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Resumo

Um grupo de 200 vacas Alentgjanas mantidas em regime extensivo (ECLAIR/AGRE 0018), foi
utilizado durante 3 anos para a inducéo de gestagOes gemeares utilizando inseminacdo atificid (1A,
n=192) associada a transferéncia de um embrido FIV (TE+IA, n=154), ou recebendo a transferéncia de
dois embrides FIV (TE, n=240). Trinta e sete das vacas inseminadas receberam somente |A, no prazo
fixo de 72 horas ap6s a sincronizagdo dos cios, sem terem manifestado snais de cio. A TE foi redizada
por via cervical, sob anestesa epidura, 6-8 dias gpds um cio detectado consequente a sincronizacéo
com progestagénio e PGF,,. Das vacas transferidas, 58 receberam embrides FIV frescos (TEf), tendo
as restantes recebido embrides FIV descongdados (TEc). Em 34 animais que ndo conceberam,
redizou-se a TE com embrides congelados 7 dias apds o cio repetente dos 21 dias (TEc rep). Todas as
vacas foram submetidas a diagndsticos de ndo gestacao (por doseamento de progesterona) aos 21 e 42
dias pds ovulacdo e a diagndsticos de gestacdo por ecografia/papacdo transrectd aos 42, 60 e 100
dias. Para prevenir a ocorréncia de nados mortos associados a vitel os gigantes e gestagdes prolongadas,
0 parto foi induzido ndguns animais através da implantacdo com Norgestomet (4-8 dias) associado a
PGF,, (25 mg, i.m.) e a dexametasona (45 mg, i.m.) no dia da colocag@o dos implantes (n=17), com
exclusio da dexametasona (n=14) ou da PGF,, (n=13). O efeito do encurtamento da gestagéo para
266-269 dias sobre 0 peso e mortalidade dos vitelos ao parto foram avaliados.

As taxas de gestacdo aos 21, 42, 60 e 100 dias e as taxas de parto foram respectivamente:
56,8%, 46%, 37,8%, 35,1% e 29,7% (grupo A, n=37); 77,4%, 71,3%, 57,4%, 52,2% e 47,8%
(grupo 1A+TEc, n=115); 90%, 87,5%, 65%, 65% e 57,5% (grupo IA+TEf, n=40); 58,3%, 54,6%,
34,2%, 23,5% e 19,3% (grupo TEc, n=187); 83,3%, 61,1%, 55,6%, 44,4% e 38,9% (grupo TEf,
n=18); 41,2%, 26,5%, 14,7%, 14,7% e 11,8% (TEc rep). A taxa de paricdes gemelares foi de 43,5%
(IA+TEf), 16.4% (IA+TEC), 57,1% (TEf), 22,2 (TEC) e 0% (IA). Nos grupos em que a IA foi
associada a TE, os embrides FIV contribuiram com 31% (congelados) e 46,7% (frescos) para o total
de vitelos nascidos. Os partos espontaneos ocorreram entre os 273 e 297 dias de gestacéo. O melhor
método de indugdo dos partos foi 0 que combinou o progestagénio (4 dias) a dexametasona e a PGF,,,
sendo os partos sincronizados em 78% das vacas nas 48 horas subsequentes a extracgdo dos implantes.
Os métodos que excluiram a PGF,, ou a dexametasona ndo conseguiram sincronizar os partos por
incapacidade de provocar a luteolise nesta fase da gestacdo. A nado-mortdidade em partos
espontaneos (vitelos com origem na FIV) foi de 26,7% nos singulares (54,4 + 2,8 Kg LSD de peso a
nascenca) e de 27,8% nos gemelares (43,4 + 2,6 Kg LSD de peso a nascenca). A inducéo do parto
reduziu sgnificativamente 0 peso a nascenca e a nado-mortaidade foi nula (38,8 + 4,9 KgLSD 37,0
*+ 6,3 Kg LSD para sangulares e gemdares, respectivamente; P<0.001). O peso ao parto dos vitelos
singulares esteve positivamente correlacionado com a duragdo da gestacéo (dias), quer em vitelos puros
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(Y =a+ 0,488 Kg* X; P<0,001), quer em vitelos cruzados provenientesde FIV (Y =a+ 0,764 Kg *
X; P<0,01).
Summary

A group of 200 Alentgano beef cows kept in pasture (research contract n° AGRE
0018/ECLAIR), was used during 3 years to induce twin gedations using artificia insemination (Al,
n=192) associated with the transfer of one IVF embryo (AI+ET, n=154) or transferring two IVF
embryos to non inseminated cows (ET, n=240). In thirty seven cows which were only inseminated, Al
was performed at the fixed time of 72 hours after synchronizations, without having shown oestrus Signs.
ET was performed non-surgicaly under epidural anaesthesia, 6-8 days after synchronized heets. There
were 58 cows recelving fresh IVF embryos (ETf) and the remaining received thawed IVF embryos
(ETt). There were 34 cows receiving frozen embryos 7 days after a repeating oestrus 21 days following
synchronizations (ETt rep). Non-pregnancy diagnoss by progesterone determination was performed at
21 and 42 days after ovulation. Pregnancy diagnosis by recta papations and ultrasonography was
performed a 42, 60 and 100 days of gedtation. To prevent caf mortdity at birth, associated to
oversized fetus and prolonged gedtations, calving was induced in some animals by (I) Norgestomet
implants (4 or 8 days) associated to PGF,, (25 mg i.m.) and dexametasone (45 mg i.m.) a implantation
(n=17), or (I1) excluding PGF,, (n=13) or (I11) excluding dexamethasone (n=14). Gestation length was
shortened to 266-269 and its effect on caf birth weight and mortdity was studied.

Gedtation rates at 21, 42, 60 and 100 days and calving rates were respectively: 56.8%, 46%,
37.8%, 35.1% and 29.7% (group Al, n=37); 77.4%, 71.3%, 57.4%, 52.2% and 47.8% (group
AlI+ETt, n=115); 90%, 87.5%, 65%, 65% and 57.5% (group AI+ETf, n=40); 58.3%, 54.6%, 34.2%,
23.5% and 19.3% (group ETt, n=187); 83.3%, 61.1%, 55.6%, 44.4% and 38.9% (group ETf, n=18);
41.2%, 26.5%, 14.7%, 14.7% and 11.8% (group ETt rep). Twinning rate at caving was 43.5%
(AI+ETT), 16.4% (AI+ETt), 57.1% (ETf), 22,2 (ETt) and 0% (Al). In the groups where Al was
associated to ET, IVF embryos accounted to 31% (ETt) and 46.7% (ETf) of totd births. Natural
cavings occurred between 273-297 days of gedtation. Treatment (1) was the best one for caving
induction synchronizing 78% of cavings during the firs 48 hours after implant removal. Treatments
excluding PGF,, or Dexametasone (I and II) could not synchronize parturitions due to a lack of
luteolysis a this stage of gedtation. Caf mortdity at birth afer naturd calvings was 26.7% in singles (54.4
+ 49 Kg LSD of hirth weight) and 27.8% in twins (434 + 2.6 Kg LSD of birth weight). Caving
induction significantly reduced caf birth weight and stillbirths were abolished (38.8 + 4.9 Kg LSD and
37.0 £ 6.3 Kg LSD, for for singles and twins, respectively; P<0.001). Cdf birth weight in singles was
positively correlated with gestation lenght (days) ether in purebreed caves (Y = a+ 0.488 Kg * X;
P<0.001) or crossbred calves (Y =a+ 0.764 Kg * X; P<0.01).
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I ntroducéo

Muito do trabalho publicado sobre a inducdo da gemearidade através de tranferéncia de
embrides (TE) tem utilizado embriBes produzidos in vivo (1, 2). A producéo de embriGesin vivo € um
processo que s se tem jusdtificado, dado 0 seu devado custo de producdo, em animais de grande
mérito genético.

Com o desenvolvimento das técnicas de maturac@o e fertilizacdo in vitro de oocitos (FIV)

bovinos desde o inicio da década de 80 (3) tornou-se possivel a producéo industria e comercidizacéo
de embrides a partir de fémeas abatidas em matadouro (4., 5, 6, 7).

Neste caso particular os embrides obtidos destinam-se a producdo de carne a partir de dadoras
ndo saleccionadas geneticamente, representando ganho adicional em exploracbes de carne ou leite
através dainducdo da gemelaridade (6, 8, 9).

Neste trabaho, desenvolvido entre 1990 e 1993, procurou-se optimizar a taxa de inducéo de
gemdares por TE utilizando embrides FIV em vacas de raga Alentgjana (Projecto ECLAIR n° AGRE
0018).

Materiais e métodos

Um efectivo de 200 vacas Alentganas adultas mantidas em regime de pastoreio extensvo, fol
utilizado durante 3 anos para a inducdo de gestagbes gemeares utilizando inseminacéo atificia (1A,
n=192) associada a transferéncia de um embrido FIV (TE+IA, n=154), ou recebendo a transferéncia de
dois embrides FIV (TE, n=240). Trinta e sete das vacas inseminadas receberam somente |A, no prazo
fixo de 72 horas gpbs a sincronizacao dos cios, sem terem manifestado sinais de cio.

A TE foi redizada por via cervicd, sob anestesa epidurd, 6-8 dias apds um cio detectado
conseguente a sincronizagcdo com progestagénio e PGR,, (10). Das vacas transferidas, 58 receberam
embrides FIV frescos (TEf), tendo as restantes recebido embrides FIV descongelados (TEC). Em 34
animais que ndo conceberam, redizou-se a TE com embrides congelados 7 dias apds o cio repetente
dos 21 dias (TEC rep).

Todas as vacas foram submetidas a diagndsticos de ndo gestacdo (por doseamento de
progesterona) aos 21 e 42 dias p6s ovulacdo e a diagndsticos de gestacdo por ecografial/papacdo
transrectal aos 42, 60 e 100 dias.

Para prevenir a ocorréncia de nados mortos associados a vitdos gigantes e gestacdes
prolongadas (11), o parto foi induzido nalguns animais aravés da implantacdo com Norgestomet (2
implantes s.c. durante 4 ou 8 dias) associado a PGF,, (25 mg, i.m.) e a dexametasona (45 mg, i.m.) no
dia da colocacéo dos implantes (n=17). Em 14 vacas redizou- se a mesma metodologia com excluséo
da dexametasona. Em 13 vacas redizou-se 0 mesmo tratamento excluindo a PGF,,. O efeito do
encurtamento da gestagdo para 266-269 dias sobre o0 peso e mortdidade dos vitelos ao parto foram
avdiados.

Os embrides foram produzidos a partir da maturacéo e fertilizacgo in vitro (com sémen de
bovinos de carne) de oocitos aspirados de ovérios de fémeas cruzadas abatidas em matadouro,
segundo metodol ogias referidas anteriormente (4, 12, 13).
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As vacas foram pesadas apds 0 parto e 0s pesos foram comparados entre vacas parindo
gemelares (n=26) e sngulares (n=90).

Resultados

Na tabela 1 apresentam-se as taxas de gestacéo (aos 21, 42, 60 e 100 dias p6s ovulacdo) e de
parto nos diferentes grupos de animais. A taxa de partos foi sgnificativamente superior nos grupos em
gue e redizou a TE associada a A relativamente aos grupos em que se praticou unicamente a TE
(50,3% vs 21,0%, P<0,001). O grupo IA+TECc apresenta umataxa de parto sgnificativamente superior
a0 grupo TEc (P<0,001). As menores taxas de parto sdo observadas no grupo TEc rep (11,8%) que
sd0 sgnificativamente inferiores as dos grupos |A+TEc (47,8%; P<0,01) e IA+TEf (57,5%; P<0,001).
Verificase uma tendéncia para melhores taxas de parto nos grupos recebendo embrides frescos,
guando comparados com 0s seus homologos congelados. A |A redizada sistematicamente as 72 horas
pés sincronizacdo (grupo 1A) apresenta uma taxa de parto de 29,7%.

Tabela 1 - Taxas de gestacéo (%), de parto e de gemelaridade, utilizando diferentes associaces
de inseminacdo atificid (1A) e transferéncia de embrides (TE) frescos (f) ou congelados (¢) (rep
= transferéncias redlizadas em vacas com cio repetido 21 dias apds a sncronizagéo).

Dias de gestacdo Gemdaridade

(n) G21 G42 G60 G100 Parto (%) (n) (%)

A 37 568 460 378 35.1 29.7 0/11 0
IA +TEc 115 774 71.3 574 52.2 47.8 955 16,4
IA + TEf 40 90.0 875 65.0 65.0 57.5 10/23 435
TEC 187 58.3 546 342 235 19.3 8/36 22,2
TEf 18 83.3 61.1 556 44.4 389 47 571

TECrep 34 41.2 26.5 14.7 14.7 11.8 0/4 0
Total 431 65.9 594 429 36.2 31.6 31/136 22,8

Um sub-grupo 30 vacas incluidas no grupo IA+TEc foi submetido a dress de transporte e
mudanca de dimentaco brusca nos 20 dias seguintes as ovulagbes, devido a inundagOes fluviais
ocorridas no seu habitat. As 8 vacas que vieram a parir (26,7%) néo geraram nenhum dos embrifes
transferidos, tendo originado somente produtos oriundos da IA. Uma segunda situacéo de stress (Figura
1) foi caracterizada por temperaturas ambientais extremamente eevadas durante os 100 dias que se
seguiram as ovulagdes (limites das temperaturas maximas. 19,6°C-42,4°C). Neste caso, houve 10 de 20
vacas do grupo A (50%) que permaneceram gestantes para aém dos 100 dias de gestagdo, enquanto
gue do grupo IA+TEc somente 17 de 42 vacas conseguiram parir (40,5%), tendo sobrevivido somente
5 produtos resultantes da TE contra 16 sobreviventes da IA do mesmo grupo. As taxas de
gemearidade em ambas as Situagies referidas foram seriamente af ectadas.

As taxas de paricbes gemelares (Tabela 1) foram de 43,5% (IA+TEf), 16,4% (IA+TEc),
57,1% (TEf), 22,2% (TEc) e 0% (1A). Nos grupos em que a IA foi associada a TE, osembrides FIV
contribuiram com 31% (congelados) e 46, 7% (frescos) para o total de vitelos nascidos.
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Figura 1 - Perdas durante a gestacéo em consequéncia de stress térmico ambiental nos grupos 1A

elA+TEc.

Os partos esponténeos de gemelares e singulares ocorreram entre os 273 e 297 dias de
gestacdo (Figura 2). A mortdidade a0 nascimento comegou a verificar-se a partir dos 281 dias de
gestacdo e aumentou com a duracdo da gestacdo, atingindo os 22,7%. Considerando ainda os partos
sngulares e gemdares em conjunto, verificou-se um aumento do peso dos vitelos ao nascimento de
0,924 Kg por cada dia de aumento na duracdo da gestacdo (Y =0,924* X, R2=22%; P<0,01).
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Duracao da Gestacao
"""" Partos emm—\/it. nascidos e Nados mortos Vit. vivos

Figura 2 - Ocorréncia de partos espontaneos em singulares e gemelares.
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O mehor méodo de inducéo dos partos foi 0 que combinou o0 progestagénio (4 dias) a
dexametasona e a PGF,,, sendo os partos sincronizados em 78% das vacas nas 48 horas subsequentes
a extracgéo dos implantes. Os métodos que excluiram a PGF,, ou a dexametasona néo conseguiram
sincronizar os partos por incapacidade de provocar a luteolise nesta fase da gestacéo.

A nado-mortdidade em partos esponténeos (vitelos com origem na FIV) foi de 26,7% nos
singulares (54,4 Kg de peso médio a nascenca) e de 27,8% nos gemeares (43,4 Kg de peso médio a
nascenca), como se mostra na Tabela 2. A diferenca dos pesos ap nascimento entre singulares e
gemdares foi dgnificativa (P<0,001; Tabda 2). As gestagdes gemdares foram sgnificativamente mais
curtas que as singulares quer nas que resultaram de produtos da 1A (281,1 vs 287,8 dias;, P<0,001)
quer nas que resultaram de embribes FIV (2821 vs 2906 dias P<0,001).

Tabela 2 - Diferencas nos pesos a0 nascimento entre gemelares (Gem) e singulares
(Sing), em partos esponténeos (PE) ou induzidos (PI) e com produtos resultantes da

IA oudaTE.
Média Interv. de Conf. Mortdidade
(n) (Kg) dasmédias(LSD) Sgn*  ao parto (%)
Produtos |A:
PE Sng 8 38,5 339 431 a 12,5
Gem 12 32,3 286 36,1 b 0,0
Pl Sng 8 27,8 245 31,0 c 0,0
Gem 5 23,4 19,3 275 d 0,0
Produtos TE:
PE Sng 15 54,4 516 57,2 e 26,7
Gem 18 43,4 40,8 46,0 f 27,8
Pl Sng 5 38,8 339 437 a 0,0
Gem 3 37,0 30,7 433 a 0,0

* Colunas com letras diferentes indican médias dgnificativamente  diferentes
(ANOVA-LSD; P<0,001).

A inducdo do parto reduziu significativamente o peso a nascenca e a nado-mortadidade foi nula
(38,8 KgLSD e 37,0 Kg parasingulares e gemelares, respectivamente; P<0.001, Tabela 2).

A duracéo da gestacéo foi significativamente reduzida por efeito da inducéo dos partos (Tabela
3). Assim, verificou-se um encurtamento da gestacdo méaximo de 20,8 dias nas gestaces singulares
provenientes de TE e minimo de 14,1 dias nas gestacBes gemelares com a mesma proveniéncia.

O peso a0 parto dos vitelos singulares esteve positivamente correlacionado com a duragéo da
gestac@o (dias), quer em vitelos puros (Y = a + 0,488 Kg * X; P<0,001), quer em vitelos cruzados
provenientesde FIV (Y =a+ 0,764 Kg* X; P<0,01), como se mostra na Figura 3.

O peso das vacas a0 parto néo foi Sgnificativamente diferente entre animais parindo gémeos ou
singulares (663,0 Kg vs 677,8 Kg, respectivamente; P>0,05).
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Tabela 3 - Diferencas entre a duracéo de gestacOes gemedares (Gem) e
singulares (Sing), em partos espontdneos (PE) ou induzidos (Pl) e com
produtos resultantesda |A ou da TE.

Média Interv. de Conf. das

() (dias) médias (LSD) Sgn*
Produtos 1A:
PE Sng 8 2878 285,7 289,8 a
Gem 12 2811 2794 2828 b
& Sng 8 2663 264,2 268,3 c
Gem 5 2668 264,2 269,4 c
Produtos TE:
PE Sng 15  290,6 288,9 292,3 d
Gem 18 2821 280,5 283,6 b
& Sng 5 2698 266,8 272,8 e
Gem 3 2680 264,2 2718 ce

* Colunas com letras diferentes indicam médias sgnificativamente
diferentes (ANOVA-LSD; P<0,001).

Peso & nascenca (kg) 1A () @ TECD _E_

80

Simbolos a cheio indicam nados-mortos

20 O Y =0.488 X, r=0.81, P<0.001

Y1=0.764 X, r=0.60, P<0.01

Duracgédo da Gestacéo (dias)

Figura 3 - Efeito da duracdo da gestacéo sobre 0 peso a nascenca em vitelos nascidos de paricies
singulares. Comparacao entre produtos cruzados provenientes de TE e vitelos puros de raca Alentgjana
provenientes de |A.
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Discussao e conclusdes

De acordo com os resultados apresentados relativamente as taxas de gestacéo verificase que
existem perdas embrio/fetais da ordem dos 30 a 40 pontos percentuais em todos 0s grupos entre os 21
dias e o0 parto. Os grupos em que e redizou a TE em vacas previamente inseminadas apresentaram
melhores taxas de gestacdo e parto que as dos grupos em que se realizou somente a TE. As menores
taxas de gestacdo e parto foram observadas nas vacas receptoras apos o cio detectado 21 dias depois
de uma prévia sincronizacéo e TE (receptoras repetentes), 0 que esta de acordo com resultados obtidos
por outros autores (9). A taxa de gestacdo globa obtida aos 42 dias de gestacdo em todos 0s grupos
foi de 59,4%. Nos grupos em que se transferiram unicamente embrides FIV a mesma foi de 50,2% e,
de 59,5% quando se excluiram as receptoras repetentes. Resultados semelhantes utilizando somente
embrides FIV frescos (50%) foram obtidos por outros autores (9). Os nossos resultados aos 42 dias de
gestacéo no grupo recebendo somente embrides frescos (61,1%) foram superiores aos dos autores
citados anteriormente.

As taxas de gemdaridade ao parto foram superiores nos grupos que receberam embrides FIV
frescos associados ou ndo aprévialA (43,5% e 57,1%, respectivamente), sendo comparéveis ataxa de
gemelaridade observada por outros autores (47%) associando a lA a TE com embriGes FIV (14). As
taxas de gemearidade relativamente baixas observadas nos grupos em que se utilizaram embrides FIV
congelados foram devidas nalguns animais a duas Situagdes de stress relacionadas com o transporte e
mudanca brusca de dimentacdo no inicio da gestacdo, e temperaturas ambientais extremamente
elevadas. As perdas embrion&rias nesta Ultima stuacdo foram confirmadas pelo doseamento da PSPB
(15). Os resultados obtidos em consequéncia destas duas situagoes de stress, sugerem que os embrides
FIV s8o menos resstentes a este tipo de agressdes que os produtos resultantes de |A.

Os resultados relativos as paricdes revelam que em partos esponténeos existe uma mortalidade
a0 pato de 26,7% e de 27,8% respectivamente em pariches singulares e gemelares, como
anteriormente havia sido ja referido (11). Quer num caso como no outro, a inducdo farmacol gica das
paricOes antes dos 270 dias de gestagdo conduziu a uma prevencdo eficaz da mortalidade ao parto. No
caso dos singulares este efeito passou por uma reducdo significativa do peso ao nascimento. No caso
dos gemeares o efeito preventivo passou pela reducéo do peso a nascenca e pela melhor asssténcia aos
casos de distécia proporcionada pela concentracdo dos partos. Com efeito, a proporcéo de
apresentacOes posteriores em gemelares pode atingir os 97% contra somente 3% nos singulares (14).

No caso das gestagdes singulares provenientes de embrifes FIV heterozigdticos identificou-se o
aumento do peso ao nascimento em associagcao com 0 aumento da duracdo da gestacdo, conduzindo a
desproporcdes feto-pévicas, como causas proximas da mortalidade ao parto. De acordo com Guilbault
et d. (16), utilizando embrides produzidos in vivo, existe um aumento da duracéo da gestacéo e do
peso dos vitelos ao parto quando as racas das receptoras e das dadoras sfo diferentes. Esta Situacéo
provoca um aumento de antigénios trofobl&sticos susceptivels de serem reconhecidos como estranhos
pela mée, o que conduz ao aumento da producéo de hormonas (sulfato de estrona) e proteinas (bPAG
e PSPB) de origem placentéria (17). Tem sido referido que quanto maior for a dissemehanca antigénica
entre as unidades materna e fetal, maiores placentas s5o encontradas na ratinha (18) e maior peso ao
parto dos vitelos nos bovinos (19). Existe dguma evidéncia que os factores genotipicos que controlam o
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crescimento fetd in uteru se manifestam antes dos 200 dias de gestac@o, ndo sendo de excluir a sua
participacéo no aongamento da gestacdo associada ao aumento do peso dos vitel os a nascenca (20).

As condicbes de maneio em pastoreio extensvo a que os animas estiveram submetidos,
permitiram que vacas gerando gémeos chegassem ao parto em condigBes corporais idénticas as que
pariram singulares. Em vacas leiteiras a gemearidade provoca necessdades acrescidas de 2 Kg de
concentrado por dig, durante o Ultimo trimestre de gestaco (21).
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