados
de prenhez que alguns autores obtiveram (SREENAN, 1976; CHRISTIE et al., 1980)
guando inovularam na porc¢éo cranial WEEMS et al., 1988).

Entretanto, esse efeito local da P4 no corno uterino ipsilateral nem sempre
parece ser positivo. Ovelhas que tiveram a veia do oviduto adjacente ao ovéario da
ovulacdo secionada no 4° ou 5° dia pds-estro, obtiveram taxas de prenhez que
aumentaram de 27,5% no grupo controle para 72,7% no grupo cuja veia foi seccionada
(GEMMER, 1987). A partir desses dados considerou-se que a progesterona e
possivelmente outros produtos ovarianos séo distribuidos tanto localmente para o terco
cranial do corno que contém o CL, quanto pela circulagdo sistémica, o que deve
proporcionar um ambiente favoravel para a prenhez em todo corno uterino adjacente ao
CL (WEEMS et al., 1989).

3.3 Migracgéo intra-uterina

A migracéo intra-uterina dos embrides é considerada uma importante estratégia
para muitas espécies ja que possibilita que o embrido “escolha” o melhor local para sua
implantacdo e, em prenhezes mdltiplas, permite um eficiente aproveitamento do espago
interno do Utero (SCANLON, 1972; DZUIK, 1985 e HAFEZ & HAFEZ, 2004). Esse
deslocamento ocorre principalmente devido a contragdes no miométrio estimuladas pela
liberagcdo de estrogenos e prostaglandinas pelo concepto (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Em vacas, com ovulacdo simples e espontanea, a migracdo intra-uterina é
considerada rara e alguns estudos relatam uma migragcéao de 2 a 3% (VALENCIA et al.,
1981; GALVAN et al., 1982). No entanto, em um outro trabalho nenhuma migracéo foi
observada em ovulagbes simples; por outro lado, nas gestacées gemelares, em que
ocorreram duas ovulagdes no mesmo ovario, a migracdo aconteceu em 27,3% dos
casos (SCANLON, 1972).

No ambito das transferéncias, novilhas que receberam um embrido, produzido in

vitro, no corno ipsilateral ao CL, tiveram 4,2% (2/48) de taxa de migracao intra-uterina.
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J4, quando dois embrides foram colocados também no corno adjacente ao CL, a taxa
de migracao foi de 25% (25/100), sendo que, quando consideradas somente as
prenhezes gemelares, a taxa eleva-se para 45% (22/49). Por outro lado, ao considerar
prenhezes cujos embrides foram depositados contralateralmente ao CL, a taxa de
migracgéo foi de 28,5% para TE simples e 87,5% TE de dois embrides (MCMILLAN &
PETERSON, 1999).

Neste contexto, torna-se relevante salientar que os autores consideram a
migracgéao intra-uterina o fato da ovulacdo ou da TE ter ocorrido em um lado e o embrido
estar se desenvolvendo no corno contralateral (MALIK et al., 1960; CASIDA et al., 1966;
SCANLON, 1972; MCMILLAN & PETERSON, 1999). No entanto, ndo consideram
possiveis deslocamentos que podem ocorrer com o embrido dentro do préprio corno
uterino ipsilateral ao corpo lateo. Sendo assim, a falta de informacdo sobre esse
deslocamento impossibilita inferir sobre a possibilidade de depositar o embrido no tergo
distal e ele movimentar-se cranialmente, ou vice-versa. No entanto, sabe-se que
préximo ao periodo de adeséao (dia 17) o trofoblasto sofre uma hiperplasia aumentando
de 3mm (dia 13) para 25 cm, adquirindo uma forma filamentosa que ocupa todo corno
ipsilateral ao CL e estende-se para o corno contralateral, bloqueando assim a sintese
de PGF2a por todo utero (HAFEZ & HAFEZ, 2004), fato que pode indicar que o local
ideal de deposicao do concepto ndo esteja relacionado com o seu local de implantagao.

3.4 Morfologia uterina

O utero bovino é composto por dois cornos uterinos, um corpo € uma Cervix.
Esse é um 6rgao altamente capacitado e adaptado a reconhecer e nutrir o produto da
fertilizac@o, desde a implantagédo até o parto (HAFEZ & HAFEZ, 2004), portanto, 0 seu
estudo fornece muitas informacfes relevantes a avaliagdo do local ideal para
inovulagao.

Histologicamente, a estrutura uterina é composta por trés camadas: a mucosa ou
endométrio, a muscular ou miométrio e a serosa ou perimétrio (SCHWARZE &
SCHRODER, 1970; PRIEDKALNS & LEISER, 1998; DYCE et al., 2004; KONIG &
LIEBICH, 2004).



11

O endométrio é constituido por uma camada espessa na qual o epitélio varia de
simples cilindrico a pseudo-estratificado cilindrico (BANKS, 1992; PRIEDKALNS &
LEISER, 1998; MONTEIRO et al.,, 2003). Os bordos apicais das células possuem
microvilosidades que variam de altura de acordo com a atividade secretora do epitélio,
apresentando-se mais longas na fase latea em relacédo a fase folicular (STINSON et al.,
1962). O tecido sub-epitelial € composto por dois estratos, 0 compacto ou superficial e
0 esponjoso ou profundo. O estrato compacto consiste de tecido conjuntivo frouxo,
ricamente vascularizado com muitos fibroblastos, macrofagos e mastacitos. A regido
mais profunda (estrato esponjoso) também é compreendida por tecido conjuntivo
frouxo, sendo este menos celularizado. (PRIEDKALNS & LEISER, 1998). Em todo o
endométrio estdo presentes glandulas uterinas tubulares simples, enoveladas e
ramificadas, sendo ausentes na regido da cartuncula em ruminantes (PRIEDKALNS &
LEISER, 1998). Em vacas encontraram um numero maior de glandulas endometriais
dilatadas e vasos sanguineos com parede espessada em relacdo as novilhas
(MONTEIRO et al, 2003). O epitélio glandular é simples cilindrico ciliado e ndo-ciliado
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998; MONTEIRO et al, 2003).

Em relacdo ao miométrio sabe-se que € formado por uma espessa camada
circular interna e uma camada longitudinal externa, ambas formadas de células
musculares lisas. Entre as duas camadas ou profundamente na camada interna, ha
uma zona vascular constituida de grandes artérias, veias e vasos linfaticos
(DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS & LEISER 1998; KONIG
& LIEBICH 2004).

A terceira camada do Utero, a serosa, € constituida de tecido conjuntivo frouxo
coberto por mesotélio peritoneal, possui numerosos vasos sanguineos, linfaticos e
fioras nervosas (DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS &
LEISER, 1998).

A morfologia do utero se modifica de acordo com o ciclo estral, essas alteracdes
séo provocadas principalmente pelos hormdnios ovarianos estradiol e progesterona e

estdo relacionadas com a espessura e vascularizacdo do endométrio e miométrio, e
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com o crescimento das glandulas uterinas (SUNDARAVADANAN &
VENKATASWAMY,1973).

Na vaca, nos dias finais do diestro, ocorre regressdo da mucosa, com reducao
na altura do epitélio luminal, e as glandulas uterinas tornam-se curtas com epitélio
baixo e sem secrecdo. Com o inicio do proestro, sob a influéncia de estrégeno, o
endométrio é restaurado (inicio da fase proliferativa) (GRUNERT & GREGORY, 1989);
a mucosa torna-se espessa, congesta e edematosa com a predominancia de células
secretoras de muco. Entretanto, a proliferacdo glandular limita-se a um crescimento
linear das glandulas, sem ramificagdo ou enovelamento. Durante o estro, o edema e a
hiperemia endometriais sdo acentuados (PRIEDKALNS & LEISER, 1998), a mucosa
uterina apresenta hipertrofia e hiperplasia de grau consideravel, dando a esta fase a
denominagcdo de proliferacdo endometrial (GRUNERT & GREGORY, 1989). No
metaestro, o edema diminui e ocorrem hemorragias microscoépicas, caracterizando o
processo de metrorragia. Na vaca, a metrorragia tem inicio antes da ovulagéo, atinge
um maximo durante o edema endometrial, sendo mais proeminente nas regides
centrais das carunculas e termina abruptamente no segundo dia apés o estro
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Uma invasao de agranuldcitos, essencialmente linfécitos, foi notada trés a cinco
dias apés o estro (PRIEDKALNS & LEISER, 1998); no entanto, VANDER WIELEN &
KING (1984) ndo observaram uma variacao significativa no namero de linfécitos no
endométrio durante o ciclo estral. O aumento do numero de eosindfilos ocorreu do
estro para 0 meio do ciclo, assim como o numero de mastocitos durante o edema
endometrial, especialmente nas regides intercarunculares (PRIEDKALNS & LEISER,
1998). MATSUDA et al. (1983), observaram um aumento significativo do nimero de
eosinodfilos no endométrio bovino, durante o estro e o metaestro em relagdo a outras
fases do ciclo estral.

Com o inicio do diestro, sob a influéncia da progesterona, o endométrio passa de
um estagio proliferativo para um secretor, com espessamento do epitélio glandular,
além de ramificacdo, enovelamento e secrecdo das glandulas (GRUNERT &
GREGORY, 1989). Durante os primeiros 11 dias do diestro, a secrecdo glandular é
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grande, mas se a gestacdo ndo acontece ocorre regressdo das glandulas juntamente
com a lutedlise nos ultimos trés dias do diestro (PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Na porcdo média dos cornos uterinos de novilhas, varios achados sobre o
endométrio foram relatados, tais como, mitoses glandulares durante o proestro e estro,
metrorragia e edema no estroma durante o cio e no primeiro dia do ciclo, vacuolizacdo
supranuclear no epitélio glandular entre os dias trés e sete, infiltragdo leucocitaria no
epitélio superficial nos dias sete e oito e mitoses nas células do estroma no estro e
meio da fase lutea. Ao contrario das outras fases do ciclo estral, ndo ocorreram
modificacbes progressivas no endométrio durante a fase latea tardia (OHTANI et al.,
1993).

A maioria dos estudos histologicos do Utero refere-se somente a porgcdo média
do corno uterino (OHTANI et al., 1993; MONTEIRO et al., 2003), com isso, ndo se sabe
se ha diferencas estruturais entre as por¢des cranial, média ou caudal que possam
comprometer ou favorecer o ambiente uterino para sobrevivéncia e implantagdo do
embrido no momento da transferéncia. Em relagdo a comparacdo dos cornos uterinos
ipsilateral e contralateral ao corpo Iuteo, ndo foram encontradas variacdes histologicas
entre as por¢cbes médias tanto de vacas quanto de novilhas na fase progestacional
(MONTEIRO et al., 2003).

3.5 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada com excelentes
resultados para definir a superficie das células epiteliais do trato reprodutivo feminino
de humanos (JOHANNISSON & NELSON, 1972), éguas (SAMUEL et al., 1979;
BAGDADI et al., 2004), porcas (WU et al., 1976) e vacas (HAFEZ & KANAGAWA,
1973). Nos bovinos, HAFEZ & KANAGAWA (1973) analisaram fragmentos da
submucosa da por¢cdo média do corno uterino, o que nao revelou muitas informacdes
sobre o epitélio dessa regido, demonstrou somente algumas glandulas uterinas. Ja nos
suinos, a visualizagédo do corpo uterino revelou um epitélio com uma densa populacao
de células secretoras cobertas por microvilos, algumas células ciliadas também foram

ocasionalmente encontradas (WU et al., 1976). Uma morfologia semelhante também foi
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encontrada no endométrio da égua, que apresentou dois tipos celulares, um coberto
por microvilos e outro por cilios. Na superficie uterina também foi possivel visualizar a
abertura das glandulas endometriais e a organizacdo das células secretoras que se
apresentaram em mosaico. A possibilidade de examinar e distinguir essas estruturas
torna a MEV uma importante ferramenta para estudo da morfologia tridimensional da
superficie endometrial (AL-BAGDADI et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Producéo in vivo e transferéncia de embrides

4.1.1 Propriedade onde o trabalho foi realizado e animais utilizados

Essa etapa do trabalho foi realizada na Fazenda Santa Rita, Agropecuaria
Agrindus S/A, localizada na Estrada Velha Descalvado/Sao Carlos, no municipio de
Descalvado-SP (22° 01’ 27" S e 47° 53’ 19” W) durante os periodos de julho a setembro
de 2007 (inverno) e de janeiro a abril de 2008 (veréao).

Fémeas holandesas geneticamente superiores, sendo 18 vacas lactantes, 18
vacas nao lactantes e 37 novilhas, foram utilizadas como doadoras para a produgao in
vivo de embribes através da técnica de multipla ovulacdo e inseminacao artificial em
tempo-fixo, com posterior colheita dos embrides. Os embribes produzidos foram
transferidos, frescos ou congelados/descongelados, para 600 receptoras holandesas
lactantes.

Todos os animais em lactacdo foram mantidos em freestalls (baias de
estabulacao livre), onde foram alimentados com silagem de milho e concentrado a base
de milho, soja, polpa citrica e caro¢co de algodao, dgua e sal mineral a vontade. As
novilhas e as vacas nado-lactantes foram mantidas em piquetes com pastagem, agua e

sal mineral a vontade.

4.1.2 Protocolo superovulatério das novilhas doadoras de embrides

Em um dia aleatério do ciclo estral (DO) as novilhas receberam um implante
auricular contendo 3mg de Norgestomet’, 2mg de benzoato de estradiol + 50mg de
progesterona® i.m. e 5mL Aminopool>. No D4 iniciaram-se as oito aplicacbes
decrescentes de FSH* a cada 12 horas, totalizando 250 Ul. No D6 administrou-se

150ug de d-cloprostenol® i.m. pela manha e pela tarde e foi retirado o implante auricular

L Crestar®, Intervet Schering-Plough, Holanda
2 Index, Brasil
3 Complexo vitaminico e aminoacidos — Protran, Brasil

4 Pluset®- Laboratorios Calier, Espanha

5 Ciosin® — Intervet Schering-Plough, Holanda
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no D7 pela tarde. No D8 pela manha foi aplicado 2,5ml de GnRH® e no mesmo dia pela
tarde foi realizada a primeira inseminacéo artificial (IA). No D9 pela manha realizou-se a
segunda IA e a colheita dos embrides foi efetuada no D15 pela manha (Figural).

4.1.3 Protocolo superovulatério das vacas nao-lactantes doadoras de
embrides

No DO, dia aleatério do ciclo estral, pela manhd as doadoras receberam um
implante auricular de 3mg de Norgestomet’, aplicacéo de solucéo de 2mg de Benzoato
de estradiol + 50mg de progesterona® i.m., 5ml de Aminopool® e PGK’. No D4 pela
manha iniciaram-se as oito aplicacdes decrescentes de FSH* (total de 400 UI) com
intervalo de 12 horas, finalizando no D7 pela tarde juntamente com a retirada do
implante. Na quinta e na sexta aplicagdo do FSH foi administrado 150 pug de d-
cloprostenol®. No D8 pela manha as doadoras receberam 2,5 ml de GnRH®, e 12 e 24
horas apos o indutor de ovulagéo realizaram-se as inseminagdes artificiais. A colheita
dos embrides ocorreu no D15 (Figura 2).

6 Fertagyl® — Intervet Schering-Plough, Holanda
7 Penicilina G Potassica — infuséo uterina — SAMVET, Brasil
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2ml PGF2a
(met)
2mg BE
50mg P4
Aminopool
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l I Colheita dos embrides
2,5m

Implante Norgestomet ‘ ‘ ‘ ‘

>
] o |
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Figura 1. Esquema ilustrativo do protocolo de superovulacao aplicado as novilhas doadoras de embrides.
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2mg BE
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Figura 2. Esquema ilustrativo do protocolo superovulatorio aplicado as vacas ndo-lactantes doadoras de embrides.
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4.1.4 Protocolo superovulatério das vacas em lactacdo doadoras de
embridao

No DO, dia aleatério do ciclo estral, a tarde, inseriu-se dois implantes auriculares
de 3mg Norgestomet!, aplicou-se uma solucdo de 2mg de Benzoato de estradiol +
50mg de progesterona?, bST® e infusdo intra-uterina de Metricure®. No D4 a tarde
iniciaram-se as oito aplicacdes decrescentes de FSH* (total de 500 UI) com intervalo de
12 horas, finalizando no D8 pela manhé juntamente com a retirada dos implantes. Na
quinta e na sexta aplicacdo de FSH foram aplicados 150 pg de d-cloprostenol® i.m..No
D9 pela manhad foi administrado 2,5 ml do indutor de ovulacdo. No D9 a tarde foi
realizada a primeira IA junto com a administracao de bST, a segunda IA ocorreu no D10
pela manha. A colheita dos embrides foi efetuada no D16 (Figura 3).

8 bST (somatotrofina bovina recombinante) - Boostin ® _ Intervet Schering-Plough, Brasil

® Metricure® (Cefapirina benzatinica) - Intervet Schering-Plough, Brasil
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Figura 3. Esquema ilustrativo do protocolo superovulatorio utilizado nas vacas lactantes doadoras de embrides.
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4.1.5 Colheita dos embrides das doadoras superovuladas

As colheitas dos embribes foram realizadas sete dias apds a segunda
inseminacéo artificial das doadoras. Primeiramente, todas as doadoras foram avaliadas
pela palpacdo transretal para verificar a presenca de corpos luteos e quantifica-los.
Posteriormente as vacas que responderam ao tratamento superovulatorio (presenca de
um ou mais corpos lateos) foram submetidas a colheita dos embrides propriamente dita.
Inicialmente realizou-se a anestesia epidural com cloridrato de licodaina 2%, remocéao
do conteudo fecal presente no reto, lavagem e higienizacdo da regido perienal. Em
seguida dilatou-se a cérvix através da passagem de um expansor para facilitar a
introducdo da sonda longa de silicone nimero 18 ou 20. Essa foi introduzida com o
auxilio de um mandril até o seu posicionamento no segmento cranial do corno uterino.
Seguiu-se a retirada do mandril, insuflacdo do baldo de ar e acoplamento da sonda a
uma das extremidades de um tubo de silicone em formato de “Y”. As suas outras duas
aberturas foram acopladas & bolsa de solu¢do de DMPBS* e ao filtro coletor. Com isso,
finalmente a lavagem uterina foi efetuada utilizando um total de 500mL da solucgao.
Igual procedimento foi realizado no outro corno uterino.

Apés a lavagem dos dois cornos uterinos, o filtro foi levado até o laboratorio, seu
conteudo colocado em placas de cultivo celular e se prosseguia a busca pelas
estruturas, com a utilizagdo de um estereomicroscopio de luz indireta. As estruturas
encontradas foram colocadas em uma outra placa com solugcdo de manutencdo TQC
Holding Plus'’. Os embrides viaveis foram classificados de acordo com o grau de
desenvolvimento em moérula (Mo), blastocisto inicial (Bi), blastocisto (BL) ou blastocisto
expandido (Bx) e de acordo com sua qualidade, sendo grau I, Il ou lll (IETS, 1998).
Apés a classificacdo os embrides passaram por banhos sequenciais no mesmo meio de
manutencgao e foram envasados em palhetas finas de 0,25 mL para serem transferidos
para as receptoras. Caso o numero de embrides excedesse o de receptoras aptas a

recebé-los, os mesmos eram congelados para posterior utilizacao.

10| idovet — Bravet, Brasil
1 DMPBS - Nutricell, Brasil
12TQC Holding Plus — Nutricell, Brasil
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4.1.6 Congelacao dos embrides

Quando houve um nuamero de receptoras disponiveis menor do que o de
embrides produzidos, separou-se os de melhor qualidade (graus | e Il) para serem
congelados. Com isso, ap0s sua classificacdo os embrides foram transferidos para uma
solucdo de etilenoglicol a 2% e envasados em palhetas finas (0,25mL), em que
permaneceram por 9 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram submetidos
a curva de congelacdo controlada pelo aparelho TK2000. Apés a finalizagdo desse
processo, os embrides congelados foram armazenados em botijao de nitrogénio liquido
a -196° C até a sua utilizagéao.

4.1.7Preparo das receptoras

Vacas holandesas repetidoras de servico, ou seja, que foram submetidas a mais
de trés eventos reprodutivos (IA ou TE) ou com um nimero de dias em lactacdo (DEL)
avancado (maior que 200 dias) foram preparadas para receber os embriées produzidos
in vivo. Esse preparo foi realizado de trés maneiras: observagdo do cio natural das
receptoras, indugdo da ovulagdo pela administragdo de 150 pg de d-cloprostenol® em
vacas que apresentavam CL no momento da avaliagdo, com posterior observagéo de
estro, ou ainda, utilizacdo de um protocolo hormonal de sincronizacdo para TE em
tempo fixo (TETF). Esse foi composto pela insercdo de um implante auricular de
Norgestomet® e aplicacdo de 2 mg de Benzoato de estradiol*® i.m., em dia aleatério do
ciclo estral (D0O); a remocao do implante foi realizada no D8 juntamente com a
administracdo de 150 pg de d-cloprostenol®, 400 Ul de eCG* e 1,0 mg de Cipionato de

estradiol®®

i.m.; a TETF ocorreu no D17 nas vacas que apresentaram CL (Figura 4).

As vacas observadas em estro foram classificadas de acordo com a sincronia do
estro entre a doadora e a receptora, ou seja, vacas que apresentaram cio seis dias
antes da TE foram classificadas em -1, as que manifestaram estro sete dias antes da
TE foram classificadas em 0 e as que apresentaram estro oito dias antes da TE foram

classificadas em +1. Dessa maneira as receptoras estavam sincronizadas com o

13 Estrogin®, Farmavet, Brasil
4 Eolligon®, Intervet Schering-Plough, Holanda
15 E.C.P.®, Pfizer Saude Animal, Brasil
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embrido e com a doadora, isto é, o ambiente uterino estava aproximadamente no

sétimo dia do ciclo estral.

2ml PGF2a
400Ul eCG
1,0 mg ECP
2mg BE
Transferéncia dos
l l embrides
Implante Norgestomet |
| >
DO D8 D17

Figura 4. Esquema ilustrativo do protocolo de transferéncia de embrides em tempo fixo
utilizado nas receptoras de embrides produzidos in vivo.

4.1.8 Transferéncia de embrides frescos e congelados/descongelados

No dia da transferéncia as receptoras detectadas em estro ou tratadas para
TETF foram avaliadas para deteccéo e classificacdo do corpo lateo em |, Il, 1, ou seja,
grande, médio e pequeno respectivamente. Nas que estavam aptas a receber o
embrido, realizou-se anestesia epidural com a deposicdo de 5mL de cloridrato de
lidocaina a 2%* no espaco sacro-coccigeno para relaxamento da regido pélvica e fez-
se a lavagem da regido perineal. Enquanto isso, um auxiliar preparava o aplicador
introduzindo a palheta dentro do mesmo e envolvendo-o com a bainha e camisa
sanitaria. Quando se tratou de embrides congelados, esses foram descongelados
imediatamente antes da inovulacdo, permanecendo 10 segundos a temperatura
ambiente e 10 segundos em agua também a temperatura ambiente.

No momento da transferéncia as receptoras foram divididas aleatoriamente nos
grupos experimentais de acordo com um delineamento fatorial 2x3 no qual foram
considerados o tipo de embrido (fresco ou congelado/descongelado) e o local de
inovulacdo no corno uterino ipsilateral ao CL (porgdo cranial, média ou caudal) (Figura
5), totalizando 600 transferéncias entre embrides frescos (300) e

congelados/descongelados (300).
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Todas as inovulacdes foram realizadas por somente um profissional, médico
veterinario, que possui uma vasta experiéncia com a técnica de transferéncia de

embrides em bovinos.

Caudal

Médio

Cranial

Corpo Luteo

Figura 5. Foto ilustrativa do Utero e ovarios de novilha, na qual se observa os locais de
deposicao do embrido no corno uterino ipsilateral ao corpo liteo.

4.1.9 Colheita de dados

Em todos os dias do experimento, ap0s as inovulacdes, foram colhidas
informacgBes dos animais para posterior utilizacdo nas andlises. Sobre as doadoras foi
registrada a categoria animal que pertenciam (novilhas, vacas lactantes ou vacas néo
lactantes). As receptoras foram avaliadas quanto ao numero de dias em lactacéo (DEL),
namero de lactacBes, numero de servigos (inseminagdes ou transferéncias), média
diéria da producéo de leite durante a semana da TE, sincronia doadora-receptora (-1, O
ou +1), método de sincronizacdo (cio natural, induzido por PGF2a ou TETF),
classificacado do CL (1,1l ou 1), escore de condi¢ao corporal (1 a 5) e temperatura retal
no momento da TE. Também foram compilados os dados de qualidade (I,Il ou IIl) e grau

de desenvolvimento (Mo, Bi, BL e Bx) dos embrides inovulados.
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4.2 Producéo in vitro e transferéncia de embrides

4.2.1 Propriedade onde o trabalho foi realizado e animais utilizados

Essa parte do trabalho foi realizada na Fazenda Santa Rita em Descalvado-SP e
na Fazenda Santa Eliza em Analandia-SP entre os meses de outubro de 2007 a julho
de 2008.

Um total de 39 doadoras das racas Nelore, Brahman, Girolando e Holandesa
foram submetidas ao procedimento de aspiracdo folicular e tiveram seus o0citos
manipulados e fertilizados, com sémen convencional ou sexado, em dois laboratérios
de producéo in vitro (PIV) de embrides. Esses laboratdrios encaminharam os embrides
no sétimo dia pos-fertilizacdo para serem transferidos para as receptoras previamente
preparadas.

As receptoras utilizadas em ambas as fazendas foram mantidas em pastagem de
boa qualidade com agua e sal mineral a vontade e exibiam 6timas condi¢des corporais,

sanitarias e reprodutivas.

4.2.2 Preparo das receptoras

Trezentas e quinze novilhas mesticas foram utilizadas como receptoras dos
embrides produzidos in vitro. Essas receptoras manifestaram cio, natural ou induzido
pela aplicagdo 150 ug de d-cloprostenol, seis, sete ou oito dias antes de receberem o
embrido, ou ainda foram tratadas para TETF através do seguinte protocolo: inser¢ao de
um implante auricular de Norgestomet® e aplicacéo de 2 mg de Benzoato de estradiol*®
i.m., em dia aleatério do ciclo estral (D0); a remocéo do implante foi realizada no D8
juntamente com a administacdo de 150 pg de d-cloprostenol®, 300 Ul de eCG* e 1,0

15
|

mg de Cipionato de estradiol™ i.m.; a TETF ocorreu no D17 nas vacas que

apresentaram CL (Figura 6).

4.2.3 Transferéncia de embrides PIV

No dia da transferéncia, as receptoras detectadas em estro ou tratadas para
TETF foram examinadas por palpacao transretal para deteccao e classificacdo do corpo
liteo em |, I, lll, ou seja, grande, médio e pequeno, respectivamente. Nas que
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possuiam CL, realizou-se a anestesia epidural para relaxamento da regido pélvica com
deposicéo de 5mL de cloridrato de lidocaina a 2% no espaco sacro-coccigeno e fez-
se a lavagem da regido perineal. Enquanto isso, o aplicador foi preparado introduzindo
a palheta no interior do mesmo e envolvendo-o com a bainha e camisa sanitaria.

No momento da inovulacdo as novilhas foram divididas em trés grupos
experimentais que receberam os embrides na porcao cranial, média ou caudal do corno
uterino ipsilateral ao CL.

Todas as inovulagdes dos embrides produzidos in vitro foram realizadas por
somente um profissional, médico veterinario, com grande experiéncia com a técnica de

transferéncia de embrides em bovinos.

2ml PGF2a
300Ul eCG
1,0 mg ECP
2mg BE
Transferéncia dos
l l embrides
Implante Norgestomet |
| >
DO D8 D17

Figura 6. Esquema ilustrativo do protocolo para transferéncia de embrides em tempo fixo
utilizado para as receptoras de embrides produzidos in vitro.

4.2.4 Colheita de dados

Nos dias das transferéncias foram compiladas algumas informacées com a
finalidade de auxiliar nas posteriores analises dos dados. Informagdes relativas ao tipo
de sémen utilizado (convencional ou sexado), classificacdo do CL, sincronia do cio
entre a doadora e a receptora (+1, 0 ou —1), método de sincroniza¢do da receptora (cio
natural, induzido por PGF ou protocolo para TETF), laboratério que produziu o embrido
e propriedade em que foram realizadas as inovulagées. Também foram armazenados
dados sobre os embrides, como grau de desenvolvimento (Mo, Bi, Bl ou Bx) e qualidade
(1, 11 ou N1).
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4.3 Colheita de sangue e dosagem de progesterona

Em 181 fémeas que receberam embriées produzidos in vivo e 86 inovuladas com
embrides produzidos in vitro foram colhidas amostras de sangue pela venopuncdo da
veia coccigea com o auxilio de um tubo Vacunteiner sem anticoagulante. Os tubos
devidamente identificados foram armazenados em isopor contendo gelo até chegarem
ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da FCAV-
Jaboticabal, onde foram centrifugados e o soro transferido para ependorfes que foram
mantidos no congelador até 0 momento da dosagem hormonal.

A dosagem hormonal foi realizada no Departamento de Reprodugcdao Animal da
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia — UNESP Botucatu. A progesterona foi
dosada através de kits em fase soélida da DPC, pelo método de Radioimunoensaio e a
leitura foi realizada pelo contador Cobra Il GAMA COUNT.

4.4 Diagnostico de gestacao

O diagnostico de gestagdo das vacas que receberam embrides produzidos in
vivo foi realizado entre 25 e 38 dias apds o procedimento de TE (taxa de concepcédo
inicial) por ultrassonografia e a confirmacao da gestacao entre 39 dias e 52 de gestacéo
(taxa de concepcéo final) por palpacgéo transretal. Ja nas fémeas que foram inovuladas
com embrides produzidos in vitro, o diagnostico de gestagdo por ultrassonografia
ocorreu aproximadamente aos 30 dias do procedimento e a confirmacéo e sexagem

ocorreu aos 65 dias de gestagao.

4.5 Morfologia uterina

4.5.1 Preparo das novilhas para abate

Vinte e trés novilhas mesticas que se encontravam em condi¢fes sanitarias e
reprodutivas adequadas foram preparadas para serem abatidas, simulando uma
receptora de embrido no dia da transferéncia. Para isso, os animais foram submetidos a
palpacdo transretal para deteccdo de corpo luteo e aplicagdo de 150 pg de d-
cloprostenol® para lise do CL e inducéo da ovulacdo. Nos dias subsequentes os animais
foram observados pela manhé e pela tarde para detecgédo de comportamento do estro.
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Onze animais apresentaram cio em trés dias diferentes, o que resultou na separagéo de
trés grupos experimentais (+1, 0 e —1). Aproximadamente 7 dias apds a deteccdo do
cio, as novilhas foram abatidas no Frigorifico Franca Boi, em Franca-SP e tiveram parte
de seu aparelho reprodutivo (Gtero e ovarios) separados imediatamente apds o abate.
Subsequentemente, realizou-se a observagédo dessas pegas com o intuito de confirmar
a integridades das estruturas, bem como a presenca de corpo luteo. Das 11 novilhas
detectadas em estro, 2 foram descartadas pois apresentaram CL que aparentou estar
em regressdo. Dois fragmentos das porcdes cranial, média e caudal dos cornos
uterinos ipsilateral e contralateral ao corpo lateo foram colhidos e armazenados para
serem posteriormente submetidos as técnicas de histologia e microscopia eletrénica de

varredura.

4.5.2 Histologia uterina

Imediatamente apds a colheita os fragmentos uterinos foram fixados em solucéo
de Bouin por 72 horas. Apos a fixacdo foram realizadas lavagens sucessivas com
alcool 70% para retirada do excesso da solugdo fixadora. Em seguida, iniciou-se a
desidratacdo através de passagens de 30 minutos por alcool 70%, 80%, 90%, 95% e
trés passagens por alcool absoluto. Subsequentemente, realizou-se a diafanizacéo,
com uma passagem por solucéo de xilol e alcool, e mais trés passagens pelo xilol, de
30 minutos cada. A inclusdo foi feita em paraplast'® e as pecas foram submetidas a
microtomia, em micrétomo manual, com auxilio de navalhas descartaveis, obtendo-se
cortes de 6 um de espessura que foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As
preparacdes histolégicas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscépio
(Leica DM 5000B) para a documentacao.

Posteriormente a andlise geral das laminas, trés campos de cada corte
histologico foram fotomicrografados aleatoriamente, em aumento de 100x, para
realizacdo da contagem dos vasos sanguineos. Essa contagem foi realizada com a

finalidade de comparar a quantidade de vasos nos diferentes locais do Gtero (cranial,

18 Histosec® - Merck, Brasil
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médio e caudal) ipsi e contralateral ao corpo lateo e nos diferentes dias do ciclo estral

(sexto, sétimo e oitavo).

4.5.3 Microscopia eletronica de varredura

Imediatamente apdés a colheita, as amostras das porc¢des craniais, médias e
caudais do corno uterino ipsi e contralateral ao CL, foram colocadas em solugéo de
Glutaraldeido 3% a 0,1 M, em que permaneceram por aproximadamente um més. Apés
esse periodo as pecas foram lavadas com solucéo tampao fosfato com pH 7,4 a 0,1 M
e imersas no tetréxido de 6ésmio, permanecendo por quatro horas. Na sequéncia, o
material foi lavado novamente em solugcédo tampé&o fosfato, seguindo para o protocolo
de desidratacdo, em que sofreu passagens sucessivas por alcool 30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 95% e duas vezes no alcool 100%, por 15 minutos em cada solu¢do. Os
fragmentos desidratados foram para o aparelho de secagem de ponto critico por um
periodo de 30 minutos. Apés a secagem o material passou pela metalizacdo, que se
resume a um banho de ouro, realizado no equipamento DESK Il Denton Vacuun, por
120 segundos. As eletron micrografias foram realizadas em um Scanning Microscope
JSM 5410 da marca Jeol.

4.6 Analises estatisticas

4.6.1 Analises estatisticas das transferéncias de embrifes produzidos in
Vivo e in vitro

Na primeira fase do experimento, em que foram realizadas as transferéncias de
embrides produzidos in vivo e in vitro, a unidade experimental “receptora” foi o objeto
das medidas repetidas ao longo do tempo. A andlise de variaveis continuas e dados
binomiais foi realizada por regresséo logistica utilizando o proc GLIMMIX do SAS,
sendo a unidade experimental “doadora” incluida no modelo estatistico como variavel
de efeito aleatdrio.

No ambito dos embrides produzidos in vivo, para a analise dos dados referentes
a taxa de concepcao inicial, taxa de concepc¢do final e perda gestacional, foram
incluidas as informacdes das doadoras, das receptoras e dos embrides. Sobre as
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doadoras a categoria animal foi avaliada (novilha, vaca lactante ou nao-lactante). As
informacgdes das receptoras foram: local de inovulacdo (cranial, médio e caudal), época
do ano (inverno e verdo), numero de lactacées, numero de eventos reprodutivos
realizados anteriormente (inseminac¢des e/ou inovulagbes), numero de dias em
lactacdo, método de sincronizacdo da receptora (observacdo de estro, prostaglandina
ou protocolo para TETF), ovario que continha o CL (direito ou esquerdo), qualidade do
CL (1, I, 1I), escore de condigéo corporal, temperatura retal no momento da inovulacéo,
média da producéo de leite na semana da TE e sincronia doadora-receptora (+1, 0, -1).
Finalmente em relagdo aos embrides foram utilizadas informagdes sobre o estadio de
desenvolvimento, qualidade embrionaria e tipo de embrido (fresco ou
congelado/descongelado). Ainda, as interacdes das informacgfes foram utilizadas nos
modelos estatisticos.

Para construir o modelo final de regresséo logistica foram removidas, de acordo
com os critérios estatisticos de Wald, todas as varidveis com P > 0,20. No modelo final
de taxa de concepcado entre 25 e 38 dias e entre 39 e 52 dias foram incluidas as
variaveis: época do ano, numero de lactacdes da receptora, método de sincronizagéo e
local de inovulagdo. J& no modelo final de perda gestacional foram incluidas as
variaveis: época do ano, sincronia doadora - receptora, local de inovulacdo, tipo de
embrido e interacao local de inovulagdo com tipo de embrido.

Ja em relagéo as transferéncias de embrifes produzidos in vitro, para a analise
dos dados referentes a taxa de concepcéo inicial, taxa de concepcao final e perda
gestacional foram incluidas informacdes do local de inovulagdo no corno uterino, raca
do embrido (Girolando, Nelore, Brahman e Holandés), qualidade e estadio de
desenvolvimento do embrido, classificagdo do CL, sincronia doadora-receptora,
laboratdrios produtores dos embrides e fazendas em que foram realizadas as TE. Os
dados dos animais que receberam embrides provenientes de animais da raca
Holandesa foram analisados separadamente, uma vez que esses animais foram
palpados somente aos 65 dias para diagnéstico de gestacao.

Probabilidades de P < 0,05 foram consideradas como significantes, e
probabilidades entre 0,05 e 0,10 foram discutidas como tendéncias.
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4.6.2 Andlise estatistica da dosagem de progesterona

Foram realizadas duas analises para a compreensdo dos dados obtidos a partir
da dosagem de progesterona. Uma por regressao logistica utilizando o proc GLIMMIX
do SAS, sendo que permaneceram no modelo final as variaveis local de inovulacao e
concentragédo de progesterona. E outra em que os modelos de regressao linear foram

gerados através do Guided Data Analysis do SAS.

4.6.3 Analise estatistica da contagem dos vasos sanguineos

A andlise de variancia de medidas repetidas foi o método estatistico usado para
avaliar as respostas através do proc GLM do SAS. A comparacgédo de médias aos pares
foi feita usando o teste de Tukey, considerando P<0,05 como significante.

Para a analise das informacdes referentes as contagens de vasos sanguineos
foram utilizadas as informacdes sobre o lado do corno uterino (contra ou ipsilateral ao
CL), porcao do corno uterino (cranial, média ou caudal), dia da manifestagédo do cio da

novilha (+1, 0 ou —1) e animal utilizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Transferéncia de embrides produzidos in vivo

5.1.1 Dados gerais

O desempenho reprodutivo das vacas leiteiras tem declinado especialmente nos
animais com alto mérito genético para producéo de leite (LUCY, 2001; WILTBANK et
al., 2006). Com isso, um numero cada vez maior de eventos reprodutivos é necessario
para tornar uma vaca gestante, gerando assim as repetidoras de servico (“repeat-
breeder”) (LAFI & KANEENE, 1992; LUCY, 2001). A causa da repeticdo de servico é
multifatorial e estd muito relacionada com o aumento da producado de leite (DOCHI et
al., 2008), falhas na fertilizacdo e mortalidade embrionaria precoce, especialmente
durante o periodo de estresse térmico (RUTLEDGE, 2001; SARTORI et al., 2002). De
acordo com esses conceitos, a TE apresenta-se como uma alternativa importante para
minimizar os eventuais efeitos do ambiente uterino e da lactagdo sobre o
desenvolvimento embrionario inicial, evitando dessa forma, a mortalidade embrionaria
precoce e, consequentemente, promovendo maiores taxas de prenhez (RUTLEDGE,
2001; RODRIGUES et al., 2008). Considerando esse contexto e a realidade da
propriedade em questdo, sao realizadas transferéncias de embrides, produzidos in
vivo, visando aumentar a eficiéncia reprodutiva das receptoras repetidoras de servigo e
aumentar o ganho genético do rebanho.

Das seiscentas receptoras utilizadas no experimento, sete foram excluidas para
a andlise dos dados obtidos, uma vez que ndo continham as informacdes relevantes a
analise. Com isso, 593 animais foram efetivamente utilizados, sendo que 298
receberam embrides frescos, dentre os quais 100 foram inovulados no segmento
cranial, 99 no médio e 99 no caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo. Os
embrides congelados/descongelados totalizaram 295, sendo que 100 foram inovulados
no terco cranial, 98 no médio e 97 na porcado caudal do corno uterino adjacente ao
corpo luteo. Os dados como escore corporal, numero de lactagbes, numero de
servi¢os, producao de leite, dias em lactagao e temperatura retal da receptora, foram
agrupados em classes para realizar a analise estatistica.
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A andlise dos dados mostrou que as receptoras estavam bastante homogéneas
dentro dos grupos experimentais. As varidveis numero de lacta¢bes, dias em lactacao,
producdo de leite, numero de servicos, classificacdo do CL, escore de condicao
corporal e temperatura retal mantiveram-se bastante estaveis dentro de cada grupo,
como € possivel visualizar na Tabela 1. O estadio de desenvolvimento dos embrifes
também foi distribuido de forma equilibrada entre os grupos experimentais (Tabela 2).
Tabela 1. Média + erro padrédo das variaveis de caracterizagcao das receptoras que receberam embrides

produzidos in vivo em relagéo aos locais de inovulacdo para os quais foram transferidos (FCAV—
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Local de Inovulacéo (n)

Cranial (200) Médio (197) Caudal (196) i
Numero de lactactes 2,2+0,08 2,17 £ 0,08 2,28 + 0,09 017
(4) (1-6) (1-7) (1-8) ’
DEL 352,25 + 12,14 333,97 + 10,64 346,67 + 10,86 052
(&) (119-1163) (62-830) (91-1180) ’
Producéo de leite 24,73 + 0,67 23,74 + 0,66 24,77 + 0,59 0.44
(4) (2,8-51,9) (3,1-45,6) (2,6-41,5) ’
Ndmero de servigos 58+0,23 5,93+0,22 5,75+0,21 0.83
(4) (0-22) (0-18) (0-17) ’
Grau CL 1,5+ 0,04 1,47 £ 0,04 1,50 + 0,04 0.60
(&) (1-3) (1-3) (1-3) ’
Escore corporal 2,65+ 0,02 2,60 + 0,02 2,66 + 0,02 014
(4) (2-3,5) (2-3,5) (2-3,5) ’
Temperatura retal 38,98 £ 0,05 38,98 £ 0,05 38,95 £ 0,061 084
(4) (37,5-41,1) (37,5-41,3) (36,7-41,1) ’

Tabela 2. Ocorréncia, em porcentagem, do estadio de desenvolvimento dos embrides produzidos in vivo
em relacdo aos trés locais de inovulacdo para os quais foram transferidos (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).

Local de Inovulacéo

Cranial Médio Caudal i

Mérula 67,00% 58,88% 61,73% 0.18

(A) (134/200) (116/197) (121/196) '
Blastocisto inicial 18,50% 22,84% 20,40% 0.53

(A) (37/200) (45/197) (40/196) '
Blastocisto 10,50% 17,26% 14,80% 0.12

(A) (21/200) (34/197) (29/196) '
Blastocisto expandido 4,00% 1,02% 3,06% 0.21

(4) (8/200) (2/197) (6/196)
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Considerando todas as transferéncias, a taxa de concepcéo (TC) inicial foi de
36,09% (214/593) e a final foi de 28,84% (171/593), resultando em uma perda
gestacional de 20,09% (43/214) (Figura 7). Esses resultados mostraram-se inferiores
aos obtidos em um estudo retrospectivo realizado na mesma propriedade entre 0os anos
de 2001 e 2006, uma vez que a taxa de concepcao meédia nesse periodo foi de 41,9%
(2041/4871) para embrides transferidos tanto frescos quanto
congelados/descongelados (RODRIGUES et al.,, 2007a). A perda gestacional
apresentou-se dentro da normalidade ao considerar um levantamento feito por
SARTORI et al. (2008), que consideraram varios estudos sobre mortalidade
embrionéria/fetal em vacas lactantes, e encontrou valores médios entre 15% e 30%.

A taxa de concepcéo entre 25 e 38 dias para os embrides frescos e congelados,
foi de 35,23% (105/298) para os frescos e de 36,95% (109/295) para
congelados/descongelados. A taxa de concepgéo final foi de 30,20% (90/298) para o0s
embrides frescos e 27,46% (81/295) para os congelados/descongelados. A perda
gestacional alcancou valores de 14,29% (15/105) e 25,69% (28/109), respectivamente
para os embrides previamente mencionados (Figura 8). Da mesma maneira, para 0s
embrides frescos e congelados/descongelados, verificou-se um decréscimo na taxa de
concepcdo no periodo experimental, uma vez que as médias alcancadas na
propriedade entre os anos de 2001 e 2006 foram de 43,85% (1155/2634) para os
embrides transferidos frescos e de 39,52% (884/2237) para os transferidos
congelados/descongelados (RODRIGUES et al., 2007b). Embora os resultados foram
inferiores ao historico da propriedade, ainda foram superiores aos 20,4% (28/137)
alcancados por DOCHI et al. (2008), ao transferir embrides congelados/descongelados
para receptoras holandesas “repeat-breeders”. A perda gestacional obtida a partir das
receptoras que receberam embrides congelados/descongelados foi similar a alcancada
por outro estudo que encontrou uma mortalidade de 26,2% em vacas holandesas
lactantes que foram submetidas a TE (SARTORI et al., 2006).
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Figura 7. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras holandesas apés
transferéncia de embrides produzidos in vivo, tanto no inverno quanto no verao
(FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
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Figura 8. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras holandesas apés
transferéncia de embrifes produzidos in vivo, considerando o tipo de embrifes:
frescos ou congelados/descongelados, tanto no inverno quanto no verao (FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
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Devido a rotina da propriedade as transferéncias foram efetuadas em duas
épocas distintas do ano (inverno e verdo) e ao fazer a analise dos dados notou-se que
houve interacé@o entre essa variavel e o local de inovulagéo no corno uterino para taxa
de concepcéao inicial (P=0,009) e final (P=0,007) como demonstra a Tabela 3. Assim,
todas as informagdes subsequentes foram analisadas separando as duas estacdes do
ano. Para perda gestacional n&o ocorreu interacao entre a estagéo do ano e o local de
inovulacao (P=0,26). Observou-se que, independente do local de inovulagdo, a perda
gestacional manteve-se estavel (P=0,92) para as por¢fes cranial (18,57%), média
(21,62%) e caudal (20,00%) (Tabela 4), o que revela de maneira importante e confirma
a hipétese inicial do projeto, de que o local de inovulacdo ndo influencia na mortalidade
embrionéria. Em contra partida, o inverno apresentou uma tendéncia (P=0,08) em ter

maiores perdas gestacionais do que no verdo, como se pode observar na Tabela 5.



Tabela 3. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apoés transferéncia de embrides
produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando
a época do ano (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Estac&o do Ano =
Inverno Veréo
Cranial Médio Caudal  Cranial Médio Caudal Epoca Loc Ep*Loc
TC inicial 21,87% 35,38% 42,37% 41,17% 38,64% 32,85% 0.13 0.3 0.009
renhes/inovuladas) ' ' '
(p (14/64) (23/65)  (25/59)  (56/136)  (51/132)  (45/137)
TC final 15,62%" 23,07% 35,59%  34,56%° 32,57% 25,55%
hes/i lad 0,03 0,39 0,007
(prenhes/inovuladas)  (10/64) (15/65)  (21/59)  (47/136)  (43/132)  (35/137)
Perda gestacional 28,57% 34,78% 16,00% 16,07% 15,68% 22,22%
da/ h 0,08 0,92 0,27
(perda/prenhes) (4/14) (8/23) (4/25) (9/56) (8/51)  (10/45)

Letras minasculas distintas em um mesmo local diferem significativamente entre si para diferentes esta¢des, na mesma linha, com P=0,03.

Tabela 4. Perda gestacional das receptoras Holandesas ap0s transferéncia de embrides produzidos in vivo
de acordo com o local de inovulacéo no corno uterino ipsilateral ao corpo liteo (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).

Local de Inovulacéo =
Cranial Médio Caudal
Perda gestacional 18,57% 21,62% 20,00% 0,92
(perda/prenhes) (13/70) (16/74) (14/70)

Tabela 5. Perda gestacional das receptoras Holandesas ap0s transferéncia de embrides produzidos in vivo
de acordo com a estacdo do ano em que os embriGes foram inovulados (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).

Estacdo do Ano =
Inverno Veréo
Perda gestacional 25,80% 17,76% 0,08
(perda/prenhes) (16/63) (27/152)
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Ao analisar as TC obtidas historicamente na propriedade, verificou-se que as
mesmas no inverno (42,37%, 550/1298) sao similares as do verdo (42,22%, 630/1492)
(RODRIGUES et al., 2007c). No entanto, ao comparar esses resultados com os
alcancados no presente experimento (inverno de 2007 e verdo de 2008) verificou-se
que as taxas de concepc¢ao foram inferiores ao historico da propriedade. Além disso, no
inverno a TC final (24,47%, 46/188) foi numericamente menor que no veréo (30,86%,
125/405).

Acredita-se que a principal causa de se ter obtido resultados inferiores no
periodo experimental em relacdo a média histérica da fazenda, tanto para a totalidade
dos embrides transferidos, guanto para 0s embribes frescos e
congelados/descongelados separadamente, foi devido a um problema nutricional que
ocorreu com 0s animais pouco tempo antes do inicio do experimento. Infelizmente esse
contratempo prejudicou toda a reprodugcdo da propriedade, comprometendo o0s
resultados das TE (s) e também das IA (s). O primeiro periodo experimental, inverno de
2007, iniciou-se pouco tempo apOs o percal¢o nutricional, fato que possivelmente
explica a taxa de concepcéo inferior e a tendéncia de maior perda gestacional nessa
época em relacdo ao verdo subsequente. Salienta-se que vacas holandesas de alta
producdo sofrem muito com o estresse térmico e com isso os melhores resultados
reprodutivos normalmente sdo alcangados no inverno, periodo em que a temperatura e
umidade s&o mais baixas (SARTORI et al., 2002; LOPEZ-GATIUS et al., 2003;
GARCIA- INPIERTO et al., 2006; ROTH, 2008).

Ao considerar as variaveis embrido (fresco e congelado/descongelado) e local
de inovulacao (cranial, médio e caudal), verificou-se que ndo houve interacdo entre as
duas variaveis como se pode visualizar nas Tabelas 6 e 7. Desta forma, os dados dos
embrides frescos e congelados/descongelados foram agrupados para as demais
analises. Ao contrario do que se verifica na literatura para embrides de gado leiteiro
(HASLER, 2001; CHEBEL et al., 2008) e de gado de corte (SPELL., 2001), ndo houve
diferenca nas taxas de concepcdo entre o0s embridbes frescos e
congelados/descongelados, nas duas estacdes estudadas (Tabelas 8 e 9). Esse fato
possivelmente ocorreu porque os embrides de melhor qualidade foram congelados
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para terem maiores chances de sobreviverem apds a descongelacdo, o que pode
explicar a auséncia de diferenca nas taxas de concepg¢do, uma vez que 0s piores
embrides foram inovulados frescos e os de melhor qualidade sofreram o processo de
congelacao/descongelacdo. Em relacdo a perda gestacional, notou-se uma tendéncia
em maiores perdas para os embrifes congelados/descongelados, como se visualiza na
Tabela 8 e 9. Esses valores séo esperados, uma vez que VASCONCELOS et al. (2006)
encontraram 21,90% de perda para embrides transferidos frescos e SARTORI (2006)

encontrou valores superiores (26,20%) para embrides transferidos descongelados.
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Tabela 6. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apoés transferéncia de embrides produzidos in vivo
para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o tipo de embrido: fresco ou
congelado/descongelado, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Tipo de embrido (inverno)

Fresco Congelado/descongelado P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal FC loc FC*loc

TC _inicial 25,00% 34,21% 43,24% 17,86% 37,04% 40,91% 0.82 0.04 0.89
(prenhes/inovuladas) (9/36) (13/38)  (16/37) (5/28) (10/27) (9/22) ’ ’ ’

TC_ final 13,89% 28,95% 40,54% 17,86% 14,81% 27,27% 029 0.03 0.31
(prenhes/inovuladas) (5/36) (11/38)  (15/37) (5/28) (4127) (6/22) ; ’ ;

. 44,44% 15,38% 6,00% 0,00% 60,00% 33,33%
Perda Gestacional (perda/prenhes) (4/9) (2113) (1/16) (0/5) (6/10) (3/9) 0,09 0,33 0,99

Tabela 7. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apés transferéncia de embrides produzidos in vivo
para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iiteo, considerando o tipo de embrido: fresco ou
congelado/descongelado, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Tipo de embrido (veréo)

Fresco Congelado/descongelado P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal FC loc FC*loc
TC _inicial 39,06% 34,43% 33,87% 43,06% 42,25% 32,00% 018 031 074
(prenhes/inovuladas) (25/64)  (21/61)  (21/62) (31/72) (30/71) (24/75) ’ ’ ’
TC_ final 34,37% 31,15% 29,03% 34,72% 33,80% 22,67% 074 021 068
(prenhes/inovuladas) (22/64) (19/61) (18/62) (25/72) (24/71) (17/75) ’ ' ’

12,00% 9,52% 14,29% 19,35% 20,00% 29,17%

Perda Gestacional (perda/prenh
erda Gestacional (perda/prenhes) @3/25) (221)  (3/21)  (6/31) (6/30) (7/24)

0,07 0,64 0,93
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Tabela 8. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apdés
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando o tipo de embrido: fresco
ou congelado/descongelado, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Tipo de embrido (inverno)
Fresco Cong/desc P
TC inicial (prenhes/inovuladas) 33,64% 31,58% 0,82
(37/110) (24/76)
: . 27,27% 19,75%
TC final (prenhes/inovuladas ’ ’ 0,29
P ) (30/110) (15/76)
0 0
Perda gest (perda/prenhes) 18,92% 37,50% 0,09
(7/137) (9/24)

Tabela 9. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apoés
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando o tipo de embrido: fresco
ou congelado/descongelado, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Tipo de embrido (verdo)
Fresco Cong/desc P
TC inicial (prenhes/inovuladas) 36,26% 38,97% 0,18
(66/182) (83/213)
) 0
TC final (prenhes/inovuladas) 31.87% 30,05% 0,74
(58/182) (64/213)
0 )
Perda gest (perda/prenhes) 12,12% 22,89% 0,07
(8/66) (19/83)

Ao unificar os dados dos embrides frescos e congelados/descongelados notou-
se similares (P>0,05) taxas de concepcao inicial e final para os distintos locais de
inovulacdo, bem como semelhante perda gestacional durante o verdo (Tabela 10 e
Figura 9). Esse relevante resultado comprova a hip6tese inicial do presente trabalho, ja
que a deposicdo dos embrides nas porcdes cranial, média e caudal do corno uterino
ipsilateral ao CL né&o influenciou nas taxas de concepg¢do e na perda gestacional
durante o verdo. Esse fato vai ao encontro dos resultados alcangados por
MCNAUGHTAN et al. (2002), no entanto, contraria os trabalhos mais antigos (BRAND
& AKABWAI, 1978; CHRISTIE et al., 1980; WEEMS et al., 1988; BEAL et al., 1998) que
provavelmente foram os responsaveis por disseminar a idéia de que o local ideal para

inovulagéo € a porgao cranial do corno uterino ipsilateral ao CL.
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Por outro lado, surpreendentemente no inverno melhores taxas de concepcao
foram alcancadas quando os embri6es foram depositados no terco caudal (42,37%) do
corno uterino ipsilateral ao CL em relagao ao terco cranial (20,97%) tanto para a taxa

de concepcao inicial quanto para a final (Tabela 11 e Figura 10).
Tabela 10. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap6s

transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou
caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo, durante o verdo (FCAV -

UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
Local de inovulacdo (Veréo) p

Cranial Médio Caudal
o . 41,79% 38,58% 32,84%

TC inicial (prenhes/inovuladas) (56/134) (49/127) (44/134) 0,31
: . 35,07% 32,28% 25,37%

TC final (prenhes/inovuladas) (47/134) (41/127) (34/134) 0,21
: 16,07% 16,33% 22,73%

Perda gestacional (perda/prenhes) (9/56) (8/49) (10/44) 0,64

Tabela 11. Taxa de concepc¢ao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap6s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou
caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, durante o inverno (FCAV —

UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
Local de inovulacdo (Inverno) p
Cranial Médio Caudal

o . 20,97%"° 35,38% % 42,37% °
TC inicial (prenhes/inovuladas) (13/62) (23/65) (25/59) 0,04

: , 14,52%" 23,08% 35,59% *
TC final (prenhes/inovuladas) (9/62) (15/65) (21/59) 0,03

. 30,77% 34,78% 16,00%
Perda gestacional (perda/prenhes) (4/13) (8/23) 4/25) 0,33

Letras minusculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si para os diferentes locais de

inovulacdo, com P<0,05.
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Figura 9. Taxa de concepcéo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apds

transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal

do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus

de Jaboticabal/2009).
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Figura 10. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apo6s

transferéncia de embrifes produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou

caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, durante o inverno (FCAV -
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
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Os resultados obtidos durante o inverno aproximam-se somente dos alcancados
por YAMASHINA (2002), que encontrou uma melhor taxa de prenhez ao depositar
embrides na porcdo caudal em relacdo a média. Os resultados obtidos no presente
experimento demonstram que a TC obtida com inovulacdo na por¢do média ndo é
estatisticamente diferente das demais, ainda que numericamente superior a porgcéo
cranial. No entanto, esses resultados contradizem todos os autores (BRAND &
AKABWAI, 1978; CHRISTIE et al., 1980; WEEMS et al., 1988; BEAL et al., 1998) que
defenderam a porgao cranial do corno uterino como local ideal em que o embrido deve
ser depositado, e também muitos profissionais que difundiram e defenderam essa
técnica.

Deve-se salientar que os estudos mais antigos (BRAND & AKABWAI, 1978;
CHRISTIE et al., 1980) foram realizados utilizando a transferéncia de embrides pelo
método cirurgico, o que certamente pode influenciar nos resultados em relacéo ao local
de inovulagdo. Pois, com essa técnica, ndo se tem a manipulacdo da cérvix e a
passagem do aplicador pelo corno uterino como acontece com o método utilizado
atualmente, a TE ndo-cirtrgica. Esta provado que essa manipulagdo desencadeia a
liberagdo de PGF2a e consequentemente compromete o desenvolvimento do embrido
e a viabilidade do corpo Iuteo (WANN & RANDEL, 1990; SCHRICK et al., 2000; SEALS
et al., 1998 e SCENNA et al., 2004). Esse fato, juntamente com os resultados obtidos
no presente experimento durante o inverno e os alcancados por YAMASHIMA (2002)
podem ser grandes indicativos de que para as transferéncias nao-cirdrgicas o local
ideal de inovulagdo ndo é o mesmo que para as transferéncias cirurgicas.

Acredita-se que durante o inverno a melhor taxa de concepg¢do ao inovular na
porcdo caudal seja decorrente da menor manipulagcdo uterina em relagdo a deposicao
dos embrides no terco cranial. Possivelmente, essa maior manipulagéo tenha exercido
um impacto negativo superior, em virtude dos animais ja estarem estressados devido
ao problema nutricional. Por outro lado, deve-se atentar que o niumero de receptoras
que entraram no experimento durante o inverno foi inferior (aproximadamente 62
animais/grupo) ao do verdo, fato que exige um maior cuidado ao interpretar 0s

resultados.
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Sabe-se que a habilidade do profissional que realiza as inovulagdes influencia
nas taxas de concepcdo (SREENAN & DISIN, 1987), porém somente um médico
veterinario, com grande experiéncia em transferéncia de embrides, realizou todo
experimento. A partir disso, pode-se inferir que provavelmente um técnico com menos
habilidade iria manipular mais o Gtero e possivelmente causar pequenas lesées o que
desencadearia a liberagdo de PGF2a e comprometeria a gestacdo (WANN & RANDEL,
1990; SCHRICK et al., 2000). Sendo assim, os resultados apresentados pelo presente
projeto respaldam o trabalho dos profissionais menos experientes, uma vez que mostra
gque a TE pode ser realizada no terco caudal do corno uterino, evitando uma
manipulacdo inadequada, sem prejudicar a eficiéncia da técnica ou até mesmo
melhorando-a.

Os resultados alcangados mostraram que a prenhez nao difere de acordo com o
local de inovulagdo e que no inverno obteve-se melhores taxas ao se depositar o
concepto na porcao caudal. Esses dados quebram um paradigma, pois mostram que a
porcédo cranial ndo resultou em melhores taxas de concepgao e vao contra a afirmativa
gue possivelmente consolidou a porcao cranial do corno uterino como ideal para
inovulacdo, ou seja, de que maior concentracdo de progesterona intra-uterina na
porcdo cranial seja responsavel por melhores taxas de concepgdo ao se depositar o
embrido nesse local (SREENAN & BEEHAN, 1976; CHRISTIE et al., 1980; WEEMS et
al., 1988).

Por outro lado, o local de deposicdo do embrido parece ser menos relevante
para determinar o sucesso da gestacdo do que a capacidade do embrido em liberar
interferon-tau (IFN-T) e do ambiente uterino da receptora em reconhecer e conduzir a
gestacdo. Uma vez que o sucesso da prenhez é fruto de uma importante sinalizacao
entre embrido e receptora (GARCIA-ISPIERTO et al., 2006) e a repeticdo de estro esta
relacionada com falhas no reconhecimento materno da prenhez ou na liberacdo de
IFN-T pelo embrido (DOCHI et al., 2008). O IFN-T atua localmente no endomeétrio
inibindo os receptores de oxitocina e, consequentemente, bloqueando a secre¢édo de
PGF2a (ROBINSON et al., 1999). Sabe-se que a maior producdo de INF- T coincide

com a transigdo morfologica do embrido de um formato esférico para um filamentoso e
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gue isso ocorre entre 0 14° ao 18° dia de gestacdo (MANN & LAMMING, 2001). Quanto
maior o tamanho do trofoblasto, maior a producao de IFN- 1 pelo embrido (ROBINSON
et al.,, 2006), com isso, nota-se a importancia de se transferir um embrido de boa
gualidade que ira crescer e produzir INF-T de forma satisfatéria para sinalizar a
prenhez.

A sincronizacdo do desenvolvimento embrionario com o preparo do endométrio
da receptora é um fator crucial para o sucesso da gestacdo. Além do INF- T muitas
outras moléculas participam desse processo, como: horménios esterdides,
prostaglandinas, peptideos hormonais, citocinas e fatores de crescimento. Um grande
numero de moléculas ja foi isolado das células do trofoblasto, entre elas vale salientar
as glicoproteinas associadas a prenhez, proteina do leite uterino, ciclooxigenase,
matrix-metaloproteinases e lactogénico placentario (HASHIZUME, 2007).

Ao analisar todas as demais caracteristicas das receptoras utilizadas no
presente experimento notou-se que ndo houve interacgéo tripla (P>0,05) entre a variavel
estudada, o local de inovulacdo e a época do ano, tanto para taxa de concepc¢ao inicial,
guanto para a final e para perda gestacional, como se visualiza na Tabela 12. Com
isso, na sequéncia serdo analisadas todas as varidveis separadamente e sua relacdo

com o local de inovulagéo.
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Tabela 12. Resultados estatisticos (P) para as interacdes triplas de todas as
caracteristicas, considerando o local de inovulagédo, a época do ano e a
variavel estudada, para taxa de concepcéo inicial, final e perda gestacional
(FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

P (variavel*local inovulacdo*época do ano)

Variavel — -
TC inicial TC final Perda gest
Tipo de embri&o: fresco ou cong/desc 0,90 0,56 0,69
Categoria da doadora 0,36 0,80 1,00
Método de sincronizagéo 0,12 0,14 0,69
Sincronia doadora-receptora 0,41 0,27 0,96
Estadio de desenvolvimento embrionario 0,90 0,99 0,87
Qualidade do embrio 0,08 0,18 0,94
Escore de condigéo corporal 0,61 0,92 0,35
Temperatura retal 0,30 0,34 0,90
Classe das receptoras 0,19 0,46 0,47
Numero de servicos das receptoras 0,75 0,62 0,70
Dias em lactagéo 0,93 0,17 0,98
Producéo de leite 0,57 0,65 0,49
Classificagédo do corpo liteo 0,76 0,80 0,57

5.1.2 Categoria da doadora

Foram utilizadas como doadoras de embribes fémeas de trés categorias
distintas: novilhas, vacas lactantes e vacas nao lactantes. Nao foi observada interacéo
entre as taxas de concepcéo e a perda gestacional considerando as trés categorias de
doadoras em relacdo aos trés locais de deposicdo dos embrides tanto no inverno
quanto no verdo. A categoria da doadora isoladamente também n&o influenciou as
taxas de concepcédo. (Tabela 13 e 14). Normalmente, espera-se que doadoras néo-
lactantes e novilhas produzam embriées de qualidade superior (SARTORI et al., 2002a;
CHEBEL et al., 2007) e que consequentemente resultem em melhores taxas de
concepcgdo em relagéo as lactantes. No entanto, possivelmente nédo foi detectada essa
variacdo pois as trés classes de doadoras foram submetidas a protocolos
superovulatérios especificos que visam anular os efeitos negativos de cada categoria

animal.
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5.1.3 Sincronia do estro entre receptora e doadora

N&o foi observada interacdo (P>0,05) entre o dia da manifestacdo do estro da
receptora e o local de inovulagdo dos embrides no corno uterino, como se pode
visualizar nas Tabelas 15 e 16. A sincronia doadora-receptora isoladamente néo afetou
as taxas de concepcéao durante o inverno, porém influenciou a perda gestacional nessa
época do ano, uma vez que ocorreu uma maior mortalidade dos embrifes inovulados
em receptoras do dia +1 em relagdo ao dia 0. Todavia esses dados devem ser
analisados com muito cuidado, quanto a sua confiabilidade, uma vez que ha um baixo
namero de animais nesses grupos (Tabela 17). Por outro lado, no verao, notou-se uma
taxa de concepcdo inicial superior ao inovular embribes em receptoras que
manifestaram estro 24 horas antes da doadora (Tabela 18). Entretanto, o nimero de
animais desse grupo experimental é bastante inferior ao dos demais grupos, fato que
pode indicar uma ocorréncia ao acaso, uma vez gue nesta mesma propriedade e
considerando um numero elevado de animais (aproximadamente 1000 por grupo)
RODRIGUES et al. (2007d) demonstraram que houve uma melhor taxa de concepcao
quando utilizaram receptoras do Dia 0 em relacéo as do Dia -1 e uma tendéncia das do
Dia +1 também serem superiores as do Dia -1. Em outro experimento realizado na
mesma propriedade, n&o foi verificada influéncia do dia da manifestacdo do estro em
relacdo a taxa de concepcao das receptoras (DEMETRIO et al., 2007).
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Tabela 13. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iuteo, considerando a categoria da doadora:
novilha, vaca lactante e vaca ndo-lactante, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Categoria da doadora (inverno)

Novilha Lactante N&o-lactante P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal doad loc doad*loc

TC ?nicial 24,14% 38,23% 40,74% 20,00% 38,09% 36,36% 20,00% 20,00% 60,00% 088 0.04 059
(prenhes/inovuladas) (7/29) (13/34) (11/27) (5/25) (8/21) (8/22)  (2/10)  (2/10) (6/10) ’ ’

TC_finaI 20,69% 20,59% 33,33% 16,00% 28,57% 36,36% 0,00% 20,00% 40,00% 079 003 089
(prenhes/inovuladas) (6/29)  (7/34) (9/27) (4/25) (6/21) (8/22)  (0/10)  (2/10) (4/10) ' ’

Perda Gestacional 14,29% 46,15% 18,18% 20% 25,00% 0% 100,00% 0,00% 33,33% 022 033 094
(perda/prenhes) (a/7) (6/13) (2/11) (1/5) (218) (0/0) (2/12) (0/0) (2/6) ’ ' ’

Tabelald. Taxa de concepcéo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apés transferéncia de embriées produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo IUteo, considerando a categoria da doadora:
novilha, vaca lactante e vaca ndo-lactante, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Categoria da doadora (ver&o)

Novilha Lactante Nao lactante P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal doad loc doad*loc
TC inicial 37,93% 32,78% 34,37% 47,37% 36,36% 34,78% 40,00% 5556% 2593% o0 531 (30
(prenhes/inovuladas) (22/58) (20/61) (22/64) (18/38) (16/44) (16/46) (16/40) (15/27) (7/27) ; ’
TC final 32,76% 24,59% 26,56% 39,47% 31,82% 28,26% 32,50% 51,85% 18,52% (19 o1 0.17
(prenhes/inovuladas) (19/58) (15/61) (17/64) (15/38) (14/44) (13/46) (13/40) (14/27) (5/27) ’ ’
Perda Gestacional 13,64% 25,00% 22,72% 17% 12,50% 18,75% 18,75% 6,67% 28,57%

(perda/prenhes) (3/22) (520) (5/22) (318) (2116) (3/16) (3/16) (U15) (27) 0.64 068
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Tabela 15. Taxa de concepc¢ao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iiteo, considerando a sincronia doadora-
receptora: 0, +1, -1, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia doadora-receptora (inverno)

0 +1 -1 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal cio loc cio*loc

TC ?nicial 17,95% 35,71% 47,62% 31,25% 37,50% 23,08% 12,50% 28,57% 50,00% 095 004 0.37
(prenhes/inovuladas) (7/39) (15/42) (20/42) (5/16) (6/16) (3/13)  (1/8) (217) 214y ' ’

TC final 17,95% 26,19% 40,48% 6,25% 12,50% 15,38% 12,50% 28,57% 50,00% 010 0.03 0.99
(prenhes/inovuladas) (7/139) (/1142) (17/42) (1/16) (2/16) (2/13) (1/8) (2/7) (2/4) ' ’ '

Perda Gestacional 0,00% 26,67% 15,00% 80% 66,67% 33% 0,00% 0,00% 0,00% 002 033 0.99
(perda/prenhes) (0/0)  (3/15)  (3/20)  (4/5) (4/6) (1/3) (0/0) (0/0) oy ' ’

Tabela 16. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo IUteo, considerando a sincronia doadora-
receptora: 0, +1, -1, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia doadora-receptora (veréo)

0 +1 -1 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal cio loc cio*loc
TC inicial 37,79% 32,56% 34,83% 46,15% 47,50% 23,26% 50,00% 66,67% 80,00% (s 031 012
(prenhes/inovuladas) (33/87) (28/86) (31/89) (18/39) (19/40) (10/43) (5/10)  (4/6) @4/z) ; ’
TC final 32,18% 29,07% 25,84% 41,03% 40,00% 18,60% 30,00% 33,33% 80,00% 3s 091 (g
(prenhes/inovuladas) (28/87) (25/86) (23/89) (16/39) (16/40) (8/43)  (3/10)  (2/6) @4/5) ’ ;
Perda Gestacional 15,15% 10,71% 25,80% 11,11% 15,79% 20,00% 40,00% 50,00% 0,00%

(perda/prenhes) (5/33) (3/18) (8/31) (2/18) (3/19) (2/10)  (2/5) (2/4) (0/0) 0.47.0,64 098
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Tabela 17. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando a sincronia entre doadora-
receptora, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia doadora-receptora (inverno)

-1 0 1 P
- . 27,78% 33,61% 31,11%
TC inicial (prenhes/inovuladas) 0,94
(5/18) (41/122) (14/45)
i i 27,78% 27,87% 11,11%
TC final (prenhes/inovuladas) 0,10
(5/18) (34/122) (5/45)
0,00% 17,07%" 64,28%"
Perda gest (perda/prenhes) 0,02
(0/5) (7/41) (9/14)

Letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P<0,05.

Tabela 18. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando a sincronia entre doadora-
receptora, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia doadora-receptora (veréo)

-1 0 1 P

_ _ 61,9% 35,43%" 38,33%"

TC inicial (prenhes/inovuladas) 0,05
(13/21) (90/254) (46/120)
. ) 42,86% 29,13% 32,50%

TC final (prenhes/inovuladas) 0,36
(9/21) (74/254) (39/120)
30,77% 17,78% 15,22%

Perda gest (perda/prenhes) 0,46

(4/13) (16/90) (7/46)

Letras minasculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P<0,05.

5.1.4 Método de sincronizacdo do estro dareceptora

Para sincronizar as receptoras com as doadoras foram utilizados trés métodos
gue consistiram em observagdo do cio natural, aplicacdo de PGF2a com posterior
observacdo de estro e protocolo para TETF. Os métodos mostraram-se
semelhantemente eficientes para as taxas de concepcéao inicial e final, bem como para
perda gestacional durante o inverno (Tabela 20). No entanto, no verdo o método de
sincronizagao afetou (P=0,01) as taxas de concepc¢éo inicial e final, uma vez que a
observagdo de cio natural e a administracdo de PGF2a implicaram em resultados
superiores (Tabela 19). BARUSELLI et al. (2003) conseguiram melhores taxas de

concepcgao quando utilizaram somente a PGF2a em comparagdo com um protocolo
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gue usou um indutor de ovulagéo (Protocolo “Ovsynch”). Esses resultados podem ser
atribuidos ao fato de ovula¢gbes naturais, ou apés a administracdo de PGF2a serem
provenientes de um foliculo de maior didametro, uma vez que esse tem que produzir
estradiol suficiente para induzir o pico de LH e consequentemente a ovulagéo. Ao
utilizar um indutor de ovulagdo, normalmente essa ocorre a partir de um foliculo de
menor diametro. Dessa maneira, foliculos maiores tendem a gerar corpos luteos
maiores que produzem mais progesterona. No entanto a utlizagdo de eCG no
protocolo de TETF (como foi feito no presente experimento) auxilia o crescimento do
foliculo dominante e consequentemente desencadear um efeito luteotréfico positivo
(BARUSELLI et al., 2000). CAIROLI et al. (2006) demonstraram n&o haver diferencas
na taxa de prenhez comparando estro espontadneo ou induzido por PGF2a, como
também foi observado nos dados do presente experimento. Esses dados inconclusivos
demonstram a necessidade de mais estudos comparativos entre os trés métodos de
sincronizacao do estro para que realmente se estabeleca a maneira mais eficiente de
sincronizar o estro e a que resulta em um numero maior de prenhezes. Por outro lado,
a interacdo entre local de inovulacdo e método de sincronizagcdo do estro ndo foram
significativos para as taxas de concepcao e para perda gestacional em ambas as

épocas do ano, como se pode visualizar nas Tabelas 20 e 21.

5.1.5 Classificacdo do corpo luteo

Sabe-se que o tamanho do corpo lateo influencia positivamente a sua producao
de progesterona (AMBROSE et al., 1999; SPELL et al., 2001; BARUSELLI et al., 2003),
no entanto resultados contraditérios sdo encontrados quando se relaciona a
concentragdo de progesterona com as taxas de prenhez. BARUSELLI et al. (2003)
observaram uma correlagcdo positiva entre concentragcdo de progesterona e taxas de
concepcgao. Por outro lado, outros pesquisadores (AMBROSE et al., 1999; SPELL et
al., 2001) nao verificaram diferenca na concentragdo de progesterona plasmatica entre
as receptoras que se tornaram ou nao prenhes, o que foi confirmado pelos resultados
obtidos neste projeto, uma vez que o grau do CL isoladamente nao alterou os
resultados reprodutivos. Todavia poucas receptoras apresentaram CL de grau 3, ou
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seja, de tamanho inferior, o que torna essa comparacdo pouco fidedigna. De forma
semelhante, o tamanho do corpo luteo também néo influenciou (P>0,05) as taxas de
concepcao inicial e final bem como a perda gestacional de acordo com os trés locais de
inovulacao (Tabelas 22 e 23). Salienta-se que no momento da TE todas as receptoras
receberam 1 mL de GnRH® com a finalidade de causar a ovulacdo do foliculo
dominante e consequentemente desencadear a formag¢do de um corpo lateo acessorio.
Esse procedimento pode mascarar a relacdo entre tamanho do CL e producédo de
progesterona, uma vez que o tecido luteal palpado no dia da TE pode ser

posteriormente acrescido pelo desenvolvimento de outro CL.

Tabela 19. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embribes produzidos in vivo, considerando o método de

sincronizacdo do estro, durante o verdo (FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).
Método de sincronizagéo (veréo)
Cio natural PGF2 TETF P
. : 48,15%" 45,90%° 32,41%"
TC inicial (prenhes/inovuladas) ° ° ° 0,01
(39/81) (28/61) (82/253)
40,74%°? 37,70%°? 26,09%"
TC final hesli lad ' ' | 0,01
inal (prenhes/inovuladas) (33/39) (23/61) (66/253) ,
15,38% 17,86 19,51%
Perda gest (perda/prenhes ' ' ' 0,83
gest (perda/p ) (6/39) (5/28) (16/82)

Letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P<0,05.
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Tabela 20. Taxa de concepc¢ao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o método de
sincronizag&o da receptora: cio natural, PGF2a e TETF, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Método de sincronizagdo (inverno)

Cio natural PGF2a TETF P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal sinc loc sinc*loc
TC inicial 29,63% 36,36% 41,17% 27,27% 35,71% 2500% 11,54% 34,48% 53,85% o-c 004 27
(prenhes/inovuladas) (8/27)  (8/22) (7/A7) (3/11) (5/14)  (4/16)  (3/26) (10/29) (14/26) ’ ’
TC final 18,52% 31,82% 3529% 18,82% 14,29% 2500% 1154% 20,69% 4231% occ 003 0.68
(prenhes/inovuladas) (5/27)  (7/22) (6/17) (2/11) (2/14) (4/16) (/326) (6/29) (11/26) ; ;
Perda Gestacional 37,50% 12,50% 14,29% 33% 60,00% 0%  0,00% 40,00% 21,43% oo qa0 75
(perda/prenhes) (3/8) (1/8) /7) (1/3) (3/5) (0/0) (0/0)  (4/10) (3/14) ’ ’

Tabela 21. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o método de
sincronizag&o da receptora: cio natural, PGF2a e TETF, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Método de sincronizagéo (verao)

Cio natural PGF2a TETF P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal sinc loc sinc*loc
TC inicial 70,00% 40,00% 38,71% 37,04% 58,33% 50,00% 3595% 35,29% 26,19% 1 431 013
(prenhes/inovuladas) (14/20) (14/35) (12/31) (10/27) (7/12) (11/22) (32/89) (30/85) (22/84) ’ ’
TC final 60,00% 31,43% 3548% 29,63% 50,00% 40,91% 30,34% 30,59% 17,86% 0. 027 (.11
(prenhes/inovuladas) (12/20) (11/35) (11/31) (8/27) (6/12) (9/22) (27/89) (26/85) (15/84) ; ;
Perda Gestacional 14,29% 2143% 833% 20% 14,28% 18,18% 1562% 1333% 3181% o5 gss 53
(perda/prenhes) (2/14) (3/14) (1/12) (21100 (@/7) (2111) (5/32) (4/30) (7122 ’ ’
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Tabela 22. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s transferéncia de embriées produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando as a classificacéo do
corpo luteo das receptoras durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classificacao do corpo luteo (inverno)

1 2 3 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal CL loc CL*loc
TC inicial 26,64% 3529% 41,93% 16,67% 35,48% 42,86% 0,00% 09l 004 07
(prenhes/inovuladas) (8/30)  (12/34) (13/31) (5/30)  (11/31) (12/28)  (0/2) ’ ’ !
TC final 16,67% 20,59% 32,26% 13,33% 25,81% 39,29% 0,00% 004 003 075
(prenhes/inovuladas) (5/30)  (7/34) (10/31) (4/30)  (8/31) (11/28)  (O/0) ’ : ’
Perda Gestacional 37,50% 41,67% 23,08% 20,00% 27,27% 8,33%
(perda/prenhes) (38) (s/12) (313) (U5  (311)  (U12) 018 033 094

Tabela 23. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apds transferéncia de embriées produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando as a classificacdo do
corpo luteo das receptoras durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classificacao do corpo Iuteo (veréo)

P
1 2 3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal CL loc CL*loc
TC inicial 40,30% 42,86% 3561% 4355% 3585% 2592% 2500% 000% 5714% . oo o
(prenhes/inovuladas)  (27/67) (30/70) (26/73) (27/62) (19/53) (14/54)  (1/14)  (0/4)  (4I7) ’ ’ ’
TC final 3433% 37,14% 26,03% 3548% 28,30% 2222% 2500% 000% 42.86% 021 08
(prenhes/inovuladas)  (23/67) (26/70) (19/73) (22/62) (15/53) (12/54)  (1/4)  (0/0)  (3/7) ’ ; ’
Perda Gestacional 14,81% 13,33% 26,92% 18,52% 21,05% 14,29%  0,00% : 25,00%

(perda/prenhes) (4/127)  (4/30)  (7/26)  (5/27)  (4/19)  (2/14)  (0/1) : (1/4) 099 064 087
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5.1.6 Numeros de eventos reprodutivos

O numero de servigos, ou seja, numero de eventos reprodutivos (1A ou TE) que
a receptora foi submetida anteriormente foi separado em duas classes, sendo uma
composta pelas fémeas que receberam trés ou menos eventos e a outra classe que
englobou os animais com quatro ou mais servigos, ou seja, as vacas consideradas
repetidoras de estro. Na literatura encontram-se relatos tanto de melhores taxas de
concepcgao entre animais que foram submetidos a uma menor quantidade de servigos
(DOCHI et al., 2008), quanto dos que ndo manifestaram essa diferenca (GARCIA-
ISPIERTO et al., 2006). Porém, no presente trabalho essa divisdo mostrou-se
equivalente para as taxas de concepcdo inicial e final e também para perda
gestacional. Esse resultado demonstra que a técnica da transferéncia de embrides
pode ser uma alternativa interessante para viabilizar a gestacdo em vacas com
diversas e diferentes quantidades de eventos reprodutivos. Essa constatacdo vai ao
encontro da premissa levantada por HANSEN & BLOCK (2004) que acreditaram que a
TE competirA com a |IA, principalmente quando a técnica de sexagem de
espermatozoides for aperfeicoada (SARTORI, 2007).

Neste caso, o local de deposi¢do do concepto também nao sofreu influéncia do
namero de eventos reprodutivos previamente realizados com a receptora, como mostra
as Tabelas 24 e 25.

Tabela 24. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo IUteo, considerando o nimero de servigcos das receptoras,
durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Numero de servigos das receptoras (inverno)

<3 >4 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Nser loc Nser*loc
TC inicial 16,67% 43,75% 30,00% 23,07% 32,65% 44,90% oc 0oa 046
(prenhes/inovuladas)  (2/12) (7/16)  (3/10) (12/52) (16/49) (22/49) ’ ;
TC final 16,67% 31,25% 30,00% 15,38% 20,41% 36,73%

: 0,66 0,03 0,67
(prenhes/inovuladas) (2/12) (5/16) (3/10) (8/52) (10/49) (18/49)

Perda Gestacional 0,00% 28,57% 0,00% 33,33% 37,50% 18,18%

(perda/prenhes) ©00) (7))  (00) (412) (616) (az2) 27 033 099
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Tabela 25. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o niumero de servigos das receptoras,
durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

NUmero de servigos das receptoras (verao)

p
<3 >4
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Nser loc Nser*loc
TC inicial 29,41% 33,33% 34,28% 4554% 40,59% 32,35% (13031 070
(prenhes/inovuladas)  (10/34) (10/30) (12/35) (46/101) (41/101) (33/102) ’ ;
TC final 26,47% 23,33% 28,57% 37,62% 35,64% 24,51%

: 0,16 0,21 0,64
(prenhes/inovuladas)  (9/34)  (7/30) (10/35) (38/101) (36/101) (25/102)

Perda Gestacional 10,00% 30,00% 16,67% 17,39% 12,19% 24,24%

(perdajprenhes)  (1/10) (3/10) (210) (8/46)  (5/41)  (g/33) o2 064 0.9

5.1.7 Nameros de lactacdes

As receptoras foram divididas a partir do numero de lactagdo em primiparas e
multiparas para facilitar a visualizacdo estatistica. N&o ocorreu interacdo entre as
classes de receptoras e 0s trés locais de inovulagao tanto para as taxas de concepcéo
inicial e final, bem como a perda gestacional. O mesmo aconteceu no inverno com as
classes das receptoras isoladamente, uma vez que se mostraram similares para os
resultados de concepcédo e mortalidade gestacional (Tabela 26 e 27). Contudo, no
verdo observou-se que as primiparas obtiveram melhores taxas de concepc¢do em
relacdo as multiparas (Tabela 28), fato que era de se esperar uma vez que animais
com mais lactacdes, ou seja, mais velhos apresentam um maior risco de baixas taxas
de prenhez. Sabe-se que um aumento de uma unidade no numero de lactacdes,
aumenta em 1,24 vezes o risco de decréscimo na fertilidade dos animais (GARCIA-
ISPIERTO et al.,, 2006), e isso € mais evidente no verdo, uma vez que 0 estresse

térmico afeta mais as multiparas do que as primiparas.
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Tabela 26. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando as classes de receptoras: primiparas
ou multiparas, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classe das receptoras (inverno)

Primipara Multipara P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal recep loc recep*loc
TCinicial 29,63% 39,29% 36,84% 16,22% 32,43% 45,00% 060 004 0.51
(prenhesf/inovuladas)  (8/27) (11/28) (7/19) (6/37) (12/37) (18/40) ' '
TC final 18,52% 25,00% 31,58% 13,51% 21,62% 37,50%

(prenhesfinovuladas)  (5/27)  (7/28) (6/19) (5/37) (8/37) (1540) 00 003 089

Perda Gestacional 37,50% 36,36% 14,28% 16,67% 33,33% 16,67%

(perdalprenhes)  (3/8)  (11) (U7)  (U6) (412) (31g) 0 038 0068

Tabela 27. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando as classes de receptoras: primiparas
ou multiparas, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classe das receptoras (veréo)

Primipara Multipara P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal recep loc recep*loc
TC _inicial 40,91% 55,26% 44,12% 41,30% 31,91% 29,13% 002 031 0.12
(prenhes/inovuladas)  (18/44) (21/38) (15/34) (38/92) (30/94) (30/103) ’ ;
TC final 38,64% 44,74% 32,35% 32,61% 27,66% 23,30%

: 0,04 021 0,28
(prenhes/inovuladas)  (17/44) (17/38) (11/34) (30/92) (26/94) (24/103)

Perda Gestacional 556% 19,05% 26,67% 21,05% 13,33% 20,00%

(perdalprenhes)  (1/18) (4/21) (4/15) (8/38) (4/30) (6/30) °7 004 053

Tabela 28. Taxa de concepc¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando a classe de receptoras, durante
o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classe das receptoras (veréo)

Primipara Multipara P

_ _ 47,27% 34,03%"

TC inicial (prenhes/inovuladas) 0,02
(52/110) (97/285)
: _ 39,09%" 27,72%"

TC final (prenhes/inovuladas) 0,04
(43/110) (79/285)
_ 17,31% 18,56%

Perda gestacional (perda/prenhes) 0,88
(9/52) (18/97)

Letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P<0,05.
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5.1.8 Dias em lactagéo

O numero de dias de permanéncia em lactacdo das receptoras foi organizado
em dois grupos, um composto pelas receptoras que estavam com trezentos ou menos
dias em lactagéo e o outro que englobou as fémeas com mais de trezentos e um dias
em lactacdo. No entanto, em ambas as estacdes do ano a interacao entre o local de
inovulacdo e a maior ou menor permanéncia dos animais em lactagdo n&o resultaram
em influéncias significativas nas taxas de concepcao inicial, final e na perda
gestacional. Da mesma maneira o DEL isoladamente n&do afetou os resultados
reprodutivos (Tabelas 29 e 30). O mesmo ocorreu em um trabalho em que a variacdo
de 48 a 396 dias em lactacdo ndo alterou os resultados de prenhez apos inovulacao
(GARCIA-ISPIERTO et al., 2006). Ndo obstante a esses achados, um experimento
realizado entre 2003 e 2004 na mesma propriedade, revelou que receptoras com mais
dias em lactacao tiveram maiores chances de se tornar prenhes do que as com um
DEL inferior (VASCONCELOS et al., 2006). No entanto, isso possivelmente ocorreu
pois a média do DEL das receptoras utilizadas no experimento mencionado foi inferior
(DEL=189) ao dos animais utilizados no presente projeto (Tabela 1). Portanto, havia um
namero maior de receptoras que possivelmente ainda estavam sofrendo as
consequéncias do balanco energético negativo, o que provavelmente ndo ocorreu no

presente trabalho.

Tabela 29. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o numero de dias em lactacdo das
receptoras, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Dias em lactacéo (inverno)

<300 >301 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal DEL loc DEL*loc
TC inicial 2857% 32,00% 47,06% 16,67% 37,50% 4047% 1 504 054
(prenhes/inovuladas)  (6/21)  (8/25)  (8/17) (7/42) (15/40) (17/42) ’ ;
TC final 28,57% 20,00% 41,18% 7,14% 25,00% 33,33%

: 0,23 0,03 0,15
(prenhes/inovuladas)  (6/21)  (5/25) (7/17)  (3/42) (10/40) (14/42)

Perda Gestacional 0,00% 37,50% 12,50% 57,14% 33,33% 17,65%

(perda/prenhes) ©00) (@8 (18 (7)) (sns) @y O 933 093
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Tabela 30. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o numero de dias em lactacdo das
receptoras, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Dias em lactacéo (verao)

<300 >301 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal DEL oc DEL*loc
TC inicial 36,51% 36,62% 38,16% 4583% 41,38% 26.23% ;o1 531 020
(prenhes/inovuladas)  (23/63) (26/71) (29/76) (33/72) (24/58) (16/61) ’ ;
TC final 31,75% 29,57% 31,58% 37,50% 36,21% 18,03%

_ 0,94 021 0,25
(prenhesfinovuladas)  (20/63) (21/71) (24/76) (27/72) (21/58) (11/61)

Perda Gestacional 13,04% 19,23% 17,24% 18,18% 12,50% 31,25%

(perdalprenhes)  (3/23)  (5/26)  (5/29) (6/33) (324) (5116) > OO O3

5.1.9 Producéao de leite

Durante as semanas em que foram realizadas as TE foram armazenados os
dados da média diéria da producdo de leite das receptoras, e esses foram separados
em dois grupos: alta producao, ou seja, maior que 30 litros por dia e baixa producéo,
gue foi composto pelos animais com média igual ou menor que 29,9 litros diarios.
Porém, a andlise dos dados demonstrou que, independente da quantidade de leite
produzido as receptoras tornaram-se igualmente gestantes ou sofreram semelhantes
perdas gestacionais, como pode ser visualizado nas Tabelas 31 e 32. Nessas tabelas
também pode-se observar que ndo ocorreu interacdo entre a variavel estudada e o
local de inovulagdo no corno uterino. Esses dados s&o semelhantes aos encontrados
por DEMETRIO et al. (2007) e CHEBEL et al. (2008), uma vez que nao revelaram
influéncia da producéo de leite nos resultados reprodutivos. Por outro lado, tendéncia
(P<0,10) em diminuicdo da TC inicial e final e probabilidade (P<0,05) de maiores
perdas gestacionais foram encontradas em vacas com maior producao de leite, em um
trabalho anterior realizado na mesma propriedade (VASCONCELOS et al., 2006).
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Tabela 31. Taxa de concepg¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo IGteo, considerando a producdo de leite diaria das
receptoras, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Producéao de leite diaria (inverno)

<299 2 30 i
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal prod loc prod*loc

TC inicial 20,51% 31,71% 47,50% 21,74% 41,67% 31,58% (-9 004 038
(prenhes/inovuladas) (8/39) (13/41) (19/40) (5/23) (10/24) (6/19) ' '

TC final 12,82% 24,39% 40,00% 17,39% 20,83% 26,32% (41 503 0.59
(prenhes/inovuladas) (5/39) (10/41) (16/40) (4/23) (5/24) (5/19) ' '
Perda Gestacional 37,50% 23,07% 15,79% 20,00% 50,00% 16.67% (o 33 (42

(perda/prenhes) (3/8) (3/13) (3/19) (1/5) (5/10) (1/6) ' '

Tabela 32. Taxa de concepc¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embrides produzidos in vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando a produgdo de leite diaria das
receptoras, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Producéo de leite diaria (verdo)

P
<299 =30
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal prod loc prod*loc
TC inicial 43,43% 40,82% 34,07% 37,14% 31,03% 30,23% 027 031 0.95
(prenhes/inovuladas) (43/99) (40/98) (31/91) (13/35) (9/29) (13/43) ™ ' '
TC final 38,38% 34,69% 2527% 25,71% 24,14% 25,58%
. 0,21 0,21 0,63
(prenhes/inovuladas)  (38/99) (35/98) (23/91) (9/35)  (7/29) (11/43)
TC inicial 11,63% 15,00% 28,06% 30,77% 22,22% 15,38%

(prenhesfinovuladas)  (5/43)  (5/40)  (8/31) (4/13)  (2/9) (213) 46 064 028

5.1.10 Escore de condicéo corporal

Para uma melhor analise dos dados o EC das receptoras foi agrupado em duas
classes: escore baixo, que engloba os animais classificados em 2,5 ou menos e escore
alto, que abrange os animais com uma classificacdo maior que 2,5. Ao se fazer a
analise estatistica, ndo foi encontrada interacédo entre o local de inovulagédo e 0 EC em
ambas as estagfes do ano. As classes de escore corporal isoladamente também n&o
se mostraram significativas para as taxas de concepc¢éo inicial e final, bem como para
perda gestacional (Tabelas 33 e 34). Normalmente o escore de condi¢do corporal é
uma relevante caracteristica para reproducdo de gado leiteiro (BURKE et al., 1996;
AMBROSE et al., 1999; SARTORI, 2007). No entanto, no presente experimento as

receptoras estavam com o escore corporal entre 2 e 3,5, ou seja, ndo havia animais
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muito magros (escore 1-1,5) e também gordos (escore 4-5), por iSsSo ndo se notou a

interferéncia da condi¢ao corporal nos resultados reprodutivos.

5.1.11 Temperatura retal

As temperaturas retais das receptoras foram divididas em trés classes: de 36,7 a
38,6° C, de 38,7 a 39,0° C e de 39,1 a 41,3° C. A interacdo entre o local de inovulacéo
e a temperatura retal ndo diferiu estatisticamente para os resultados reprodutivos
alcancados, como pode ser visto nas Tabelas 35 e 36. No entanto, no verdo, época em
gue se diagnosticou uma maior quantidade de animais com temperaturas elevadas,
devido ao estresse térmico, foi observado que altas temperaturas retais diminuiram
significativamente a taxa de concepgédo inicial em relacdo aos animais que
apresentaram temperaturas normais (38,7 e 39,0°C) (Tabela 37). Esses dados
sustentam os obtidos por DEMETRIO et al. (2007), que ao aferirem a temperatura retal
no dia da inovulacdo, obtiveram uma correlacdo negativa (P<0,05) entre altas
temperaturas e taxa de prenhez aos 28 dias. Também foi encontrado tendéncia
(P<0,10) em influenciar a taxa de concepcao e a perda gestacional (VASCONCELOS
et al., 2006). Sabe-se que elevadas temperaturas nos primeiros dias do
desenvolvimento embrionario reduzem a quantidade de embrides que continua a
desenvolver-se (EALY et al., 1993).
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Tabela 33. Taxa de concepc¢ao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lGteo, considerando as classes de escore
de condicao corporal, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Escore corporal (inverno)

Baixo Alto P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal EC loc EC*loc

TCinicial 26,67% 34,15% 33,33% 17,86% 44,44% 40,74%  5o4 004 0.34
(prenhes/inovuladas) (8/30) (14/41) (8/24) (5/28) (8/18) (12/27) ’ ’ ’

TC final 23,33% 26,83% 29,17% 10,71% 22,22% 3333% 540 003 0.32
(prenhes/inovuladas) (7/30) (11/41) (7/24) (3/28) (4/18) (9/27) ’ ’ ’

Perda Gestacional 12,50% 21,43% 12,50% 40,00% 50,00% 18,18% 008 033 0.74
(perda/prenhes) (1/8) (3/14) (1/8) (2/5) (4/8) (2/11) ’ ’ ’

Tabela 34. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando as classes de escore
de condicao corporal, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Escore corporal (verdo)

Baixo Alto P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal EC loc EC*loc
TC inicial 46,67% 44,78% 30,77% 36,36% 39,29% 2187% ;15 031 099
(prenhes/inovuladas) (28/60) (30/67) (20/65) (12/33) (11/28) (7/32) ’ ’
TC final 41,67% 37,31% 21,54% 33,33% 35,71% 1875% 531 o1 096
(prenhes/inovuladas) (25/60) (25/67) (14/65) (11/33) (10/28) (6/32) ’ ’ ’
Perda Gestacional 10,71% 16,67% 30,00% 8,33% 9,09% 14,29%

(perda/prenhes) (3/28) (5/30) (6/30) (12) (U110 p 040 064 092
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Tabela 35. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando as classes de
temperatura retal das receptoras durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Temperatura retal (inverno)

36,7<T<38,6 38,7<T<39,0 39,1<T<41,3 P
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal temp loc temp*loc
TC inicial 19,23% 36,00% 41,38% 27,27% 30,77% 29,41% 21,43% 46,15% 55,55% 033 004 0.72
(prenhes/inovuladas) (5/26)  (9/25) (12/29) (6/22) (8/26)  (5/17)  (3/14)  (6/13) (5/9) ’ ’ ’
TC final 7,69% 28,00% 34,48% 27,27% 15,38% 23,53% 14,28% 30,77% 55,55%

(prenhesfinovuladas)  (2/26)  (7/25) (10/29) (6/22)  (4/26)  (4I17) (2/14) (413) (599 27 003 014

Perda Gestacional 60,00% 22,22% 16,67% 0,00% 50,00% 20,00% 33,33% 33,33% 0,00%

(perda/prenhes) @5)  (209) (2112) (0l0)  (4/8)  (US)  (U3)  (26) (oo O89 033 083

Tabela 36. Taxa de concepc¢ao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o0 segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando as classes de
temperatura retal das receptoras durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Temperatura retal (verdo) =
36,7<T<38,6 38,7<T<39,0 39,1<T<41,3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal temp loc temp*loc
TC ?nicial 42,11% 50,00% 17,39% 57,89% 52,00 36,84% 31,58% 35,13% 28,95% 0.05 031 0.68
(prenhes/inovuladas)  (8/19)  (6/12)  (4/23) (11/19) (13/25) (7/19) (12/38) (13/37) (11/38) ’ ’

TC final 36,84% 33,33%  8,70% 47,37% 44,00% 21,05% 31,58% 29,73% 23,68%
(prenhesfinovuladas)  (7/19)  (4/12)  (2/23)  (9/19) (11/25) (4/19) (12/38) (11/37) (9/38)
Perda Gestacional 12,50% 33,33% 50,00% 18,18% 15,38% 42,86% 0,00% 15,38% 18,18%
(perda/prenhes) (1/8) (2/6) (2/4)  (2/11) (2113)  (@3/7) (0/0)  (2/13)  (2/11)

0,17 0,21 0,67

0,16 0,64 0,88
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Tabela 37. Taxa de concepc¢édo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando a temperatura retal, durante o
verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Temperatura retal (verao)

36,7<T<38,6 38,7<T<39,0 39,1<T<41,3 P

TC inicial 32,07% 50,00%" 32,43%" 0.05
(prenhes/inovuladas) (17/53) (30/60) (36/111) ’
TC final 22,64% 38,33% 28,83% 017
(prenhes/inovuladas) (12/53) (23/60) (32/111) ’
Perda gestacional 29,41% 23,33% 11,11%
0,16
(perda/prenhes) (5/17) (7/30) (4/36)

Letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P<0,05.

5.1.12 Estadio de desenvolvimento do embrido

O estadio de desenvolvimento dos embrides de gado leiteiro ndo demonstrou
influenciar nas taxas de prenhez (HASLER, 2001; DEMETRIO et al., 2007; CHEBEL et
al., 2008), fato similar ao encontrado no presente trabalho, em que nenhum dos quatro
graus de desenvolvimento dos embrides alterou as taxas de concepgéo inicial e final,
bem como a perda gestacional (P>0,05). Nesse caso também nao foi encontrada
interacdo entre essa variavel e o local de inovulacdo (Tabela 38 e 39). O estadio de
desenvolvimento do embrido foi um fator considerado ao decidir quais embrides seriam
congelados e quais seriam inovulados frescos, uma vez que ja se provou que embrides
com maior grau de desenvolvimento resultam em inferiores taxas de concepc¢ado apés
descongelamento, quando comparados com os embridées mérula (RODRIGUES et al.,
2007b).

5.1.13 Classificagcdo do embrido

Essa caracteristica foi de extrema importancia para a escolha dos embrides que
seriam congelados ou transferidos frescos em dias em que o numero de receptoras era
inferior ao dos embrides produzidos. Dessa maneira, os embrides de grau 3 eram
transferidos frescos e os de grau 1 e 2 congelados para terem melhores chances de
sobreviveram apds esse processo. A partir disso, verificou-se que a classificagdo do

embrido néo interferiu de forma significativa nas taxas de concepc¢ao e na mortalidade
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gestacional de acordo com os locais de inovulagdo. Observou-se também que as trés
qualidades dos embribes inovulados resultaram em similares taxas de concepcéo
inicial e final e 0 mesmo ocorreu para perda gestacional, como se visualiza nas Tabelas
40 e 41. O resultado presente é concordante com o de DEMETRIO et al. (2007) e se
contrap8e com outros trabalhos encontrados na literatura (HASLER, 2001; CHEBEL et
al., 2008), uma vez que embrides grau |, produzidos in vivo, tanto frescos quanto
congelados/descongelados, normalmente resultam em melhores taxas de concepcéo
guando comparado aos demais. Possivelmente essa disparidade de resultados deve
ter ocorrido em funcéo de, no presente experimento, ter-se obtido uma quantidade

inferior de embrides grau 1 em relacdo aos demais.
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Tabela 38. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o estadio de
desenvolvimento do embrido, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Estadio de desenvolvimento embrionario (inverno) =
Mérula Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Embr loc Embr*loc

TCinicial 22,72% 26,09% 40,00% 20,00% 54,54% 50,00% 20,00% 57,14% 33,33% 20,00% 100,0% 66,67% 032 004 0.79
(pren/inov)  (10/44) (12/46) (16/40) (2/10) (6/11) (5/10) (1/5) (4/7) (2/6) (U5) (V1) (213) ’ ’

TC fi_nal 13,63% 17,39% 35,00% 20,00% 36,36% 40,00% 20,00% 28,57% 16,67 20,00% 100,0% 66.67 022 003 091
(prenf/inov)  (6/44) (8/46) (14/40) (2/10) (4/11) (4/10) (1/5) (2/I7) (W/6) (1/5) (U1 (23) ’ ’
Perda Gest 40,00% 33,33% 12,50% 0% 33,33% 20,00% 0,00% 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 088 033 099
(perda/pren)  (4/10) (4/12) (2/16) (0/0) (2/6) (1/5) (0/0) (2/4) (1/2) (0/0) (0/0) (0/0) ’ ’

Tabela 39. Taxa de concepcgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o estadio de
desenvolvimento do embrido, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Estadio de desenvolvimento embrionério (verao) =
Mérula Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Embr loc Embr*loc

TC in_icial 35,56% 35,71% 33,33% 40,74% 44,12% 23,33% 62,50% 40,74% 39,13% 100,0% 0,00% 66,67% 017 031 055
(prenfinov)  (32/90) (25/70) (27/81) (11/27) (15/34) (7/30) (10/16) (11/27) (9/23) (3/3) (0/1) (2/3) ’ ’ ’

TC final 30,00% 28,57% 23,46% 40,74% 38,23% 20,00% 37,50% 37,04% 34,78% 100,0% 0,00% 66,67% 011 021 084
(prenfinov)  (27/90) (20/70) (19/81) (11/27) (13/34) (6/30) (6/16) (10/27) (8/23) (3/3) (0/1) (2/3) ’ ’ ’
Perda Gest 15,62% 20,00% 29,63% 0% 13,33% 14,28% 40,00% 9,09% 11,11% 0,00% 0,00% 0,00% 057 0.64 056
(perda/pren)  (5/32) (5/25) (8/27) (0/0) (2/15) (1/7) (4/10) (1/11) (1/9) (0/0) (0/0) (0/0) ’ ’
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Tabela 40. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas ap0s transferéncia de embribes produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iiteo, considerando a qualidade do
embrido: 1, 2 ou 3, durante o inverno (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classificacdo do embrido (Inverno)

p
1 2 3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal class loc classl*loc

TC inicial 23,08% 42,85% 22,22% 12,50% 43,75% 41,93% 29,63% 23,08% 52,63% a9 004 018
(prenhes/inovuladas) (3/13)  (3/7)  (219)  (3/24) (14/32) (13/31) (8/27) (6/26) (10/19) ’ ’

TC final 2308% 14,28% 22,22% 833% 28,12% 32,26% 1852% 19,23% 47.37% ,oc 003 0.40
(prenhes/inovuladas) (3/13)  (U/7)  (2/9) (2/24) (9/32) (10/31) (5/27) (5/26) (9/19) ’ ’
Perda Gestacional 0,00% 66.67% 0,00% 33,33% 3571% 2308% 37,50% 16,67% 10,00% .0 033 (o5

(perda/prenhes) (0/0) (2/3) (0/0) (1/3) (5/14) (3/13) (3/18) (U6) (v10) ’ ’

Tabela 41. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras Holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in
vivo para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iiteo, considerando a qualidade do
embrido: 1, 2 ou 3, durante o verdo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classificacdo do embrido (Veréo)

p
1 2 3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal classl loc class*loc

TC inicial 54,54% 28,57% 50,00% 4353% 41,38% 34,18% 32,50% 34,21% 2500% .- 931 (54
(prenhes/inovuladas) (6/11)  (2/7)  (7/14) (37/85) (36/87) (27/79) (13/40) (13/38) (11/44) ’ ’

TC final 4545% 2857% 50,00% 36,47% 35,63% 2532% 27,50% 26,32% 1818% ., 051 51
(prenhes/inovuladas) (5/11)  (2/7)  (7/14) (31/85) (31/87) (20/79) (11/40) (10/38) (8/44) ; ;
Perda Gestacional 16,67% 0,00% 0,00% 16,22% 13,89% 25,93% 15,38% 23,08% 27,27%

(perda/prenhes) (U6)  (0I0)  (0I0) (6/37) (5136) (7/27) (2113) (313) (31 or %04 099
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5.2 Embrides produzidos in vitro

Foram realizadas 315 transferéncias de embrides PIV, sendo que 109 foram
inovulados na porgéo cranial, 105 na média e 101 na caudal. Desse total, 58 foram da
raca Girolando, 76 Nelore, 114 Brahman e 67 Holandesa. No entanto, as receptoras
inovuladas com os embrides da raca Holandesa foram examinadas somente aos 65
dias pos-transferéncia e desta forma ndo foi possivel obter os dados de taxa de
concepcao aos 30 dias e perda gestacional. Consequentemente, os dados foram
analisados em duas etapas, uma que abrangeu os embribes Girolando, Nelore e
Brahman e com isso obteve-se as taxas de concepg¢do aos 30 e 65 dias e a perda
gestacional. E uma segunda etapa que incluiu os embrides transferidos de todas as
racas, mas que somente a taxa de concepc¢ao aos 65 dias foi estudada.

5.2.1 Dados gerais excluindo embribes provenientes de animais da raca
Holandesa

Mediante a analise dos dados verificou-se que as receptoras estavam bastante
homogéneas dentro dos trés grupos analisados. As variaveis sémen sexado e estadio
de desenvolvimento dos embrides apresentaram-se de forma equilibrada dentro dos

grupos experimentais, como se pode verificar na Tabela 42.

Tabela 42. Freqliéncia, em porcentagem, da distribuicdo das variaveis de caracterizagdo dos
embrides produzidos in vitro em relacdo dos locais de inovulacdo para os quais foram
transferidos, excluindo os embrides da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Local de inovulacdo (n)
Cranial (86) Médio (83) Caudal (79)
Sémen sexado 23,25% 24,10% 22,78% 0,98
Blastocisto inicial 16,28% 16,87% 20,25% 0,74
Blastocisto 32,56% 33,73% 34,18% 0,97
Blastocisto expandido 51,16% 49,39% 45,57% 0,76

No geral, excluindo os animais que receberam embribes provenientes da raca
Holandesa, a taxa de concepc¢éo aos 30 dias foi de 38,71% (96/248) e na confirmacéo
aos 65 dias foi de 36,29% (90/248), resultando em uma perda gestacional de 6,25%
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(6/96) (Figurall). Como ja se esperava, a perda gestacional das receptoras mesticas
foi muito inferior a das vacas holandesas, repetidoras de servico, uma vez que se
encontra na literatura valores de mortalidade entre 4,4% e 155% (ZANENGA &
PEDROSO, 1995; REIS et al., 2004)

Ao analisar as informacdes considerando os trés grupos de interesse, obteve-se
uma taxa de concepcao aos 30 dias de 37,21% para os embrides depositados na
porcao cranial, 45,78% para os da média e 32, 91% para os da caudal. A confirmagéo
aos 65 dias resultou em taxas de concepcédo de 33,72% no tergo cranial, 42,17% no
terco médio e 32, 91% no terco caudal. A perda gestacional entre 30 e 65 dias de
gestacdo foi de 9,37% para o segmento cranial, 7,89% para o0 médio e ndo houve
perda no segmento caudal (Figura 12). Nao foi observada diferenca estatistica quanto
ao local de inovulacdo tanto para as taxas aos 30 e 65 dias quanto para perda
gestacional (Tabela 43).

Esses resultados confirmam a hipotese inicial de que ndo héa diferenca nas taxas
de concepcgao e perda gestacional de acordo com os trés locais de inovulagao para
embrides produzidos in vitro, fato que vai de acordo com os dados obtidos por
YAMASHINA (2002) e MCNAUGHTAN et al. (2002), mas que contrariam todos outros
trabalhos encontrados na literatura (BRAND & AKABWAI, 1978; CHRISTIE et al., 1980;
WEEMS et al., 1988; BEAL et al., 1998) (Vide discusséo realizada no item 5.1.1). No
entanto, é importante ressaltar que, embora ndo estatisticamente significativo,
observou-se numericamente uma melhor taxa de concepc¢ao inicial e final ao se
depositar os embrides produzidos in vitro no terco médio do corno uterino ipsilateral ao

CL, fato ndo descrito anteriormente na literatura consultada.
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Figura 11. Taxa de concepcdao inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apos
transferéncia de embriées produzidos in vitro (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).
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Figura 12. Taxa de concepcdao inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apos

transferéncia de embribes produzidos in vitro para o segmento cranial, médio ou
caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).
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Tabela 43. Taxa de concepcéo aos 30 e 65 dias de gestacéo e perda gestacional de receptoras mesticas
apos transferéncia de embriées produzidos in vitro para o segmento cranial, médio ou distal
do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, excluindo os embriées da raca Holandesa (FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Local de inovulacéo

P

Cranial Médio Caudal

TC inicial 37,21% 45,78% 32,91% 0.26
(prenhes/inovuladas) (32/86) (38/83) (26/79)
TC final 33,72% 42,17% 32,91%

hes/inovulad 0.42
(prenhes/inovuladas) (29/86) (35/83) (26/79)

Perda gestacional 9,37% 7,89% 0% 0.97
(perda/prenhes) (3/32) (3/38) (0/26)

5.2.2 Dados especificos excluindo embrides obtidos de animais da raca
Holandesa

5.2.2.1 Embrides obtidos de animais de diferentes ragas

As trés diferentes racas das doadoras que forneceram os embrides que foram
inovulados nao influenciaram nas taxas de concepc¢ao aos 30 e 65 dias de gestacéo,
bem como a perda gestacional. O local de inovulacéo e a interacéo local e raga também
nao apresentaram significancia (P>0,05) em relacdo aos itens previamente
mencionados, como é possivel visualizar na Tabela 45. Esses resultados foram
similares ao encontrado por PEIXOTO et al. (2007), uma vez que nao obtiveram
diferencas nas taxas de prenhez ao utilizar embrides das racas Guzera, Nelore e Gir e
mostram que independente da raca da doadora as taxas de prenhez das receptoras

nao sao alteradas.

5.2.2.2 Estadio de desenvolvimento dos embrides

De acordo com o local de inovulagcdo e a interacdo do local com o grau de
desenvolvimento do embrido n&o foram observadas diferengas significativas em ambas
as taxas de concepcdo e na perda gestacional (Tabela 46), demonstrando que
independentemente do estddio de desenvolvimento embrionario, as taxas de
concepcao de acordo com os trés locais de inovulagdo sao similares. Por outro lado,

considerando somente o estadio de desenvolvimento embrionario, houve influéncia
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tanto nas taxas de concepcao aos 30 dias quanto aos 65 dias, sendo que as melhores
taxas de concepcdo aos 30 dias foram atingidas pelos blastocistos (43,37%), que
diferiram estatisticamente dos blastocistos iniciais (25,00%). Na confirmagédo tanto os
blastocistos (39,76%) quanto os blastocistos expandidos (39,67%) resultaram em
melhores taxas de prenhez em relagéo aos blastocistos iniciais (20,45%) (Tabela 44).
Esses resultados se contrapdem aos obtidos por PEIXOTO et al. (2007) que
detectaram melhores taxas de prenhez quando embrides moérula e blastocisto inicial
foram transferidos para receptoras Bos indicus x Bos taurus. Nao obstante, outro
trabalho demonstrou que nao houve influéncia do grau de desenvolvimento dos
embrides sobre a taxa de prenhez (SPELL et al., 2001). Evidencia-se, dessa forma,
uma clara variacdo de resultados em relagdo ao estadio de desenvolvimento dos

embrides.

Tabela 44. Taxa de concep¢do aos 30 e 65 dias de gestacdo de receptoras mesticas apoés
transferéncia de embrides produzidos in vitro de acordo com o grau de desenvolvimento
do embrido inovulado, desconsiderando os embrides da raca Holandesa (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).

Estadio de desenvolvimento do embrido

Bi BL Bx i
TC inicial 25,0%" 43,37% 40,5%* 0.04
(prenhes/inovuladas) (11/44) (36/83) (49/121) ’
TC final 20,45%" 39,76%* 39,67%"° 0.04
(prenhes/inovuladas) (9/44) (33/83) (48/121) ’

Letras mindsculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si, com P=0,04.

5.2.2.3 Classificacdo do corpo luteo

As taxas de concepc¢ao aos 30, 60 dias e perda gestacional ndo se alteraram em
funcdo da qualidade do corpo Iuteo. Da mesma forma, o local de inovulagdo também
nao influenciou os resultados de acordo com a classificagdo do CL. Interagdo entre
essas duas variaveis também néo foi encontrada tanto para mortalidade embrionéaria
guanto para taxas de concepcéo inicial e final (Tabela 47). No entanto, nota-se que
numericamente os resultados obtidos foram superiores quando as receptoras possuiam
CL de grau 1 em relacdo aos de grau 2 e principalmente em relagdo aos de grau 3.
Sabe-se que ha uma relagdo positiva entre o didmetro do CL e a concentracdo de
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progesterona sistémica (SPELL et al., 2001; BARUSELLI et al., 2003). Entretanto, esse
fato nem sempre é verdadeiro quando se correlaciona com taxa de prenhez, uma vez
que ha trabalhos que mostram que ndo had uma ligacdo entre essas duas variaveis
(SPELL et al., 2001; MCNAUGHTAN et al., 2004) e ha outros que observam essa
influéncia (BARUSELLI et al., 2003). Dessa maneira, fica dificil afirmar se os resultados
obtidos no presente experimento nao foram significativos em virtude do baixo namero
de receptoras que apresentaram CL de grau 3 ou se isso realmente ndo tem uma

correlagéo.

5.2.2.4 Sincronia do estro entre doadora e receptora

O dia de manifestagcéo do estro da receptora, o local de deposi¢édo do embrido e
a interacdo entre o local de deposi¢cédo do concepto e a sincronia doadora-receptora nao
foram diferentes significativamente para as taxas de concepc¢éo inicial e final, bem como
para perda gestacional (Tabela 48). Esses resultados séo similares aos encontrados
por alguns autores, que nao obtiveram diferenca nas taxas de concep¢ao quando a
variagao entre o estro da receptora (Bos indicus x Bos taurus) e da doadora foi de mais
ou menos 24 horas (HASLER, 2001; SPELL et al., 2001). Por outro lado, PEIXOTO et
al. (2007) encontraram melhores taxas de prenhez quando as inovulagbes foram
realizadas em novilhas mesticas que manifestaram estro 24 horas antes da doadora.
Neste experimento, numericamente, os melhores resultados foram alcancados quando
as receptoras foram classificadas em 0 e +1. Todavia houve reduzido numero de
animais classificados em -1, o que compromete a comparacao adequada entre essas

classes.

5.2.2.5 Método de sincronizagdo do estro da receptora

Os trés métodos utilizados para sincronizar o estro das receptoras (observacao
de cio natural, aplicacdo de PGF2a e protocolo para TETF) resultaram em similares
taxas de concepc¢do aos 30 e 60 dias de gestacdo. Também ndo houve interacdo entre
o0 método de sincronizacdo do estro e o local de inovulagdo (Tabela 49). Esses
resultados foram diferentes aos das receptoras holandesas que receberam embrides
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produzidos in vivo (Item 5.1.4), uma vez que, para esses animais, 0 cio natural ou
induzido por PGF2a resultou em melhores taxas de concepcdo em relagdo a TETF.
Todavia, a maioria das receptoras inovuladas com embrides produzidos in vitro recebeu
o protocolo para TETF, com isso os demais grupos ficaram com um numero reduzido
de animais, o que compromete a comparagdo estatistica entre os métodos de

sincronizacgao.
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Tabela 45. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para
0 segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando a raca da doadora e excluindo os
embrides da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Raca da doadora =
Girolando Nelore Brahman
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal raga local raca*local
TC _inicial 35,00% 65,00% 22,00% 45,00% 36,84% 44,00% 26,92% 44,00% 24,00% 015 006 0.07
(prenhes/inovuladas)  (7/20)  (13/20) (4/18)  (18/40) (14/38) (16/36) (7/26) (11/25) (6/25) ’ ’ ’
TC final 20,00% 50,00% 22,22% 45,00% 36,84% 44,00% 26,92% 44,00% 24,00% 030 013 0.18

(prenhesfinovuladas)  (4/20)  (10/20)  (4/18)  (18/40) (14/38) (16/36) (7/26) (11/25) (6/25)
Perda gestacional ~ 42,84% 23,08% 000% 0,00% 0,00% 0,00% 000% 000% 000% oo 100 100
(perda/prenhes) (3/7) (3/10) (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/0) ’ ' '

Tabela 46. Taxa de concepcéo inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para
0 segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando o estadio de desenvolvimento do
embrido, exceto os da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Estadio de desenvolvimento do embrido =
Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Embr local Embr*local
TCinicial 28,57% 28,57% 18,75% 42,86% 42,86% 44,44% 36,37% 53,66% 30,56% 008 043 0.68
(prenhes/inovuladas)  (4/14)  (4/14)  (3/16)  (12/28) (12/28) (12/27) (16/44) (22/41) (11/36) ’ ’
TC final 21,43% 21,43% 18,75% 35,72% 39,29% 44,44% 36,37% 51,22% 30,56% 007 073 0,66

(prenhes/inovuladas)  (3/14)  (3/14)  (3/16) (10/28) (11/28) (12/27) (16/44) (21/41) (11/36)
Perda gestacional ~ 25,00% 2500% 0,00%  17%  833% 000% 000% 454% 000% o0 ggq 0.99
(perda/prenhes) (1/4) (1/4) (0/0) (2112) (1/12)  (0/0) (0/0)  (1/22)  (0/0) ’ ’ ’
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Tabela 47. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras mesti¢as apos transferéncia de embriées produzidos in vitro
para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo IUteo, considerando o grau do corpo luteo,
exceto os da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classificagao do corpo liteo =
1 2 3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal class local class*local
TC ?nicial 44,18% 4595% 42,86% 31,43% 46,34% 25,71% 25,00% 40,00% 22,22% 0.19 0.38 0.82
(prenhes/inovuladas) (19/43) (17/37) (15/35) (11/35) (19/41) (9/35)  (2/8) (2/5) (2/9) ’ ’ ’
TC final 39,53% 45,95% 42,86% 28,57% 39,02% 25,71% 25,00% 40,00% 22,22% 014 0,67 0.96

(prenhesfinovuladas) (17/43) (17/37) (15/35) (10/35) (16/41) (9/35)  (2/8)  (2/5)  (2/9)
Perda gestacional ~ 10,53% 0,00% 0,00% 9% 1579% 000% 0,00% 000% 000% oo g 100
(perda/prenhes)  (2/19)  (0/0)  (0/0)  (L/11) (3/19) (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/O) ’ ’ '

Tabela 48. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apos transferéncia de embrides produzidos in vitro
para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando a sincronia doadora-
receptora, exceto os embrides da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia doadora-receptora =
0 +1 -1
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal cio local cio*local
TC ?nicial 37,50% 49,31% 34,33% 57,14% 50,00% 20,00% 0,00% 0,00% 33,33% 100 099 0.87
(prenhes/inovuladas) (27/72) (36/73) (23/67)  (4/7)  (25/50) (4/20)  (0/5) (0/6) (2/6) ’ ’ ’
TC final 33,33% 45,21% 34,33% 57,14% 50,00% 20,00% 0,00% 0,00% 33,33% 099 0,99 0.82

(prenhes/inovuladas) (24/72) (33/73) (23/67)  (4/7)  (25/50) (4/20)  (0/5) (0/6) (2/6)
Perda gestacional  11,11% 833%  0,00% 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% o0 100 099
(perda/prenhes) (3/27)  (3/36)  (0/0) (0/0) (0/0) (0/0) (0/0) (0/0) (0/0) ’ ' ’
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Tabela 49. Taxa de concepgéo inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apoés transferéncia de embrides produzidos in vitro
para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo Iuteo, considerando o método de sincronizagao da
receptora: cio natural, PGF2a ou TETF, exceto para os embribes da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Método de sincronizagdo da receptora =
Cio PGF2a TETF
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal sincr local sincr*local
TC ?nicial 28,57% 33,33% 0,00 33,33% 53,85% 38,46% 40,98% 47,55% 33,33% 099 067 0.96
(prenhes/inovuladas)  (2/7) (2/6) (0/3)  (5/15)  (7/13)  (5/13) (25/61) (29/61) (20/60) ’ ’
TC final 28,57% 33,33% 0,006 33,33% 53,85% 38,46% 36,06% 42,62% 33,33%

(prenhesfinovuladas)  (27)  (26)  (013) (5/15) (713) (513) (22/61) (26/61) (20i60) OO0 000 O

Perda gestacional 0,00% 0,00%  0,00% 0% 0,00% 0% 12,00% 10,34% 0,00%

(perda/prenhes) (00) _ (0/0) _ (0/0) _ (0/0) _ (0/0) _ (0/0) _(325) (329) ooy -0 9 LOO
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5.2.2.6 Laboratdrio de producéo de embrifes

Considerando os laboratérios que produziram os embriées in vitro, notou-se na
analise que o local de deposicdo dos embrides teve uma variagao significativa (P=0,04)
na taxa de concepcao aos 30 dias de gestacdo. Infelizmente € dificil saber as causas
dessa variagdo, uma vez que nao se tem acesso a producéo dos embrides dentro dos
laboratdrios. No entanto 0 mesmo n&o ocorreu na confirmacéo da gestacao e na perda
gestacional. Os dados dos laboratorios isoladamente ndo resultaram diferencas
significativas nas taxas de concepcao inicial e final, como pode ser observado na
Tabela 50.

Tabela 50. Taxa de concepc¢do inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apos
transferéncia de embrifes produzidos in vitro para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o laboratdrio que realizou a PIV e
excluindo os embrides da ra¢ga Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Laboratério

p
1 2
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal lab local lab*local

TC inicial 35,00% 65,00% 22,22% 37,88% 39,68% 36,06% g1 004 0.09
(prenhes/inovuladas) (7/20) (13/20) (4/18) (25/66) (25/63) (22/61) '~ ’

TC final 20,00% 50,00% 22,22% 37,88% 39,68% 36,06% e 511 0.2
(prenhes/inovuladas) (4/20) (10/20) (4/18) (25/66) (25/63) (22/61) '~ ’
Perda gestaciona| 42,86% 23,08% 0,00 0,00% 0,00% 0,00% 1 0098 1
(perda/prenhes) (3/7) (3/13) (0/0)  (0/0)  (0/0)  (0/0) '

5.2.2.7 Propriedade

Ao analisar os dados de acordo com as propriedades em que foram realizadas
as transferéncias, nota-se que o local de inovulagcdo e a interagdo entre local de
inovulacao e propriedade n&o diferiram para as taxas de concepc¢éo inicial, final e para
perda gestacional como pode ser visto na Tabela 51. No entanto, a variavel fazenda
guando analisada separadamente, apresentou uma tendéncia (P=0,076) em influenciar
as taxas de concepgédo aos 30 dias, uma vez que 41,86% das receptoras foram
diagnosticadas gestantes na fazenda A e na fazenda B esse valor foi de 31,58%
(Tabela 52). Por outro lado, no momento da confirmacdo aos 65 dias essa tendéncia
nao foi mantida (P=0,15). Similar ao que aconteceu com HASLER, 2001, esses

resultados demonstram a importancia do manejo dentro da propriedade, uma vez que
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os resultados de prenhez podem ser comprometidos de acordo com a fazenda em que

os embrides sao transferidos.

Tabela 51. Taxa de concepc¢do inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apos
transferéncia de embrifes produzidos in vitro para o segmento cranial, médio ou caudal do
corno uterino ipsilateral ao corpo lUteo, considerando a fazenda em que foram realizadas as
inovulacbes e excluindo os embries da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Propriedade =
1 2
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal prop local prop*loc

TCinicial 41,67% 46,55% 37,04% 26,92% 44,00% 24,00% 012 017 067
(prenhes/inovuladas) (25/60) (27/58) (20/54) (7/26) (11/25) (6/25) ’ ’

TC final 36,67% 41,38% 37,04% 26,92% 44,00% 24,00% 028 0295 056
(prenhes/inovuladas) (22/60) (24/58) (20/54) (7/26) (11/25) (6/25) ; ;
Perda gestaciona| 12,00% 11,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,98 0,99 0,99
(perda/prenhes) (3/25)  (3/24) (0/0) (0/0) (0/0) (0/0)

Tabela 52. Taxa de concepc¢éo aos 30 dias de gestacdo de receptoras de embribes mesticas
apos transferéncia de embrides produzidos in vitro de acordo com a fazenda em
gue foram inovulados, desconsiderando os embrides da ra¢ca Holandesa (FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Propriedade p
A B
Taxa de concepc¢édo aos 30 dias 41,86% 31,58%
0,076
(prenhes/total) (72/172) (24/76)

5.2.3 Dados gerais incluindo os embrides proveniente de animais da raca
Holandesa

Ao incluir na analise os embrides da raca Holandesa também foi observada
homogeneidade no ambito dos embribes inovulados nos trés grupos experimentais,

como pode ser visto na Tabela 53.
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Tabela 53. Freqiiéncia, em porcentagem, da distribuicdo das variaveis de caracterizacdo dos
embrides produzidos in vitro de acordo com os locais de inovulagdo para os quais
foram transferidos, incluindo os embriées Holandeses (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Local de inovulacdo (n)
Cranial (109) Médio (105) Caudal (101)

Sémen sexado 39,45% 40,00% 39,60% 0,99
Moérula 0,00% 3,81% 1,98% 0,75
Blastocisto inicial 23,85% 25,71% 30,69% 0,52
Blastocisto 33,03% 29,52% 29,70% 0,83
Blastocisto expandido 43,12% 40,95% 37,62% 0,72

Como citado anteriormente, a analise contento a totalidade dos embrides pode
ser somente realizada considerando a taxa de concepg¢do aos 65 dias. Sendo assim,
como se esperava e de acordo com a hipétese inicial do trabalho, constatou-se que o
local de inovulagdo néo influenciou a taxa de concepcdo (P=0,52), uma vez que
34,86%, 40,00% e 30,69% das receptoras tornaram-se gestantes ao receber um
embrido na por¢do cranial, média e caudal, respectivamente (Tabela 54). Da mesma
maneira que ocorreu ao excluir os animais da raca Holandesa, notou-se numericamente
um aumento na taxa de concepc¢éo aos 65 dias quando os embrides foram depositados
na por¢cdo meédia do corno uterino ipsilateral ao CL (Figura 13). Esse fato € de extrema
relevancia, uma vez que quebra o paradigma inicial de que os melhores resultados séo
alcancados quando os embrides s&o depositados na porgdo cranial. Verificar mais

detalhes sobre a discussédo desse tépico no item 5.1.1.

Tabela 54. Taxa de concepc¢éo aos 65 dias de gestagdo de receptoras mesticas apds transferéncia
de embrides produzidos in vitro de acordo com o local do corno uterino em que foram
inovulados, incluindo os embribes da raca Holandesa (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Local de inovulacdo p
Cranial Médio Caudal
TC final 34,86% 40,00% 30,69% 0,52

(prenhes/inovuladas) (38/109) (42/105) (31/101)
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Figura 13. Taxa de concepgdo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embribes

produzidos in vitro para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino

ipsilateral ao corpo lateo (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

5.2.4 Dados especificos

Holandesa

incluindo os embrides de animais da raca

Em relacdo aos dados especificos analisados acrescentando as receptoras que

receberam embrides da raga Holandesa, notou-se que ndo ocorreram muitas alteracdes

bY

qgquando comparado a andlise previamente realizada, que excluiu os animais que

receberam embrides dessa raga, como pode ser visto a seguir.

5.2.4.1 Embrides obtidos de animais de diferentes ragas

Os embrides das ragas Girolando, Nelore, Brahman e Holandesa comportaram-

se de maneira semelhantes em relacéo as taxas de concepc¢ao aos 65 dias de gestacéo

e de acordo com os locais de inovulacdo, ndo ocorrendo interagcdo entre as duas

variaveis (Tabela 57).
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5.2.4.2 Estadio de desenvolvimento do embriéo
A taxa de concepgéo final ndo diferiu estatisticamente de acordo com o local de
inovulagdo e com o estadio de desenvolvimento dos embrides inovulados, da mesma

forma, ndo ocorreu interac@o entre as duas variaveis, fato demonstrado na Tabela 58.

5.2.4.3 Classificacdo do corpo luteo

A taxa de concepc¢édo aos 65 dias de gestacdo ndo variou de acordo com a
classificacdo do corpo luteo. Com o local de deposi¢édo do embrido também néo ocorreu
diferenca significativa, e 0 mesmo aconteceu com a interacdo entre as duas variaveis
(Tabela 59). No entanto, novamente salienta-se 0 menor nimero de receptoras que
possuiam CL de grau 3, fato que pode alterado a qualidade da analise.

5.2.4.4 Sincronia do estro entre doadora e receptora

A manifestagéo do estro nos dias 0, +1 e -1, em relagdo ao estro da doadora,
comportou-se de maneira semelhante em relacdo as taxas de concepcao aos 65 dias
de gestacéo e de acordo com o local de inovulagédo, ndo ocorrendo interacdo entre as
duas variaveis (Tabela 60).

5.2.4.5 Método de sincronizagdo do estro da receptora
Tanto o estro natural, quanto o induzido por PGF2a ou por protocolo para TETF
resultaram sem semelhantes taxas de concepcéo final, fato que se repetiu em relagcéo

ao local de inovulacdo dos embriées no corno uterino (Tabela 61).

5.2.4.6 Laboratério de producdo de embrides
O laboratorio que produziu os embrides ndo afetou o diagnostico de gestacao
aos 65 dias. O mesmo fato também ocorreu com o local de inovulagdo que resultou em

taxas similares para as trés porgoes, fato que pode ser visualizado na Tabela 55.
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Tabela 55. Taxa de concepcao final de receptoras mesticas ap0s transferéncia de embriées produzidos
in vitro para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lGteo,
considerando o laboratério em que foram realizadas as PIV (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Laboratério =
1 2
Cranial Médio Caudal Cranial Meédio Caudal Ilab local lab*local
TC final 20,00% 50,00% 22,22% 38,20% 37,65% 32,53%

: 0,35 0,10 0,36
(prenhes/inovuladas) (4/20) (10/20) (4/18) (34/89) (32/85) (27/83)

5.2.4.7 Propriedade

As propriedades nas quais foram realizadas as transferéncias nao influenciaram
as taxas de concepcéo de acordo com o local de inovulagdo no corno uterino. Também

nao ocorreu interacdo entre as duas variaveis analisadas (Tabela 56).

Tabela 56. Taxa de concepcao final de receptoras mesticas ap0s transferéncia de embriées produzidos
in vitro para o segmento cranial, médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lGteo,
considerando a fazenda em que foram realizadas as inovulagbes (FCAV — UNESP, Campus

de Jaboticabal/2009).
Propriedade =
Cranial Médio Caudal
1 2 1 2 1 2 prop loc prop *loc
TC final 37,35% 26,92% 38,75% 44,00% 32,89% 24,00%

i 0,41 0,22 0,51
(prenhesf/inovuladas) (31/83) (7/26) (31/80) (11/25) (25/76) (6/25)
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Tabela 57. Taxa de concepcéo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para o segmento cranial,
médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando a raga do embrido (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Raca =
Girolando Nelore Brahman Holandesa
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Ragalocal Raga*local
TC final 20,00% 50,00% 22,22 45,00% 7,93% 44,44% 26,92% 44,00% 24,00% 39,13% 31,81% 22,72%

: 0,46 0,19 0,31
(prenhes/inovuladas) (4/20) (10/20) (4/18) (18/40) (3/38) (16/36) (7/26) (11/25) (6/25) (9/23) (7/22) (5/22)

Tabela 58. Taxa de concepcéo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para o segmento cranial,
médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o estadio de desenvolvimento do embrido (FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Estadio de desenvolvimento do embrido

P
Mérula Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal EmbrLocal Emb*local
TC final . 50,00% 0,00% 26,92% 25,93% 19,35% 36,11% 38,71% 46,67% 38,30% 48,84% 28,95%

0,10 0,99 0,64
(prenhesfinovuladas) . (2/4) (0/2) (7/26) (7/27) (6/31) (13/36) (12/31) (14/30) (18/47) (21/43) (11/38)

Tabela 59. Taxa de concepcéo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para o segmento cranial,
médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo luteo, considerando o grau do corpo lateo (FCAV — UNESP, Campus de

Jaboticabal/2009).
Classificagao do corpo liteo =
1 2 3
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal class Local class*local
TC final 37,74% 40,00% 39,13% 34,04% 40,74% 22,22% 22,22% 33,33% 30,00%

: 0,36 0,67 0,69
(prenhesfinovuladas)  (20/53) (18/45) (18/46) (16/47) (22/54) (10/45) (2/9)  (2/6)  (3/10)
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Tabela 60. Taxa de concepgéo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para o segmento cranial,
médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, considerando a sincronia do cio ente doadora e receptora (FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Sincronia receptora-doadora

P
0 +1 -1
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal cio Local cio*local
TC final 36,71% 41,67% 37,84% 40,00% 40,00% 7,14% 15,38% 27,27% 16,67%

: 0,17 0,20 0,44
(prenhesfinovuladas)  (29/79) (35/84) (28/74) (6/15)  (4/10) (1/14) (2/13) (311) (2112

Tabela 61. Taxa de concepcéo final de receptoras mesticas apds transferéncia de embrides produzidos in vitro para o segmento cranial,
médio ou caudal do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo, considerando o método de sincronizagdo das receptoras: cio
natural, PGF2a ou TETF (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Método de sincronizagéo

P
Cio PGFa TETF
Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal Cranial Médio Caudal sincr Local sincr*local
TC final 28,57% 33,33% 0% 33,33% 44,44% 29,63% 36,06% 42,62% 33,33%

: 0,97 0,78 0,99
(prenhesfinovuladas)  (2/7)  (2/6)  (0/3) (10/30) (12/27) (8/27) (22/61) (26/61) (20/60)
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5.3 Dosagem de progesterona

5.3.1 Receptoras holandesas que receberam embrides produzidos in vivo

Ao analisar os dados por meio de regressao logistica através do GLIMMIX, SAS
e agrupando as concentracées de progesterona em classes observou-se que nao
houve uma correlacdo estatistica entre as classes de concentracdo de progesterona, no
sétimo dia do ciclo estral, e as taxas de concepc¢do, bem como perda gestacional, como
se pode visualizar na Tabela 62. No entanto, é interessante observar que foi
diagnosticado prenhez em receptoras com concentracfes séricas abaixo de 1ng/mL de
progesterona, embora a taxa de concepcdo para esses animais foi numericamente
inferior ao das demais receptoras. Alguns autores consideram tal resultado como um
erro na dosagem hormonal (AMBROSE et al., 1999) e desconsideram esses animais.
No entanto, ha indicios de que a prenhez de receptoras com menos de 1ng/mL sao
mais frequentes do que se encontra na literatura (OBA, 2009). Normalmente
relacionam-se altas concentragcdes de progesterona com altas taxas de prenhez
(AMBROSE et al.,, 1999; BARUSELLI et al.,, 2000). Todavia, o presente resultado
mostra que possivelmente a quantidade de progesterona que esta ligada aos
receptores uterinos tem maior importancia do que a concentragdo de progesterona

sérica.

Tabela 62. Taxa de concepcéo inicial, final e perda gestacional de receptoras holandesas apés
transferéncia de embrides produzidos in vivo, considerando a classe de
concentracgdo de progesterona (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classe de progesterona (ng/mL)

0-09 1-1,9 2-29 3-39 4-49 >5 P

TC inicial 16,67% 34,69% 28,20% 3226% 2857% 5555% o
(prenhes/inovuladas) (3/18)  (17/49) (11/39) (10/31) (6/21)  (10/18) ’

TC final 16,67% 32,65% 2051% 1613% 14,29% 3889% .
(prenhes/inovuladas) (3/18) (16/49) (8/39) (5/31) (3/21)  (7/18) ’

Perda Gestacional 0,00% 588% 2727% 50,00% 5000% 3000% . .
(perda/prenhes) (0/3)  (1/17) (3/11) (5/10)  (3/6) 3/10) ’

Por outro lado, quando se analisa a progesterona isoladamente, ou seja, sem

agrupar em classes, verifica-se tendéncia (P<0,10) da concentracdo hormonal em
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influenciar a taxa de concepcdo inicial e a perda gestacional. J4 para taxa de
concepcao final ndo se observa essa relagéo (P=0,65).

Em uma segunda andlise, em que modelos de regresséao linear foram gerados
através do Guided Data Analysis do SAS, encontrou-se uma tendéncia (P=0,07) de que
a concentracdo de progesterona influencia na taxa de concepcao inicial, entretanto, foi
encontrado um R? ajustado de 0,01, o que demonstra que somente 1% da prenhez é
devido a concentracdo de progesterona no sétimo dia do ciclo estral (Figura 14). Dessa
maneira, obteve-se a seguinte equacdo da reta para probabilidade de taxa de
concepcao inicial:

Concepcao= 22,94 + 3,25 x Progesterona

100 7 Taxa de Concepcao inicial = 22,94 + 3,25.[P4]

R2 ajustado = 0,01

80 4
60 -

40 +

Taxa de concepcéo inicial (%)

20 +

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo Sérica de Progesterona (ng/mL)

Figura 14. Gréfico da probabilidade da taxa de concepcgéo inicial das receptoras holandesas
apés transferéncia de embrides produzidos in vivo, de acordo com a
concentragcao sérica de progesterona (P=0,07) (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Para taxa de concepcéo final ndo foi verificada diferenca estatistica (P= 0,47, R*=
-0,003) de acordo com a concentracdo de progesterona. No entanto para perda
gestacional notou-se que a progesterona influencia (P=0,01, R?>= 0,13) de maneira

quadrética, ou seja, tanto 0 excesso, quanto a baixa concentracdo de progesterona
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interferem de forma negativa na perda gestacional, conforme pode ser visualizado na
Figura 15.

A equacdo da reta para probabilidade de perda gestacional obtida com os
resultados do presente trabalho esta exposta a seguir:

Perda gestacional= -27,53 + 28,51 x Progesterona — 2,63 x Progesterona 2

100 -
Perda Gestacional = - 27,53 + 28,51.[P4] - 2,63.[P4]?
R2 ajustado = 0,13
80

60 -
40 -

20 +

Taxa de concepgédo aos 30 dias (%)

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo Sérica de Progesterona (ng/mL)

Figura 15. Grafico da probabilidade de perda gestacional das receptoras holandesas apés
transferéncia de embries produzidos in vivo, de acordo com a concentracéao
sérica de progesterona (P=0,07) (FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Essa influéncia negativa de altas concentragbes de progesterona ja foi descrita
anteriormente por NOGUEIRA et al. (2004), que verificaram que concentracdes de
progesterona acima de 6 ng/mL foram prejudiciais para as taxas de prenhez em
receptoras de embrides. Fato que talvez possa indicar novamente que a progesterona
gue esta ligada aos receptores intra-uterinos seja mais relevante do que a concentracao
sérica desse horménio.

DEMETRIO et al. (2007) realizaram a dosagem hormonal na mesma propriedade

do presente estudo e ndo encontraram influéncia da concentragcdo de P4 na taxa de
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concepcao de receptoras no sétimo dia do ciclo estral. Sabe-se que a progesterona
controla o ambiente uterino e influencia o desenvolvimento embrionario (MANN &
LAMMING, 2001; GREEN et al., 2005), ela também altera o ambiente do oviduto e age
diretamente nos primeiros dias de crescimento do concepto, consequentemente
aumentando a liberacéo de interferon-1 (GREEN et al., 2005; MANN et al., 2006). Com
iISso, acredita-se que a progesterona seja mais importante durante a primeira semana
do desenvolvimento embrionario, ou seja, mais relevante nas doadoras do que nas
receptoras.

Ao verificar a influéncia do local de inovulagdo nas receptoras em que foram
realizadas as dosagens hormonais, verificou-se uma diferenca significativa na taxa de
concepcao inicial (P=0,04) e uma tendéncia (P=0,08) na taxa de concepc¢ao final e
perda gestacional. Esse fato ja era esperado, uma vez que as amostras de sangue
foram colhidas somente durante o inverno, época em que se verificou uma melhor taxa
de concepcéo inicial e final quando os embrides foram depositados na porcao caudal
em relacdo a cranial.

Contudo, notou-se auséncia de interagdo entre o local de inovulacdo e a
concentragdo de progesterona para taxa de concepcao inicial (P=0,30), taxa de
concepcao final (P=0,53) e para perda gestacional (P=0,13). Esse achado & muito
importante, uma vez que demostra que independente da concentragédo de progesterona
sistémica, a taxa de prenhez de acordo com o local de inovulagdo n&o se altera.

Como ja foi discutido nos itens 5.1.5 e 5.2.2.3, na literatura ha indicativos de que
o tamanho do corpo lateo influencia a concentracdo de progesterona. Os dados obtidos
no presente experimento mostraram que realmente ha uma correlagdo negativa baixa
(r=-0,14) e uma tendéncia (P=0,06) em CL de grau trés, ou seja, de menor tamanho,
em produzir uma menor quantidade de progesterona.

Relativamente a concentracdo de progesterona e a producédo de leite, notou-se
auséncia de correlacdo entre essas duas variaveis (P=0,94, r= 0,005). Na literatura ha
relatos que vacas leiteiras de alta producdo apresentam uma menor concentracao

plasmatica de progesterona (VASCONCELOS et al., 1999) uma vez que possuem um
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elevado fluxo sanguineo para o figado e assim, uma alta metabolizacdo desse
horménio (SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).

Com a finalidade de buscar uma explicacdo para a diferenca na taxa de
concepcgao encontrada entre as receptoras que foram sincronizadas com protocolo para
TETF e as que manifestaram estro natural ou induzido por PGF2a (item 5.1.4),
analisou-se se a concentracdo de progesterona variou de acordo com o tratamento. No
entanto, os dados mostraram que nao houve diferenca (P=0,96) na concentragdao de
progesterona em relacdo ao método de sincronizacdo das receptoras.

5.3.2 Receptoras mesticas que receberam embrides produzidos in vitro

Ao agrupar as concentragdes de progesterona em classes observou-se que nao
houve uma correlacéo estatistica entre as classes de concentracdo de progesterona no
sétimo dia do ciclo estral e as taxas de concepc¢do, bem como perda gestacional, como
se pode visualizar na Tabela 63. Nesses animais também se diagnosticou prenhez
mesmo com concentragdes séricas de P4 inferiores a 1ng/mL.
Tabela 63. Taxa de concepcao inicial, final e perda gestacional de receptoras mesticas apds

transferéncia de embrides produzidos in vitro, considerando a classe de concentracéo de
progesterona (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Classe de progesterona (ng/mL) P
0-0,9 1-19 2-29 3-49 >5 Classe P4
TC inicial 2857% 52,00% 42,86% 42,86% 41,67% 047
(prenhes/inovuladas) (4/14)  (13/25)  (9/21) (6/14) (5/12) ’
TC final 21,43% 36,00% 38,09% 42,86% 41,67% 0.10
(prenhes/inovuladas) (3/14) (9/25) (8/21) (6/14) (5/12) ’
Perda Gestacional 25,00% 30,77% 11,11% 0,00% 0,00% 0.08
(perda/prenhes) (1/4) (4/13) (2/9) (0/6) (0/5) ’

Quando se analisa a progesterona isoladamente, ou seja, sem agrupar em
classes, verifica-se que ndo ha diferenca (P>0,10) na taxa de concepcao inicial e final
de acordo com a progesterona. No entanto, nota-se uma tendéncia (P=0,08) da
progesterona influenciar nos resultados de perda gestacional.

Através do Guided Data Analysis do SAS, também n&o se observou uma
influéncia da progesterona na taxa de concepcdo inicial (P=0,70, R?*= -0,01) e final
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(P=0,22, R*= 0,01). Considerando a perda gestacional encontrou-se uma tendéncia
(P=0,07, R?*= 0,06) de influéncia da progesterona, uma vez que conforme aumenta a
progesterona tente a diminuir a mortalidade. Nesse caso, os valores maximos de P4
dosados nao ultrapassaram 6ng/mL, o que explica a auséncia de toxicidade pelo
excesso de horménio, como ocorreu com as receptoras holandesas. Observa-se esse
fato na Figural6 e através da seguinte equacdo da reta de probabilidade de perda
gestacional:
Perda gestacional=32,23 — 5,87 x Progesterona

100 ~ Perda Gestacional = 32,23 - 5,87.[P4]

R2 ajustado = 0,06

B 2] o)
o o o
1 1 1

Perda de Gestacional (%)

N
o
1

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo Sérica de Progesterona (ng/mL)

Figura 16. Grafico da probabilidade de perda gestacional das receptoras mesticas apds
transferéncia de embrifes produzidos in vitro, de acordo com a concentracao
sérica de progesterona (P=0,07) (FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Nos animais em que foi dosada a progesterona notou-se que o local de
inovulacao isoladamente nao influenciou nas taxas de concepg¢éo inicial (p=0,50), final
(P=0,21) e perda gestacional (P=0,79), como era de se esperar, uma vez que ha
totalidade das receptoras inovuladas com embrides produzidos in vitro também nao
ocorreu essa diferenca (item 5.2.1). Da mesma forma, ndo se verificou interacao
(P>0,05) entre o local de inovulacdo e concentragédo de progesterona para os resultados

reprodutivos.
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Similarmente ao que ocorreram com as receptoras holandesas, as novilhas
mesticas apresentaram uma correlacdo negativa baixa (P=0,03, r= -024) entre o
tamanho do corpo luteo e a concentragcdo sérica de P4. Verificou-se que CL de grau 1
produziu mais progesterona do que o de grau 3.

O método de sincronizagdo da receptora, cio natural, induzido pela aplicagdo de
PGF2a ou tratamento para TETF, também né&o influenciou na concentracdo sérica de

progesterona.
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5.4 Morfologia uterina

5.4.1 Microscopia de luz

As seis por¢des, craniais, médias e caudais dos cornos uterinos ipsilateral e
contralateral ao corpo luteo, das novilhas que foram abatidas na fase no sexto, sétimo e
oitavo dias do ciclo estral (fase progestacional), apresentaram um padrdo morfoldgico
similar.

No utero das novilhas puderam-se observar as trés principais camadas.
Internamente o endométrio (E) ou mucosa que reveste a luz uterina (L), seguido pelo
miométrio (M) ou muscular e finalizando com a camada de revestimento externo, o
perimétrio ou serosa (S) (Figuras 17 a 19), similar ao que ja foi descrito anteriormente
(SCHWARZE & SCHRODER, 1970; PRIEDKALNS & LEISER, 1998; DYCE, SACK,
WENSING, 2004; KONIG & LIEBICH, 2004).

Figura 17. Fotomicrografia de corte transversal da porgcdo cranial do corno uterino
contralateral ao corpo liteo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando
a luz uterina (L), o endométrio (E) com as glandulas endometriais (setas) e a
muscular (M). HE, 50x (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).



Figura 18. Fotomicrografia de corte transversal da por¢do média do corno uterino
contralateral ao corpo liteo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando a
luz uterina (L), o endométrio (E) com as glandulas endometriais (setas) e a
muscular (M). HE, 50x (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

Y £ EELANNERY SR A Lo 8 ’ 4‘ WE R

Figura 19. Fotomicrografia de corte transversal da por¢do média do corno uterino
contralateral ao corpo liteo de novilha no sétimo dia do ciclo estral, mostrando a
muscular interna com fibras circulares (Mi), a muscular externa com fibras
longitudinais (Me) e a serosa (S). HE, 100x (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009)..

95
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Como ja era de se esperar, pois fora descrito por outros autores (BANKS, 1992;
PRIEDKALNS & LEISER, 1998; MONTEIRO et al., 2003), o endométrio revelou-se
composto principalmente por um epitélio cilindrico simples ciliado e n&o-ciliado,
intercalado com algumas por¢cdes de epitélio pseudoestratificado, com nucleo em
diferentes posi¢cdes. Logo abaixo ao epitélio hd uma lamina basal bastante delgada
(Figura 20). N&ao houve diferenca na caracterizagdo do epitélio em relacdo aos locais do
atero onde os fragmentos foram colhidos (por¢ées craniais, médias e caudais do corno
uterino contra e ipsilateral ao CL) e em relacdo ao dia do ciclo estral em que as novilhas
foram abatidas. Essa importante observacdo suporta a hipétese inicial do presente
trabalho, uma vez que se esperava auséncia de variagcdes histolégicas entre as trés
por¢Oes estudadas. E sustenta os resultados obtidos na pratica, com as transferéncias
de embrides, de que se pode inovular em qualquer local do corno uterino ipsilateral ao
CL sem comprometer os resultados, jA& que as caracteristicas morfofuncionais

favorecem todo corno uterino ipsilateral ao CL.

Figura 20. Fotomicrografia de corte transversal da por¢do cranial do corno uterino
contralateral ao corpo liteo de novilha no sétimo dia do ciclo estral, mostrando a
luz uterina (L), o epitélio cilindrico simples (seta cheia) e o pseudoestratificado
(seta vazada), além da lamina basal (seta pequena). HE, 400x (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).
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Na porcdo sub-epitelial do endométrio encontrou-se dois estratos: o estrato
compacto, altamente celularizado, e o esponjoso em que had uma densidade celular
menor (Figura 21). Ambos formam uma espessa area de tecido conjuntivo frouxo
composto por fibras elasticas e colagenas envolvendo vasos sanguineos (artérias e
veias) de diferentes calibres (Figura 22 e 23) e glandulas endometriais. Em relacdo aos
vasos sanguineos, aparentemente notou-se uma diferenca em relacdo a quantidade, de
acordo com o corno uterino (ipsilateral ou contralateral ao CL) em que o fragmento foi
colhido.

b . E < b

Figura 21. Fotomicrografia de corte transversal da porgdo cranial do corno uterino
contralateral ao corpo liteo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando a
luz uterina (L), o estrato compacto (Ec) e o esponjoso do endométrio (Ee) e as
aberturas das glandulas endometriais (setas). HE, 50x (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).
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Figura 22. Fotomicrografia de corte transversal da porcdo média do corno uterino ipsilateral
ao corpo liteo de novilha no sexto dia do ciclo estral, mostrando os vasos
sanguineos (setas). HE, 100x (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).
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Figura 23. Fotomicrografia de corte transversal da porcdo caudal do corno uterino
ipsilateral ao corpo Idteo de novilha no sexto dia do ciclo estral, mostrando os
vasos sanguineos (setas). HE, 100x (FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

As glandulas endometriais apresentaram tamanhos e formatos irregulares, como

pode ser visualizado nas Figuras 17 e 18, e sdo compostas por células com citoplasma
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réseo e nucleos posicionados na porcdo mediana. O epitélio glandular mostrou-se
cilindrico simples com areas ciliadas e ndo-ciliadas, como ilustram as Figuras 24 e 25.
Esse padréo glandular ja foi descrito por MONTEIRO et al. (2003), no entanto somente
a porcdo média do corno uterino tinha sido analisada. As glandulas endometriais
depositam seus produtos de secrecao na luz uterina, como se pode observar na Figura
21. O tamanho e quantidade das glandulas endometriais ndo diferiram em relagédo as
trés porcdes uterinas observadas, tanto do lado adjacente ao corpo luteo quanto do
lado oposto ao mesmo, conforme era esperado na hipétese do presente projeto. Da
mesma forma, nenhuma alteragéo foi encontrada em relagcéo ao dia do ciclo estral em
gue as novilhas foram abatidas.

A camada muscular é bastante espessa e composta por duas subcamadas, uma
interna de fibras circulares e outra externa de fibras longitudinais. Em alguns locais ha
presenca de feixes de fibras obliquas (Figura 17 a 19 e 26). A serosa, a camada mais
externa, apresenta-se espessa e constituida basicamente por tecido conjuntivo frouxo e
vasos sanguineos (Figura 19 e 26). Essas caracteristicas se mostraram semelhantes ao
descrito anteriormente (DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS &
LEISER (1998).
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Figura 24. Fotomicrografia de corte transversal da por¢do média do corno uterino
contralateral ao corpo Iuteo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando
as glandulas endometriais (setas). HE, 200x (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Figura 25. Fotomicrografia de corte transversal da por¢do média do corno uterino contralateral
ao corpo luteo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando o epitélio
glandular cilindrico simples com cilios (setas). HE, 400x (FCAV — UNESP, Campus
de Jaboticabal/2009).
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Figura 26. Fotomicrografia de corte transversal da por¢cdo média do corno uterino
ipisilateral ao corpo lateo de novilha no oitavo dia do ciclo estral, mostrando
a muscular externa (Me), a serosa (S) e vasos sanguineos (seta). HE, 20x
(FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

5.4.1.1 Contagem dos vasos sanguineos

Apbés a observacdo geral de todas as laminas histoldgicas notou-se uma
aparente diferenca na quantidade de vasos em relagao aos locais do corno uterino, por
isso fez-se a contagem dessas estruturas e subsequente andlise estatistica.

Uma primeira andlise estatistica demonstrou que o dia do ciclo estral das
novilhas ndo interferiu significativamente (P=0,93) na quantidade de vasos sanguineos.
Fato que sustenta os dados encontrados na pratica uma vez que, para as novilhas
mesticas que receberam embrides produzidos in vitro, ndo houve diferenga nas taxas
de concepcao de acordo com o dia da manifestagdo do estro e ndao ocorreu interagao
entre essa variavel e o local de inovulagdo no corno uterino (itens 5.2.2.4 e 5.2.4.4).
Considerando esse resultado foi realizada uma segunda andlise em que o dia da
manifestacdo de estro foi retirado do modelo estatistico.

Nessa segunda andlise verificou-se que existe uma interacdo significativa
(P<0,01) entre as trés por¢Bes do corno uterino e a presenca ou auséncia do corpo
luteo. Com isso, a interpretacdo da significancia desses dois termos isoladamente fica

prejudicada. No entanto, ao analisar os resultados de acordo com a interacéo, verificou-
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se que no corno em que h& presenca do corpo luteo ndo houve diferenca na quantidade
de vasos, ou seja, ha estatisticamente uma mesma quantidade de vasos sanguineos
gue nutrem as porgédo cranial (130,98 * 4,64), média (126,09+ 4,64) e caudal (119,91+
4,64) adjacentes ao CL. Em contra partida, o corno uterino oposto ao CL ha diferenca
(P<0,01) na quantidade de vasos sanguineos entre os trés tercos uterinos, como pode
ser visto na Tabela 64. Nesta mesma tabela pode-se observar que comparando as
mesmas porg¢des ipsilateral e contralateral ao corpo Iuteo h4 uma maior vascularizacao
no tergo cranial e caudal do lado do CL em relagéo aos mesmos locais do lado oposto
(P<0,01). Relativamente a porcdo média ndo foi notada diferenca significativa entre os
dois cornos uterinos (P=0,96).

Tabela 64. Contagem de vasos sanguineos (média + erro padrdo) do Utero de novilhas mesticas abatidas
no sexto, sétimo ou oitavo dia do ciclo estral, de acordo com as por¢des craniais, médias e
caudais do corno uterino ipsilateral e contralateral ao corpo luteo (FCAV — UNESP, Campus
de Jaboticabal/2009).

Porc¢éo do Gtero

Cranial Média Caudal
Ipsilateral ao CL 130,98 + 4,64 126,09+ 4,64 119,91+ 4,64 A
Contralateral ao CL 93,65+ 4,648 120,67+ 4,64 71,11+ 4,64°B

Letras minasculas distintas em uma mesma linha diferem significativamente entre si para diferentes locais
do atero, com P<0,01.

Letras mailsculas distintas em uma mesma coluna diferem significativamente entre si para auséncia ou
presencga de CL em determinado local do Gtero, com P<0,01.

Essas informacfes sdo muito relevantes pois a maior quantidade de vasos
sanguineos no corno uterino ipsilateral ao corpo Iuteo em relacdo ao corno contralateral
sustenta as afirmacdes de que o embrido deve ser depositado no corno uterino
ipsilateral ao corpo Iuteo (NISWENDER et al., 1970; GINTHER, 1974; SREENAN, 1976;
TERVIT et al., 1977; SIEDEL, 1980), uma vez que, por ter essa menor vascularizagao
no corno contralateral, pode-se supor que hd uma menor nutricdo para o concepto.

Por outro lado, a similar quantidade de vasos nos trés segmentos do corno
uterino ipsilateral ao corpo lateo apdia a hipétese inicial de que ndo ha alteracéo
morfofuncional entre essas trés porgcées que comprometam o ambiente uterino e

consequentemente a concepcao. Esse resultado também sustenta os dados obtidos na
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pratica, uma vez que, com os embrides produzidos in vivo (no verao) e in vitro nao
houve diferenca nas taxas de concepc¢ao quando as inovulagdes foram realizadas nas
trés porcdes uterinas estudadas. Esse dado também pode sugerir que, durante o
inverno, a melhor taxa de concepg¢ao quando os embrides foram depositados na porgéo
caudal em relacdo a cranial seja realmente devido a menor manipulagdo uterina, uma
vez que a quantidade de vasos que nutrem esses locais sdo as mesmas.

No entanto, ha uma outra abordagem a ser discutida em relacdo a contagem de
vasos sanguineos; o embrido é 100% non-self para a receptora, ou seja, seu material
genético é totalmente diferente. Com isso, acredita-se que boa parte da perda
gestacional seja decorrente da acdo das células do sistema imunolégico contra o
embrido recém transferido (Erica 2009, comunicacdo pessoal). Com isso, a porgao
caudal, por ter uma quantidade numericamente inferior de vasos sanguineos em
relacdo as demais do corno uterino ipsilateral ao CL, pode ser o local ideal para se
inovular uma vez que essa menor vascularizacdo culmina em uma menor quantidade
de células de defesa que estardo agindo nesse local do Utero. Essa constatacdo pode
ser uma alternativa que explica a melhor taxa de concepg¢ao obtida no inverno ao se

depositar o embrido na porcao caudal.

5.4.2 Microscopia eletronica de varredura

A superficie endometrial do Utero das novilhas abatidas simulando uma receptora
de embrido apresentou-se revestida por dois tipos de células: as ciliadas e as nao-
ciliadas ou secretoras, fato similar ao Utero das porcas (WU et al., 1976) e das éguas
(BAGDADI et al., 2004). As células secretoras ocupam a maior parte da superficie
endometrial e sdo cobertas por uma camada de microvilos com variadas densidades. Ja
as células ciliadas estdo presentes em menores quantidades e se encontram na maioria
das vezes agrupadas em determinadas &reas (Figura 27 a 30). Esse achado reforca a
caracteristica epitelial visualizada na histologia (item 5.4.1), jA que se encontrou

presenca de cilios em algumas areas.
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Figura 27 e 28. Eletromicrografia de varredura do endométrio, na porgdo média do corno uterino
contralateral ao corpo luteo, de novilha no oitavo dia do ciclo estral, na qual se verifica
células ciliadas (seta branca) e ndo ciliadas (seta preta). 500X (esquerda), 2000x
(direita) (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009)..
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Figura 29 e 30. Eletromicrografia de varredura do endométrio, na porcdo média do corno uterino
ipsilateral ao corpo lateo, de novilha no oitavo dia do ciclo estral, na qual se verifica
células ciliadas (seta branca) e ndo ciliadas (seta preta). 500X (esquerda), 2000x
(direita) (FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/2009).

A questao da migracéo intra-uterina (item 3.3) pode ser repensada a partir dessa
presenca dos cilios e dos microvilos ao longo do endométrio, uma vez que a existéncia
desses componentes possibilita inferir que haja uma movimentagdo do embrido dentro
do corno uterino. Caso isso ocorra, fica claro que o local de deposi¢cdo do embrido néao
implica necessariamente no sitio em que ele ira permanecer para sua nutricdo ou

fixagcdo. E mostra que, embora a migragdo de um corno para o outro seja considerada
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rara (VALENCIA et al., 1981; GALVAN et al., 1982), ela realmente pode acontecer ao
longo do corno uterino ipsilateral ao CL.

Da mesma maneira que BAGDADI et al. (2004) descreveu a organizacgéao celular
no endométrio das éguas, nas novilhas também foi observada uma sutil disposicdo em
formato de mosaico das células secretoras, como pode ser observado nas Figuras 31 e
32.

Similar ao que foi encontrado & microscopia de luz, através da MEV também foi
possivel notar a presenca de vasos sanguineos e hemacias dispersas, 0 que revela
uma intensa vascularizagdo do endométrio (Figura 33 e 34). No entanto, com a
histologia p6de-se quantificar os vasos, fato que néo é tdo confiavel na MEV devido ao
grande aumento utilizado.

18pm

111175

Figura 31. Eletromicrografia de varredura do
endométrio, na porcao caudal do

Figura 32. Eletromicrografia de varredura do

endométrio, na por¢do caudal do

corno uterino contralateral ao CL, de
novilha no sétimo dia do ciclo estral,
evidenciando  células  secretoras
organizadas em mosaico (seta
branca). 2000X (FCAV — UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).

corno uterino ipsilateral ao CL, de
novilha no oitavo dia do ciclo estral,
evidenciando  células  secretoras
organizadas em mosaico (seta
branca). 2000X (FCAV - UNESP,
Campus de Jaboticabal/2009).
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Figura 33. Eletromicrografia de varredura do Figura 34.Eletromicrografia de varredura do

endométrio, na por¢édo cranial do corno
uterino ipsilateral ao CL, de novilha no
sexto dia do ciclo estral, evidenciando um
vaso sanguineo (seta branca). 2000X
(FCAV  — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

endométrio, na por¢éo cranial, do corno
uterino ipsilateral ao CL, de novilha no
oitavo dia do ciclo estral, na qual se
verifica hemacias (seta branca). 2000X
(FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).

Por meio da MEV nao foi observada diferenca entre as seis por¢gdes uterinas

analisadas. Da mesma forma, ndo se notou diferenca na superficie epitelial entre as

novilhas que manifestaram estro no sexto, sétimo ou oitavo dia do ciclo estral, como

pode ser observado nas Figuras 35 e 36.

111124

Figura 35. Eletromicrografia de varredura do
endométrio, na por¢do cranial do
corno uterino ipsilateral ao CL, de
novilha no sexto dia do ciclo estral.
2000X (FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).
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Figura 36. Eletromicrografia de varredura do

endométrio, na porcao média do corno
uterino contralateral ao CL, de novilha
no sétimo dia do ciclo estral. 2000X
(FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal/2009).
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Esses achados, juntamente com os obtidos através da microscopia de luz,
indicam que a hipotese inicial do trabalho € verdadeira, uma vez que ndo houve
diferengca morfofuncional entre as porc¢des cranial, média e caudal do corno uterino
ipsilateral ao CL que possam favorecer ou prejudicar o ambiente uterino e
consequentemente a concepcgdo. Dessa maneira acredita-se que se pode depositar 0s
embribes em qualquer porgéo do corno uterino ipsilateral ao CL. Contudo, ressalta-se
que se faz necessério a utilizacdo de outras técnicas, como microscopia eletrénica de
transmissdo e imunohistoquimica, para se estudar mais detalhadamente esses
segmentos do corno uterino e determinar com mais precisdo se ha, ou ndo, diferenca

morfofuncional entre eles.
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6. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos e de acordo com os objetivos delineados
pode-se concluir que:

e 0 local de inovulacdo no corno uterino ipsilateral ao CL n&o afetou as taxas de
concepcao de receptoras holandesas apos transferéncia de embrides produzidos in vivo
(frescos e congelados/descongelados) durante o verdo. Durante o inverno, melhores
resultados foram alcangados ao se depositar os embrides na porgéo caudal em relagéao
a cranial do corno uterino ipsilateral ao CL.

e para embrides produzidos in vitro as inovulagdes nas porc¢des cranial, média ou
caudal do corno uterino ipsilateral ao CL ndo alteraram as taxas de concepc¢ao das
receptoras mesticas.

e a morfologia dos trés segmentos do corno uterino ipsilateral e contralateral ao
corpo luteo de novilhas abatidas simulando uma receptora de embrido mostraram-se
semelhantes a microscopia de luz e a eletrénica de varredura. Contudo, a contagem de
vasos sanguineos apresentou uma menor vascularizacdo no corno contralateral em
relacdo ao ipsilateral ao corpo luteo.

e recomenda-se inovular em qualquer segmento do corno uterino ipsilateral ao

corpo luteo, uma vez que as taxas de concep¢ao ndo sdo comprometidas.
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