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1. INTRODUGAO

A pecuaria brasileira passa por um processo de transformacido, no qual
procura-se maximizar a produtividade, utilizando tecnologias que permitam lucro na
producdo. Com o propdsito de se aproveitar melhor a capacidade reprodutiva de
animais geneticamente superiores e conhecendo-se mais a fisiologia ovariana, foram
desenvolvidos protocolos hormonais que possibilitaram a ovulagdo multipla seguida
da transferéncia de embrides.

O desenvolvimento dessas biotecnologias possibilitou o aumento dos indices
reprodutivos em fémeas bovinas, maior intensidade de sele¢do, diminuicdo do
intervalo entre geragdes, maior disponibilidade de animais para reposicao (PENNA,
1993) e, além disso, também permitiu que uma fémea de elevado padrao zootécnico
fosse utilizada de uma forma mais racional, fornecendo um grande numero de
descendentes, num curto espago de tempo (FERNANDES, 1994). No entanto,
apresentam custo elevado e variagdo nos resultados, devido aos fatores que
influenciam a resposta ovulatéria de doadoras, que afetam a fertilizacdo e a
viabilidade embrionaria e aqueles relacionados ao programa e ao manejo animal
(ARMSTRONG, 1993).

A alta variabilidade de resposta a superestimulagdo ovariana pode ser
decorrente do dia do inicio do tratamento hormonal, atividade biolégica e dose da
gonadotrofina utilizada, fatores individuais, idade e raga da doadora
(REICHENBACH et al., 2001; PEIXOTO et al., 2002).

As causas da taxa de concepcéao baixa sao inerentes ao embrido, a receptora,
ao ambiente e ao método de inovulagdo (SREENAN & DISKIN, 1987).

Com relagao ao programa de transferéncia de embrido e ao manejo animal, a
selecao de doadoras e receptoras, alimentagcdo dos animais, qualidade do sémen,
habilidade dos técnicos, controle do estro, manejo geral da propriedade e
estacionalidade climatica podem interferir nos resultados finais de prenhez
(MORAES, 1990; ARMSTRONG, 1993).

Sabe-se da importancia das biotecnologias de ovulagdo multipla, transferéncia
de embrido e técnicas afins (fertilizagdo e maturagéo in vitro, producao de clones e

animais transgénicos) para a exploragdo mais efetiva de fémeas geneticamente
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ao
superiores e a influéncia dos horménios sobre a regulagdo do ciclo estral, no
processo de implantagdo embrionario e na manutengao da gestacéo.

Os objetivos do presente trabalho foram analisar a resposta ovariana a
estimulacdo hormonal e produgao de embrides das doadoras; avaliar o corpo luteo e
o tébnus uterino das receptoras; estudar o grau de assincronia entre receptoras e
doadoras e determinar a concentragado plasmatica de progesterona e estradiol nas
doadoras e receptoras, no dia da transferéncia de embrides. Com vista a estas
consideragdes, o presente trabalho teve como finalidade contribuir para um melhor
entendimento, aperfeicoamento e expansdo desta técnica para a obtencdo de

melhores resultados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Doadoras

2. 1. 1. Ondas foliculares

Nos bovinos cada ciclo estral apresenta duas ou trés ondas de crescimento
folicular (SAVIO et al., 1988; SIROIS & FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989) e,
eventualmente, uma ou quatro (SIROIS & FORTUNE, 1988; RHODES et al., 1995;
FIGUEIREDO et al., 1997). Uma nova onda folicular ocorre, aproximadamente, a
cada dez dias (seis a quinze dias de variagao) e precedendo o inicio de cada onda,
existe um aumento da secreg¢do de FSH (horménio foliculo estimulante) (ADAMS et
al., 1992a; ADAMS et al., 1992b; HAMILTON et al., 1992; SUNDERLAND et al.,
1994; GONG et al., 1995; GINTHER et al., 1996).

Dos foliculos que iniciam a emergéncia da onda, um deles é selecionado
tornando-se dominante e continua crescendo, enquanto os outros regridem e
tornam-se atrésicos (REICHENBACH et al., 2001). Um dos mecanismos essenciais
para o desvio (inicio da maior diferengca nas taxas de crescimento entre os dois
maiores foliculos da onda) € a diminuicdo da concentragcdo plasmatica de FSH
(GINTHER et al., 1999). A capacidade do foliculo dominante em continuar crescendo
ap6s o declinio da concentracdo de FSH pode ser decorrente do aumento da
biodisponibilidade do IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I) no
foliculo, da expressdo de RNA mensageiro do receptor de LH (hormdnio luteinizante)
e da expressao de receptores de LH nas células da granulosa, que conferem maior
responsividade ao LH em relagao aos foliculos menores (CROWE, 1999).

O tratamento superovulatério suprime a deficiéncia de FSH, neutralizando os
efeitos da dominancia folicular, impedindo a divergéncia e permitindo o

desenvolvimento simultdneo de varios foliculos (REICHENBACH et al., 2001).
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2. 1. 2. Resposta ao tratamento de estimulagcao ovariana

Os protocolos hormonais utilizados para provocar a superovulacdo nas vacas
doadoras apresentam respostas extremamente variaveis (DONALDSON, 1984),
impossibilitando a previsdo do numero de embrides que serdo recuperados (SILVA,
2002). Os fatores responsaveis pela variabilidade dos resultados sdo de origem
multipla e ainda pouco compreendidos (ALVAREZ, 1994; KAFI & MC GOWAN,
1997). Mas é sabido que, tipo e dose da gonadotrofina utilizada; dia do inicio do
tratamento hormonal; raca, idade, condigcdo corporal, sanidade; superovulagoes
consecutivas; estagdo do ano; manejo geral da propriedade e fatores individuais
determinam o sucesso ou ndo de um programa comercial de transferéncia de
embrides (MORAES, 1990; SILVA, 2002).

Entre as principais gonadotrofinas utilizadas destacam-se a gonadotrofina
coribnica equina (eCG) administrada isoladamente (BOLAND et al., 1978) ou
associada ao soro anti-eCG (DIELEMAN et al., 1993; SILVA et al., 2002), a
gonadotrofina humana da menopausa (hMG) (ALVAREZ et al., 1987) e o hormdnio
foliculo estimulante (FSH) proveniente do extrato de hipodfises de suinos, equinos e
ovinos (DONALDSON, 1989) ou, mais recentemente, o FSH recombinante bovino
(MARTINS Jr. et al.,, 1998). Porém, o FSH-p (horménio foliculo estimulante de
origem suina) e o eCG sao os horménios mais utilizados (MORAES, 1990; SILVA et
al.,, 2002). O eCG tem sido associado com um numero elevado de foliculos
anovulatérios devido a sua meia-vida longa no sangue. O uso do soro anti-eCG
diminui a incidéncia destes foliculos, porém n&o ocorre um aumento correspondente
no numero de embrides transferiveis. Ja o FSH com sua meia-vida curta resulta em
taxa de ovulacao equivalente, mas o total de embrides viaveis € maior (BOLAND et
al., 1991).

Moraes (1990) trabalhando com 217 doadoras Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus encontrou médias de 8,25 e 9,37 corpos luteos (CL) por colheita, quando
utilizou eCG e FSH-p respectivamente. Estes resultados ndo acusaram diferenga
significativa entre os tratamentos efetuados, embora tenha sido observada uma
tendéncia favoravel ao FSH-p. Este mesmo autor verificou a influéncia do tipo racial
sobre os valores médios de CL palpados que foram de 8,62 e 10,38 para vacas Bos

taurus taurus e Bos taurus indicus respectivamente.
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Em se tratando de racas zebuinas, mais especificamente da raga Brahman

Massey & Oden (1984) obtiveram média de 9,30 CL em vacas superovuladas com
FSH. Ja Dhanani et al. (1991) alcangaram resultado superior (10,60 CL por animal)
em 97 doadoras da mesma raca, superovuladas com este horménio. Gradela et al.
(1996) detectaram média de 13,08 CL em 13 vacas Nelore tratadas com uma dose
total de 22 mg de Folltropin-V®".

Com relacgao as ragas taurinas, o resultado obtido por Massey & Oden (1984)
foi de 8,40 CL por colheita, valor este considerado alto. Bényei & Barros (2000)
quando avaliaram o desempenho de vacas Holandesas importadas submetidas a
estimulagéo ovariana com duas gonadotrofinas (FSH e eCG), nos dois primeiros
anos de adaptacao, conseguiram 3,30 e 8,20 numero de CL para estimulagao por
FSH e 4,20 e 9,60 para o eCG.

2. 1. 3. Producao de embrioes

Ao analisar o tipo racial sobre a producédo de embrides, Donaldson (1984)
encontrou valores médios de 11,10 estruturas recuperadas e 5,30 embrides
transferiveis para Bos taurus taurus de corte, enquanto que as doadoras do tipo Bos
taurus indicus apresentaram, em média, 9,20 estruturas e 3,40 embrides
transferiveis; ambas submetidas a tratamentos estimulantes com FSH-p. Seguindo a
mesma linha de pesquisa, Moraes (1990) obteve numeros de estruturas colhidas e
embrides viaveis por animal de 8,43 e 3,08 para vacas taurinas e 5,72 e 2,42 para
vacas indianas. No entanto Gradela et al. (1996) e Silva et al. (2003) mostraram
resultados superiores quando observaram a resposta ovariana de vacas Nelore
tratadas com FSH. Os primeiros autores recuperaram, em meédia, 10,28 embrides
por fémea, dos quais 5,23 foram classificados como viaveis e, os ultimos autores
colheram, em média 11,50 embrides por fémea, sendo 5,30 embrides transferiveis.
Fonseca et al. (2001) descreveram em vacas zebuinas doadoras de embrides uma
média geral de 5,20 estruturas viaveis ao utilizar o protocolo de 350 Ul de FSH,
administrado em 8 doses decrescentes, a cada 12 horas, a partir do décimo dia do

ciclo estral.

! Folltropin-V® - Vetrepharm Inc. - Canada
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Segundo Demczuk et al. (1998) a raca Simental apresentou um 6étimo

desempenho nas biotécnicas de ovulagao multipla e transferéncia de embrides. A
média de embrides recolhidos no experimento realizado por estes pesquisadores
mostrou-se satisfatoria (9,80). Na mesma raga Jacomini & Diniz (2000) também
registraram resultados bons, com médias de estruturas recuperadas, viaveis e
degeneradas ou nao fecundadas de 11,85; 6,68 e 5,17 respectivamente.

Bényei & Barros (2000) relataram numeros de embrides viaveis de 1,90 e
2,30; 5,50 e 4,00 para protocolos com FSH e eCG respectivamente, no primeiro e
segundo ano apés adaptagao climatica de vacas Holandesas importadas. Ja para
estruturas nao fertilizadas e degeneradas, os valores foram de 0,90 e 1,00 para FSH
e 1,50 e 3,40 para eCG. Segundo estes autores, as taxas obtidas durante o periodo
de adaptacao foram em decorréncia das temperaturas elevadas, nao caracterizagao
das estacdes do ano e a continuidade das horas claras. No entanto quando Silva et
al. (2002) compararam a resposta superovulatéria de novilhas e vacas leiteiras
Holandesas tratadas com as mesmas gonadotrofinas, obtiveram resultados
superiores de estruturas colhidas, fertilizadas e viaveis, sendo de 7,90; 6,00 e 5,20
para vacas; 9,90; 7,60 e 6,40 para novilhas; 8,50; 6,30 e 5,20 para animais tratados
com eCG associado ao soro anti-eCG e 9,50; 7,40 e 6,50 para animais tratados com
FSH. Estes autores concluiram que as novilhas responderam melhor do que as
vacas e que a utilizacdo do FSH apresentou maior eficacia. Em estudo realizado por
Negréao et al. (2003) com vacas leiteiras nao lactantes, submetidas a uma dieta de
mantenca e a administracdo de FSH, o numero de embrides viaveis por doadora foi

de apenas 3,56.

2. 1. 4. Estagio de desenvolvimento embrionario

De 1495 embrides viaveis de vacas taurinas avaliados por Callensen et al.
(1995), 84,50% estavam em estagios iniciais de desenvolvimento (5,80% moérulas,
56,10% morulas compactas e 22,60% blastocistos iniciais) e 15,50% em estagios
mais avangados (10,30% blastocistos e 5,20% blastocistos expandidos). Fonseca et
al. (2001) recuperaram em animais de racas zebuinas 3,70% moérulas, 16,30%
blastocistos iniciais, 37,00% blastocistos, 42,20% blastocistos expandidos e 0,70%

blastocistos eclodidos. Segundo estes autores, a incidéncia elevada de estagios
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avangados de desenvolvimento embrionario, no sétimo dia apdés o estro em

zebuinos, pode estar relacionada a ovulagdo. Em experimento realizado por Randel
(1984) fémeas zebuinas apresentaram concentracdo de LH mais baixa durante o
pico pré-ovulatorio e o intervalo entre o inicio do estro e o pico pré-ovulatério de LH
foi de apenas 0,40 + 3,40 horas em novilhas Brahman, enquanto que para novilhas
Brahman x Hereford e Hereford foram, respectivamente, de 6,80 + 2,10 e 5,30 + 1,30
horas. Mizuta (2003) também obteve este intervalo, em média, maior para vacas
Angus (8,00 horas) e Nelore x Angus (8,00 horas) do que para vacas Nelore (2,00
horas). Trabalhos com fémeas européias encontraram valores de 4,57 + 0,48 horas
(Dieleman et al., 1986) e entre 4,00 e 8,00 horas (Kaneko et al., 1991). Ovulacdes
precoces podem resultar em fertilizacbes também mais precoces, permitindo aos
embrides zebuinos mais tempo para o desenvolvimento e possibilitando-lhes
atingirem estagios de desenvolvimento mais avangados no dia da colheita (Fonseca
et al., 2001).

2. 1. 5. Progesterona

A progesterona (P.) secretada pelas células luteinicas, placenta e glandula
adrenal, apresenta como fungao basica preparar o endométrio para a implantagao e
manutencdo da prenhez pelo aumento da secrecdo e inibicdo da motilidade
miometrial (HAFEZ, 2000).

Trabalhos com as concentragdes plasmaticas de P4 e estradiol (E2) em varios
dias do ciclo estral ttm ajudado a estimar quais fémeas irdo responder ao tratamento
de estimulagao ovariana e os indices de embrides recuperados e viaveis (DHANANI
et al.,, 1991; GRADELA et al., 1996; SILVA et al.,, 2002). Diversos estudos foram
realizados com o intuito de avaliar os fatores enddcrinos que afetam a producgéo e a
viabilidade embrionaria. Entre eles, o experimento realizado por Gradela et al.
(1996), no qual concluiram que a concentragao plasmatica P4 e E; antes, durante e
apos a hiperestimulagdao do ovario parece afetar a resposta deste 6rgdo e os
numeros de embrides recolhidos e viaveis. Entretanto estas dosagens foram mais
importantes no dia do estro induzido, quando esses hormoénios (P4 e E») foram
correlacionados a qualidade dos embrides recuperados. Dhanani et al. (1991)

mostraram que o conhecimento da concentracdo de P4 no primeiro dia da
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administracdo do FSH (dia 10) em fémeas indianas poderia predizer quais animais

responderiam ou nao ao tratamento hormonal. Nesta pesquisa, foram utilizados 97
animais da raga Brahman, sendo que 65 (67,00%) superovularam e 32 (33,00%) n&o
responderam a administracdo da gonadotrofina. As taxas médias de P4 diferiram
entre estes animais no primeiro e terceiro dia do tratamento superovulatério, no
terceiro dia apos o estro e no dia da colheita dos embrides. E nestes mesmos dias,
os valores de P4 foram correlacionados significativamente (p< 0,05) com o total de
embrides recuperados e transferiveis. Silva et al. (2002) também obtiveram
concentracdo de P, menor em doadoras taurinas nao responsivas, nos dias cinco e
sete apds o estro subsequente a superovulacdo. A P4 plasmatica apresentou
correlagao positiva com os indices de estruturas recuperadas, fertilizadas e viaveis.

Santiago et al. (2000) comparando as concentragdes plasmaticas de P4 no dia
da colheita dos embrides, frente a utilizagdo de 250 ou 500 Ul de FSH em 17
novilhas Nelore, verificaram que a taxa deste esterdide esta diretamente relacionada
ao numero de CL formados e inversamente correlacionada a dose de FSH.

Negréo et al. (2003) observaram taxa de P4 maior no dia da recuperagao dos

embrides do que durante o tratamento hormonal para induzir ovulagdes multiplas.

2. 1. 6. Estradiol

O E; é o estrégeno biologicamente ativo produzido pelo ovario. De todos os
esterdides, os estrégenos apresentam a mais ampla extensdo de fungdes
fisiologicas; este hormonio € necessario para as manifestagcbes comportamentais do
estro, contudo, em algumas espécies, pequena quantidade de P4 proveniente do
corpo luteo lisado € necessaria para causar tais manifestagdes. Outras agdes em
relagdo a reproducado incluem o desenvolvimento fisico das caracteristicas sexuais
secundarias femininas, crescimento do ducto e desenvolvimento da glandula
mamaria, controle da liberacado de horménios hipofisarios e potencializacdo dos
efeitos da ocitocina e prostaglandina F2a (PGF2a) na contragdo uterina (HAFEZ,
2000).

A concentragdo de E; durante o estro € geralmente superior nos animais
superovulados e existe uma correlagao positiva entre a taxa de E, no dia do estro

subsequente ao tratamento hormonal de estimulacdo ovariana e os numeros de
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ovulagdes (GREVE et al., 1995; FERNANDES, 2000) e embrides viaveis (GRADELA

et al.,, 1996). Gradela et al. (1996) agruparam animais de acordo com a
concentragédo plasmatica de P4 nos dias 13 e 14 do ciclo estral, ou seja, 24 e 48
horas apo6s a aplicagdo de PGF2a, sendo que no grupo |, a taxa de P4 plasmatica foi
menor ou igual a 1,00 ng/mL e no grupo Il, maior que 1,00 ng/mL. No grupo | a
concentragao plasmatica de E; nao diferiu entre os dias analisados (10; 11; 13; 14 e
21) sendo que a média foi de 7,03 pg/mL. Ja no grupo Il o E; aumentou apds a
primeira aplicacao de FSH (dia 10 — 11,34 + 1,22 pg/mL) alcangando a concentragao
maxima no dia 14 (37,45 + 3,50 pg/mL). Estes autores observaram uma correlagao
positiva entre embrides viaveis e niveis de E; no dia 14 no grupo | e nos dias 13 e 14

no grupo Il.

2. 2. R eceptoras

2.2.1. Corpo luteo (CL) e progesterona (P,)

Segundo Fields & Fields (1996) o CL € formado a partir da hiperplasia e
diferenciacdo das células da granulosa e da teca do foliculo ovulatério. E uma
estrutura primariamente reconhecida pela habilidade em sintetizar e secretar Py,
horménio que esta intimamente relacionado com a manutengdo de um ambiente
adequado ao desenvolvimento embrionario e manutengédo do proprio CL durante o
periodo da ovulagdo a implantacdo, quando ocorre o reconhecimento materno da
gestacdo (FIELDS & FIELDS, 1996). Existem evidéncias de que o CL de Bos taurus
indicus produz menos P4 do que o de fémeas Bos taurus taurus (RANDEL, 1989).
Segundo Segerson et al. (1984) fémeas zebuinas apresentaram CL menor com
menos conteudo de P4, por grama de tecido luteal. Neste aspecto, estudos
reportaram que a detecgao do CL por palpacéao retal € mais dificil em zebuinos do
que em taurinos (PLASSE et al., 1968; VALE FILHO et al., 1986).

A caracterizacdo do CL fornece informacgdes importantes sobre o estado
reprodutivo da fémea bovina e possibilita a adequacdo de procedimentos de
manipulagdo ou sincronizagao do ciclo estral (VIANA et al.,, 1999). A selecédo das
receptoras no dia da transferéncia de embrides geralmente é realizada levando-se

em consideragao o tamanho do CL a palpacgao retal. Este método apesar da
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praticidade e facilidade de execucéao, apresenta limitagao na avaliacao devido a sua

baixa sensibilidade e especificidade (SPRECHER et al., 1989). O trabalho realizado
por Vianna (1996) mostrou que a escolha das receptoras pela proje¢do do CL n&o é
adequada. Um CL com projecdo pequena pode apresentar uma porgdo grande
embebida no estroma ovariano, enquanto que um CL com projegdo maior pode
apresentar massa luteal total pequena. Assim a projegdo nem sempre esta
relacionada ao tamanho do CL. Um método mais eficiente de estimar a massa luteal
total por palpacgao retal, € pelo aumento de volume que o CL proporciona ao ovario
no qual esta presente (FERNANDES & VELASQUEZ, 1997). Segundo Nickel et al.
(1973) os ovarios da espécie bovina sao relativamente simétricos, ou seja, possuem
0 mesmo volume.

A ultra-sonografia € uma técnica que permite a completa visualizagdo do
tecido luteal, possibilitando maior precisdo na identificagcdo e na mensuragao do CL.
(PIERSON & GINTHER, 1987; RIBADU et al., 1994). Nesta avaliacdo a imagem do
CL é uniforme, circunscrita e menos ecogénica que o estroma ovariano (VIANA et
al., 1999).

Durante o ciclo estral, os niveis de P4 refletem o crescimento, a manutencao e
a regressao luteal (SPANO & SILVA, 1992) e sua avaliagado permite a associagcao
das caracteristicas morfolégicas do CL ao ultra-som com o seu estado funcional. A
concentracdo de P4 circulante depende diretamente de sua producgao, da liberagao
pelo tecido luteal e da taxa de clearence (VIANA et al., 1999). Fatores como o fluxo
sanguineo, presenca de agentes luteotroficos ou luteoliticos e a disponibilidade de
precursores para a sua biossintese pelas células luteais interferem na producéao
deste horménio (WILTBANK, 1994). Estes interagem determinando um padréo de
secrecao circadiana para os esterdides ovarianos (SPANO & SILVA, 1992).

O estabelecimento da prenhez em vacas receptoras de embrido € um evento
multifatorial que envolve a interacdo de variaveis hormonais, bioquimicas e
fisiologicas (FARIN et al., 2001). A perda da prenhez é maior durante o periodo
embrionario (da concepgao até o final da organogénese, entre os dias 1 e 42) do
que durante os periodos fetal (da completa diferenciacéo dos 6rgaos ao parto, entre
os dias 42 e 280) e neonatal (do parto ao 28’ dia de vida extra-uterina) (HUBBERT,
1974).
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E no periodo embrionario que ocorre a liberacéo de interferon-tau (IFN-t) e o

reconhecimento materno da gestacdo (ROBERTS et al.,, 1999). O IFN-t € um
complexo de glicoproteinas secretado em grande quantidade pelo concepto entre os
dias 17 e 22 da gestacao. Este complexo age de maneira antiluteolitica, inibindo ou
alterando o padrao de secrecdo endometrial de PGF2a; além disso, possui
atividades antiviral e antiproliferativa que auxiliam na manutencdo da prenhez
(KERBLER et al., 1997). Neste experimento, Kerbler et al. (1997) encontraram uma
correlagao positiva entre a concentragcado de P4 e sintese de IFN-t pelo concepto,
sugerindo que o aumento das concentragbes de P, na vaca é benéfico ao

desenvolvimento embrionario.

2. 2. 2. Efeito do estagio de desenvolvimento e grau de

qualidade dos embrioes inovulados sobre a prenhez

Estudos demonstraram que nao houve diferenca na taxa de prenhez entre os
estagios de desenvolvimento embrionario (SHEA, 1981; LINDNER & WRIGHT,
1983; TAKEDA et al., 1986; MORAES, 1990; HASLER, 2001; SPELL et al., 2001),
entretanto outros autores (WRIGHT, 1981; NIEMANN et al. 1982; LOONEY et al.,
1984; DONALDSON, 1985; WRIGHT, 1985; KIM, 1987; MC EVOY & SREENAN,
1990) verificaram que a inovulagdo de blastocistos resultaram em indices de
prenhez maiores do que as morulas. Porém para Berlin et al. (1983) a maior
porcentagem de gestacdo foi obtida com a inovulagdo de morulas. Takeda e
colaboradores (1986) conseguiram taxas médias de prenhez para a transferéncia de
mérulas, blastocistos iniciais e blastocistos de graus 1 e 2, de 67,00; 67,50 e 73,00%
respectivamente. Para Moraes (1990) as taxas de prenhez quando se inovulou
estruturas de diferentes padrdées foram de 13,74% (mérulas), 10,00% (blastocistos
iniciais), 15,43% (blastocistos) e 5,22% (blastocistos em expansao). Hasler (2001)
descreveu resultados bem melhores de prenhez (66,90; 70,30; 70,90; 71,40 e
56,00% para morula, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido). Spell et al. (2001) obtiveram indices de gestagao para mérula
inicial, moérula compacta, blastocisto inicial e blastocisto de 50,00; 73,40; 73,10 e

63,20%, respectivamente.
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As porcentagens de prenhez apods a transferéncia de moérulas e blastocistos

produzidos in vivo ou in vitro sao influenciadas pela qualidade embrionaria (FARIN et
al.,, 1999). Thibier & Nibart (1992) e Janowitz (1995) destacaram a grande
importancia desta caracteristica para a obtencido de bons resultados.

A avaliagdo morfolégica da qualidade embrionaria é subjetiva e influenciada
pelo avaliador e pelas normas dos laboratérios. De acordo com a classificacéo de
qualidade embrionaria é esperado encontrar uma diferenga significativa na taxa de
sobrevivéncia entre as estruturas de graus extremos; entretanto, entre cada grau isto
nao € sempre evidente (SREENAN & DISKIN, 1987). Mapletoft (1985) obteve os
melhores resultados transferindo embrides excelentes ou bons no estagio de mérula
tardia a blastocistos. Fernandes (1995) relatou taxas de gestagdo semelhantes para
embrides classificados como excelentes e bons (54,90 e 52,90%) e inferiores para
regulares e ruins (28,50% e 0). No entanto, no estudo realizado por Farin et al.
(1999) a inovulacao de embrides grau 1 (excelente) resultou em numero maior de
receptoras gestantes do que para graus 2 e 3 (bom e regular). Em experimento
realizado por Hasler (2001), o grau do embrido foi um fator significante para o
estabelecimento da prenhez. Os indices de gestagdo obtidos com a inovulagao de
embrides frescos de graus 1; 2 e 3 foram de 73,20; 68,30 e 56,30%
respectivamente.

A inovulacao de embrides de qualidade inferior pode acarretar uma alta taxa
retorno ao estro e uma maior incidéncia de morte embrionaria tardia (FERNANDES,
1995). Para Solano et al. (2003) as vacas que receberam embrides de baixa
qualidade apresentaram indice mais elevado de retorno ao estro (74,10%) do que

aquelas que receberam embrides excelentes (60,70%) e bons (60,80%).

2. 2. 3. Assincronia entre receptoras e doadoras

Para que a transferéncia de embrides tenha sucesso é necessaria a
sincronizagao entre o estagio de desenvolvimento do embrido e o trato reprodutivo
da fémea. E sabido que a taxa de prenhez diminui com o grau de assincronia, mas
segundo Seidel (1980) existe uma tolerancia de 1,5 dias. Para Coelho (1986) as
taxas de prenhez de acordo com o grau de assincronia das receptoras em relagao
as doadoras em dias, foram de -2 (25,30%), -1 (55,50%), 0 (63,80%), +1 (63,00%) e
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+2 (22,40%), confirmando a afirmagao feita por Hafez (2000) de que o tempo de

assincronia n&o deve ultrapassar 24 horas, pois os melhores resultados ocorrem no
periodo maximo de 12 horas. Hasler (2001) registrou que a assincronia do estro
entre +24 e —24 horas nao afetou os indices de prenhez para embrides frescos e
criopreservados.

Spell et al. (2001) observaram melhores taxas de gestagcdo quando as
doadoras estavam no estro 12 a 24 horas antes do que as receptoras e piores,
quando as doadoras apresentavam sinais de estro 12 horas apds as receptoras;
porém sem diferenca estatistica. Segundo Reichenbach et al. (2001) para a
inovulagdo de embridbes de qualidade boa (classes 1 ou 2) a fresco ou
criopreservados, recomenda-se o0 uso de receptoras que tenham mostrado sinais de

estro no mesmo periodo das doadoras.

2. 2. 4. Estradiol

A concentracdo de E; durante a sincronizagdo do estro foi negativamente
correlacionada (r= -0,39) com as taxas de prenhez apds a inseminagao artificial
(WEHRMAN et al., 1993). Vacas mais velhas (com mais de 12 anos) apresentaram
concentragdes circulantes de 173 E;, durante a fase folicular, maior do que vacas
novas (WINDER et al., 1981; BRYNER et al., 1990). A concentragdo de E; elevada
nesta fase do ciclo estral foi associada a valores baixos de fertilizacdo e
implantacéo; e incidéncia maior de anormalidades embrionarias (BRYNER et al.,
1990; BRUEL et al., 1993). Elevagdes prolongadas nas concentra¢des de E, durante
o ciclo estral anterior podem alterar a fungdo uterina do ciclo subsequente e
consequentemente um ambiente intrauterino inadequado ou adverso pode aumentar
as perdas embrionarias e diminuir as taxas de prenhez. A interagdo entre
concentragéo baixa de P4 e alta de E,, durante a regulagdo da maturag&o oocitaria e
preparacdo do oviduto e/ou do utero para a manutencdo do embrido pode influenciar
negativamente as taxas de prenhez. No entanto, Wehrman et al. (1997) nao

observaram os efeitos descritos por Bryner et al. (1990) e Bruel et al. (1993).
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. Animais

3.1. 1. Doadoras

Foram utilizadas 19 novilhas e 36 vacas doadoras das ragas Limousin (12),
Red Angus (16) e Simental (27), com idade entre 16 e 40 meses, pertencentes a
Casa Branca Agropastoril - Fazenda Agua Limpa e a Fazenda Santa Rosa,
localizadas no municipio de Fama e EI6i Mendes respectivamente, regido sul do
Estado de Minas Gerais, com clima mesotérmico de classificagdo Cw, segundo
Kéeppen. Os animais foram mantidos em regime de semiconfinamento, com dieta
composta de silagem de milho e ragdo comercial, visando um balanco energético
positivo segundo o NRC (Nutrient Requeriment Council — 1998) para manutengéo de
um escore corporal de trés a quatro, numa escala de um a cinco. A alimentacgao foi
fornecida em cochos individuais, duas vezes ao dia, e entre os horarios de
arragoamento e a noite, os animais permaneceram em piquetes de capim Brachiaria

brizantha com suplementacao mineral e agua ad libitum.

3. 1. 2. Receptoras

Foram utilizadas 60 novilhas receptoras, mesticas, com peso acima de 300
kg, escore corporal acima de trés, pertencentes as mesmas propriedades e mantidas
em piquetes de capim Brachiaria decumbens com suplementagdao mineral e agua ad

libitum.

3. 2. Selecao das doadoras

Realizou-se exame ginecoldgico completo nas doadoras que apresentaram
dois ciclos estrais fisioldgicos e regulares, utilizando-se vaginoscopia, palpagao retal
e ultra-sonografia, com o objetivo de detectar alguma anormalidade no aparelho

reprodutivo. Procurou-se utilizar animais com caracteristicas genéticas e zootécnicas
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superiores, escore corporal entre trés ou quatro e livres de qualquer condi¢do de

desconforto tais como: estresse térmico, nutricdo inadequada, mudanca de

ambiente, doengas de casco e ubere, doengas infecto-contagiosas e outras.

3. 3. Selecao das receptoras

As receptoras adquiridas pelas fazendas foram submetidas a quarentena,
avaliagdo clinica geral, exames para a detecgdo de brucelose e tuberculose,
administragdo de vermifugos e ectoparasiticidas, exame ginecologico completo
(vaginoscopia e palpagéao retal) para verificar a saude genital e a fase do ciclo estral.
Além disso, procurou-se selecionar receptoras de porte compativel com a raga do
embrido a ser inovulado e capazes de produzir leite suficiente para amamentar e

permitir que a cria se desenvolvesse normalmente.

Tabela 1- Atividades sanitarias realizadas nos animais e os meses do ano.

Atividade sanitaria Animas J F M A M J J A S O ND
Febre Aftosa (V) Todos X X
Leptospirose (V) Todos X X X

IBR e BVD (V) Todos X
Carbunculo-Botulismo Prenhes* X X X X X X X X X X X X
(V)

Pasteurelose (V) Prenhes* X X X X X X X X X X X X
Salmonelose (V) Prenhes* X X X X X X X X X X X X
Vermifugagéo Prenhes* X X X X X X X X X X X X
Raiva (V) Todos X

Exame de Tuberculose Todos X

Exame de Brucelose Todos X

(V) Vacina comercial
* Procedimento realizado 45 a 60 dias antes da data estimada do parto

O calendario de atividades sanitarias e profilaticas adotado pelo médico
veterinario Dr. Carlos Anténio de Carvalho Fernandes nas propriedades utilizadas no

experimento foi adequado a regido onde as propriedades estdo localizadas (tabela

1),
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3. 4. Estimulacao ovariana e inducao do cio

Para o tratamento superovulatério das doadoras utilizou-se o FSH de origem
suina (Folltropin-V®), produto comercial altamente purificado contendo baixos niveis
de LH. Cada doadora recebeu oito doses decrescentes do hormoénio, a cada 12
horas, perfazendo um total de 160 ou 200 NIH-FSH-P1 (unidade padrao de poténcia
bioldégica do FSH) diluidos em 16,00 ou 20,00 mL de solugéo salina, a partir do 9° ou
10° dia do ciclo, considerando-se um estro normal ou induzido como dia 0 (cio base-
que precede o tratamento hormonal).

As aplicagdes de FSH foram realizadas por via intramuscular, com agulha 25
X 8 mm, para evitar-se perda do medicamento por refluxo. A lutedlise foi induzida
com duas aplicagbes de 0,53 mg de cloprostenol sodico (Ciosin®2) por via
intramuscular, 96 e 108 horas apds o inicio da administracdo de FSH. Nas
receptoras o estro foi induzido mediante uma aplicacdo desta droga, nas mesmas

dose e via, 24 horas antes.

2 Ciosin®- Coopers Brasil S. A., Brasil
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Tabela 2- Esquema do tratamento de estimulagao ovariana aplicado aos animais de
acordo com o dia do ciclo estral, perfazendo um total de 160 (negrito) e 200 NIH-
FSH-P1.

Dia do ciclo Manha Produto (mL) Tarde Produto (mL)
estral (NIH-FSH-P1) (NIH-FSH-P1)

9 35 40 3,50 400 35 40 3,50 4,00
10 25 30 2,50 3,00 25 30 2,50 3,00
11 15 20 1,50 200 15 20 1,50 2,00
12 52 10 0,50 1,00 5% 10° 0,50 1,00
Total 80 100 8,00 10,00 80 100 8,00 10,00

Fonte: Fernandes (2000)

a- administracao de 0,53 mg de cloprostenol sodico

3. 5. Deteccdo do cio nas doadoras e receptoras e
inseminacao artificial das doadoras

Apos a aplicagao do luteolitico, as doadoras foram mantidas em piquetes na
presenca de rufides mesticos zebuinos, com mais de dois anos de idade (1:40). A
técnica cirurgica utilizada foi a aderéncia do “S peniano”. A observagao visual do
estro foi realizada por um funcionario treinado, trés vezes ao dia, por um periodo nao
inferior a 20 minutos. O reflexo de imobilidade foi o sinal considerado para a
determinacdo do estro. Inquietagdo, monta nas outras vacas, edema e descarga de
muco pela vulva foram considerados sinais secundarios. Os animais em estro foram
inseminados duas vezes, 12 e 24 horas apds o inicio das manifestacdes. Para as
receptoras, foi adotado o mesmo critério de observacao do estro, sendo anotados o

dia e a hora em que este foi detectado.

3. 6. Colheita e classificacdo dos embrides

Os embrides foram colhidos pelo método nao cirurgico, sete dias apds o inicio
do estro, conforme descrito em experimento realizado por Fernandes (1994). Apos

os procedimentos normais de contengado em tronco e limpeza manual do reto,
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avaliou-se a resposta ovariana a superestimulagao pela contagem do numero de CL

por palpacgao retal e ultra-sonografia.

Realizou-se a anti-sepsia local e aplicagéo de 6,00 a 8,00 mL de lidocaina a
2% no espaco entre a 1% e 2° vértebra coccigea, a fim de se conseguir uma
anestesia peridural baixa.

Os cornos uterinos foram lavados individualmente, no minimo seis vezes, com
cerca de 800 mL de Phosphate Buffer Saline*. Terminada a colheita, o filtro foi
levado ao laboratério e seu conteudo transportado para uma placa de petri de 15,00
cm de didmetro e com fundo quadriculado. As estruturas presentes na placa foram
rastreadas com o auxilio de um microscépio estereoscopico®, num aumento de 15x e
apds a identificagdo foram transportadas para outra placa contendo solugcdo de
manipulacdo® onde foram classificadas, num aumento de 80x, quanto ao estagio de
desenvolvimento e qualidade, segundo Lindner & Wright (1983).

Apos a colheita dos embrides, as doadoras receberam 0,53 mg de
cloprostenol sodico, visando a regressdo mais rapida dos CL e o retorno a atividade

ovariana normal.

3 Anestésico Lidovet® — Unido Quimica, Brasil
* DPBS®- Nutricell, Brasil

® Carton SCZ - T4 ™_— Carton, Japao

® TQC - Holding — AB Technology
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Tabela 3- Descricdo dos parametros utilizados para a classificagdo do estagio de

desenvolvimento dos embrides bovinos.

Classificacdo | Idade (dias) Descricao

Morula 5a5% Os blastémeros formam uma massa celular que ocupa
cerca de 70% do espaco perivitelinico. E possivel
individualizar cada blastdmero num aumento superior
a 60 x.

Morula 6a6l A massa celular sofre uma compactagédo e ocupa

compacta cerca de 60% do espaco perivitelinico. Nao € possivel
individualizar os blastébmeros.

Blastocisto 62a7 Ocorre a formacao da blastocele, cavidade preenchida

inicial por liquido no interior da massa celular que ocupa
cerca de 80% do espaco perivitelinico.

Blastocisto 7 Ocorre diferenciacao entre as células do trofoblasto e
botdo embrionario. A blastocele aumenta de tamanho
e 0 embrido ocupa quase todo o espaco perivitelino.

Blastocisto 7a8 O didmetro do embrido aumenta cerca de 50% e

expandido ocorre uma diminui¢ao da espessura da zona pelucida.

Blastocisto 8a9 Ocorre a ruptura da zona pelucida. Esta estrutura pode

eclodido inclusive estar ausente.

Fonte: Fernandes (2000)
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Tabela 4- Descricdo dos parametros utilizados para a classificagcdo dos embrides

bovinos quanto a qualidade (constituicdo morfoldgica).

Caracteristica

Avaliacao

Formato

Simetria

Coloracao

Extrusao

celular

Zona Pellcida

O embriao deve ter o formato externo esférico, que é a forma normal
da zona pelucida. Quaisquer alteracbes neste formato, como
depressobes e saliéncias, indicam queda na viabilidade. Internamente
a massa celular também deve possuir um formato proximo a uma

esfera.

A possibilidade hipotética de divisdo do embrido em duas metades
idénticas também é levada em consideragdo. A movimentagao da
estrutura deve fornecer um plano onde se pode dividir a mesma em

duas partes iguais.

Deve ser homogénea. Areas de coloracéo irregular indicam células
degeneradas (mortas) e formacado de vesiculas que reduzem a

qualidade. A blastocele € sempre mais clara que a massa celular.

Diz respeito as células que se desprendem da massa principal,
ficando na periferia da mesma. Quanto maior a quantidade destas
células extrusas, menor o numero de células do embrido e sua

viabilidade.

Tem a fungdo de proteger o embrido. Além de ser totalmente

esférica, a zona pelucida nao deve ter areas de lesao ou ruptura.

Fonte: Fernandes (2000)
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Tabela 5- Escore de classificacdo e qualidade embrionaria.

Classificagao/Qualidade

Avaliacao

1/ Excelente

2/ Bom

3 / Regular

4 / Ruim

5/ Degenerado

Praticamente nenhuma alteragcdo morfolégica. Zona
pelucida intacta e esférica, massa celular homogénea com
células de tamanho uniforme, nenhum ou poucos

fragmentos celulares no espago perivitelino.

Pequenas alteragbes morfolégicas. Alteragdes minimas na
forma e coloragao, alguns fragmentos ou debris celulares
no espago perivitelino e/ou pequenas formacgdes

vesiculares nos blastbmeros.

Alteragbes morfoldgicas significativas, embora com a maior

parte da massa celular intacta.

Muitos fragmentos ou debris celulares no espaco
perivitelino, vesiculas maiores e em maior numero e claras
mudangas degenerativas nos blastdmeros, com menos da

metade da massa celular intacta.

Comprometimento morfologico total.

Fonte: Fernandes (2000) modificado

3. 7. Inovulacao das receptoras e diagndéstico de gestacao

No dia da inovulagdo dos embrides, os ovarios das receptoras foram

avaliados por palpagéao retal para identificar e localizar o CL e classifica-lo quanto ao

tamanho em pequeno, médio e grande; levando-se em consideragao a projecao e a

assimetria ovariana. Para o CL ser considerado pequeno a assimetria entre os
ovarios tinha que ser de 10,00 a 30,00%, médio 40,00 a 70,00% e grande > 80,00%.
O tdnus uterino foi avaliado quanto a contratilidade no dia da inovulagdo do

embrido, sendo classificado em grau 1 (flacido), grau 2 (estagio intermediario entre

flacido e contraido) e grau 3 (contraido).



Material e 37

Métodos
Os embrides foram transferidos a fresco pelo método nao cirurgico, utilizando-

se um inovulador apropriado. No momento deste procedimento foi realizada
anestesia epidural baixa, aplicando-se 6,00 mL de lidocaina a 2% sem vaso
constrictor. Nas receptoras que nao foi possivel identificar qual ovario possuia o CL,
nao foi realizada a inovulagdo. O diagndstico de gestagcdo foi determinado por

palpacgao retal 45 dias apoés a transferéncia dos embrides.

3. 8. Avaliacdes ultra-sonograficas

As avaliacdes ultra-sonograficas (modelo Scaner 100 LC Pie Medical’) dos
ovarios das doadoras e receptoras foram realizadas no dia da transferéncia de
embridoes. Nas doadoras, determinou-se o numero de CL de cada ovario e nas
receptoras, as imagens do ovario que continha o CL foram gravadas em disquete

para mensuragdes posteriores, utilizando-se o recurso do préprio aparelho.

3. 9. Colheita de sangue

As amostras de sangue foram colhidas pela pungdo da artéria ou veia
coccigea, com auxilio de agulha 21G1 e depositadas em tubos de colheita de
sangue® a vacuo heparinizados, no dia da colheita e inovulacdo dos embrides nas
doadoras e receptoras respectivamente.

O volume obtido foi centrifugado a 2500 x g por 10 minutos para a obtengao
do plasma que foi acondicionado em tubos plasticos previamente identificados, os

quais foram armazenados em freezer a —20 ‘C.

3. 10. Dosagens hormonais

As amostras foram quantificadas em suas concentragdes plasmaticas de P4 e
E., através de procedimento de radioimunoensaio, utilizando-se kits comerciais para

P, fase sdlida (Coat A- Count Diagnostics Products Corporation)® e para E, (3?

’ Pie Medical ™ — Holanda
® Vacutainer® BD, EUA
® Coat A - Count Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, EUA
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geracdo DSL- Génese)'’, no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de

Reproducdao Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ - UNESP - Campus de
Botucatu.

Todas as amostras foram processadas em um unico ensaio (estradiol e
progesterona). Para o estradiol, o coeficiente de variacdo foi 10,47% e a
concentracdo minima detectavel de 0,0025 pg/mL. Para a progesterona, o
coeficiente de variacao foi de 4,25% e a concentragdo minima detectavel de 0,08

ng/mL.

3. 11. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o sistema SAS versao 6.12 (1996). Os
resultados foram submetidos aos tratamentos estatisticos da média, desvio padrao e
porcentagem. O Teste T —pareado foi utilizado para analisar CL de novilhas e vacas
a palpagao retal (PR) e ao ultra-som (US). Foi calculado o coeficiente de co rrelagéo
de Pearson para as variaveis: CL nos ovarios direito e esquerdo a PR; CL nos
ovarios direito e esquerdo ao US; numero total de CL a PR e ao US; estruturas
recuperadas (ESTRECUP), embrides viaveis (EMBVIAV), embrides transferidos
(EMBTRANS); estagios de desenvolvimento e qualidade embrionaria; diametros
(DIAM) e volumes (VOL) do CL e cavidade cistica (CC) nas receptoras e
concentracido de P4 e 178 E; nas doadoras e receptoras. O Teste T para amostras
independentes foi utilizado para avaliar ESTRECUP, EMBVIAV, EMBTRANS,
estruturas n&do fecundadas e degeneradas e concentragbes de P4 e 1703 E, nas
novilhas e vacas doadoras. O Teste do Qui-quadrado foi aplicado para as
comparagoes que implicaram proporgdes (tamanho do CL a PR, CL cavitario ou nao,
contratilidade uterina, assincronia, estagio de desenvolvimento e qualidade dos
embrides versus taxas de prenhez). Para avaliar o DIAM CL e o VOL da massa
luteal (ML) foram utilizados a analise de variancia seguida pelo Teste T e Teste de
Kruskal-Wallis. O Teste Exato de Fisher avaliou DIAM CL, VOL CL, DIAM CC, VOL
CC e VOL ML versus taxas de prenhez. Em todas as analises realizadas foram
consideradas diferencas significativas quando p<0,05. As correlagbes foram

consideradas quando r >0,60.

9 DSL- Génese, Sao Paulo, Brasil
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1. Doadoras

4. 1. 1. Avaliacao da resposta ovariana

Existem varios métodos para se avaliar a resposta ovariana aos horménios
empregados para a superovulagdo em bovinos, uma delas é a determinagdo do
numero de ovulagdes ocorridas. No presente trabalho, os numeros médios de CL
palpados nos ovarios direito e esquerdo e a média do numero total de CL a palpacéao
retal em novilhas e vacas estdo representados na tabela 6. Os valores encontrados
foram superiores aos obtidos por Chupin et al. (1984), Massey & Oden (1984), Kim
et al. (1985), Coelho et al. (1987), Moraes (1990), Dhanani et al. (1991), Alvarez
(1995), Gradela et al. (1996) e Bényei & Barros (2000) e inferiores aos relatados por
Lubbadeh (1980) e Goto et al. (1987). A resposta ovariana a estimulagado hormonal é
bastante diversificada, tornando dificil a comparagao de dados uma vez que dentro
da mesma raga, existe o efeito do horménio, da partida da droga administrada, do
manejo adotado pela propriedade, do clima da regido onde é realizado o

experimento e também da resposta individual do animal.

Tabela 6- Média e desvio padrdao de CL nos ovarios direito e esquerdo e do numero

total de CL a palpagéo retal em novilhas e vacas (categoria).

CL/ categoria Novilhas Vacas Totais
CLODPR 7,35 + 3,26 (n= 26) 7,10 + 3,63 (n=52) 7,18 £ 3,49 (n=78)
CLOEPR 7,19 + 3,30 (n= 26) 6,72 + 3,40 (n=51) 6,88 + 3,35 (n=77)
CLTOT 14,54 + 5,96 (n=26) 13,86 + 6,80 (n=51) 14,09 + 6,50 (n=77)
p> 0,05

CLODPR corpo luteo no ovario direito a palpagéo retal
CLOEPR corpo luteo no ovario esquerdo a palpacgao retal

CLTOT corpos luteos totais
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Tabela 7- Média e desvio padrao de CL nos ovarios direito e esquerdo e do numero

total de CL a ultra-sonografia em novilhas e vacas (categoria).

CL/ categoria Novilhas Vacas Totais

CLODUS 8,17 +4,21 (n=24) 8,24 +4,15(n=45)* 8,22+ 4,14 (n=69)
CLOEUS 7,74+360(n=23) 7,43+3,71(n=44)°" 7,54+ 3,65 (n=67)
CLTOT 16,22 +4,86 (n=23) 15,75+7,40 (n=44) 15,91 +7,16 (n=67)

a, b indicam diferenca estatistica (p= 0, 04)
CLODUS corpo luteo no ovario direito a ultra-sonografia
CLOEUS corpo luteo no ovario esquerdo a ultra-sonografia

CLTOT corpos luteos totais

A média e desvio padrao dos CL totais detectados através do ultra-som foi de
15,91 £ 7,16 (n= 67) e a palpacao retal foi de 14,09 + 6,50 (n= 77) independente da
categoria animal. Embora estes dados n&o indiquem diferenga estatistica colaboram
com a teoria de Alvarez (1995) de que a ultra-sonografia € cerca de 10,00% mais
precisa do que a palpacgao retal.

Nao foram encontradas diferengas significativas (Teste T-pareado) entre os
valores de CL para novilhas e vacas a palpacéo retal e ao ultra-som (p> 0,05),
demonstrando que neste experimento a resposta ovariana a administracdo de
gonadotrofinas foi similar para estes grupos de animais. Hasler et al. (1983)
pesquisaram a resposta superovulatéria em novilhas e vacas (n= 1000), nao
encontrando diferenga nos resultados obtidos de fémeas até os 10 anos de idade.
Apesar de Angel e colaboradores (1984) terem detectado numero de ovulagdes
maior em novilhas, a qualidade dos embrides recuperados foi melhor nas vacas.

A literatura compara com mais frequéncia as taxas de ovulagao entre fémeas
de idades diferentes. Grupos de pesquisadores como Katska & Smorag (1984), Kim
et al. (1985), Bryner et al. (1987) e Moraes (1990) identificaram redu¢gdo no numero
de CL em vacas mais velhas. Os dados apresentados nas tabelas 6 e 7 néao
confirmaram esta observacdo, talvez este fato se deva a idade dos animais
utilizados (16 - 40 meses).

Quando avaliado o numero de CL entre os ovarios na mesma categoria
animal, o grupo das vacas apresentou diferenga estatistica entre o CLODUS e o

CLOEUS. A diferenga estatistica encontrada (p= 0,04) no grupo mencionado pode
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estar relacionada ao numero de vacas utilizado no experimento ter sido superior ao

namero de novilhas. Entretanto os resultados do estudo de Alvarez (1995)
evidenciaram que a superovulagcdo elimina a diferenca no numero de ovulagdes

entre os ovarios esquerdo e direito em vacas.

Tabela 8- Matriz de correlagcbes de Pearson referentes as variaveis analisadas
(CLODPR, CLODUS, CLOEPR, CLOEUS, CLTOTPR, CLTOTUS) nas doadoras no

dia da colheita dos embrides.

Variaveis | CLODPR CLODUS CLOEPR CLOEUS CLTOTPR CLTOTUS
1,00 0,93* 0,80* 0,70* 0,95* 0,89*
CLODPR
1,00 0,77* 0,71* 0,91* 0,93*
CLODUS
1,00 0,93* 0,94* 0,91*
CLOEPR
1,00 0,87* 0,92*
CLOEUS
1,00 0,96*
CLTOTPR
1,00
CLTOTUS

* significativo (p= 0,0001)

CLODPR corpo luteo no ovario direito a palpacéo retal
CLOEPR corpo luteo no ovario esquerdo a palpagao retal
CLODUS corpo luteo no ovario direito a ultra-sonografia
CLOEUS corpo luteo no ovario esquerdo a ultra-sonografia
CLTOTPR numero total de corpos luteos a palpacgao retal

CLTOTUS numero total de corpos luteos a ultra-sonografia

Foram observadas correlagdes positivas entre numero de CL a palpacgao retal
e a ultra-sonografia no ovario direito (r= 0,93, p= 0,0001); numero de CL a palpacéao

retal e a ultra-sonografia no ovario esquerdo (r= 0,93, p= 0,0001) e numero total de
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CL a palpacéo retal e a ultra-sonografia (r= 0,96, p= 0,0001), conforme a tabela 8 e

representados nas figuras 1; 2 e 3.
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Figura 1- Diagrama de dispersdo referente as variaveis corpos luteos no

ovario direito a palpacao retal (CLODPR) e corpos luteos no ovario direito a ultra-
sonografia (CLODUS).
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Figura 2- Diagrama de dispersédo referente as variaveis corpos luteos no

ovario esquerdo a palpacgéao retal (CLOEPR) e corpos luteos no ovario esquerdo a
ultra-sonografia (CLOEUS).
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Figura 3- Diagrama de dispersédo referente as variaveis numero total de
corpos luteos a palpacao retal (CLTOTPR) e numero total de corpos luteos a ultra-
sonografia (CLTOTUS).



Figura 4- Imagens ultra-sonograficas de doadoras superovuladas. Corpo luteo ndo

cavitario (a), corpo luteo com cavidade (b) e foliculo (c).
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Em trabalho realizado por Monniaux et al. (1983) dos métodos utilizados para

determinar a taxa de ovulagdo, a palpacao retal foi o0 menos acurado, pois sua
precisdo diminuiu a medida que os numeros de ovulagbes aumentaram, sendo
totalmente impreciso quando o ovario apresentava mais de 10 CL. Para Becker &
Pinheiro (1986) isto ocorreu porque muitas estruturas nao exibiram proeminéncia na
superficie externa dos ovarios e, algumas vezes, até simulavam uma sobreposicao.
Alvarez (1995) demonstrou que a palpacdo retal e a ultra-sonografia
subestimaram o numero de estruturas luteinicas, conforme foi verificado na inspe¢ao
direta dos ovarios, apds o abate dos animais. Com base nas analises de correlacbes
(tabela 8) verificou-se que a contagem do numero CL a palpacéo retal, apesar de ter
sido inferior quando comparada ao exame ultra-sonografico, pode ser utilizada para
determinar a resposta ovariana ao tratamento superovulatério (r= 0,96, p= 0,0001),

porém ressalta-se a importancia da experiéncia do examinador.

4. 1. 2. Producao de embrioes

De um total de 78 colheitas foram recuperadas 626 estruturas, sendo que 336
(53,67%) foram classificadas como viaveis, 200 (31,95%) néo fertilizadas e 90
(14,38%) degeneradas; do total de viaveis, 285 (84,82%) foram transferidas.

O numero médio por colheita de estruturas recuperadas foi 8,02 + 5,92 (n=
78), embrides viaveis 4,31 + 4,54 (n=78), embrides transferidos 3,65 + 3,73 (n= 78),
estruturas n&o fecundadas 2,60 + 3,92 (n= 77) e embrides degenerados 1,17 + 2,27
(n= 77). Considerando-se as variaveis (estruturas colhidas e viaveis), os resultados
do presente estudo foram inferiores aos relatados por Donaldson (1984), Demczuk
et al. (1998), Jacomini & Diniz (2000) e Silva et al. (2002) trabalhando com vacas
taurinas, e Donaldson (1984), Gradela et al. (1996) e Silva et al. (2003) quando
utilizaram vacas zebuinas e, superiores aos descritos por Moraes (1990) em vacas
zebuinas e Bényei & Barros (2000) e Negrao (2003) em vacas taurinas.

No entanto Donaldson (1984) e Moraes (1990) apesar de terem recuperado
mais estruturas por animal (9,20 e 8,43), verificaram numero de embrides viaveis
menor (3,40 e 3,08). Ja Silva et al. (2002) recuperaram menos estruturas (7,90),

porém o total de embrides viaveis foi de 5,20 por vaca.
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Com relagdo aos resultados obtidos para estruturas nao fertilizadas e

degeneradas estes foram inferiores aos relatados por Bényei & Barros (2000)
quando utilizaram o Folltropin-V® (4,8 + 4,9) e Jacomini & Diniz (2000) (5,17).

De acordo com o Teste T para amostras independentes, ndo foram
verificadas diferengas significativas (p> 0,05) para estruturas recuperadas, viaveis,
transferidas, ndo fecundadas e degeneradas de novilhas e vacas. Em média, as
novilhas apresentaram numero maior de estruturas recuperadas (8,62 + 5,86, n= 26)
do que as vacas (7,73 = 5,99, n= 52). No entanto, os valores de embrides viaveis
(4,15 + 4,34, n= 26) e transferidos (3,62 + 3,73, n= 26) das novilhas foram inferiores
aos obtidos das vacas (4,35 + 4,67, n= 52) e (3,67 + 3,77, n= 52) respectivamente.
Estes dados diferiram dos encontrados no trabalho de Silva et al. (2002) em que a
taxa de embrides viaveis foi maior para novilhas (6,40) do que para vacas (5,20).
Segundo estes autores a menor resposta superovulatéria, taxa de fertilizagcao e
numero de embrides viaveis em vacas em relacao as novilhas foram associados a
uma concentragao de P4 significativamente menor durante o diestro, antes e apds o
tratamento superovulatério. A diferenca na concentragao plasmatica de P4 no diestro
foi atribuida a diferengas na competéncia do CL (ciclos nado estimulado e
superestimulado) e taxa de ovulagéo (ciclo superestimulado). Ressalta-se que no
presente experimento as vacas apresentaram maior taxa de recuperagdo de
embrides viaveis mesmo apresentando menor concentracdo de P4 no dia da colheita
dos embrides.

Com relagao as estruturas nao fertilizadas e degeneradas as vacas também
obtiveram indices melhores (2,49 + 4,02 e 0,92 + 2,06, n= 51) do que as novilhas
(2,81 + 3,78 e 1,65 + 2,61, n=26), apesar de nao ter sido observada diferenga
estatistica (p> 0,05) . Estes dados contradizem as explica¢gdes de Goto et al. (1988)
e Herrler et al. (1990) que destacaram a elevagao da concentracédo de E, de acordo
com o aumento da resposta das doadoras, tornando fragil a membrana pelucida,
levando as degeneragdes e dificultando a fecundagdo. Porém no presente
experimento as novilhas apresentaram menor concentracdo de E,; mesmo com
maior taxa de ovulagdo. Moraes (1990) sugeriu que o maior numero de estruturas
nao fertilizadas seria consequente da maior quantidade de estruturas colhidas em

animais que apresentaram taxa de ovulacdo mais elevada. No presente
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experimento, estas observagdes foram confirmadas com a obtengdo de numero de

estruturas nao fertilizadas superior nas novilhas.

Observaram-se correlagbdes positivas entre o numero meédio de estruturas
recuperadas por colheita e os valores de CL palpados no ovario direito (r= 0,65, p=
0,0001), CL ao ultra-som no ovario direito (r= 0,60, p= 0,0001), CL palpados no
ovario esquerdo (r= 0,60, p= 0,0001), CL ao ultra-som no ovario esquerdo (r= 0,56,
p= 0,0001), total de CL palpados (r= 0,66, p= 0,0001) e total de CL identificados ao
ultra-som (r= 0,61, p= 0,0001) (tabela 9).

Com relacédo aos embrides viaveis, as correlacdes foram significativas (r>
0,60, p< 0,05) para estruturas recuperadas (r= 0,69) e transferidas (r= 0,91). Quando
se correlacionou embrides viaveis com numero total de CL a palpagao retal (r= 0,50)
e a ultra-sonografia (r= 0,42) as correlagbes apresentaram-se baixas (r< 0,60),
apesar de serem significativas (p> 0,05) (tabela 9).

Para o numero médio de estruturas transferidas por colheita as correlagdes
encontradas para estruturas recuperadas (r= 0,66), embrides viaveis (r=0,91),
numero total de CL a palpacgéo retal (r= 0,43) e numero total de CL a ultra-sonografia

(r=0,38) estdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9- Matriz de correlagcbes de Pearson referentes as variaveis analisadas

(CLTOTPR, CLTOTUS, ESTRECUP, EMBVIAV, EMBTRANS) nas doadoras no dia

da colheita dos embrides.

Variaveis CLTOTPR  CLTOTUS ESTRECUP EMBVIAV EMBTRANS

1,00 0,96* 0,66* 0,50* 0,43*

CLTOTPR
1,00 0,61* 0,42* 0,38*

CLTOTUS
1,00 0,69* 0,66*

ESTRECUP
1,00 0,91*

EMBVIAV
1,00

EMBTRANS

* significativo (p< 0,05)

CLTOTPR numero total de corpos luteos a palpacgao retal
CLTOTUS numero total de corpos luteos a ultra-sonografia
ESTRECUP estruturas recuperadas

EMBVIAV embrides viaveis

EMBTRANS embrides transferidos

A determinacdo do numero de corpos luteos por palpacao retal e exame ultra-
sonografico no dia da colheita dos embrides pode ser utilizada como parametro de
estimativa do numero de estruturas recuperadas, pois as correlagdes entre estas
variaveis foram significativas (r= 0,66 e r= 0,61, respectivamente). Saumande &
Batra (1985), Saumande et al. (1985), Gradela et al. (1996) e Peixoto et al. (2002)
também verificaram correlacio positiva entre os valores de CL palpados e embrides
recuperados.

Sabendo-se que a ultra-sonografia € um método de alta precisédo, esperava-
se que a correlagao entre o numero médio de estruturas recuperadas por colheita
fosse mais significativa quando comparada ao numero de CL identificados ao ultra-

som; porém foi observada correlagdo maior com o numero de CL a palpacao retal.
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Isto ocorreu porque 0 numero de embrides recuperados foi mais proximo dos valores

obtidos para CL a palpagao retal, além da possivel identificacdo de foliculos
luteinizados, chamados por Monniaux et al. (1983) de pseudo-CL. Estas estruturas
nao seriam distinguiveis de um CL verdadeiro a palpagédo retal e ao ultra-som;
observacao confirmada por Alvarez (1995). A taxa de recuperagao de estruturas foi
de 57,51 e 50,09% considerando-se o numero total de CL a palpagéao retal e a ultra-
sonografia respectivamente. Para Gradela et al. (1996) a taxa de recuperagédo dos
embrides foi de 78,00%.

No presente trabalho a correlacdo entre estruturas recuperadas e viaveis
(0,69) foi menor do que a descrita por Peixoto et al. (2002) (0,72). A correlagao entre
embrides viaveis e estruturas transferidas foi alta (r= 0,91), pois todos os embrides
transferidos eram viaveis, porém esta correlacdo s6 nao foi maior porque nem todos
os embrides viaveis foram transferidos, alguns deles foram congelados, devido a

auséncia de receptora compativel no dia da colheita.

4. 1. 3. Estagio de desenvolvimento e qualidade dos

embrioes recuperados

Das 626 estruturas recuperadas em 78 colheitas obteve-se as classificacbes
quanto ao estagio de desenvolvimento e qualidade embrionaria de 621 estruturas
(n= 77 colheitas). Destas 331 (53,30%) foram consideradas viaveis; 200 (32,21%)
nao fecundadas e 90 (14,49%) degeneradas.

Das 331 estruturas viaveis, 153 (46,22%) foram identificadas como moérula
compacta, 84 (25,38%) blastocisto inicial, 74 (22,36%) blastocisto e 20 (6,04%)
blastocisto expandido. Observou-se uma predominancia de estagios iniciais de
desenvolvimento embrionario (moérula compacta e blastocisto inicial), como era
esperado encontrar para vacas de ragas taurinas, confirmando dados de Callensen
et al. (1995) e descricdes de Reichenbach et al. (2001).

Com relagédo a qualidade embrionaria verificou-se uma maior recuperagao de
embrides excelentes e bons. Do total de 331 embrides, 183 (55,29%), 106 (32,02%)
e 42 (12,69%) foram classificados como graus 1 (excelente), 2 (bom) e 3 (regular),

respectivamente. Demczuck et al. (1998) encontraram indices semelhantes, que



Resultados e 50

Discusséo
foram de graus 1-6timo (55,40%), 2-bom (34,30%), 3-sofrivel (9,90%) e 4-ruim

(0,30%); embora a classificagéo utilizada tenha sido diferente.

Quando correlacionados os estagios e graus de qualidade embrionarios, os
resultados obtidos para blastocisto inicial e graus 1 foram r= 0,64; para a mesma
estrutura com grau 2 (r= 0,65) e blastocisto correlacionado com grau 1 (r= 0,67),

conforme demonstrado na tabela 10.

Tabela 10- Matriz de correlagbes de Pearson referentes aos estagios de
desenvolvimento (moérula compacta, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto
expandido) e graus de qualidade dos embrides (1- excelente, 2- bom e 3- regular)

recuperados das doadoras no dia da colheita dos embrides.

Morula Blastocisto Blastocisto
Grau/Variaveis Blastocisto
Compacta Inicial Expandido
Grau 1 0,46* 0,64* 0,67* 1,00
Grau 2 0,54* 0,65* 0,43* 0
Grau 3 0,52* 0,11 0,081 0

* significativo (p= 0,0001)

Estes resultados indicaram que houve predominancia de blastocisto inicial de
grau 1 e 2, blastocisto de grau 1 e que todos os blastocistos expandidos foram
considerados de grau 1. Para moérula a incidéncia foi semelhante para as trés

classificagdes de qualidade embrionaria.

4. 1. 4. Progesterona

A concentracdo plasmatica de P4 apresentou valores minimos de 0,08 e
maximos de 36,74 ng/mL, sendo em média de 7,23 + 10,54 ng/mL (n= 77) no dia da
colheita dos embrides. Alvarez (1995) descreveu concentragédo plasmatica de P4 de
6,50 + 1,17 ng/mL, no dia da colheita dos embrides, para doadoras tratadas com

FSH e, Gradela et al. (1996) de 10,36 + 2,05 ng/mL para o grupo | (concentracéo de
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P4 < 1,00 ng/mL, nos dias 13 e 14 do ciclo estral) e 29,90 + 3,67 ng/mL para o grupo
Il (concentragéo de P4 > 1,00 ng/mL, nos dias 13 e 14 do ciclo estral).

Nas novilhas a taxa de P4 foi em média 9,01 + 11,24 ng/mL (n= 26) e nas
vacas 6,32 + 10,16 ng/mL (n= 51). Nao se observou diferenca estatistica entre estes
valores (p= 0,29) segundo o Teste T para amostras independentes. Para Silva et al.
(2002) a concentracédo de P4 das novilhas (22,30 + 1,50 ng/mL, n= 70) foi diferente
estatisticamente (p= 0,001) do que das vacas (11,30 + 1,40 ng/mL, n= 40) sete dias
apos o estro subsequente a superovulagdo. Estes pesquisadores sugeriram que
apos a estimulagao de gonadotrofinas, os CL das novilhas seriam mais competentes
que nas vacas, porém sem justificativa técnica. Acreditamos que os valores
encontrados (novilhas/ 9,01 + 11,24 ng/mL) e (vacas/ 6,32 + 10,16 ng/mL) n&o
apresentaram diferenca e foram inferiores aos apresentados por Silva et al (2002),
por estarem influenciados pelo numero de animais, 26 e 51 (novilhas e vacas)
respectivamente, e que a concentragao de P4 foi superior nas novilhas porque estas
apresentaram maior numero de CL no dia da colheita dos embrides.

As correlagdes entre a concentragao plasmatica de P4 e o numero total de CL
palpados (r= 0,38), numero total de CL ao ultra-som (r= 0,42), estruturas
recuperadas (r= 0,24) e embrides viaveis (r= 0,16) foram baixas mostrando que,
neste experimento, a concentragdo plasmatica deste horménio no dia da colheita
dos embrides n&o interferiu na recuperacao de estruturas e viabilidade embrionaria e
nao foi influenciada pelo numero de CL.

Para Dhanani et al. (1991) as taxas médias de P4 no primeiro e terceiro dia do
tratamento superovulatorio, no terceiro dia apds o estro e no dia da colheita dos
embrides foram correlacionadas significativamente com o total de embrides
recuperados e transferiveis. Alvarez (1995) descreveu que niveis de P4 no dia da
colheita de embrides foram altamente correlacionados (r= 0,88, p< 0,01) com o
numero de CL, mas ndo com o numero de embrides recuperados. Gradela et al.
(1996) concluiram que elevados niveis de P4 nos dias 13 e 14 do ciclo indicaram um
maior numero de estruturas recuperadas e, até trés dias apds o estro, interferiram
com a viabilidade embrionaria. Santiago et al. (2000) demonstraram que a P4 estava
diretamente relacionada ao numero de CL formados. Para Silva et al. (2002) a P4
plasmatica apresentou correlagdo positiva com os indices de estruturas

recuperadas, fertilizadas e viaveis, nos dias cinco e sete apos o estro subseqlente a
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superovulagdo. Para uma avaliagdo mais completa da influéncia da concentracao

plasmatica de P, na taxas de recuperagdo e viabilidade embrionarias seria
necessario ter colhido sangue durante o tratamento superovulatério, nos dias do

estro e da colheita dos embrides.

4. 1. 5. Estradiol

A concentragdo plasmatica de 173 E;, variou de 0,0025 a 46,3954
pg/mL, sendo em média de 4,36 + 6,11 pg/mL (n= 77), no dia da colheita dos
embrides. Gradela et al. (1996) verificaram taxas de E;, no dia da colheita dos
embrides, de 4,16 + 0,19 para o grupo | € 9,66 + 1,71 para o grupo Il. No presente
experimento foi encontrada uma média de 3,09 + 2,28 pg/mL (n= 26) para as
novilhas e 5,01 £ 7,27 pg/mL (n= 51) para as vacas. Nao foi observada diferenca
significativa entre estas concentragdes (p= 0,08) segundo o Teste T para amostras
independentes.

Para Alvarez (1995) as concentragdes plasmaticas médias de 17 E, antes do
inicio dos tratamentos superovulatérios foram de 5,20 pg/mL, apresentando uma
queda drastica no periodo final da administracdo do FSH até atingirem niveis basais
pré-ovulatorios e se manterem desta forma até o dia da colheita dos embrides.

Gradela et al. (1996) relataram correlagao positiva entre a concentragao de
178 E2 no dia do estro subsequente a estimulagao ovariana e o numero de embrides
viaveis (r= 0,85, p= 0,0657). Estes autores sugeriram que ovdcitos que apresentam
fertilizacdo bem sucedida resultando em prenhez sdo aqueles oriundos de foliculos
ricos em E,. Porém o presente trabalho ndo apresentou correlagcdo entre embrides
viaveis e concentragédo plasmatica de 178 E, no dia da colheita dos embrides (r= -
0,04, p> 0,05).

As correlagdes entre a concentragao plasmatica de 178 E2 e o numero total
de CL palpados (r= 0,02), numero total de CL ao ultra-som (r= 0,13), estruturas
recuperadas (r= -0,01) e embrides viaveis (r= 0,04) foram baixas mostrando que,
neste experimento, a concentragdo plasmatica de 178 E, no dia da colheita dos
embrides nao interferiu na recuperagao de estruturas e viabilidade embrionaria e nao

foi influenciada pelo niumero de ovulagoes.
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4. 2. Receptoras

4. 2. 1. Caracterizacao do corpo luteo e producao de

progesterona

Das 60 fémeas estudadas a localizacdo do CL ocorreu mais no ovario direito
(n= 38; 63,33%) do que no ovario esquerdo (n= 22; 36,67%). Estes dados estao de
acordo com as descricbes de Jainudeen & Hafez (1995) de que a ovulagdo em
vacas ocorre mais frequentemente no ovario direito (60,00%) que no ovario
esquerdo (40,00%). A diferenga entre o numero de CL entre os ovarios esta descrita
em ampla literatura. Relatos de Hasler et al. (1987) indicaram diferenca de 57,00%
para o ovario direito e 43,00% para o esquerdo; Demczuk et al. (1998), Viana et al.
(1999) e Spell et al. (2001) observaram 64,00%; 57,14% e 60,00% para o lado
direito e 36,00%; 42,86% e 40,00% para o lado esquerdo respectivamente.

Com relagdo ao tamanho do CL a palpacdo retal, 18,33% (11/60) foram
considerados pequenos, 33,33% (20/60) médios e 48,33% (29/60) grandes. Neste
aspecto, observou-se que houve uma predominancia de estruturas grandes,
contrariando os achados de Demczuk et al. (1998) que observaram incidéncia maior
de estruturas médias. Estes autores registraram 19,20% (n= 144) para CL1 (“menor
CL”), 51,60% (n= 387) CL2 (“tamanho médio”) e 29,10% (n= 218) CL3 (“maior CL").
Spell et al. (2001) classificaram os CL como: “excelentes ou bons” (66,00%)
(diametro palpavel >10,00 mm ou consisténcia moderadamente firme); e “ruins”
(33,00%) (didametro palpavel <10,00 mm ou textura macia). Valores divergentes
foram registrados por Silva et al. (2003) que classificaram os CL como “evidentes”
(35,30%) e “pouco evidentes” (64,70%). Confrontando a classificacdo e os
resultados destes dois ultimos estudos com o presente experimento verificou-se que
a proporcado de CL pequenos encontrados foi menor, embora a classificagado tenha
sido diferente (“ruins” e “pouco evidentes”).

Das receptoras utilizadas (n= 60) apenas 53 (83,33%) receberam embriéo e,
destas, 29 (54,72%) tornaram-se prenhes, sendo que 15 (51,72%) mostraram CL
grande, 7 (24,14%) médio e 7 (24,14%) pequeno. Com relagdo a taxa de prenhez
segundo o tamanho do CL a palpacgao retal encontrou-se 70,00% (7/10), 38,89%
(7/18) e 60,00% (15/25) para pequeno, médio e grande respectivamente. Nao foi



Resultados e 54

Discusséo
observada diferenga estatistica entre as taxas de prenhez de acordo com o tamanho

do CL a palpagéo retal, segundo o Teste do Qui-quadrado (p> 0,05). Com isto foi
possivel verificar que a selegdo das receptoras pela projecdo do CL nao foi efetiva
em estimar a taxa de gestacao nos diferentes grupos.

Fernandes & Velasquez (1997) observaram uma maior taxa de gestacao
naquelas receptoras em que a assimetria ovariana foi média ou grande, embora sem
diferenca estatistica. Demczuk et al. (1998) observaram indices de prenhez de
36,00% (n= 52); 48,80% (n= 189) e 51,20% (n= 112) para CL1, CL2 e CL3,
respectivamente. Spell et al. (2001) comparando as porcentagens de prenhez com
as duas classificagdes de CL (“excelentes ou bons” e “ruins”) encontraram valores
elevados 70,00% e 80,00% respectivamente. Silva et al. (2003) ndo encontraram
diferencas significativas entre os valores de prenhez para “auséncia de CL a
palpacgao retal”, sendo a presenga do CL confirmada pela ultra-sonografia (50,00%),
CL “pouco evidente” (51,50%) e CL “evidente” (52,70%).

Ao exame ultra-sonografico constatou-se que 50,88% (29/57) dos CL
detectados continham cavidade cistica, porém este achado quando comparado as
porcentagens de prenhez nao apresentou diferencga estatistica (p> 0,05; Teste do
Qui-quadrado). Tom et al. (1998), Viana et al. (1999) e Spell et al. (2001)
visualizaram cavidades luteais em 40,00; 37,14 e 79,00% dos CL, entre os dias 7 e

16 do ciclo estral respectivamente. A figura 5 ilustra CL com e sem cavidade cistica.



Figura 5- Imagens ultra-sonograficas de corpos luteos das receptoras. Corpo luteo

cavitario (a) e sem cavidade (b).
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Para a determinacdo dos didmetros do CL e da cavidade cistica a ultra-

sonografia foi calculada a média dos valores encontrados para os dois maiores eixos
(longitudinal e transversal). Com base nesta metodologia os valores averiguados
foram de 17,82 + 6,26 mm (n= 57) para o didmetro do CL e para cavidade cistica
6,76 + 4,19 mm (n= 29). Os didmetros médios dos CL quanto ao tamanho a
palpacgao retal foram 16,35 + 5,40 mm (pequeno), 15,12 + 2,94 mm (médio) e 20,17
+ 7,37 mm (grande). Spell et al (2001) encontraram didametro médio do CL de 23,60
+ 0,32 e 25,00 £ 0,46 mm para “excelentes ou bons” e “ruins” respectivamente,
ambos por palpacao retal.

Apesar dos indices de prenhez terem sido semelhantes entre os trés grupos
de tamanho do CL a palpacédo retal, notou-se que as estruturas consideradas
grandes realmente apresentaram os maiores diametros ao exame ultra-sonografico,
enquanto que os didmetros dos CL pequenos e médios foram préximos. Ao se
utilizar a analise de variancia seguida pelo Teste T, observou-se diferenga

significativa (p = 0,015) entre a média do didmetro dos CL (tabela 11).

Tabela 11- Diametros dos CL a ultra-sonografia (mm) segundo o tamanho dos CL a

palpacéo retal.

Classificacdo do CL a . o
. Diametro do CL ao exame ultra-sonografico (mm)
palpacéo retal

Pequeno 16,35 + 5,40 2
Médio 15,12 +2,94°
Grande 20,17 £7,37°

a,b indica diferenca estatistica (p = 0,015)

Com base nestes resultados averiguou-se que a palpacéo retal foi satisfatoria
para distinguir CL médios de grandes; porém perdeu a sensibilidade ao avaliar CL
pequenos.

Das novilhas inovuladas (n= 53), em 50 os CL foram mensurados ao exame
ultra-sonografico. Para avaliar a frequéncia das receptoras que se tornaram ou nao
gestantes de acordo com os didmetros dos CL, estes foram agrupados em trés
categorias de medidas <15,00; >15,00 a <25,00 e >25,00 mm.
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Com base nos achados do didmetro do CL a ultra-sonografia, ndao houve

diferenca na taxa de prenhez entre os trés intervalos de diametro (p= 1,00) conforme

apresentado na tabela 12.

Tabela 12- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 50) segundo o

diametro do CL (mm) ao ultra-som e prenhez.

Didmetro do Taxa de Prenhez
CL (mm) Prenhe Nao prenhe Total

n° % n° % n° %
< 15,00 7 58,33 5 41,67 12 24,00
> 15,00 a < 25,00 18 52,94 16 47,06 34 68,00
> 25,00 2 50,00 2 50,00 4 8,00
Total 27 54,00 23 46,00 50 100,00

p= 1,00 segundo o Teste Exato de Fisher

Para avaliar a frequéncia das receptoras prenhes ou ndo segundo os
diametros das cavidades cisticas, estes foram divididos em quatro grupos de
medidas <5,00; >5,00 a <10,00, >10,00 a <15,00 e >15,00 mm. A distribuicdo da
frequéncia das novilhas receptoras prenhes (n= 13) e ndo prenhes (n= 13) segundo
o didmetro da cavidade cistica (mm) esta representada na tabela 13. Os dados
demonstraram que nao houve diferenga nos indices de gestagcdo entre cada

intervalo de diametro (p= 0,37) segundo o Teste Exato de Fisher.
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Tabela 13- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 26) segundo o

diametro da cavidade cistica (mm) e prenhez.

Diametro da Taxa de Prenhez
cavidade cistica
Prenhe Nao prenhe Total

(mm)

N° % Ne° % N° %
<5,00

2 25,00 6 75,00 8 30,77
>5,00 a <10,00 8 57,14 6 42 86 14 53,85
>10,00 a <15,00 2 66,67 1 33,33 3 11,54
>15,00 1 100,00 0 0 1 3,85
Total 13 50,00 13 50,00 26 100,00
p=0,37

Os volumes do CL e da cavidade cistica foram calculados usando a férmula
para volume de uma esfera (V= 4/3n x (D/2)%), onde D é o diametro médio do CL.
Quando o CL avaliado era uma estrutura homogénea, considerou-se o volume do
mesmo equivalente ao volume da massa luteal. Se o CL apresentava um centro
anecoico, o volume da massa luteal foi calculado subtraindo-se o volume deste
centro do volume total do CL. O valor médio para volumes do CL foi 4,36 + 9,09 (n=
57), da cavidade cistica 0,40 + 0,97 (n= 29) e da massa luteal 4,16 + 8,42 cm® (n=
57). Grygar et al. (1997) e Spell et al. (2001) registraram medidas superiores; 0s
diametro e volume médios dos CL estudados por Grygar et al. (1997) foram de 24,39
mm e 6,91 cm>. Ja os valores do diametro e volume da cavidade cistica e volume do
tecido luteal foram de 9,35 mm, 0,55 e 6,66 cm®, respectivamente, e os verificados
por Spell et al. (2001) para o didametro médio do CL e volume da massa luteal foram
de 24,00 mm e 7,00 cm3, respectivamente.

Para a analise da incidéncia de novilhas gestantes ou n&o de acordo com os
volumes dos CL, estes foram agrupados em quatro classes de medidas <2,00; >2,00
a <4,00; >4,00 a <6,00 e 6,00 cm>. Os dados das fémeas gestantes (n= 27;
54,00%) e n&o gestantes (n= 23; 46,00%) correlacionados com estas medidas estao
representados na tabela 14. Observou-se que ndo houve influéncia do volume do CL

nas taxas de prenhez (p= 0,49) segundo o Teste Exato de Fisher.
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Tabela 14- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 50) segundo o

volume do corpo Iiteo (cm®) e prenhez.

Volume do CL Taxa de Prenhez
(cm?) Prenhe Nao prenhe Total

N° % Ne° % N° %
<2,00 10 58,82 7 41,18 17 34,00
>2,00 a <4,00 10 50,00 10 50,00 20 40,00
>4,00 a <6,00 4 80,00 1 20,00 5 10,00
>6,00 3 37,50 5 62,50 8 16,00
Total 27 54,00 23 46,00 50 100,00
p= 0,49

Ja para os volumes das cavidades cisticas, as mensuracdes foram divididas

em trés grupos <1,00; >1,00 a <2,00 e >2,00 cm®. No total de 13/26 receptoras

prenhes, em onze (42,31%), uma (3,85%) e uma (3,85%) os volumes das cavidades

cisticas foram <1,00, >1,00 a <2,00 e >2,00 cm?® respectivamente.

Das 13 receptoras n&o prenhes, todas apresentaram volumes das cavidades

cisticas <1,00 cm>. Na tabela 15 estd demonstrado que apesar da freqiiéncia de

receptoras com volume da cavidade cistica maior que 1,00 cm?® ter sido muito baixa

(n= 2), n&o foi verificada diferenga estatistica nos indices de gestagéo entre os trés

intervalos de volume (p= 0,48) no Teste Exato de Fisher.
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Tabela 15- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 26) segundo o

volume da cavidade cistica (cm®) e prenhez.

Volume da Taxa de Prenhez
cavidade
cistica (Cm3) Prenhe Nao prenhe Total

Ne° % N° % Ne° %
<1,00 11 45,83 13 54,17 24 92,31
>1,00 a <2,00 1 100,00 0 0 1 3,85
>2,00 1 100,00 0 0 1 3,85
Total 13 50,00 13 50,00 26 100,00

p= 0,48

Para avaliar a frequéncia das receptoras de acordo com os volumes das
massas luteais, estes foram agrupados em quatro categorias de medidas <2,00;
>2,00 a <4,00, >4,00 a <6,00 e >6,00 cm®. No total de 27 animais gestantes
(54,00%), em 13 (26,00%), sete (14,00%), cinco (10,00%) e duas (4,00%) os
volumes das massas luteais foram <2,00, >2,00 a <4,00, >4,00 a <6,00 e >6,00 cm?.
Dos 23 animais ndo gestantes, sete (14,00%), dez (20,00%), um (2,00%) e cinco
(10,00%) apresentaram volumes similares aos descritos para as fémeas prenhes,
respectivamente. Nao houve diferenca na taxa de prenhez entre os quatro intervalos
de volumes das massas luteais (p= 0,12), segundo o Teste exato de Fisher (tabela
16).
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Tabela 16- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 50) segundo o

volume da massa luteal (cm®) e prenhez.

Volume da Taxa de Prenhez
massa luteal
(emd) Prenhe N&o prenhe Total

Ne° % Ne° % Ne° %
<2,00 13 65,00 7 35,00 20 40,00
>2,00 a <4,00 7 41,18 10 58,82 17 34,00
>4,00 a <6,00 5 83,33 1 16,67 6 12,00
>6,00 2 28,57 5 71,43 7 14,00
Total 27 54,00 23 46,00 50 100,00
p= 0,12

Os volumes médios da massa luteal foram para CL considerado pequeno a
palpacgao retal (2,92 + 2,75; n= 10), médio (1,98 + 1,03; n= 19) e grande (6,07 +
11,67; n= 28). Segundo o Teste de Kruskal-Wallis houve diferenca (p= 0,001) nos
volumes da massa luteal para médio e grande (tabela 17).

Para Spell et al. (2001) os valores encontrados para volume luteal foram 6,8 +

0,27 cm® de CL “excelentes ou bons” e 7,4 + 0,39 cm® de CL “ruins” a palpacao retal.

Tabela 17- Medianas e primeiro e terceiro quartis para o volume da massa luteal e

tamanhos do CL a palpacéao retal.

Tamanho do CL a palpacao retal Medianas (1°; 3 ° quartis)
Pequeno 2,31 (1,57;2,84) %
Médio 1,81 (1,14; 2,95) °
Grande 3,56 (1,94; 5,82) @

a,b indica diferenga estatistica (p= 0,001)

Considerando-se que o volume médio da massa luteal esta relacionado ao
diametro do CL (V= 4/3n x (D/2)?) era esperado encontrar diferenca significativa
entre os dados analisados (CL médio e grande).

Foram encontradas correlagbes positivas significativas entre o didametro e o

volume do CL (r= 0,87, p= 0,0001), diametro e volume da cavidade cistica (r= 0,87,
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p= 0,0001), diametro do CL e volume da massa luteal (r= 0,87, p= 0,0001) e os

volumes do CL e da massa luteal (r= 0,99, p= 0,0001). Estes resultados sao

esperados uma vez que estas medidas s&o interdependentes (tabela 18).

Tabela 18- Matriz de correlagdes de Pearson referentes as variaveis diametro do CL
(DIAM CL), volume do corpo luteo (VOL CL), diametro da cavidade cistica (DIAM
CC), volume da cavidade cistica (DIAM CC) e volume da massa luteal (VOL ML),
obtidas pelo exame ultra-sonografico realizado nas receptoras no dia da inovulagéo

dos embrides.

Variaveis DIAMCL  VOLCL DIAMCC  VOLCC VOL ML
1,00 0,87* 0,78" 0,87 0,87
DIAM CL
1,00 0,74* 0,94* 0,99*
VOL CL
1,00 0,87* 0,73*
DIAM CC
1,00 0,93*
VOL CC
1,00
VOL ML

* significativo (p= 0,0001)

DIAM CL didametro do CL

VOL CL volume do corpo luteo

DIAM CC diédmetro da cavidade cistica
DIAM CC volume da cavidade cistica

VOL ML volume da massa luteal

A concentragdo plasmatica de P4 no dia da inovulagdo dos embrides variou de
0,43 a 39,91 ng/mL, sendo que a média foi de 4,91 £ 2,97 ng/mL (n= 60). A média
aproximou-se da dosagem realizada por Viana et al. (1997), quando estudaram o

desenvolvimento, a fun¢do e a regressao luteal em vacas da raga Gir (4,61 + 0,17
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ng/mL). Para Battochio et al. (1999), a taxa de P4 sete dias apds o estro foi de 4,00

ng/mL e para Solano et al. (2003) esta variou de 0,35 a 4,44 ng/mL.

Os niveis plasmaticos médios de P4 para as receptoras gestantes e nao
gestantes foram de 4,79 + 2,98 (29/53) e 5,82 + 2,94 ng/mL (24/53) respectivamente.
Estes dados foram superiores aos dosados por Galimberti et al. (2001) que
obtiveram taxas médias deste hormdnio de 3,42 + 1,12 e 2,75 + 1,26 ng/mL e por
Silva et al. (2002) que descreveram médias de 2,92 + 0,08 e 2,88 + 0,08 ng/mL para
as fémeas gestantes e ndo gestantes respectivamente. Apesar de nao ter sido
observada diferenga estatistica (p= 0,39) entre as taxas de prenhez segundo a
concentracdo plasmatica de P4, conforme o Teste Exato de Fisher, notou-se que
esta foi maior nas novilhas que ndo estavam prenhes 45 dias apds a inovulacgao,
quando foi realizado o diagnéstico de gestacédo por palpacdo retal. Os resultados
indicaram que a taxa de P4 no dia da inovulagdo dos embrides, nao influenciou os
indices de prenhez obtidos conforme apresenta a tabela 19. Galimberti et al. (2001)

e Silva et al. (2002) observaram o mesmo.

Tabela 19- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 53) segundo a

concentragao plasmatica de progesterona (ng/mL) e prenhez.

Concentragcao Taxa de Prenhez
de progesterona
(ng/mL) Prenhe N&o prenhe Total

N° % N° % N° %
<5,00 18 62,07 11 37,93 29 54,72
>5,00 a <10,00 8 42,11 11 57,89 19 35,85
>10,00 3 60,00 2 40,00 5 9,43
Total 29 54,72 24 45,28 53 100,00
p= 0,39

As taxas médias de P4 para os CL considerados pequenos, médios e grandes
a palpacao retal foram de 4,20 + 2,66; 4,40 + 3,10 e 5,54 + 2,97 ng/mL,
respectivamente. Os CL considerados grandes a palpacéao retal produziram maior
quantidade de P, do que os CL pequenos e médios, porém isto ndo afetou as

porcentagens de prenhez.
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Conforme demonstrado na tabela 20 foram observadas diferengas estatisticas

(p< 0,05) entre a concentracado plasmatica de P4 e o diametro do CL, o volume do
CL e o volume da massa luteal, porém as correlagdes ficaram abaixo de r= 0,60.
Para os didmetro e volume da cavidade cistica e o E; as correlagcdes ficaram abaixo
de r= 0,60, sem diferenga estatistica (p> 0,05) (tabela 20).

Spell et al. (2001) ndo observaram diferencas significativas entre o didmetro
do CL, volume luteal ou concentracdo plasmatica de P4 entre receptoras que
tornaram-se ou ndo prenhes apds a transferéncia de embrido. Ainda segundo estes
autores houve uma correlagdo simples positiva e significativa entre didmetro do
corpo luteo ou volume do tecido luteal e concentracéo plasmatica de P4 (r= 0,15, p<
0,01 e r= 0,18, p< 0,01, respectivamente). A concentragdo de P4 plasmatica no
momento da transferéncia de embrides também néo influenciou as taxas de

prenhez.

Tabela 20- Matriz de correlagdes de Pearson referentes as variaveis concentragao
plasmatica de progesterona (CONC P.), concentracdo plasmatica de estradiol
(CONC E;), diametro do CL (DIAM CL), volume do CL (VOL CL), didmetro da
cavidade cistica (DIAM CC), volume da cavidade cistica (VOL CC) e volume da

massa luteal (VOL ML) nas receptoras no dia da inovulagdo dos embrides.

Variaveis |[CONC P, CONCE, DIAMCL VOLCL DIAMCC VOL CC VOL ML

CONC P4 1,00 0,19 0,46* 0,36* 0,13 0,29 0,37*

*p< 0,05

CONC P4 concentragao plasmatica de progesterona
CONC E; concentracao plasmatica de estradiol
DIAM CL didametro do CL

VOL CL volume do CL

DIAM CC diametro da cavidade cistica

VOL CC volume da cavidade cistica

VOL ML volume da massa luteal

A tabela 21 apresenta a frequéncia das novilhas receptoras (n= 57) segundo o
volume da massa luteal (cm®) ao exame ultra-sonografico e a concentragdo

plasmatica de P4 (ng/mL). Entre os animais com volume da massa luteal <2,00 cm?®
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foi constatada diferenca significativa entre a porcentagem de animais que

apresentaram concentracdo plasmatica de P, <5,00 e aqueles que apresentaram

>5,00 a <10,00 e > 10,00 ng/mL (p= 0,025) conforme o Teste Exato de Fisher.

Tabela 21- Distribuicdo da freqiéncia das novilhas receptoras (n = 57) segundo o

volume da massa luteal (cm>) e concentragéo plasmatica de progesterona (ng/mL).

Concentragao plasmatica de progesterona (ng/mL)

Volume da
massa luteal <5,00 >5,00 a <10,00 > 10,00 Total
3
(em”) N % N % N % N %
<2,00 20 83,337 4 16,67° 0 o° 24 100,00

>2,00 a <4,00 9 47,37° 8 42,112 2 10,532 19 100,00
>4,00 a <6,00 4 57,142 2 28,572 1 14,292 7 100,00
>6,00 2 28,57° 3 42,862 2 28,572 7 100,00

Letras a e b nas linhas diferem estatisticamente (p= 0,025)

4. 2. 2. Presenca do foliculo dominante e producao de
178 estradiol

Das 60 receptoras de embrides, 55 (91,67%) apresentaram um foliculo
dominante, 3 (5,00%) dois foliculos e em 2 (3,33%) foram identificados varios
foliculos pequenos (diametros = 5,00 mm) ao exame ultra-sonografico realizado no
dia da inovulacao. O diametro médio dos foliculos foi de 11,41 + 2,16 mm. Em 37/55
animais, o foliculo dominante localizou-se no ovario direito (63,79%) e nos 21/55 no
ovario esquerdo (36,21%). Em 41 receptoras (70,69%), o foliculo foi visualizado no
mesmo ovario que continha o CL e em 17 (29,31%) no ovario contralateral. Spell et
al. (2001) também verificaram predominancia do foliculo dominante no ovario direito
(59,00%), porém, a presenca deste e do CL em ovarios opostos foi maior (56,00%).

A concentragcdo plasmatica de 173 E; no dia da inovulagdo dos embrides,
apresentou valores minimos de 0,43 pg/mL e maximos de 39,91 pg/mL, com média

de 4,45 + 6,03 pg/mL (n= 60). Para as receptoras nas quais foi confirmada a
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prenhez, a taxa média deste hormoénio foi de 5,28 + 7,43 pg/mL e para aquelas que

apresentaram diagnostico negativo foi de 3,90 + 4,85 pg/mL.

Para analisar a frequéncia das receptoras prenhes ou nao segundo a
concentragdo plasmatica de 178 E, (pg/mL), estas foram divididas em quatro
categorias (tabela 23). Das 29 receptoras prenhes (54,72%), 21 (39,62%)
apresentaram concentracado plasmatica de 17 E, dentro dos intervalos <5,00, 5
(9,43%) no intervalo de >5,00 a <10,00; 1 (1,89%) intervalo de >10,00 a <15,00 e 2
(3,77%) >15,00 pg/mL.

No grupo de receptoras nao prenhes (n= 24; 45,28%), a incidéncia foi de 18
(33,96%), 4 (7,55%), 0 e 2 (3,77%) fémeas para os mesmos intervalos
respectivamente. Nao houve influéncia da concentracdo plasmatica de 173 E; nas

porcentagens de prenhez (p= 1,00) segundo o Teste Exato de Fisher (tabela 22).

Tabela 22- Distribuicdo da frequéncia das novilhas receptoras (n= 53) segundo a

concentragéo plasmatica de estradiol (pg/mL) e prenhez.

Concentragao de Taxa de Prenhez
estradiol (pg/mL) Prenhe N&o prenhe Total

Ne° % Ne° % Ne° %
<5,00 21 53,85 18 46,15 39 73,58
>5,00 a <10,00 5 55,56 4 44,44 9 16,98
>10,00 a <15,00 1 100,00 0 0 1 1,89
>15,00 2 50,00 2 50,00 4 7,55
Total 29 54,72 24 45,28 53 100,00
p= 1,00

Relatos na literatura sobre a concentragdo plasmatica de E, em vacas
receptoras de embrido no dia da inovulagédo s&o pouco descritos. Mann et al. (1995)
obtiveram nivel plasmatico de E, no oitavo dia do ciclo de 1,10 e 1,30 pg/mL para as
fémeas com diagndstico de gestagao positivo e negativo respectivamente. Valor
semelhante foi descrito por Wehrman et al. (1997) em estudo com vacas receptoras
de embrido no sexto dia do ciclo (1,80 = 0,20 pg/mL). Hirako et al. (2002)

acompanharam o perfil hormonal dos estrogenos durante a gestacdo de vacas
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Holandesas que receberam um ou dois blastocistos produzidos in vitro e

constataram que em média as concentragdes de todos os estrogenos situaram-se
entre 1,00 e 6,00 pg/mL até o dia 50 da gestacédo. Contudo a estrona e o 1703 E;
permaneceram em niveis basais até o dia 80 da gestacgao.

Foram constatadas correlagbes negativas entre a concentragao plasmatica de
E, e o diametro e o volume do CL, o didmetro e volume da cavidade cistica e o
volume da massa luteal, porém os dados n&o foram estatisticamente significativos
(p> 0,05); indicando que a concentragao plasmatica de E; n&o foi influenciada por
estas variaveis. Para a P4 a correlagao foi positiva e nao significativa (r= 0,19, p=
0,13) (tabela 23).

Tabela 23- Matriz de correlacdes de Pearson referentes as variaveis concentragao
plasmatica de estradiol (CONC E;), concentragdo plasmatica de progesterona
(CONC P4), diametro do CL (DIAM CL), volume do CL (VOL CL), didmetro da
cavidade cistica (DIAM CC), volume da cavidade cistica (VOL CC) e volume da

massa luteal (VOL ML) nas receptoras, no dia da inovulagdo dos embrides.

Variaveis |CONC E, CONCP, DIAMCL VOLCL DIAMCC VOLCC VOL ML

CONC E; 1,00 0,19 - 0,04 - 0,05 - 0,15 - 0,12 - 0,05

p> 0,05

CONC E; concentragao plasmatica de estradiol
CONC P4 concentragao plasmatica de progesterona
DIAM CL diametro do corpo luteo

VOL CL volume do corpo luteo

DIAM CC diéametro da cavidade cistica

VOL CC volume da cavidade cistica

VOL ML volume da massa luteal

4. 2. 3. Contratilidade uterina no momento da inovulacao

Das fémeas avaliadas quanto a contratiidade do udtero no momento da
inovulacao, 49/60 (81,67%) apresentaram utero flacido (grau 1), 11/60 (18,33%)
utero em um estagio intermediario entre flacido e contraido (grau 2) e 0/60 utero

contraido (grau 3). Com relacdo a prenhez segundo os graus 1 e 2 os indices foram
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de 47,62% (20/42) e 81,82% (9/11) respectivamente. Estes indices foram
estatisticamente diferentes (p< 0,05) segundo o Teste do Qui-quadrado, indicando
que receptoras cujos uteros foram classificados como grau 2 (intermediario)
apresentaram os melhores resultados de gestagéo.

Segundo Fernandes (1999) em inovulagdes nao cirurgicas, variaveis como
tempo necessario para transpor a cérvix, possibilidade de inoculacdo de
microorganismos no lumen uterino, local de deposigdo do embrido e grau de leséo
interna do utero afetam a taxa de gestacéo. Além da experiéncia do operador, estas
variaveis podem ser influenciadas pela contencdo das receptoras no momento da
inovulagdo, cuidados com higiene, caracteristicas morfolégicas da cérvix e
manipulacdo uterina durante o processo. Nos animais que apresentaram utero de
dificil manipulagdo (maior tbnus muscular) os resultados de gestacdo foram
inferiores (31,03%), podendo ter ocorrido lesdo no endométrio pelo aplicador e maior
dificuldade de deposigdo do embrido no local adequado. Nas inovulagbes cuja
manipulag&o uterina foi facil ou regular, as porcentagens de prenhez foram de 58,76

e 45,56% respectivamente.

4. 2. 4. Assicronia entre receptora e doadora

Utilizou-se apenas receptoras cujos estros foram detectados um dia
antes (-1 d), no mesmo dia (0 d) e 1 dia ap6s (+1 d) o estro das doadoras. Das 53
fémeas inovuladas, 11 (20,75%), 23 (43,40%) e 19 (35,85%) apresentaram como
assincronia —1 d; 0 d e +1 d respectivamente. As porcentagens de gestacéo
segundo a assincronia do estro foram de 54,55% (-1 d); 56,52% (0 d) e 52,63% (+1
d). Para —1 d o indice de gestacao foi semelhante ao de Coelho (1986). Entretanto
houve discrepancia entre os valores obtidos no presente estudo para os de
Demczuk et al. (1998) quando comparados os dias -1 d e 0 d, sendo
respectivamente 38,30 e 44,30%. Spell et al. (2001) encontraram indices de 81,50 e
70,20% para estas mesmas variaveis. Os resultados obtidos para o +1 d foram
semelhantes aos de Demczuk et al. (1998) (51,20%); Spell et al. (2001) (50,00%); e
os de Janowitz (1995) (49,50%).
Neste estudo, um periodo de assincronia de 24 horas nao representou

diferenca estatistica nas taxas de gestacdo (p> 0,05) segundo o Teste do Qui-
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quadrado. Confirmando os dados de Hasler (2001) que inovulou embrides frescos e

criopreservados. Estes resultados nas taxas de gestacdo (p> 0,05) reforcaram a
observacédo feita por Hafez (2000) de que o periodo de assincronia n&do deve

ultrapassar 24 horas.

4. 2. 5. Estagio de desenvolvimento dos embrioes

inovulados

Cinquenta e cinco embrides foram transferidos em 53 receptoras, pois duas
novilhas receberam dois embrides cada. Com relagdo ao estagio de
desenvolvimento foram inovuladas 28 moérulas compactas (50,91%), 7 blastocistos
iniciais (12,73%), 13 blastocistos (23,64%) e 7 blastocistos expandidos (12,73%). As
taxas de prenhez foram para moérula compacta 46,43% (13/28), blastocisto inicial
71,43% (5/7), blastocisto 61,54% (8/13) e blastocisto expandido 42,86% (3/7).

Os indices de prenhez foram similares (p> 0,05) para fémeas que receberam
embrides nos estagios de moérula compacta e blastocisto (inicial, blastocisto e
expandido) segundo o Teste do Qui-quadrado. Embora os melhores resultados
tenham sido alcangados com a transferéncia de blastocistos iniciais e blastocistos,
seria necessario um numero maior de inovulagbes com estes estagios embrionarios
para esta tendéncia ser confirmada pela analise estatistica.

Takeda et al. (1986), Moraes (1990), Hasler (2001) e Spell et al. (2001)
também nao verificaram diferenga estatistica nos indices de gestacdo entre os
estagios de desenvolvimento embrionario. Entretanto para Wright (1981), Niemann
et al. (1982), Looney et al. (1984), Donaldson (1985), Wright (1985), Kim (1987) e Mc
Evoy & Sreenan (1990) a transferéncia de blastocistos resultou em indice de
prenhez maior do que quando se transferiu moérulas. No trabalho de Berlin et al.

(1983) a maior porcentagem de gestagao foi resultante da inovulagdo de morulas.

4. 2. 6. Qualidade dos embrioes inovulados

Os indices de prenhez de acordo com a qualidade dos embrides foram de
62,50% (20/32), 42,10% (8/19) e apenas 25,00% (1/4) para os graus 1 (excelente), 2

(bom) e 3 (regular). Apesar de nao ter sido constatada diferenga significativa no
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Teste do Qui-quadrado (p> 0,05) para as taxas de prenhez resultantes da

transferéncia de embrides de graus 1 e 2, observou-se uma tendéncia favoravel para
os embrides classificados como excelentes.

Fernandes (1995) relatou taxas de gestacdo similares para embrides
excelentes (54,90%) e bons (52,90%), e Spell et al (2001) registraram 74,10% de
prenhez para embrides grau 1 (excelente ou bom) e 71,80% para embrides grau 2
(regular). Entretanto Demczuck et al. (1998) e Hasler (2001) demonstraram
resultados de prenhez significativamente diferentes entre os graus de classificagao
dos embrides. No experimento de Demczuck et al. (1998) os embrides avaliados
como o6timos e bons (designados como G1 e G2) apresentaram porcentagens de
prenhez maiores (51,20 e 40,10%, respectivamente), do que as obtidas com
embrides classificados como sofriveis (G3 - 21,80%) e ruins (G4 — 0%). Para Hasler
(2001) as taxas de prenhez foram de 73,20% (grau 1), 68,30% (grau 2) e 56,30%
(grau 3).

As figuras 6 e 7 representam alguns embrides quanto ao estagio de

desenvolvimento e qualidade embrionaria.



Figura 6- Embrides classificados quanto ao estagio de desenvolvimento e qualidade
embrionaria como moérula de grau 2 (1, 3 e 12), moérula de grau 3 (4, 6, 9, 10 e 11),
blastocisto inicial de grau 2 (7) e embrido degenerado (2, 5 e 8).

Figura 7- Embrides classificados quanto ao estagio de desenvolvimento e qualidade
embrionaria como blastocisto de grau 1 (1), blastocisto inicial de grau (2) e mérula de
grau 3 (3).
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5. CONCLUSOES

¢ A determinacdo do numero de corpos luteos por palpacao retal e exame ultra-
sonografico, no dia da colheita dos embrides, pbde ser utilizada como
parametro de estimativa do niumero de estruturas recuperadas;

e A concentragdo plasmatica de P4, no dia da colheita dos embrides, nao
interferiu na recuperacdo de estruturas e viabilidade embrionaria e nao foi
influenciada pelo numero de CL;

e A concentracdo plasmatica de 173 E,, no dia da colheita dos embrides, ndo
interferiu na recuperacdo de estruturas e viabilidade embrionaria e nao foi
influenciada pelo numero de ovulagoes;

e Os diametros e volumes do CL e da cavidade cistica e o volume da massa
luteal ndo interferiram nas taxas de prenhez;

e A palpacéo retal foi satisfatéria para distinguir CL médios de grandes, porém
perdeu a sensibilidade ao avaliar CL pequenos;

e Foram observadas correlagbes baixas (r< 0,60) entre a concentragao
plasmatica de P, e 173 E; e 0 didmetro do CL, volume do CL, didmetro da
cavidade cistica, volume da cavidade cistica e o volume da massa luteal;

¢ Nao se observou diferencga estatistica entre as concentragdes plasmaticas de
P4 e 1703 E,, no dia da inovulagdo dos embrides, para as receptoras que se
tornaram ou nao gestantes,

e As receptoras cujos uteros foram classificados como grau 2 (intermediario)
apresentaram os melhores resultados de gestacao;

e Um periodo de assincronia de 24 horas nao representou diferenca estatistica

nas taxas de gestagao.
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