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RESUMO: O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a qualidade de embrides de
vacas leiteiras produzidos através de transferéncia de embrido por superovulacdo sob
influéncia do sombreamento artificial no semiarido da Paraiba, microrregido de Sousa
através da implementacdo do sombreamento artificial como alternativa para melhoria dos
indices reprodutivos. Foram utilizadas oito vacas mesticas com o mesmo padréo racial,
permanecendo nas mesmas condicdes de manejo nutricional. Houve dois grupos
experimentais, quatro animais manejados em piquetes sem sombreamento artificial
(controle) e quatro com a utilizacdo de sombreamento artificial nas horas de maior
incidéncia solar (das 7 as 13 horas) através da utilizacdo de tela de polipropileno com
70% de protecdo solar (tratamento), com area aproximada de 5m?2 por animal. Frequéncias
respiratdria e cardiaca e temperatura retal foram avaliadas bem como a temperatura do ar.
Foi implementado protocolo de superovulacdo e realizadas inseminacdes artificiais. A
coleta dos embrides foi realizada pelo método néo cirurgico através de lavagens uterinas
sendo as estruturas recuperadas classificadas de acordo com o manual da Sociedade
Internacional de Transferéncia de EmbriGes. A média global foi de 3,25 embriGes por
animal. Para o grupo controle houve média de 2,75 embries por animal e para 0 grupo
tratamento a média foi 3,75. Para o grupo controle, o indice de recuperacédo foi de 25%,
enguanto que para o grupo tratamento foi de 83,33%. N&o houve diferenca significativa
entre as fases embrionarias registradas, tendo predominancia as fases iniciais de morulas
e blastocistos. Referente a qualidade embrionéaria o grupo controle apresentou melhores
resultados, porém em linhas gerais ambos os grupos atingiram aproximadamente 80% de
estruturas viaveis.

Palavras-chave: Estresse térmico. O6citos. Transferéncia embrionéria.



ABSTRACT: The present work had the objective of evaluating the embryo quality of
dairy cows produced through embryo transfer by superovulation under the influence of
artificial shading in the semiarid region of Paraiba, Sousa microregion, through the
implementation of artificial shading as an alternative to improve reproductive indexes.
Eight crossbred cows with the same racial pattern were used, remaining under the same
conditions of nutritional management. There were two experimental groups, four animals
managed in pickets without artificial shading (control) and four with the use of artificial
shading in the hours of highest solar incidence (from 7 to 13 hours) through the use of
polypropylene canvas with 70% of sun protection (treatment), with an approximate area
of 5m2 per animal. Respiratory and cardiac rates and rectal temperature were evaluated
as well as air temperature. Superovulation protocol was implemented and artificial
inseminations were performed. The collection of the embryos was performed by the non-
surgical method through uterine washes and the recovered structures were classified
according to the manual of the International Embryo Transfer Society. The overall mean
was 3.25 embryos per animal. For the control group there was an average of 2.75 embryos
per animal and for the treatment group the mean was 3.75. For the control group, the
recovery rate was 25%, whereas for the treatment group it was 83.33%. There was no
significant difference between the recorded embryonic phases, predominating the initial
phases of morulae and blastocysts. Regarding the embryonic quality, the control group
presented better results, but in general both groups reached approximately 80% of viable
structures

Keywords: Embryo transfer. Oocytes. Thermal stress.
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1.INTRODUCAO

Dois tergos do territorio brasileiro estdo situados na regido tropical, onde ha
predomindncia de temperaturas elevadas e alta incidéncia de radiacdo solar e
aproximadamente 64% do rebanho bovino mundial sdo criados em ambiente semelhante, o
que representa um desafio para a pecuaria mundial (AZEVEDO et al., 2005).

Na pecudria uma das principais alternativas para o aumento da eficiéncia produtiva ¢é a
otimizag&o reprodutiva do rebanho (VIANA, 2006). Neste contexto as biotécnicas aplicadas a
reproducdo animal tém sido de enorme importancia e produzido efeito positivo nos programas
de melhoramento animal (FREITAS, 2007).

Em programas de transferéncia de embrides pouco se tem estudado a respeito do efeito
das variaveis ambientais sobre as taxas de gestacdo. Tendo as regiGes de alta temperatura
ambiental e radiacdo elevada, reduzida eficiéncia da perda de calor e, com isso, incremento do
estresse térmico do animal. (SILVA et al., 2011). Sendo o sombreamento um recurso de
manejo importante, pois os efeitos negativos do estresse calérico sobre a producdo e a
reproducio em vacas sdo bastante significativos (AZEVEDO; ALVES, 2009).

Os bovinos conseguem identificar locais sombreados que oferecem maior protecao
contra a radiacéo solar, a fim de amenizar o estresse calorico (SCHUTZ et al., 2009). Porém,
animais com aptidao leiteira apresentam maior consumo de alimentos, aumento da producéo
de calor metabdlico e consequentemente tém dificuldade de equilibrio térmico, quando
submetidos a condigdes de calor ambiental (FERREIRA, 2012).

A funcdo celular, como um todo, é influenciada negativamente pelo aumento
exacerbado da temperatura corporal (KADZERE et al., 2002), dentre os efeitos deletérios do
estresse térmico estdo incluidas interferéncias reprodutivas ligadas aos o6citos, na fecundacao
e no desenvolvimento embrionario inicial. Tendo as temperaturas elevadas, uma relacdo
inversa com a proporcdo de embrides transferidos que continuam seu desenvolvimento,
culminando com uma menor eficiéncia reprodutiva (THATCHER et al., 2006). Dessa forma,
promover conforto térmico ao animal parece preservar toda a dindmica reprodutiva e a
consequente gestacdo (ROCHA et al., 2012).

No que se refere a lactacdo em regides semiaridas, o cenario se agrava devido as
condi¢Ges ambientais desfavoraveis para minimizacéo de tal situacdo (FERRO et al., 2010).

Justificando-se uma atencdo especial as medidas mitigadoras de estresse térmico aplicadas aos
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animais da cadeia leiteira. Desta forma, praticas que possibilitem melhoria na regulacéo
térmica garantindo uma melhor qualidade de foliculos, odcitos e embriGes nos protocolos
utilizados para a realizacdo da transferéncia de embrido, como a utilizacdo de sombreamento
artificial, possibilitariam uma melhoria nos resultados obtidos.

Diante deste preAmbulo e levando-se em considera¢do a importancia da pecuéria para
a regido em estudo, objetivou-se nesse experimento, avaliar a qualidade de embribes de vacas
leiteiras produzidos através de transferéncia de embrido por superovulacdo sob influéncia do

sombreamento artificial no semiarido da Paraiba, microrregido de Sousa.
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2.FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.Fisiologia reprodutiva no estresse térmico

A radiagdo solar configura-se como principal responséavel pelo acréscimo do calor
corporal interno em animais expostos ao ar livre, sendo quase todo o calor absorvido
proveniente desta, constituindo um dos principais causadores de estresse nos animais de
producdo (ALVES et al., 2014). Segundo Arcaro Junior et al (2005) as respostas fisiologicas
iniciais em bovinos, em estresse térmico, incluem o aumento da frequéncia respiratéria (FR) e
frequéncia cardiaca (FC), bem como da temperatura da pele como na maioria das espécies
domésticas (SOUZA et al., 2007).

Os efeitos da radiacdo direta causam grande preocupacdo no que se refere a
reproducdo animal, j& que para se adaptar a um ambiente, 0 organismo sofre um conjunto de
ajustes que em condicdes ambientais estressantes podem causar alteracbes nos parametros
fisiolégicos (MARTINS JUNIOR et al., 2007). Em vacas leiteiras submetidas a estresse
térmico, ocorrem interferéncias no controle enddcrino comprometendo a maturacdo dos
foliculos e ovulacdo. Acarretando-se alteragcBes nos niveis hormonais gonadais, exercendo
influéncia no ciclo reprodutivo, que provoca a menor manifestagdo de estro e concepcéo,
abortos e mortalidade embrionaria (FERRO et al., 2010).

Os animais homeotérmicos, como mamiferos e aves, possuem a zona de
termoneutralidade, nela os animais estdo em conforto térmico e podem expressar seu maximo
potencial genético. Também, existe uma zona de temperatura ambiental, na qual o animal
consegue manter a sua homeotermia. Entretanto, o animal necessitara de ajustes fisiologicos,
a fim de manter a temperatura corporal constante. Em qualquer faixa de temperatura fora da
termoneutralidade o animal despendera energia revertida em processos compensatorios, a fim
de manter sua homeostase, deixando em segundo plano atividades como a reproducdo
(CUNNINGHAM, 2008). Para bovinos mesticos em lactacdo, Nads (1989) estabelece a zona
de termoneutralidade numa temperatura que varia de 5 a 31°C

Na figura 1, estda esquematizada a zona de termoneutralidade, as faixas de
homeotermia e também os limites a partir dos quais o animal sofrera os efeitos da

temperatura, tanto em hipotermia quanto em hipertermia.
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ssmmmm—— Representacgido da variagdo da temperatura corporal do animal

== Representacgido da utilizagio de energia pelo animal para termorregulagao

SOBREVIVENCIA

CONFORTO
TERMICO

ESTRESSE DE FRIO 4—‘

! ‘v'—’ ESTRESSE DE CALOR

Temperatura Temperatura
critica infenor critica supenior
(TCI) (TCS)
- < e ]

Temperatura do ambiente

Figura 1 - Zona de Termoneutralidade.
Fonte: Prof. Dr. Marcos Chiquitelli Neto. UNESP-IIha Solteira.

Durante o estresse caldrico, a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipo6fise-adrenal, acarreta
antagonismo entre seus hormoénios e os do eixo hipotalamo hipdfise-gonadal (SANTOS,
2003). Esse processo inibitério ocorre quando ha liberagdo do hormonio liberador de
corticotropina (CRH), pelo hipotdlamo, que inibe a secrecdo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), no hipotadlamo, dessa forma, suprime a liberacdo na adeno-hipdfise,
do horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). Em consequéncia, ha
blogueio nas secre¢bes de hormonios esterdides gonadais (LEITE, 2002). Além disso, em
condicGes de estresse calorico, as células gonadais sdo afetadas, diretamente, em seus
receptores para gonadotrofinas, e causam desequilibrio hormonal e reduzem a sensibilidade
das células a acdo de FSH e LH (SANTOS, 2003).

Segundo Chebel et al. (2004), vacas expostas ao estresse por calor ao menos um dia de
temperatura maxima >29°C antes da inseminacdo artificial tiveram taxa de gestacdo menor
(p<0,001) que vacas ndo expostas a esse fator. Demonstrando que quando o0s animais se
encontram na zona de conforto térmico ndo ha comprometimento da atividade reprodutiva
(FERRO et al., 2010). Entretanto, ao se encontrarem acima da temperatura critica, a qual pode
variar de acordo com a velocidade do vento, radiacdo solar, umidade relativa, raca, além de

outros, 0s animais em estresse térmico, reduzem a fertilidade (SILVA, 2000).
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Ultimamente novas técnicas e ferramentas tém sido introduzidas como suporte no
manejo reprodutivo de animais de fazenda para controle de fertilidade e indices reprodutivos,
possibilitando a identificacdo de melhores ragas para as condi¢cdes do semiarido e servindo
para promover o bem-estar animal. O uso da termografia de infravermelho, por exemplo, é
uma nova técnica de precisdo, introduzida através da formacgdo de imagens termogréficas ja
explorada em varios paises e em diversas areas (ALVES et al., 2014). O registro de imagem

termografica pode ser visualizado na figura 2 a seguir.

Temp.efl
§ Dist. obyj.

} Hum__cell
L Temp. atm.

-Figura 2 — Imagem de bovino gerada a partir de
camera  termogréfica.

A termografia é definida como uma técnica que possibilita a medi¢do de temperatura
de um corpo e a formacdo de imagens termograficas a partir de radiacdo de infravermelho.
Estas imagens auxiliam na compreensdo da termorregulacdo em relagdo as mudancas na
temperatura superficial e o impacto das condi¢gdes ambientais sobre o bem-estar animal
(KOTRBA et al., 2007 & ZOTTI 2010).

O uso de sombreamento artificial configura-se como outra ferramenta considerada
essencial para reduzir perdas na producdo de leite e na eficiéncia reprodutiva. (BARBOSA;
DAMASCENO, 2002). Ferro et al (2010) cita aumento de 19% na taxa de concepcdo de vacas
em condicGes de sombreamento. Por isso, ha necessidade do uso de préaticas de manejo no
ambiente fisico, como sombreamento natural ou artificial, sistemas silvipastoris, com espécies
de crescimento rapido, agua e alimentos adequados, em quantidade e qualidade, bom manejo
no rebanho, principalmente em regides tropicais (LOURENCO JUNIOR et al., 2006).
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2.2.00génese e embriogénese

A sequéncia de eventos pelos quais as células germinativas primordiais passam até
atingirem o estagio de o6cito maduro, apto para a fecundacdo é denominada oogénese (VAN
DEN HURK & ZHAO, 2005). Estima-se uma populacdo de 120 a 150 mil odcitos primarios
contidos em foliculos primordiais em fémeas bovinas ao nascimento (YANG et al., 1998).

As células do epiblasto, durante a gastrulacdo, se tornam células indiferenciadas,
chamadas de células germinativas primordiais (CGP), que irdo dar origem aos odcitos. As
CGP colonizam a go0nada ainda indiferenciada e se diferenciam em o0o0g0nias
(MCLAUGHLIN & MCIVER, 2009). Posteriormente, as oogbnias entram no estagio da
préfase da primeira divisdo meidtica e passam a ser chamadas de odcitos primarios. Os
od0citos permanecem nesse estagio até entrar em atresia ou receber o estimulo hormonal, que
induz a maturacdo (SANCHEZ & SMITZ, 2012).

Em resposta & onda pré-ovulatoria do horménio luteinizante (LH), os odcitos retomam
a meiose e sofrem o processo de maturacdo (MAYES & SIRARD, 2001). Ocorre o
rompimento da vesicula germinativa e progride na meiose, passando pelos estagios de
metafase |, anaféase |, tel6fase I, completando o primeiro ciclo meidtico com a extrusao do
primeiro corpusculo polar e, imediatamente atingindo a metafase 1. Nesse estagio ocorre a
segunda parada meidtica, e o odcito permanece nessa fase até o momento da fecundacéo
(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Com a fecundacgdo, o o6cito completa a sua segunda divisdo meidtica, com a extrusdo
do segundo corpusculo polar. A célula retorna a sua configuragdo inicial dipléide com a
interacdo do material genético, formando assim o zigoto, que dard origem ao embrido
(ADONA, 2006).

2.3.Transferéncia embrionaria

Dentre as varias tecnologias utilizadas, para amplificar a utilizacdo do potencial
genético das fémeas, a transferéncia de embrides (TE) se destaca por ser um campo em
constante mudanca e expansdo, possibilitando que vacas produzam madltiplas crias em um
unico ano (BARROS; NOGUEIRA, 2004).

A primeira TE realizada com sucesso em mamiferos foi com coelhos em 1890
(HEAPE, 1891), sendo 70 anos mais tarde, obtido a primeira em bovino (WILLETT et al.,
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1951). Em 2012 foram documentados 263.036 TEs bovinos em todo 0 mundo, com o Brasil
responsavel por 14,81% (STROUD; CALLESEN, 2012).

A TE na realidade € um passo no processo de remocdo de um ou mais embrides a
partir do trato reprodutivo de uma doadora até transferi-los para uma ou mais receptoras.
Podendo ser considerada no sentido mais amplo um processo composto por varias etapas, tais
como: superovulacdo e inseminacdo das doadoras, coleta dos embrides, isolamento, avaliagcdo
e armazenamento a curto prazo dos embries, micromanipulacdo e analise genética dos
embrides, congelamento e transferéncia dos embrides propriamente dito (TROXEL, 2007).

Com o advento da transferéncia de embrido (TE) por superovulacdo (SOV) e da
fertilizacdo in vitro (FIV), as caracteristicas genéticas das fémeas passaram a ser mais
amplamente propagadas, sendo uma importante ferramenta para o melhoramento zootécnico
(REICHENBACH et al., 2002).

Estudos a respeito da influéncia do estresse térmico sobre os indices reprodutivos
relacionados a TE sdo de sobremaneira escassos, entretanto alguns trabalhos demonstram sua
interferéncia na reproducdo (SILVA et al., 2010). Também se considera que sdo inimeros 0s
fatores que interferem nos resultados da TE, sendo o estresse térmico um dos pontos
limitantes para o sucesso desta técnica (CHEBEL et al., 2004).

2.4.Coleta e avaliacdo embrionaria

A colheita de embrides é realizada preferencialmente, entre o sexto e oitavo dia apés a
primeira inseminacdo das doadoras. Nesse periodo o embrido encontra-se flutuando, num
filme liquido no ltmem da ponta dos cornos uterinos. Isso permite sua captacdo através da
técnica de lavagem dos cornos uterinos (DEMETRIO, 2003).

A tricotomia e antissepsia com alcool iodado, no espaco intervertebral, entre a ultima
vértebra sacral e a primeira coccigea, é indispensavel para a realizacdo da anestesia epidural
baixa, utilizando-se quatro a seis mililitros de lidocaina a 2% (2012).

Deve ser realizada higienizacdo ao redor da vulva, anus e insercdo da cauda, com
agua, escova e sabdo seguida de antissepsia com solugdo de &lcool etilico e iodado a 10%.
Uma sonda de Folley com o mandril no seu interior é guiada através da cérvix por
manipulagéo retal. Apds o posicionamento da sonda em um dos cornos, o baldo é inflado

injetando-se dez a vinte ml de ar, quantidade suficiente para fechar a abertura cervical e fixar
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a sonda. Por conseguinte, 0 mandril é retirado e inicia-se a coleta dos embribes através da
lavagem uterina (GAMBARINI, 2004).

Em circuito fechado, o lavado fluiu por gravidade através do tubo acoplado ao
recipiente com DPBS, bem como através do cateter em dire¢cdo ao corno uterino, sendo
necessario que o recipiente seja posicionado cerca de um metro acima da garupa do animal.
Apbs a lavagem do corno uterino, o meio de coleta retorna atraves do outro tubo plastico para
o filtro acoplado nesse tubo retendo os embrides juntamente com dez a 30 ml do meio de
lavagem (REICHENBACH et al. 2002).

Os embriGes coletados sdo transportados do filtro de colheita para placas de Petri com
diametro de 12cm. Com o auxilio de um estereoscopio se faz a primeira busca na placa com
suaves movimentos circulares, onde toda e qualquer estrutura encontrada é retirada com a
ajuda de uma seringa tipo de insulina e ponteira estéril para uma placa menor (60x35),
contendo gotas do meio de manutengdo (DEMETRIO, 2003).

Na avaliacdo morfoldgica de um embrido considera-se com relacdo as estruturas e
qualidades os seguintes critérios: Forma esferdide; Simetria dos blastdmeros; Aparéncia clara
e nitida dos blastdmeros; Tonalidade escura e uniforme; Uniformidade da membrana celular;
Proporcionalidade entre o embrido e o espaco perivitelineo; Integridade da zona pelUcia;
Auséncia de vacuolo no embrido e fragmentos celulares no espaco perivitelineo; Auséncia de
fragmentos celulares aderidos a zona pelucida; Compactacdo dos blastdmeros entre si
(GOODHAND et al., 2005).

Segundo Pinto Neto (2000) sdo utilizados sete estagios de desenvolvimento: estagio 1
morula: aglomerado celular em cuja superficie blastémeros individuais podem ser
distinguidos; estagio 2 mérula compacta: blastémeros individuais ndo podem ser distinguidos
na superficie do embrido; estagio 3 blastocisto inicial: uma pequena cavidade, a blastocele,
esta visivel e a massa celular interna comeca a se formar; estagio 4 blastocisto: o embrido
ocupa a maior parte dentro da zona pellcida, a massa celular interna comeca a tornar-se mais
distinta mas o diametro global do embrido, incluindo a zona pelicida, permanece inalterado;
estagio 5 blastocisto expandido: o didmetro embrionario esta aumentado e a espessura da zona
pelicida pode ser reduzida para aproximadamente 1/3 da espessura origina; estagio 6
blastocisto em eclosdo: O embrido estd iniciando o processo de saida da zona pellcida;
estagio 7 blastocisto eclodido: O embrido estd completamente livre da zona pellcida; € ainda
nitida a presenca da fase de blastocele (GONCALVES et al. 2001).
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A Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) (ROBERTSON &
NELSON, 1998), classifica os embrides quanto a qualidade em quatro graus: grau |
(excelente: estadio de desenvolvimento com zona pellcida intacta e esférica, massa celular
homogénea com células de tamanho uniforme, nenhum ou poucos fragmentos celulares no
espaco perivitelino); grau Il (bom: altera¢cbes minimas na forma e coloracdo com relagdo ao
grau I, alguns fragmentos ou debris celulares no espaco perivitelino e/ou pequenas formacoes
vesiculares nos blastdmeros); grau Il (regular: claras alteraces comparadas com o grau I,
embora com a maior parte da massa celular intacta); e grau IV (ruim: muitos fragmentos ou
debris celulares no espago perivitelino, vesiculas maiores e em maior numero e claras
mudancas degenerativas nos blastdmeros, com menos da metade da massa celular intacta).

A média de embriGes vidveis obtidas por coleta e a porcentagem de embrides
excelentes e bons podem atestar a eficiéncia dos procedimentos utilizados, dentre eles o do
protocolo de superovulagdo (GONGCALVES, 2001).

Os embrides avaliados como excelentes, bons e regulares sdo passiveis de
transferéncia. Os resultados, expressos em percentual de gestacdes, variam entre 45 e 60%, e
normalmente ndo diferem para os embrides classificados como excelentes e bons. Na
indicagédo para a congelagdo e micromanipulagdo, somente os embrides excelente e bom séo
utilizaveis, em relacdo ao estadio de desenvolvimento recomenda-se a utilizacdo de embrides

em estagios que antecedam a eclosao embrionaria. (RUMPF, 2005).
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1.Localizacéo
O experimento foi desenvolvido no Instituto Federal de Educagdo Ciéncia e
Tecnologia da Paraiba (IFPB) — Campus de Sousa, Unidade de S&o Gongalo, em conjunto
com o setor de Bovinocultura e Ovinocultura, alto sertdo da Paraiba, municipio de Sousa,
perimetro irrigado de Sdo Gongalo. Sendo o clima semiarido do tipo Aw (clima tropical
umido e seco ou de savana) da classificacdo de Koeppen, com precipitacdo media anual de
800 mm, com o periodo chuvoso se estendendo de janeiro a abril. A temperatura média anual
é de 27 °C, com minima de 22 °C e maxima de 38 °C e umidade relativa média de 64%

(EMBRAPA, 2010).

3.2.Grupos Experimentais

Foram utilizadas 8 vacas mesticas, de cruzamento de gado taurino com zebuino, vazias
com no minimo de 45 dias pds-parto. Estas foram pré-selecionadas por exame clinico e
ginecoldgico auxiliado por avaliagdo ultrassonogréafica transretal e consideradas aptas a
reproducdo. Foram selecionadas as com condigdo corporal entre 3 e 4, numa escala de 1-5,
sendo 1 muito magra e 5 muito gorda (EMBRAPA, 2010). Permanecendo todas elas das sete
as treze horas no pastejo em piquetes com capim Tifton, conduzido em rotacdo, acompanhado
de um quilo de racdo a base de milho duas vezes ao dia no momento das ordenhas, sendo
estas realizadas no inicio da manha, antes das sete horas, e logo ap6s o retorno dos animais do
pastejo, apos as treze horas.

Os animais foram separados em dois grupos, quatro individuos manejados em
piquetes sem sombreamento artificial (controle) e quatro com a utilizacdo de sombreamento
artificial nas horas de maior incidéncia solar (das 7 as 13 horas) através da utilizacdo de tela
de polipropileno com 70% de protecdo solar (tratamento), com area de 5m2 por animal
(NAAS & ARCARO JUNIOR, 2001), implantado 30 dias antes do primeiro dia do protocolo

de superovulacao (D-30), conforme estruturas mostradas na imagem 01 a seguir.
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Figura 3 — Animais do grupo tratamento sob as estruturas de
sombreamento artificial.

3.3.Avaliacdo clinica e temperatura superficial

Os animais foram monitorados diariamente desde trinta dias antes do protocolo de
superovulacao (SOV) até o dia da coleta dos embrifes, sempre durante a segunda ordenha do
dia, tendo sua frequéncia respiratéria (FR), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR)
avaliadas, conforme recomendacdes de Dirksen et. al (1993).

A temperatura superficial (TS) foi obtida por meio de uma camera termografica (Flir®
T420) com calibracdo automatica. Todas as imagens foram realizadas do lado direito do
animal, de modo a obter a real flutuacdo da temperatura corporal, evitando que 0S processos
digestivos ocorridos no ramen tivessem participacdo no aumento da temperatura superficial
conforme preconizado Baéta & Souza (2010).

A temperatura superficial sera dada pela média das temperaturas dos quatro individuos

por grupo e por dia analisado.

3.4.Temperatura ambiental
A temperatura ambiental (TA) foi monitorada através de data loggers onset®, modelo
U23-004 HOBO Pro v2. Estes equipamentos foram posicionados a altura da cernelha das
vacas sob o sombreamento artificial bem como na area ndo sombreada no local de pastejo
animal referenciando-se por Alves et al (2014). Os dados de temperatura ambiental serdo

registrados durante as seis horas nas quais 0s animais permanecem no tratamento.
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3.5.Protocolo de Superovulagéo
O protocolo de SOV iniciou-se com a introducdo do dispositivo intravaginal bovino de
progesterona (DIB), associado a 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE) em qualquer dia do
ciclo estral, correspondendo ao dia zero (DO) do protocolo. No D4 foi iniciada a aplicagéo de
200 mg FSH de 12 em 12 horas, em doses decrescentes até o D7 (40, 40, 30, 30, 20, 20, 10,
10 mg). No D6 realizado a administracdo de 0,5 mg de cloprostenol, sendo o DIB retirado no
D7 e 24 horas depois aplicado 25mg de LH. Foram realizadas duas inseminac0es artificiais,
pelo método transcervical, com sémen da mesma partida de um reprodutor da raca Girolando
proveniente de central de sémen comercial, ocorridas 12 e 24 horas apds administracdo do

LH, conforme representado na figura 01.

Retirada do
Implante Implante
Vaginal
a%rln PGF2a
{ . 1A
BE Indugio da ‘ )
l FSH ovulagéio / \ Colheita
Implante de P4 l l
i 1 t } } } 1 -
L | 1 1 T T T } >
DO D4 D5 Do D7 D8 D85 D9 D15

Figura 4 - Desenho esquematico do protocolo superovulacéo

3.6.Coleta e avaliacdo dos embrides

A coleta dos embriBes foi realizada no D15 do protocolo de superovulacdo. Realizou-
se assepsia e anestesia epidural baixa, conforme recomendado por Andrade (2012).

O método de lavagem uterina foi implementado para a colheita dos embrides, sendo
seguidas recomendagdes de Gambarini (2004) e Reichenbach (2002).

As estruturas recuperadas foram classificadas de acordo com o manual da Sociedade
Internacional de Transferencia de Embrides (IETS) (ROBERTSON & NELSON, 1998) e
criopreservados segundo recomendacGes de Reichenbach et al. (2002), sendo armazenadas em
nitrogénio liquido para posterior inovulagdo.

Foram tomadas as medidas de biosseguranca, higiene e boas praticas laboratoriais para
0 procedimento de rastreio de avaliagdo dos embrides.

Segue a figura 5 retratando ambiente contendo fluxo laminar, estereomicroscépio,

placa aquecedora e demais materiais e equipamentos necessarios para 0 manuseio das
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1 estruturas recuperadas no Laboratorio de Ensino em Biotecnologia Reproducdo do IFPB —

2 Campus Sousa — LEBRE.

3

O 00 NO b
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Figura 5 — Laboratorio de reproducdo animal IFPB —
Campus Sousa

Na avaliacdo individual dos embries, vérias caracteristicas foram observadas,

conforme descrito na tabela 1.

11  Tabela 1 - Critérios para avaliacdo de embrides bovinos segundo os parametros de qualidade
12 propostos pela IETS (1998)

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

CODIGO X
DA IETS AVALIACAO
1 EXCELENTE
OU BOM
2 REGULAR
3 POBRE
4 MORTO OU
DEGENERADO

Estddio de desnvolvimento corresponde ao esperado; massa embriondria
simétrica e esférica com blastdmeros individuais que sdo uniformes em tamanho,
cor e densidade; forma regular, a zp ndo deve apresentar superficie c6ncava,
deve ser lisa, preferencialmente intacta, especialmente se o embrido € destinado
a exportacdo; células extrusadas da massa celular do embrido compreendem
menos de 15% do material celualar total.

Estadio de desenvolvimento corresponde ao esperado; forma regular, zp intacta
ou ndo, irregularidades moderadas na forma geral da massa embrionaria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais; células extrusadas da massa
celular compreendem mais de 15% do material celular total; pelo menos 50%
das células compreendem uma massa embrionaria vidvel, intacta.

Estddio de desenvolvimento ndo corresponde ao esperado; irregularidades
maiores na forma geral da massa embrionaria ou no tamanho, cor e densidade
das células individuais; menos de 75% das células degeneradas; pelo menos 25%
das células comp&em uma massa embrionéria viavel, intacta.

Estddio de desnvolvimento ndo corresponde ao esperado, embrido em
degeneracdo; massa embrionaria de menos de 25% de todo material celular
presente no interior da zp; odcitos ou estruturas unicelulares degeneradas.

13 Fonte: REICHENBACH et al., 2002.

14
15
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A classificacdo quanto ao estadio de desenvolvimento embrionério seguiu

recomendacdes de Pinto Neto et al., (2000), de acordo com o que pode ser verificado no

quadro 02 a seguir.

Tabela 2 — Classificacdo de embrifes bovinos quanto ao estadio de desenvolvimento

ESTADIO DE DEFINICAO
DESENVOLVIMENTO
MORULA Aglomerado celular que permite a distincdo entre os blastdmeros, porém sem

diferenciacéo celular.

BLASTOCISTO INICIAL

Inicio da diferenciagdo entre células do trofoblasto e massa celular interna, com

aparecimento de uma pequena cavidade entre os blastdmeros (blastocele).

BLASTOCISTO

Clara diferenciacdo entre as células do trofoblasto e massa celular interna.
Blastocele visivel. O embrido ocupa maior parte do interior da zp sem alterar o
didmetro do embrido.

BLASTOCISTO

Aumento de 1,2 a 1,5 o didmetro embrionério, com adelgacamento da zp em até

EXPANDIDO dois tercos da espessura inicial.
BLASTOCISTO Embrido fora do espago perivitelinico, podendo estar proximo ou ndo da zp,
ECLODIDO apresentando o dobro do volume inicial.
0O0CITO Gameta feminino ndo fecundado. N&o ha distingdo entre células. Espaco interno e
zp homogéneos.
ESTRUTURA Estrutura comprometida que impede a classificacdo quanto ao estaddio de
DEGENERADA desnvolvimento.

Fonte: PINTO NETO et al., 2000.

3.7.Analise dos dados

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo SPSS v.20 para Windows (SPSS,

Chicago, IL, USA). As variaveis foram testadas para observar a distribuicdo normal pelo teste

de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados sdo apresentados em média e desvio padrdo. Foi

aplicada a ANOVA com pos teste de Tukey-Kramer para as variaveis paramétricas. Todos 0s

testes foram calculados para um nivel de significancia de 5%. Em algumas variaveis a analise

foi realizada sob a forma descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Embrides
Os resultados de indice de recuperacdo, nimero de embriGes coletados, estagios
embrionarios e qualidade embrionaria obtidos no presente trabalho sdo apresentados no

gréfico 01 a seqguir.

Tabela 3 — indice de recuperacdo, nimero de embrides coletados, estagios e qualidade
embriondria por grupo.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

VARIAVEIS oL SOMBRA
INDICE DE RECUPERACAO (%) 25,00% 83,33%
N° DE EMBRIOES POR ANIMAL+DESVIO PADRAO 3,75+4,112 2,75+4,192
MORULA INICIAL 18,18% 6,67%
MORULA 54,55% 66,67%
ESTAGIOS BLASTOCISTO 0
INICIAL 27,7 20%
2 - 12 CELULAS 0% 6,67%
EXCELENTE 64% 20%
REGULAR 18% 60%
QUALIDADE POBRE 9% 13%
DEGENERADO 9% 7%

3 | etras diferentes indicam diferenca entre grupos

O numero total de embrides recuperados para os dois grupos foi de 26, com uma
média global de 3,25 embrides por animal. Para o grupo controle houve média de 2,75
embrides por animal e para o grupo tratamento a média foi 3,75.

Os numeros sao semelhantes aos apresentados por Renesto (2004) que obteve 3,1
embrides por animal, conduzindo superovulacdo em vacas da raca Nelore, ndo obstante,
diferem quando comparados aos resultados de Cruz et al (2008) que obtiveram uma média de
10 embribes por animal ap6s realizarem duas sessdes de lavagem uterina, no intervalo de até
cinquenta minutos, na mesma raga.

Segundo Witbank (2002), a presenca de foliculo dominante funcional pode exercer um
efeito negativo na resposta ovulatéria e diminuir o nimero de embrides coletados.

Subnutricdo, lactacdo e estresse ambiental podem exercer um efeito prejudicial na secrecao
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pulsétil de LH e no desenvolvimento folicular. O presente experimento ndo obteve diferencas
estatisticas referentes a quantidade de embrides recuperados entre os grupos trabalhados, o
que pode sugerir a acao desses fatores intrinsecos e extrinsecos em ambos 0S grupos.

Provavelmente o numero relativamente baixo de estruturas recuperadas no presente
trabalho, se deve aos diversos fatores afetando ambos 0s grupos, tais como o estresse térmico
(FERRO et al., 2010), o fato dos animais permanecerem em lactacdo durante o experimento
(WITBANK, 2002) e sobretudo a substancial variabilidade racial que confere respostas
heterogéneas dos individuos aos farmacos utilizados no protocolo de superovulagdo, como
também contribui para a multiplicidade dos resultados (FERREIRA, 2012).

Também, de acordo com Galli (2003) ha baixa consisténcia na producdo in vivo de
embrides, sendo um terco das doadoras tratadas pouco responsivas a superovulacdo, um terco
produz em média 3 embrides e somente o terco restante resulta em grande numero de
embrides transferidos, como pdde ser evidenciado em nosso trabalho com nove embrides
sendo coletados de um unico animal e zero embriGes coletados de um outro individuo, fato
este ocorrido em ambos 0s grupos experimentais.

O indice de recuperacdo (IR) total, isto é, a relacdo entre o nimero de corpus luteos e
0 numero de embriBes coletados obteve uma taxa global de 41,93%. Para o grupo controle,
esta taxa foi de 25%, enquanto que para o grupo tratamento o IR foi de 83,33%.

Esta consideravel diferenca entre grupos sugere o efeito benéfico que o sombreamento
artificial pode causar nos protocolos de transferéncia de embrido, denotando um impacto
positivo nas taxas de fecundacdo e morte embrionaria precoce pela qualidade dos odcitos
viabilizados e demais circunstancias fisiologicas envolvidas na manutencdo da homeostase e
conforto térmico dos animais (ARCARO JUNIOR et al., 2005).

Apesar da diferenca positiva no indice de recuperagdo, o nimero de embrides nédo
diferiu estatisticamente devido o pequeno numero de corpus lGteos formados no grupo
tratamento. Fato que atribuimos a dosagem de FSH (utilizando valores medianos entre gado
de corte e gado de leite) utilizada e ao fator individual de cada animal. Desta maneira
acreditamos que dosagens mais elevadas devem ser utilizadas em gados mesticos.

No que se refere aos estagios de desenvolvimento dos embriGes recuperados, em
analise global, 60% deles foram blastocistos, 24% blastocistos expandidos, 12% blastocistos
iniciais e 4% de mdrulas compactadas, que esta em concordancia com o descrito por Fonseca

et al., (2001), uma vez que a coleta dos embrides ocorreu sete dias apos a ovulacdo. Observa-
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se predominancia de estadios embrionérios avangados (blastocisto e blastocisto expandido)
que representaram 84% do total de estruturas, contra 16% de morulas e blastocistos iniciais,
corroborando com Fonseca et al., (2001), que recuperaram 80% de estagios adiantados
(blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) contra 20% de morulas e
blastocistos iniciais.

O grande predominio de estadios avancados de desenvolvimento no sétimo dia apds o
estro parece ser uma caracteristica marcante que diferencia zebuinos e taurinos, tendo os
taurinos predominancia de recuperacao de estruturas iniciais e zebuinos apresentando estadios
mais avangados quando a coleta é realizada no D7 do protocolo de superovulacgdo, de acordo
com um detalhado estudo feito por Callesen et al (1995). Os animais utilizados neste
experimento possuem padrdo racial mestico, entretanto os resultados mostram que em relacao
aos estagios embrionarios em D7, 0os animais demonstraram nimeros mais aproximados aos
de linhagens zebuinas.

No que se refere aos estdgios embrionarios em cada um dos grupos, 66,6% dos
embrides do grupo do tratamento sombra foram classificados como mérula, contra 54,5% do
grupo do sol. Uma taxa de 20% dos embrides do grupo sombra foi classificada como
blastocisto inicial, enquanto 27,7 dos embrides do grupo sol foi considerado nesta fase. Na
fase de morula inicial, foram rotulados 6,6% dos embriGes do grupo sombra, ao passo que se
constatou uma percentagem de 18,1% no grupo sol. Resultados menos significantes foram
descritos para estruturas compostas por 2-12 células, as quais obtiveram percentagem de 6,6%
para o grupo sombra e ndo obtendo representatividade para o grupo sol.

Com o protocolo de sincronizacdo e coleta dos embriGes em tempo programado, as
estruturas coletadas coincidem com a fase esperada, entre morula inicial e principalmente
morula, ndo havendo, portanto, diferenca significativa entre os tratamentos no que se refere as
fases embrionarias (FONSECA et al., 2001). Ademais, Silva (2011) estudando a influéncia do
estresse caldrico em embrides produzidos in vitro em bovinos de corte, verificou que o
estresse caldrico diminuiu a producéo de blastocistos, sendo encontrados os seguintes valores
para temperatura ambiente e taxa de blastocisto 38,5°C e 24,33%; 41°C e 14,16%,
respectivamente, porém ndo observamos esta interferéncia, conduzindo experimento in vivo e
em gado mestico leiteiro.

Na qualidade embrionéria, os indices demonstraram melhores resultados no grupo

controle, no qual os animais foram expostos ao sol. Apresentando 64% de estruturas
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consideradas excelentes contra 20% nesta classificacdo para o grupo manejado a sombra. Por
outro lado, o grupo controle também apresentou maior taxa de estruturas degeneradas, sendo
9%, enquanto o grupo tratamento obteve 7%. Para a classificacdo regular, o grupo Sol obteve
18% e o grupo Sombra 60%. Os embrides classificados com qualidade pobre foram 9% no
grupo Sol e 13% no grupo Sombra.

Apesar do tratamento ter influenciado positivamente incrementando o indice de
recuperacdo (IR) e o numero de embrides produzidos no grupo Sombra (tratamento), o
mesmo efeito positivo ndo aconteceu no que concerne a qualidade embrionéria. Porém, os
resultados corroboram em linhas gerais com os encontrados por Fonseca et al., (2001) e Pinto
Neto et al., (2000), os quais obtiveram cerca de 80% de estruturas vidveis para inovulacao,
isto é, a soma das estruturas excelentes com as consideradas regulares (REICHENBACH et
al., 2002).

4.2. Temperaturas

A temperatura superficial apresentou diferenca estatistica com relacdo aos dias de
avaliacdo (p < 0,05). Em D3-SOL apresentou 38,5+0,16°C, levemente superior que os demais
dias. Ja na sombra, em D7, a temperatura superficial mostrou-se em 37+0,16°C. No sol, D8
apresentou temperatura de 39,55+0,32°C, e na sombra tanto D-13 quanto D8 apresentaram
temperaturas retais de 39,17+0,50°C e 39,17+0,41°C, respectivamente. Ndo houve diferenca
estatistica entre as temperaturas retais registradas, nos grupos exposto ao sol ou a sombra (p <
0,05).

Segundo Silva (2013), a manutencdo da temperatura corporal ocorre mediante trocas
de calor com o ambiente, sendo que, em temperaturas mais amenas, o calor é dissipado para o
ambiente na forma sensivel, através de um gradiente de temperatura entre animal e meio, e
sob estresse pelo calor, o principal processo de perda de calor é o da evaporacdo, através do
aumento da frequéncia respiratoria, devido aos mecanismos sensiveis de transferéncia térmica
serem ineficientes.

A temperatura superficial pode ser considerada um bom indicador da atividade de
sudorese em bovinos (SHARF et al., 2008). A termolise evaporativa € 0 mais efetivo meio da
dissipacdo de calor corporal, sendo que a evaporagdo cutanea representa cerca de 85% da
perda total do calor latente (MAIA et al., 2005). A queda da temperatura de pele relacionada

ao aumento do estresse ocorre quando ha estimulacdo simpética, 0 que gera vasoconstricao
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periférica e 0 aumento da presséo arterial, levando a um aumento da temperatura interna e a
diminuicdo da temperatura periférica do corpo (RANDALL et al., 2002). As temperaturas
retal e superficial apresentam-se dentro do padrdo para a espécie segundo Silva (2010), porém
em alguns momentos estdo no limite superior da normalidade, demonstrando a dificuldade
dos animais em se estabelecerem em conforto térmico.

No que se refere a temperatura ambiental, os dados mostram diferenca estatistica entre
0s grupos sol e sombra em todos os dias avaliados, coincidentes com os dias do protocolo de
superovulacao.

Os resultados de temperaturas séo apresentados em graus Celsius (°C) e reproduzem
as médias e desvios-padrbes desde duas semanas anteriores ao protocolo de superovulacdo
(uma verificacdo semanal), bem como durante o periodo de sua realizacdo (monitoramento

diario), compreendendo um periodo de vinte e dois dias de acompanhamento, conforme

apresentado na tabela 02.

Os resultados da temperatura ambiental, sdo baseados na média das seis horas diarias

durante as quais 0s animais permaneceram nos tratamentos (das 07 as 13 horas) para ambos

0S grupos experimentais.

Tabela 4 — Resultados das temperaturas nos grupos de animais expostos ao sol e a sombra,
durante os dias do protocolo de superovulagéo.

Temperatura Superficial

Temperatura Retal (°C)

Temperatura Ambiental

¢C) Q)
SOL SOMBRA SOL SOMBRA SOL SOMBRA
D-13 37,95+0,41¢ 37,02+0,18% 38,57+0,322 39,17+0,26°  35,30+0,20° 25,20+0,352
D-06 38,22+0,06® 38,07+0,628 38,47+0,18% 38,55+0,003% 34,93+0,45° 19,80+0,242
DO  37,67+0,74® 37,57+1,00°0 38,65+0,212 38,40+0,04% 35,80+0,20° 23,50+0,50?
D1  37,77+0,042 37,72+0,04% 39,13+0,722 38,97+0,39%  32,50+0,20° 26,30+0,45?
D2  37,70+0,02¢ 37,92+0,24% 38,40+0,15* 38,32+0,03% 32,16+0,30" 24,80+0,40?
D3 38,50+0,02° 37,95+0,17% 38,52+0,072 38,52+0,07%  33,26+0,50° 23,20+0,55?
D4  37,87+0,06® 38,07+0,08% 38,87+0,122 38,67+0,06° 34,30+0,20° 24,80+0,40?
D5  37,40+0,02¢ 37,50+0,06% 38,62+0,14% 38,57+0,162 35,00+0,20° 25,70+0,30?
D6  36,90+0,10° 37,00+0,02¢ 38,57+0,18* 39,07+0,59® 33,63+0,35° 22,00+0,20?
D7  37,52+0,06® 36,42+0,36° 38,55+0,03% 38,55+0,03% 33,46+0,25° 23,70+0,35?
D8  37,80+0,06° 37,50+0,028 39,55+0,13° 39,17+0,16° 35,20+0,50" 25,50+0,20?

Valores expressos em média + desvio padrao
3 | etras diferentes indicam diferenca entre grupos (p <0.05).
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No tocante a frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria, os dados ndo apresentam

diferenga estatistica nem em relacdo aos dias de protocolo em relagdo aos dias de protocolo

entre os grupos. Seguem dados na tabela 03.

Tabela 5 — Anélise dos dados de frequéncia cardiaca e respiratoria entre 0s

grupos
Frequéncia cardiaca Frequéncia respiratoria
SOL SOMBRA SOL SOMBRA
D-13 64,5+6,62 53,046,0? 49,0+6,82 51,5+23,22
D-06 66,5+14,78 73,0£15,42 57,0+10,5% 55,5+3,42
DO 77,0+11,92 75,5+23,62 60,0+14,02 50,0+9,52
D1 76,0+18,12 72,0+12,68 60,0+26,0° 55,045,02
D2 65,0+2,02 67,5+14,42 52,0+18,72 49,0£2,02
D3 70,0+8,3? 72,0+12,68 45,0+15,42 42,0+6,92
D4 70+8,32 69,0+8,8? 39,0+8,82 37,0+5,02
D5 71,0+8,8? 66,0+12,42 48,0+13,82 42,0+9,52
D6 75,045,02 65,0+10,52 47,0+12,32 53,0+18,02
D7 66,0+6,9° 56,0+16,3? 50,0+13,28 41,0+2,02
D8 67,0+3,8? 76,045,6° 66,0+7,6° 52,0+6,5

Valores expressos em média + desvio padrao
% | etras diferentes indicam diferenca entre grupos (p <0.05).

Jad em relacdo ao padrdo fisiol6gico estabelecido para a espécie, de 10 a 30
movimentos por minuto na frequéncia respiratoria e 36 a 80 batimentos por minuto para a
frequéncia cardiaca (SILVA, 2000), os dados mostram clara exacerbacdo principalmente no
que se refere a frequéncia respiratdria, denotando que os animais sofreram estresse calérico e
ambiental durante o experimento, indicando que essas fémeas ativaram mecanismos
fisiol6gicos para perda de calor para atingir a homeostase. A capacidade do animal de resistir
ao estresse por calor, em funcdo de altas temperatura e umidade relativa do ar, tem sido
avaliada fisiologicamente por alteracbes na temperatura retal e na frequéncia respiratoria,
explicando a tentativa de o animal perder o calor absorvido (MAIA et al., 2005).

Segundo Silva (2013), a manutencdo da temperatura corporal ocorre mediante trocas
de calor com o ambiente, sendo que, em temperaturas mais amenas, o calor é dissipado para o
ambiente na forma sensivel, através de um gradiente de temperatura entre animal e meio, e

sob estresse pelo calor, o principal processo de perda de calor é o da evaporacéo, atraves do
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aumento da frequéncia respiratdria, devido aos mecanismos sensiveis de transferéncia térmica
serem ineficientes.

Os critérios de toleréncia e adaptacdo dos animais sdo distinguidos pelas medidas
fisiolOgicas da respiracdo, batimento cardiaco e temperatura corporal, j& a temperatura retal e
a frequéncia respiratdria sdo as melhores referéncias fisiologicas para avaliar a tolerancia dos
animais ao calor (Saab 1995). Apesar da diferenca de temperatura ambiental a qual os animais
dos diferentes grupos foram submetidos, ambos parecem ter sofrido interferéncia do estresse
calérico de maneira equitativa, exacerbando suas varidveis fisioldgicas com vistas a

compensacao ao estresse caldrico.
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5.CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com sombreamento artificial instituido aos animais nao
foi suficiente para amenizar o estresse térmico a ponto de refletir nos indices de qualidade e
estadiamento dos embrides produzidos, destacando de maneira positiva apenas o indice de
recuperacdo para o grupo tratamento.

Constata-se que mesmo em estresse térmico, sem acurada padronizacao racial entre os
individuos dos grupos experimentais, 0s mesmos atingiram em linhas gerais as taxas de
qualidade e estadiamento de embrifes, bem como a média de estruturas recuperadas descritas
em literatura.

Depreende-se dos resultados apresentados a alta capacidade adaptativa que os animais
utilizados neste experimento possuem, provavelmente por sua pronunciada variabilidade
racial conferindo rusticidade e permitindo uma maior amplitude de respostas compensatérias

quando comparados a animais de raca definida.
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