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Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos da administra¢cdo de analogo da gonadorelina no mo-
mento da transferéncia de embridao em tempo fixo (TETF), da categoria da receptora e da esta-
¢do do ano na prenhez por TETF aos 30 (P/TETF 30) e 60 (P/ TETF60) apds o estro e nas perdas
gestacionais (PG). As receptoras foram distribuidas aleatoriamente: grupo tratado (n = 624),
onde as receptoras receberam injecao intramuscular de 0,2 mg de gonadorelina (Fertagyl®) na
TETF e grupo controle (n =687) permaneceu sem tratamento. As receptoras foram previamen-
te tratadas com protocolo de sincronizacdao a base de progesterona e estradiol. Todos os em-
brides foram produzidos in vitro. Os dados foram analisados por regressao logistica multivaria-
da, utilizando o procedimento GLIMIX do SAS. Foi detectada maior P/TETF30 (45,8 vs. 40,0%; P
=0,03) e P/TETF60 (43,0 vs. 37,0%; P =0,01) no grupo tratado. Houve tendéncia de reducdo da
PG no grupo tratado (4,0 vs. 7,0%; P =0,09). Vacas secas (2,70%) e vacas em lactacao (2,47%)
apresentaram menor PG (P =0,001), em compara¢do com novilhas (10,42%). Na estacdo pri-
mavera/verdao a P/TETF60 foi menor (P = 0,024). Maior PG tendeu a ocorrer na estacao mais
guente. O tratamento com gonadorelina no momento do TETF aumentou a prenhez por TE aos
dias 30 e 60 e reduziu o PG. Vacas receptoras secas e lactantes apresentaram menor taxa de
PG em comparacao com novilhas. Além disso, a TE realizada nas estac6es mais quentes do ano
resultou em menor taxa de prenhez aos 60 dias e maior PG.

Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva; gado de leite; reproducao.

Abstract: The objectives were to evaluate the effects of recipient category, season and
administration of a gonadorelin analogue at the time of fixed-time embryo transfer (FTET)
on pregnancy per FTET at 30 and 60 days after oestrus and on pregnancy losses (PL).
Recipients were randomly assigned to: treated group (n = 624), in which recipients received
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an intramuscular injection of 0.2 mg of gonadorelin (Fertagyl®) at FTET; or a control group (n
= 687) that remained untreated. Recipients were previously treated with a synchronisation
protocol based on progesterone and oestradiol. All embryos were produced in vitro. The data
with binomial distribution were analysed by multivariate logistic regression, using the GLIMIX
procedure of SAS. Higher P/FTET was observed at 30 days (45.8 vs. 40.0%; P = 0.03) and 60
days (43.0 vs. 37.0%; P = 0.01) in the treated group. There was a tendency toward reduced
PL in the treated group (4.0 vs. 7.0%; P = 0.09). Dry cows (2.70%) and lactating cows (2.47%)
had less PL (P = 0.001) compared with heifers (10.42%). In the spring/summer season the P/
FTET at 60 days was smaller (P =0.024). Greater PL tended to occur in the warmer season.
Treatment with gonadorelin at the time of bovine ET increased the pregnancy per ET at days
30 and 60 and reduced PL. Additionally, dry and lactating recipient cows showed a lower PL
rate compared to heifers. Furthermore, ET performed in the warmer seasons of the year
resulted in a lower pregnancy rate at day 60 and greater PL.

Keywords: reproductive efficiency; dairy cattle; reproduction.

1. Introducgao

A transferéncia de embries (TE) € uma importante biotécnica para a produg¢do ani-
mal, sendo uma ferramenta para a multiplicacdo de animais de mérito genético superior®.
Segundo Viana®@, em 2020 foram produzidos mais de 1,1 milhdo de embrides in vitro em todo
o mundo. Isto mostra o grande potencial e a importancia desta biotécnica na reproducao bo-
vina®. Apesar do crescimento do uso de TE em bovinos, seus resultados permanecem incon-
sistentes. Receptoras de embrides produzidos in vitro (PIVE) apresentam menores taxas de
concepcdo e maior perda gestacional em comparac¢do com as vacas que recebem embrides
produzidos in vivo e inseminacdo artificial®. Portanto, estudos que busquem criar novas es-
tratégias para aumentar a eficiéncia dos programas de producao de embrides in vitro e TE
devem ser desenvolvidos.

Dentre varios fatores que podem influenciar o sucesso da TE, a qualidade do corpo Iuteo
(CL) desempenha papel importante na manutencdo da prenhez®-.. A qualidade do CL esta
correlacionada com a concentracdo sérica de progesterona (P4), responsavel pela concep-
cdo e desenvolvimento embrionario intrauterino®. O aumento da concentragdo sérica de P4
imediatamente apds a inseminacao tem funcao na manutenc¢ao da prenhez e na promocdo
do desenvolvimento adequado do concepto®?®. Indiretamente, a presenca de P4 no ambien-
te uterino modifica a expressao génica endometrial®, que por sua vez possibilita o desenvol-
vimento do embrido e a producdo de interferon tau. O efeito direto da P4 no alongamento
do embrido ndo foi totalmente elucidado. Porém, a presenca de P4 em niveis adequados,
antes mesmo da deposicdo do embrido por meio da inovulacdo, prepara o ambiente uterino,
tornando-o mais receptivo ao embridao e favorecendo o seu desenvolvimento?.

O tratamento pods-ovulatério com hormonios luteotrdpicos na primeira semana do ciclo
estral, como a gonadotrofina coridnica humana (hCG) e o horménio liberador de gonadotro-
fina (GnRH), pode melhorar as taxas de prenhez e reduzir as perdas gestacionais!"'"'?. Esses
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hormonios promovem a formacdo de um CL acessoério e, consequentemente, aumento na
concentracao sérica de P4. Outra explicagao para o aumento da taxa de prenhez foi descrita
em vacas tratadas com hormonios luteotrdpicos, a maior concentracao de P4, causada pela
formac¢do de um CL acessorio, leva a uma melhor modulacao do crescimento folicular. Assim,
os foliculos que crescem nestas condi¢Bes sao geralmente menores e, portanto, produzem
menos estrogeno. Neste momento, concentracdes elevadas de estrogeno ndo sdo deseja-
veis, pois podem aumentar a possibilidade de lutedlise, o que interromperia a gestacao'.
Devido aos resultados inconsistentes da transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF) e
a eficacia controversa dos hormdonios luteotropicos no aumento da taxa de prenhez ¥, mais
pesquisas nesta area sao necessarias.

Os objetivos com este estudo foram avaliar os efeitos da administracao de um analogo
da gonadorelina (Fertagyl®) no momento do TETF, da categoria da receptora, e da estacao
do ano na prenhez por TETF aos 30 (P/TETF 30) e 60 (P/ TETF60) dias apds o estro e nas perdas
gestacionais (PG).

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado em 11 fazendas comerciais de Uberlandia, Minas Gerais, Sudeste
do Brasil, no periodo de julho de 2015 a julho de 2016. O clima, segundo a classificacdo de
Kdppen, é do tipo Aw, megatérmico, com verdes quentes e chuvosos ( outubro a marco) e in-
vernos frios e secos (abril a setembro)4. Nas estacdes primavera/verdo, a temperatura mé-
dia foi de 24,97 °C e a umidade relativa do ar foi de 69,05% e, nas estacdes outono/inverno, a
temperatura média foi de 22,29 °C e a umidade relativa do ar foi de 49,34%"4, Este trabalho
foi conduzido de acordo com os Principios Eticos em Experimentacdo Animal, aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
sob protocolo numero 041/14.

2.1 Doadoras e embrides

Foram utilizadas 144 doadoras de ovdcitos e sémen de 38 touros diferentes. As doado-
ras ndo foram submetidas a nenhum protocolo hormonal e seus ovdcitos foram coletados
por aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU). O intervalo entre OPU em cada doadora
foi de pelo menos dois meses. Todos os embrides foram produzidos in vitro. Os embrides
foram classificados pelos técnicos de laboratério de acordo com seu estagio de desenvolvi-
mento (de 1 a 9) e sua qualidade morfoldgica (de 1 a 4)@. Foram utilizados apenas embrides
classificados como grau 1 para qualidade morfoldgica e nos estagios de desenvolvimento
trés (morula), quatro (morula compacta), cinco (blastocisto inicial), seis (blastocisto), sete
(blastocisto expandido) ou oito (blastocisto eclodido)®. Foram utilizados embrides das ragas
Nelore (80), Gir (530) e Girolando (701). Os embrides foram transferidos a fresco de acordo
com a ordem em que foram alocados no transportador de embrides.
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2.2 Receptoras e tratamento

Para serem elegiveis para o programa TETF, as receptoras mesticas ndao poderiam apre-
sentar nenhuma doenca clinica. Além disso, o escore de condi¢do corporal (ECC) deveria
estar entre 3 e 3,75, em uma escala de 1 a 5. As receptoras selecionadas foram divididas
aleatoriamente em dois grupos: o grupo tratado (n = 624, tratado com 0,2 mg de gonadore-
lina (Fertagyl®) no dia do TETF e o grupo controle (n = 687, nao tratado).

O protocolo hormonal utilizado para sincronizar a ovulagdo das receptoras foi: DO: in-
sercao do dispositivo intravaginal P4 (FertilCare®) com dosagem de 1,2 g e aplica¢ao intra-
muscular de 2,0 mg de benzoato de estradiol (FertilCare Sincronizacao®); D7: administracao
de 0,526mg de cloprostenol sddico (Sincrosin®) por via intramuscular; D9: administragao de
0,526mg de cloprostenol sddico (Sincrosin®) por via intramuscular + Tmg de cipionato de
estradiol (FertilCare Ovula¢ao®) por via intramuscular + retirada do dispositivo intravaginal;
D18: as receptoras foram submetidos a exame ultrassonografico transretal e apenas aquelas
qgue apresentavam pelo menos uma CL foram consideradas elegiveis para o programa TETF.
Os embrides foram transferidos para o corno uterino ipsilateral do ovario que possuia o CL,
sendo administrada ou ndo 0,2 mg de gonadorelina i.m. (Fertagyl®). Os embrides foram de-
signados as recptoras de forma aleatdria. As avaliacbes de saude, ECC e ovarios foram reali-
zadas pelo mesmo veterinario, assim como todas as inovulagdes e diagnosticos de gestacao.

2.3 Diagndsticos de prenhez e coleta de dados

O diagnostico de prenhez foi realizado por exame ultrassonografico transretal, 23 + 5
dias ap6s o TETF. Cerca de 30 + 5 dias depois, os animais diagnosticados como gestantes
foram reexaminados. A prenhez por TETF aos 30 dias de gestacao (P/TETF 30) foi calculada
pela razdo entre o numero de animais gestantes na primeira avaliagdo e o numero total de
TETF. A prenhez por TETF aos 60 dias de gestacdo (P/TETF 60) foi calculada pela razao entre
0 numero de animais gestantes na segunda avaliacao e o numero total de TETF. A perda de
gestacdo (PG) foi calculada pela razao entre o nimero de perdas de gestacao entre o pri-
meiro e 0 segundo diagndstico e o numero de animais gestantes no primeiro diagndstico.
O resultado dessas divisdes foi multiplicado por 100 para obter o valor percentual. Também
foram coletados dados sobre a estacdo do ano em que a TETF foi realizada (primavera/verao
e outono/inverno) e a categoria receptora (novilhas, vacas lactantes e vacas secas).

2.4 Analise estatistica

Os dados com distribui¢cdo binomial (P/TETF30, P/TETF60 e PG) foram analisados por
regressao logistica multivariada, utilizando o procedimento GLIMIX do SAS, versado 9.2 (SAS/
STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC). No primeiro modelo foram avaliados os efeitos do trata-
mento, estacdo do ano da TETF, categoria da receptora, bem como possiveis efeitos de inte-
ragdo sobre P/TETF 30, P/TETF60 e PG. Uma vez que nenhum efeito das possiveis interacdes
foi detectado, elas foram retiradas do modelo final. Considerou-se significancia estatistica
quando P < 0,05 e tendéncia estatistica quando 0,05 <P <0,10.
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3. Resultados

O tratamento afetou tanto P/TETF30 (P = 0,03) quanto P/TETF60 (P = 0,01). O tratamento
com gonadorelina no dia 7 tendeu (P = 0,09) a reduzir a PG (7% e 4% para os grupos controle

e tratado, respectivamente, Tabela 1).

Tabela 1 Efeito do tratamento com gonadorelina na prenhez aos 30 dias, 60 dias e perda gestacional

Controle 40,0 (247/624y 37,0 (230/624) 7,0 (17/247y

P valor 0,03 0,01 0,09

Ndo houve efeito da categoria receptora sobre P/TETF30 e P/TETF60, porém, as novilhas
tiveram maior PG (P = 0,001), quando comparadas com vacas secas e vacas em lactacao
(Tabela 2). A estacao do TETF afetou a gesta¢do por TETF aos 60 dias (P = 0,024) e tendeu
a afetar (P = 0,095) a PG. Durante a esta¢do primavera/verdao, a PG tendeu a ser maior em
relacdo ao outono/inverno. Consequentemente, a P/TETF60 foi maior nas estacdes outono/

inverno (Tabela 3).

Tabela 2 Efeito da categoria receptora na prenhez aos 30 e 60 dias e perda gestacional.

Novilha (607) 45,14 41,52 10,422

Vaca em lactacio (167) 41,32 40,12 2,470

b Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (P < 0,05)

Tabela 3 Efeito da estacdo da TETF na prenhez aos 30 e 60 dias e perda de gestacao.

Primavera/Verao (775) 40,77 37,102 7,712

P valor 0,101 0,024 0,095
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4. Discussao

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar se o tratamento com gonadorelina no momen-
to do TE melhoraria ou ndo a prenhez por TETF aos 30 e 60 dias. Os resultados deste estudo
mostraram que os grupos tratados com gonadorelina no momento do TETF tiveram resulta-
dos aumentados na prenhez quando comparados ao grupo controle (5,8% aos 30 dias e 6%
aos 60 dias; Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Marques et al. ", em
qgue animais tratados com GnRH apresentaram maior P/TE em compara¢do ao grupo contro-
le. Vasconcelos et al."» também encontraram maior P/TE em receptoras tratadas com hCG e
GnRH, em comparag¢do ao grupo controle. Juntos, estes estudos mostram que a administra¢ao
de um indutor de ovula¢do pode ser eficaz para melhorar os resultados da prenhez em pro-
gramas de TE.

Segundo Guerra et al."®, o tratamento com gonadorelina, ao fazer com que o foliculo
dominante da primeira onda folicular ovule e forme um CL acessorio, pode melhorar a P/
TE da receptora. Esse tratamento provoca aumento na concentracao de P49, o que é de
fundamental importancia para o desenvolvimento do concepto e manutencao da prenhez.
Além disso, a alta concentragao de P4 proporciona um ambiente uterino mais favoravel ao
alongamento do concepto, o que influencia positivamente a produc¢do de interferon tau e o
reconhecimento materno da gestacao®.

Uma segunda possivel explicagdo para os resultados encontrados é que a ovulagdo do
foliculo dominante na primeira onda folicular levando a formacao de um CL acessorio e o
consequente aumento na concentra¢do de P4 inibem a presenca de um novo foliculo do-
minante no momento do reconhecimento materno da gestacao, reduzindo a possibilidade
de elevacao do estradiol circulante e o desenvolvimento do gatilho luteolitico neste periodo
critico da gestacao". Um estudo que caracterizou o desenvolvimento folicular e luteal e a
lutedlise em vacas Holandesas lactantes ndo inseminadas que formaram CL acessério em
resposta ao tratamento com hCG apo6s a ovulagdo, mostrou que a formacao de CL acessorio
alterou a lutedlise natural e a ovulacdo subsequente ao tratamento, que sao eventos fisio-
|6gicos criticos na regulacao da duracao do ciclo estral, mas um possivel atraso na lutedlise
poderia ser benéfico para os resultados de prenhez apds a TE?".

Em contrapartida, alguns estudos demonstraram que o uso de medicamentos que pro-
movem a formac¢do de um CL acessério ndo melhora a prenhez nas receptoras®®. Guerra
et al. "™ nao encontraram melhora na taxa de concepcdo de animais tratados com GnRH.
Segundo os autores, isso pode ter ocorrido porque ambos 0s grupos, tratado e controle,
apresentaram alta fertilidade e baixa PG. Portanto, o tratamento com GnRH de 5 a 7 dias
apos a ovulagao pode ndo ser eficiente em rebanhos com bons resultados de fertilidade.

Loiola et al. ™ relataram menor taxa de prenhez para um grupo tratado com GnRH.
No entanto, o protocolo utilizado incluia a administracdo de gonadotrofina coribnica equina
(eCQ). Segundo Baruselli et al. ??, o protocolo utilizado para sincronizacao das receptoras
pode influenciar a P/TE. Protocolos que utilizam eCG geralmente levam a um maior desen-
volvimento do foliculo dominante e, consequentemente, a formacao de um CL maior. Um CL
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maior tem maior capacidade de producdo de P4, levando a uma prenhez maior. O uso de
eCG também pode aumentar a taxa de ovulacdo dupla quando administrado durante a fase
inicial da onda folicular, aumentando as concentra¢des de P4 apds a ovulacdo. Como o uso
de eCG ja aumenta as concentracdes de P4, o tratamento com GnRH apds a ovulacao pode
ndo influenciar as taxas de P/TE neste caso. Isso pode explicar os resultados encontrados por
Loiola et al.¥, que divergem dos resultados do presente estudo.

O tratamento com gonadorelina tendeu a reduzir a taxa de PG (P= 0,095; Tabela 1).
Alguns estudos que administraram diferentes drogas luteotrdpicas encontraram resultados
semelhantes ao presente estudo®. Niles et al.?®, observaram reducao da PG entre o primei-
ro e o segundo diagndstico de gestacao (dias 32 a 67) em novilhas tratadas com hCG no dia
da TETF (7 dias ap0s a ovulacao). Guerra et al."®, estudando a administracdo de GnRH no 5°
dia do ciclo estral de novilhas Holandesas e mesticas, relataram efeito da qualidade embrio-
naria na taxa de PG. Os animais que receberam embrides no estagio 7 de desenvolvimento
(blastocisto expandido) tiveram menor percentual de perdas gestacionais do que as demais
receptoras. Além disso, o efeito da presenca de um CL acessério nesses animais potenciali-
zou a redugdo da PG. Essa reduc¢do da PG chegou até a 50%. Segundo os autores, o estagio
embrionario e a presenca de CL acessério (responsavel por maiores concentragdes de P4)
sao fatores que possivelmente contribuiram para a diminuicdo da PG.

Ndo foi detectado efeito da categoria da receptora (novilhas, vacas secas e vacas lac-
tantes) na prenhez por TE aos 30 dias e 60 dias, porém as novilhas apresentaram maior
PG quando comparadas aos demais grupos (P = 0,001; Tabela 2). Esses resultados foram
contrarios ao esperado, uma vez que a maioria dos dados da literatura mostra que novilhas
tendem a ter melhores resultados gestacionais e menos perdas gestacionais?¥. Contudo, a
taxa de PG para novilhas deste estudo foi semelhantes aos valores encontrados em outros
estudos®). Assim, essa diferenca pode ser devida a baixa taxa de PG encontrado para as ou-
tras duas categorias de receptoras (vacas secas e lactantes). Normalmente, sdo observadas
taxas reduzidas de P/TE e altas de PG para vacas em lactacao de alta producao®®. Como as
vacas receptoras utilizadas no presente estudo eram vacas de baixa produg¢do ou secas, 0
efeito negativo da producdo de leite pode ndo ter impactado as taxas de PG, explicando as-
sim os baixos valores encontrados.

Em estudo que utilizou hCG, como indutor de ovulag¢do, foi observada maior concentra-
¢do de P4 no 12° dia apds a IA, e independente da paridade, a prenhez melhorou apenas nas
vacas primiparas, em comparacao a vaca multipara®”. Em contraste com os presentes resul-
tados, Silva et al. (2023)©® em estudos com Bos indicus observaram que a administra¢ao de
dose Unica de GnRH foi capaz de induzir a ovulacdo em novilhas, mas ndo em vacas. Segundo
0s autores, uma possivel razao para este achado é que a ovulacdo em novilhas pode exigir
um pico de LH mais baixo em comparacdo com vacas, levando a um possivel efeito de pari-
dade a nivel folicular, impactando a resposta ovulatoria.

Foi encontrado efeito da estacdo do ano (P = 0,024) na P/TETF60. As receptoras que
foram submetidos a TETF no outono/inverno apresentaram melhor desempenho reprodu-
tivo em comparagao aos animais onde a TETF foi realizada na primavera/verao (Tabela 3).
Demétrio et al.® relataram que o0 aumento da temperatura corporal dos animais no sétimo
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dia apos a ovulacdo tem efeito negativo na gestacao aos 28 dias em animais submetidos a TE.
Da mesma forma, Ferraz et al.®?, avaliaram a relagdo entre o indice de temperatura e umida-
de (ITU) com a taxa de concepcdo, observando que a taxa de concepc¢ao para vacas e novilhas
diminuiu com o aumento do ITU. Eles também demonstraram que as vacas sao mais sensi-
veis ao estresse térmico indicado pelo ITU em comparacao com as novilhas. Segundo Sartori
et al.®Y, quando comparadas as novilhas, é mais dificil para as vacas regularem a tempera-
tura corporal em resposta ao clima quente. Esta maior susceptibilidade ao estresse térmico
contribui para taxas de concepg¢ao mais baixas durante as estacdes quentes.

No presente estudo, a estacao do ano em que foi realizado a TETF tendeu a afetar a PG
(P =0,095). Nas estacdes mais quentes (primavera/verao) a PG foi maior do que nas estac¢des
mais frias (outono/inverno) (Tabela 3). Garcia-Ispierto et al. %2 também avaliaram a influéncia
do estresse térmico na PG, e observaram maior taxa de PG nos meses mais quentes quando
comparados aos periodos mais frios. Segundo os autores, o ITU elevado durante a quarta
semana de gesta¢do pode impactar negativamente a taxa de prenhez e contribuir para a PG
devido a sensibilidade do embrido ao estresse térmico durante o periodo de implantacao.
Nanas et al. (2021)® analisando vacas inseminadas artificialmente encontraram maior taxa
de prenhez no inverno em comparacao ao verao. Também encontraram maior PG no verdo.
Segundo os autores, esses resultados podem ser decorrentes principalmente da insuficién-
cia lutea. Com base nisso, podemos inferir que o tratamento com GnRH apds a TE nao foi
suficiente para prevenir PG durante o verao.

5. Conclusao

O tratamento com gonadorelina no momento da TE bovina aumentou a prenhez por
transferéncia de embrides aos 30 e 60 dias e reduziu a perda de gestacao. Além disso, vacas
receptoras secas e lactantes apresentaram menor taxa de perda de gestacao em comparagao
as novilhas, e a transferéncia de embrides realizada nas esta¢cdes mais quentes do ano (prima-
vera/verdo) resultou em menor taxa de prenhez aos 60 dias e maior taxa de perda de gestacao.
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