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RESUMO

SOUZA, Lucas Rodrigues, Universidade Federal da Paraiba, Novembro de 2014. Estudo
retrospectivo de fatores que interferem na fertilidade de vacas receptoras de embrides.
Orientador: José Nélio de Sousa Sales.

O objetivo do presente estudo foi identificar os principais pontos criticos que causam impacto
negativo na fertilidade de receptoras de embrides bovinos. No experimento foram utilizados
6527 dados reprodutivos de receptoras de embrides de uma fazenda no estado de Sdo Paulo
durante os anos de 2000 a 2004. Os dados foram analisados pelo Sistema de Anélise
Estatistica para Windows (SAS, 2001), por regressdo logistica multivariada utilizando o
procedimento LOGISTIC do SAS. As variaveis foram removidas por eliminacdo inversa, de
acordo com o critério estatistico de Wald com valor estipulado de P>0,20. O modelo
estatistico final foi composto pelas variaveis de qualidade do corpo luteo, desenvolvimento
embrionario, qualidade do embrido, tipo de biotecnologia utilizada (TE-SOV ou OPU-FIV) e
numero de transferéncia [repetidoras de cio (>3 embrides transferidos) ou ndo repetidoras de
cio]. Apos essa analise prévia, as varidveis foram submetidas a andlises de distribuicéo
binomial utilizando o procedimento GLIMMIX do SAS. Né&o se verificou interacdo entre as
variaveis estudadas (P>0,05). No estudo, verificou-se que a taxa de prenhez foi influenciada
pelo nimero de embribes transferidos em determinada receptora [ndo repetidoras de cio
(35,7%; 2019/5650) e repetidoras de cio (32,0%; 281/877); P=0,001], pelo estadio de
desenvolvimento embrionario [morula (42,0%; 748/1782)% blastocisto inicial (31,7%;
292/921)°, blastocisto (32,0%; 402/1224)° e blastocisto expandido (32,8%; 790/2412)";
P=0,01], qualidade do corpo liteo [CL1 (35,7% (1631/4571)% CL2 (36,2%; 458/1266)% e CL3
(31,3%; 174/556)° P=0,01] e tipo de producdo do embrido [embrides frescos produzidos in
vivo (47,4%; 509/1074)%, embrides congelados produzidos in vivo (38,8%; 590/1520)° e
embrides produzidos in vitro (30,3%; 1175/3875)%; P=0,001]. No entanto, a taxa de prenhez
néo foi influenciada pela estagédo do ano [verdo - novembro a fevereiro (35,8%; 596/1665) e
inverno - abril a julho (33,4% (945/2830); P=0,85] pela sincronia doadora/receptora [D-2
(39,7%; 418/1053), D-1 (34,5%; 1100/3189), DO (35,5%; 639/1798), D+1 (29,4%; 143/487);
P=0,13], pelo lado da transferéncia [lado direito (35,0%; 1398/3991) e lado esquerdo (35,6%;
901/2534); P=0,98]. Conclui-se que a fertilidade em receptoras de embrides é influenciada

por maltiplos fatores, no qual se verificou menor fertilidade em receptoras repetidoras de cio,



embrides abaixo do estagio de morula, baixa qualidade do corpo liteo e em embriGes

congelados ou produzidos in vitro.

Palavras-chave: Biotecnologia, Fertilidade, FIV, superovulacao.



ABSTRACT

SOUZA, Lucas Rodrigues, Federal University of Paraiba, November, 2014. Retrospective
study of factors that affect the fertility of bovine embryo recipients. Adviser: José Nélio
de Sousa Sales

The aim of this study was to identify critical points that have negative impact on fertility of
bovine embryo recipients. In the experiment were used 6527 reproductive data from embryo
recipients of a farm located in the state of Sdo Paulo during the years 2000-2004. Data were
analyzed using the Statistical Analysis System for Windows (SAS, 2001), by multivariate
logistic regression using the LOGISTIC procedure of SAS. Variables were removed by
reverse elimination, according to Wald"s statistical criteria with stipulated value P> 0.20. The
final statistical model included the variables of quality of corpus luteum, embryo
development, embryo quality, biotechnology’s type used (TE-SOV or OPU- I\VVF) and number
of transfer [repeat breeders (> 3 embryos transferred) or not repeat breeders]. After this initial
analysis, the variables were analyzed for the binomial distribution using the GLIMMIX
procedure of SAS. There was no interaction between these variables (P>0.05). In the study, it
was found that the pregnancy rate was influenced by the number of embryos transferred in
defined receptor [not repeat breeders (35.7%, 2019/5650) and repeat breeders (32.0%,
281/877); P=0.001], by the stage of embryonic development [morula (42.0%, 748/1782)% by
the early blastocyst (31.7%, 292/921)°, blastocyst (32.0%, 402/1224) and expanded blastocyst
(32.8%, 790/2412)" P=0.01], the quality of the corpus luteum [CL1 (35.7% (1631/4571);
CL2 (36.2%, 458/1266) and CL3 (31.3%, 174/556), P=0.01] and type of embryo’s production
[fresh embryos produced in vivo (47.4%, 509/1074)%, the frozen embryos produced in vivo
(38.8%, 590/1520)° and embryos produced in vitro, (30.3%, 1175/3875)°, P=0.001].
However, the pregnancy rate was not influenced by season [summer - November to February
(35.8%, 596/1665) and winter - April to July (33.4% (945/2830), P=0.85] by sync
donor/recipient [D-2 (39.7%, 418/1053), D-1 (34.5%, 1100/3189), DO (35.5%, 639/1798),
D+1 (29.4%, 143/487); P=0.13], by the side of transfer [right side (35.0%, 1398/3991) and
left side (35.6%, 901/2534), P=0.98]. We concluded that fertility in recipient embryos is
influenced by multiple factors in which there was less fertility in repeat breeders’ receptors, in
embryos up to the morula stage, low quality of the corpus luteum, and in frozen or in vitro

produced embryos.

Keywords: Biotechnology, Fertility, IVF, superovulation.
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1. INTRODUCAO

A pecuéria brasileira conta com um pouco mais de 200 milhdes de individuos bovinos,
sendo a bovinocultura um dos principais destaques do agronegocio brasileiro no cenario
mundial. O Brasil € dono do segundo maior rebanho efetivo do mundo, e o maior explorado
comercialmente, com animais utilizados tanto para a producéo leiteira na qual produz cerca
20 bilhdes de litros de leite por ano, como para exploracdo de carne que o levou a lideranga
desde 2004 nas exportacdes mundial, com um quinto da carne comercializada
internacionalmente e vendendo-a em mais de 180 paises (MAPA, 2014; EMBRAPA, 2014).

A bovinocultura é uma atividade exercida desde pequenos a grandes produtores rurais
inseridos em todos os estados do territorio brasileiro, que é capaz de gerar uma renda bruta de
R$67 bilhGes, sendo assim de grande importancia econémica e social no pais (MAPA, 2014).
Com o intuito de melhorar os rebanhos geneticamente para se chegar a produtividades ainda
maiores, faz-se 0 uso de biotecnologias no manejo reprodutivo dos rebanhos, tendo como as
principais inseminagao artificial e a transferéncia de embri&o.

A transferéncia de embrides em bovinos foi descrita inicialmente por Umbaugh em
1949, que resultou em quatro gestacbes que ndo foram a termo (Betteridge, 1981). No
entanto, a inddstria da transferéncia de embriGes bovinos surgiu na América do Norte no
inicio dos anos 70 tendo como o principal nome Rowson (Betteridge, 2003). Essa
biotecnologia cresceu nos ultimos anos e no ano de 2012 a producdo mundial atingiu cerca de
1.200.000 embrides transferidos, sendo 750.000 oriundos de superovulacdo de fémeas e
450.000 de producdo in vitro, tornando-se grande negocio internacional (Mepletoft, 2013). A
producdo de embribes in vitro corresponde a 37,5% de todas as transferéncias embrionarias
do mundo, sendo o Brasil principal produtor desse tipo de embriées com 86% da PIV mundial
(IETS, 2013).

A utilizacdo de transferéncia de embriGes em bovinos tem como objetivo ampliar o
material genético melhorador ndo somente proveniente do macho, mas também da fémea
(Jones e Lamb, 2008). Com isso a transferécia de embrides permite maior producdo de
descendentes de progenitores com petencial material genético (Baruselli et al, 2006). No
entanto inimeros fatores podem interferir nos resultados de programas de transferéncia de
embrides, dentre eles podemos citar a nutri¢do, controle de ciclo estral, saude reprodutiva das

receptoras, qualidade do embrido e habilidade do técnico (Seidel, 1991; Jones e Lamb, 2008).
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Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi realizar uma andlise retrospectiva para
identificar os principais pontos criticos que tem impacto negativo na fertilidade de receptoras

de embrides.
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2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Reproducdo Animal do Centro de
Ciéncias Veterinaria da UFPB Campus Il de Areia. As atividades desenvolvidas entre agosto
de 2011 e julho de 2012 compreenderam em coleta de dados, geracéo e analise dos resultados
estatisticos. Nesse estudo, foram utilizados 6527 dados de uma fazenda de receptoras de
embrides localizada no estado de Sao Paulo - SP e disponibilizados em planilhas do programa
Excel, as quais continham as informac6es individuais de cada animal (receptora): raca; més e
ano da transferéncia de embrifes; nimero de transferéncias recebidas pela receptora,
sincronia doadora/receptora; tamanho e ovario onde o corpo liteo estava localizado; e o tipo
de producdo, grau e estado de desenvolvimento do embrido transferido. Apos a colheita dos
dados, as planilhas foram elaboradas no formato para realizacdo da analise estatistica e
identificacdo dos pontos criticos.

A anélise estatistica foi realizada pelo Sistema de Andlise Estatistica para Windows
(SAS, 2001), sendo os dados analisados por regressdo logistica multivariada utilizando o
procedimento LOGISTIC do SAS. As variaveis foram removidas por eliminacdo inversa, de
acordo com o critério estatistico de Wald no qual o valor estipulado foi de P>0,20. O modelo
da estatistica final foi composto pelas variaveis qualidade do corpo luteo, desenvolvimento
embrionario, qualidade do embrido, tipo de biotecnologia utilizada e categoria animal
(repetidoras de cio ou ndo). Apds essa analise prévia, as variaveis foram submetidas a analises
de distribuicdo binomial utilizando o procedimento GLIMMIX do SAS. Os dados foram

expressos em porcentagem.
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3. RESULTADOS

Na avaliacdo dos dados das receptoras ndo se observou interacdo entre as variaveis
avaliadas e o tipo de biotecnologia empregada (P>0,05). Assim verificou-se que as receptoras
que receberam ate trés embrides transferidos [35,7% (2019/5650)] obtiveram maior (P=0,001)
taxa de prenhez quando comparadas a receptoras repetidoras de cio [32,0% (281/877); Figura
1]. Além disso, ndo foi observada diferenca estatistica (P=0,85) entre receptoras que
receberam embrides no verdo [35,8% (596/1665)] e no inverno [33,4% (945/2830)]. A
sincronia entre doadora e receptora também ndo interferiu (P=0,13) na fertilidade de
receptoras de embrides [D-2 39,7% (418/1053), D-1 34,5% (1100/3189), DO 35,5%
(639/1798), D+1 29,4% (143/487)].
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Figura 1. Taxa de prenhez de vacas receptoras nao repetidoras de cio (receberam até trés

transferéncias de embriéo) e repetidoras de cio (receberam mais de trés transferéncias de embrido).

Além disso, embrides classificados como morula produziram maior (P=0,01) taxa de
prenhez [42,0% (748/1782)] do que os demais estagios embrionarios [Blastocisto inicial
31,7% (292/921), blastocisto 32,0% (402/1224) e blastocisto expandido 32,8% (790/2412);
Figura 2]. E receptoras de embrides com corpo luteo de qualidade 1 e 2 apresentaram maior
taxa de concepcdo [CL1 35,7% (1631/4571)% CL2 36,2% (458/1266)* e CL3 31,3%
(174/556)°; P=0,01; Figura 3].
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Figura 2. Taxa de prenhez de vacas receptoras de embriGes de acordo com o estagio embrionério.
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Figura 3. Taxa de prenhez de vacas receptoras de embrides de acordo com a qualidade do CL (CL1 -
excelente, CL2 — bom, e CL3 — regular) no dia da transferéncia.
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Outro fator que nédo interferiu na fertilidade das receptoras foi a escolha do corno
uterino em que o embrido foi transferido, sendo semelhante (P=0,98) entre o lado direito
[35,0% (1398/3991)] e esquerdo [35,6% (901/2534)]. Por fim, a fertilidade foi influenciada
pelo tipo de biotecnologia empregada para a producédo e armazenamento do embrido (P=0,01),
em que se verificou maior taxa de concepgdo em receptoras que receberam embrides frescos
produzidos in vivo [47,4% (509/1074)%] em relacdo aos embriGes congelados produzidos in
vivo [38,8% (590/1520)°] e embrides produzidos in vitro [30,3% (1175/3875)°; Figura 4].

50 1 47.4 a P=0,01

40 -

30,3
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Embrido fresco Embrido congelado Embri&o in vitro

Figura 4. Taxa de prenhez de vacas receptoras de embrides de acordo com o tipo de
biotecnologia empregada para a produgéo e armazenamento dos embrides.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, vacas repetidoras de cio apresentaram menor taxa de prenhez. No
entanto, em outros estudos nao foi observado reducdo da fertilidade em vacas repetidoras de
estro que receberam embrido sete dias ap0os o estro (Baruselli et al., 2011). Sabendo-se que em
vacas repetidoras de estro, a principal causa de reducédo da fertilidade é a qualidade do odcito
(Ferreira et al., 2011), ndo se esperava reducdo da fertilidade nessas vacas, visto que todas
receberam embrides de alta qualidade, tornando provavel a possibilidade de que esses animais
apresentem também problemas ligados ao utero, levando assim a necessidade de novos
estudos sobre tal fator para melhor entende-lo.

O estagio de desenvolvimento dos embribes transferidos também influenciou na taxa
de prenhez das receptoras, obtendo melhores resultados na transferéncia destes em fase de
morula [42,0% (748/1782)] quando comparado com o0s demais estadgios embrionarios
[Blastocisto inicial 31,7% (292/921), blastocisto 32,0% (402/1224) e blastocisto expandido
32,8% (790/2412). Esses resultados foram diferentes dos estudos de Hasler (2001) e Spell et
al. (2001) em que ndo observaram diferenca na taxa de prenhez entre os diferentes estagios
embrionarios.

Outro fator que interfere na fertilidade de receptoras de embriGes é o estresse térmico
(Hansen, 2009). Porém, no presente estudo ndo se verificou reducdo de fertilidade em
receptoras que receberam os embrides no periodo de verdo, ao contrario que é observado em
varios estudos que apontam reducdo da fertilidade em periodos quentes em vacas inseminadas
(Rodrigues et al., 2010). Essa baixa fertilidade no verdo se deve principalmente por
comprometimento da qualidade do odcito (Hansen, 2007) e auséncia de mecanismos de
defesa contra o estresse térmico e oxidativo em embrides antes da fase de morula (Hansen,
2009). Dessa forma, os efeitos deletério do estresse térmico ndo afetariam o desenvolvimento
embrionario, porque os embribes transferidos ja havia ultrapassado a fase de maior
suscepetibidade ao estresse térmico.

A sincronia doadora/receptora ndo interferiu na fertilidade de receptoras de embrides,
corroborando com estudos de Chebel et al. (2008) e Spell et al (2001), em que n&o houve
diferenca quando vacas receptoras receberam embrides em -24, -12, 0, +12 e +24h de
sincronia com as vacas doadoras, evidenciando assim uma aparencia funcional de

reconhecimento materno entre os Uteros das receptoras nestes diferentes dias pos ovulacao.
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Além disso, verificou-se que receptoras com corpos l(teos maiores apresentaram
maior fertilidade, corroborando com estudos da literatura (Binelli et al., 2005). Pois Sabe-se
que receptoras com corpos liteos maiores, secretam maior quantidade de progesterona
(Baruselli et al., 2010) que permite maior desenvolvimento do embrido. Tais embrides irdo
produzir maior quantidade de interferon-tau e consequentemente melhor sinalizagdo para o
reconhecimento materno da gestacdo (Mann et al., 1995, 1999) e assim, evita mais
eficientemente a lutedlise (Binelli et al., 2005; Mann et al., 1999). No entanto, o corno uterino
em que o corpo luteo foi identificado ndo interferiu na taxa de concepcao das receptoras.

Avaliando o efeito da biotecnologia empregada na produgdo do embrido verificou-se
que embrides frescos produzidos in vivo apresentaram melhores resultados na fertilidade de
receptoras de embrides. Resultados semelhantes foram observados na literatura (Chebel et al.,
2008; Mepletoft, 2012). Tais resultados se devem provavelmente pela menor manipulagéo e
maior similaridade com o desenvolvimento normal do embrido dentro do atero (Wright and
Ellington, 1995).
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que a fertilidade em receptoras de embrifes é influenciada por maltiplos
fatores, no qual se observou no estudo o efeito de nimero de transferéncias recebidas (repeat
breeder), desenvolvimento do embrido, qualidade do corpo luteo e tipo de biotecnologia

empregada na produgéo de embrides.
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