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”Para conseguir o que quer, vocé deve olhar além do que vocé vé”.
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RESUMO



A Transferéncia de embrifes em bovinos é uma biotecnologia muito importante para
realizar um ganho genético em um espaco de tempo reduzido. A busca por melhores indices na
aplicacdo da técnica é dependente de diversos fatores, tanto individuais como de manipulagéo
pelo responsavel. Para uma boa aplicacdo da técnica se faz necessario manipular a fisiologia
reprodutiva visando uma superovulacdo de uma doadora para disseminar sua genética. O
presente trabalho, para concluséo de curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Catarina, apresenta uma revisao bibliogréfica sobre transferéncia de embrides (TE) em
bovinos. O texto apresenta dados atuais da técnica, fisiologia reprodutiva bovina, pontos
cruciais da TE, horménios relacionados para aplicacdo da técnica, exemplos de protocolos de
superovulacdo de doadoras e protocolos de sincronizagdo de receptoras. O texto descreve a

técnica de transferéncia, além de pontuar os pontos cruciais para obter éxito na sua aplicacéo.

Palavras-chave: Transferéncia de embrido. Superovulagdo. Bovinos.



ABSTRACT

Embryo Transfer in cattle is a very important biotechnology to achieve a genetic gain in a short
time, the search for better indexes in the application of the technique is dependent on several
factors, both individual and manipulation by the responsible. For a good application of the
technique it is necessary to manipulate the reproductive physiology aiming at a superovulation
of a donor to disseminate genetics. The present work to conclude the course of veterinary
Medicine of the Universidade Federal de Santa Catarina, was carried out a bibliographic review
on Embryo Transfer (TE) in cattle. The text covers a review, presenting the current data of the
technique, bovine reproductive physiology, crucial points of the TE, related hormones of
synchronization of Receiving. The text describes the transfer technique, and punctuate the

crucial points to succeed in your application.

Keywords: Embryo Transfer. Superovulation. Cattle.
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1 Introdugéo

A primeira transferéncia de embrido (TE) em bovinos foi reportada no ano de 1949.
Porém, o primeiro nascimento de um produto originario de transferéncia aconteceu somente no
ano de 1951. Esta técnica teve uma evolugdo extremamente importante para a reproducao
bovina em um ambito mundial sendo uma ferramenta muito Util para a evolugdo genética dos
rebanhos mundiais (SEIDEL JUNIOR; SEIDEL, 2005).

Sob uma visdo nacional a pecuaria brasileira vem passando constantemente por
modificagdes e atualizacGes visando atender as demandas dos produtores e do mercado
consumidor. Neste cenario, as biotécnicas aplicadas a reproducdo devem ser consideradas de
suma importancia, como a principal forma de evolucdo genética e consequentemente melhora
dos animais. A TE proporciona um numero elevado de descendentes provenientes de um
acasalamento quando comparado a monta natural ou inseminacéo artificial. Levando este fator
em consideracdo, pode-se afirmar que a técnica possibilita uma evolucdo no sistema de
producdo em um periodo de tempo mais curto, geracao de escalas industriais e otimizacdo de
recursos e aumento de lucros diante de uma cadeia produtiva (BARUSELLI et al., 2006).

A TE consiste em estimular, por meios de horménios que atuam no eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal, a obtencéo de ovulagGes multiplas em sincronia de um animal considerado
superior dentro de um determinado grupo, seguida de inseminacdo artificial para que no final
do processo se obtenham varios embrides que serdo transferidos para fémeas bovinas receptoras
ou criopreservados. Com a utilizacdo desta técnica podemos obter de apenas uma fémea
doadora diversos embrides por ano, sem que o animal considerado doador tenha a necessidade
de passar por uma gestacao e parto (SANTOS, 2012).

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao bibliografica sobre transferéncia
de embrides bovinos abordando as suas caracteristicas, dificuldades, aspectos atuais, materiais

necessarios, manejos dos animais envolvidos, fisiologia reprodutiva entre outros fatores.
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2 Desenvolvimento

2.1 Aspectos atuais da TE no Brasil

No ano de 2017 o rebanho bovino comercial atingiu nimeros de aproximadamente
221 milhdes de cabecas, composto por sua maioria de animais zebuinos. No intervalo do ano
de 2016 a 2017 foram transferidos 29.975 embrides produzidos in vivo. De acordo com o
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o pais se encontra em 20° lugar
no quesito de importacdo de genética por meio de embrides, porém dentro destes embrides se
enquadram ndo somente os produzidos in vivo mas sim, somados aos produzidos in vitro. Os
nameros atuais sobre a producdo de embrides in vivo estdo demonstrados na Tabela 1 e o
historico de producédo dos ultimos anos séo ilustrados na Figura 1. O Brasil possui capacidade
para aumentar estes nUmeros podendo ainda, exportar mais material genético, tendo como
empecilho ndo somente barreiras sanitarias, mas sim barreiras politicas que acabam agravando
0 comércio internacional (OEMBRIAO, 2018).

Tabela 1- Producéo de embribes bovinos no Brasil, 2017.

Segmento Embrides - in vivo
Zebuinos leiteiros 14

Taurinos leiteiros 22.371

Subtotal 22.385

Zebuinos de corte 1.300

Taurinos de corte 6.290

Subtotal 7.590

Total 29.975

Fonte: Adaptado de OEmbrido, 2018.
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Figura 1- Cenario de embrides bovinos.
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2.2 Fisiologia Reprodutiva

O inicio do desenvolvimento do odcito bovino ocorre durante a fase fetal, proveniente
das celulas germinativas primordiais do endoderma do saco vitelino. Estas células germinativas
apos diversas mitoses, seguidas sinteses de DNA e inicio da meiose atingem uma fase
denominada de odcitos primarios que adquirem uma camada Unica de células achatadas (pré-
granulosa) formando enfim, um foliculo primordial. Estes foliculos primordiais permanecem
em repouso até que ocorra um estimulo ao desenvolvimento, tornando as células achatadas da
granulosa em células cuboides, mas continuando somente em uma Unica camada, sendo assim
denominados de foliculos primarios. A partir de uma multiplicacdo das células da granulosa
com aumento de suas camadas celulares e a juncdo inicial de material na zona pelicida
contornando o odcito, caracteriza-se uma passagem de foliculo priméario para foliculo
secundario. Seguindo o processo, ocorre uma proliferacdo e diferenciacédo de células que estdo
circundando o odcito em células da teca interna e externa, somando a este processo a formacéo
de uma cavidade antral com fluido, conhecida como fluido folicular e assim caracterizando o
foliculo antral inicial. ApoOs este processo de evolucdo e maturacdo do foliculo, alguns
mecanismos endocrinos passam a atuar na regulacdo do desenvolvimento folicular, tendo como
exemplo: hormdnio liberador das gonadotrofinas (GnRH), horménio foliculo estimulante
(FSH), horménio luteinizante (LH), estradiol e progesterona (SANTOS, 2017).



18

O GnRH é produzido pelo hipotalamo, que é uma estrutura pequena localizada na base
do cérebro, e atua diretamente sobre a adeno-hipo6fise produzindo horménios proteicos que sao
extremamente importantes, sendo eles denominados gonadotrofinas (LH e FSH). Estes
hormdnios sdo sinérgicos no desenvolvimento folicular ovariano e no processo de ovulagdo,
atuando o FSH sob o desenvolvimento e maturacdo folicular e o LH atuara diretamente na
dominancia folicular para uma posterior ovulacdo. Os hormonios estradiol e P4 s&o produzidos
por ovarios e corpo lateo (CL) respectivamente, onde estdo diretamente correlacionados com a
manifestacdo de cio no caso do estrogeno e na manutencao da gestacdo no caso da progesterona
(P4) (CUNNINGHAM, 2001).

2.2.1 Ciclo estral bovino

O ciclo estral dos bovinos pode ser dividido em fases distintas, sendo elas a fase
folicular e a fase luteal. Na fase folicular é onde ocorre o desenvolvimento do foliculo até o
momento da liberacdo do odcito atraves da ovulacdo e esta fase pode ser dividida em proestro
e estro. O periodo de proestro € 0 momento que antecede o estro propriamente dito, tendo sua
duracéo de aproximadamente dois a trés dias e sua principal caracteristica é a reducdo dos niveis
plasmaticos de progesterona e 0 aumento dos niveis plasmaticos de estrogeno. Nesta fase ocorre
um aumento da secrecdo de GnRH, estimulo ao desenvolvimento e maturacdo folicular. O
foliculo dominante em desenvolvimento produz quantidade crescente de estradiol e o
comportamento de estro é manifestado pelo animal quando o estradiol atinge seu pico de
producdo. Durante o estro o animal manifesta comportamentos tipicos deste estagio do ciclo,
tais como: inquietacdo, aceitacdo da monta por outros animais do rebanho, movimentacéo de
perseguicdo a outros bovinos, descarga de muco cristalino pela vulva, diminuicdo da ingestdo
de alimento e reducdo na producéo de leite.

Apos o término do estro se inicia a fase luteal, a qual, pode ser dividida em metaestro
e diestro. O metaestro tem duracdo de aproximadamente dois a trés dias e € caracterizado
principalmente por ser o periodo entre a ovulacdo e a formacdo do CL no local do foliculo
recém ovulado, sendo esta estrutura a responsavel pela producdo de progesterona e pela
manutencdo da gestacdo. No periodo em que o CL passa a ser funcional, em torno do dia 4 do
ciclo, realizando a sintese e producdo de altos niveis de progesterona temos entdo a fase de
diestro, que dentre as fases do ciclo estral é a que possui maior periodo de duragédo em torno de
13 dias. Para a manutencdo do CL no ovério é necessario haver fecundacéo e reconhecimento

materno da gestacdo e assim, 0s niveis de progesterona se manterdo elevados. Caso o
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reconhecimento materno da gestacdo ndo ocorra o CL ira regredir por meio da acdo de
prostaglandina F2 alfa (PGF2a) produzida pelo endométrio, consequentemente diminuindo os
niveis de progesterona e permitindo assim o inicio de um novo ciclo estral e findando a fase de
diestro (VALLE, 1991). A Tabela 2, traz um resumo dos hormdnios envolvidos na reprodugéo,
com suas respectivas fontes e funcgdes, assim como a Figura 2, traz um esquema representativo

da fisiologia reprodutiva de fémea bovina.

Tabela 2 - Sintese dos horménios envolvidos na reproducdo, com suas respectivas fontes e

funcoes.
Hormonio Fonte Funcéo
GnRH Hipotalamo Producdo FSH e LH e liberacdo de LH
FSH Hipdfise anterior Estimula o recrutamento e desenvolvimento

folicular e a secre¢éo de estradiol

LH Hipofise anterior Estimula o crescimento final do foliculo
dominante, ovulacdo, formacao e manutencéo do
corpo luteo

Estradiol Foliculo (ovério) Estimula a manifestacdo do cio e aumenta a
pulsatilidade de GnRH/LH

Progesterona Corpo luteo-ovario Manutencao da gestacao
IGFle?2 Oviério Controle do processo de selecdo de foliculos
antrais

Fonte: Adaptado de Santos (2012) e Magalhdes (2012).
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Figura 2 - Controle da Fisiologia Reprodutiva da fémea Bovina.
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Com relacdo a manifestacdo de estro ao longo do ano, a espécie bovina é caracterizada
como poliestrica anual, ou seja, ciclam durante o ano todo. O ciclo estral consiste de uma série
de eventos reprodutivos que iniciam no estro e terminam no estro subsequente. Nos bovinos o
intervalo entre estros tem uma duracdo media de 21 dias, mas podendo ter variagdo uma
esperada de 17 a 25 dias. Esta periodicidade de manifestacdo estral pode ser interrompida em
situacOes caracterizadas como anestro (FERRAZ et al., 2008).

Durante um ciclo estral ocorrem normalmente de duas a trés ondas de crescimento
folicular, sendo que, apenas a Ultima onda folicular é a que proporciona uma ovulacéo e para
gue isso ocorra é necessario uma série de mudancas estruturais do foliculo que daré origem a
um CL. O CL possui alta capacidade de desenvolvimento e de producdo de progesterona,
entretanto, por volta do 15° ao 18° dia do ciclo, ocorre o processo de lutedlise que leva a
regressdo do CL e a queda dos niveis séricos de progesterona. Cada onda folicular passa por
um processo de selecdo, recrutamento e dominancia, onde o foliculo que passe a ser dominante
em uma determinada onda de crescimento tera dois possiveis destinos, na presenca de altas
concentragdes de progesterona o foliculo dominante entrara em atresia, mas caso ap0s processo
de luteodlise o foliculo dominante ndo passe pelo processo de atresia, chegard a uma ovulacao.

Né&o ocorrendo a fertilizagdo do odcito ovulado, o ciclo estral iniciard novamente. O padrao de
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crescimento folicular e formagdo do corpo luteo é ilustrado na Figura 3 (BINELLI,
TRENTINARO; BISINOTTO, 2006).

Figura 3 — Padrdo de crescimento folicular e formacdo de corpo luteo.
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Fonte: Adaptado de Binelli et al., 2006.

O padréo de crescimento folicular antral é dividido primeiramente em crescimento
lento com aproximadamente 30 dias de duracéo, iniciando com foliculos de diametro médio de
30 um que iniciam com a aquisi¢ao do antro e posteriormente o desenvolvimento até o estagio
de pequenos foliculos antrais. A segunda etapa de crescimento, a fase rapida, tem sua duracédo
emtorno de cinco a sete dias, sendo assim denominada de onda folicular. A onda de crescimento
folicular possui algumas caracteristicas como: emergéncia de um grupo de foliculos com 2-3
mm de diametro, selecdo folicular permitindo que apenas um foliculo estabeleca dominancia.
A selecdo folicular ocorre em foliculos com aproximadamente 8 mm de didmetro em animais
Bos taurus e 6 mm em Bos indicus (OLIVEIRA; FERREIRA; MINGOTI, 2011).

O crescimento folicular pré-antral é controlado por mecanismos que regulam a
ativacdo e consequentemente o desenvolvimento continuo dos foliculos primordiais, seu
crescimento tem relacdo de dependéncia da interagdo entre o o0cito e as células da granulosa e
da secrecdo de fatores de crescimento e diferenciacdo, proteinas morfogenéticas 0sseas, fator
de crescimento fibroblastico basico, fator de crescimento epidermal, ativinas e inibinas. O
crescimento folicular antral se torna dependente do controle gonadal a partir de 2 mm, onde

cada onda folicular é precedida por um aumento transitério da secre¢do de FSH. Nos bovinos
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a inibicdo ou o atraso da secre¢do de FSH pode acarretar diretamente no desenvolvimento
folicular e emergéncia da onda de crescimento folicular subsequente. Em protocolos de
superovulacdo a aplicacdo de FSH exdgeno possibilita que um maior nimero de foliculos
passem pela fase de selecdo e estabelecimento de dominéancia folicular, aumentando assim a
quantidade de foliculos viadveis para ovulagdo. Os efeitos das aplicacGes de FSH exdgeno sdo
considerados dose-dependentes e quando aplicados em baixas doses podem acarretar em
codominancia folicular de apenas dois foliculos (OLIVEIRA; FERREIRA; MINGOTI, 2011).

O processo pelo qual somente um foliculo é escolhido é denominado de selecéo folicular.
Entretanto, 0 momento em que ocorre uma diferenca nas taxas de crescimento entre os dois
maiores foliculos e interrupcdo do crescimento dos demais foliculos é conhecido como
divergéncia folicular. Quando o foliculo de maior diametro estabelece sua dominancia o
mecanismo de divergéncia é bloqueado e o crescimento do segundo maior foliculo cessa
(MELLO et al., 2014). A selecéo folicular pode ser caracterizada pelo crescimento do foliculo
até aproximadamente 6 a 8 mm de didmetro em Bos indicus e Bos taurus, respectivamente. O
futuro foliculo dominante emerge aproximadamente cerca de seis ou sete horas antes do maior
foliculo subordinado, apds a emergéncia os foliculos entram em crescimento comum, tendo
média de sete a onze foliculos. O fato de o foliculo futuramente dominante iniciar sua
emergéncia antes dos demais resulta em uma vantagem de tamanho para se tornar foliculo
dominante ao final da fase de crescimento comum, e ao comparar aos demais foliculos que
iniciaram sua emergéncia mais tardiamente irdo alcancar menor didmetro maximo ao final da
onda. A selecdo folicular ocorre ao término da fase de crescimento comum dos foliculos,
quando o foliculo de maior didametro cresce de forma continua sob influéncia de fatores de
crescimento (IGF) aumentando a proliferacdo de células da granulosa, a esteroidogénese e a
expressao de receptores de FSH, enquanto que, os foliculos subordinados reduzem sua taxa de
crescimento e acabam regredindo em virtude da reducdo das concentracGes séricas de FSH.
Estas alteracGes de crescimento entre foliculo dominante e subordinados € descrita como
divergéncia morfoldgica. Outro fator sugerido como mecanismo chave na selecédo folicular é a
resposta a secrecdo de FSH apds a emergéncia de uma onda folicular, sendo que todos os
foliculos recrutados parecem contribuir para que ocorra o declinio inicial do FSH periférico,
sendo que o foliculo com maior diametro possui o papel principal na reducéo de concentracédo
de FSH a niveis inferiores, para dar continuidade de crescimento da populacdo dos foliculos
com menor diametro dentro da onda (OLIVEIRA; FERREIRA; MINGOTI, 2011).
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3 Transferéncia de Embrides

A Transferéncia de embrides (TE) é considerada uma biotécnica aplicada a reproducgéo
que visa coletar embrides de uma fémea doadora e transferir os mesmos para vacas que tenham
capacidade de receber e passar por todo o periodo de gestacdo, parto, amamentacdo até o
momento do desmame do produto. A sua importancia se da pela capacidade de uma Unica
doadora produzir um nimero muito superior de descendentes do que quando comparado com a
sua capacidade fisiologica natural de desenvolvimento de uma gestagdo (Figura 4). A TE
permite que os plantéis recebam a insercdo de material genético com elevado valor zootécnico
(PEREIRA, 2012).

A TE possibilita que algumas genéticas entrem em paises que ndo somente o de origem
das doadoras, com isso, os embribes implantados nas receptoras nos paises de destinacdo
possibilitam que ao nascimento os animais consigam se adaptar prontamente as condigdes
locais, do que quando transportados como animais mais velhos. Outro ponto importante sobre
a TE se refere ao fato de que, com a utilizacdo desta técnica, € possivel a introducéo de novas

racas em locais que ndo existam exemplares (BALL; PETERS, 2006).
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Figura 4— llustracdo da forma de aumento e disseminacéo genética da TE.

Fémea Fémea ELITE
ELITE {Doadora de
embrides)

Monta natural Inseminacio ,,/ \'4\\
(MN) artificial (TA) & & & & @ Transferéncia
de embrioes
® & @ % (TE ou FIV)
Receptoras
“Barriga de
aluguel”

1 bezerro/ ano 20 a 30 bezerros/ ano

Fonte: Santos, 2012.

3.1 Necessidades da Transferéncia de Embrido

Para a execucdo datécnica de forma adequada se torna necessario que a propriedade tenha
uma estrutura minima que proporcione seguran¢a tanto para 0s animais quanto para 0S
responsaveis pela execucdo do procedimento. O basico de estrutura seria um curral em boas
condicdes, um laboratoério para manipulacdo dos embrides ou sala limpa para que seja montado
um laboratdrio provisério, um bom tronco de contencéo e disponibilidade de funcionarios para
realizar os trabalhos com os animais. Um manejo sanitario adequado englobando exames de
brucelose e tuberculose negativos e vacinacGes em dia, endo/ectoparasitas controlados
(SANTOS, 2012).
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3.1.1 Selegéo e Manejo de Doadoras

A selecéo de um animal como potencial doador deve passar por uma avaliagdo com diversos
pontos dentre eles:

1. Pedigree com boas linhagens

2. Premiacdo e méritos proprios ou de sua linhagem

3. Producéo (carne ou leite)

4. Meéritos de seus descendentes

5. Fendtipo

Ao se definir a doadora, alguns cuidados e procedimentos devem ser realizados antes
de se iniciar qualquer passo. Dentre estes cuidados deve-se realizar uma anélise de estado
corporal, onde as doadoras devem estar sadias e com bom escore corporal, em uma escala de 1
—5 0 ideal seria em torno de 3, evitando animais em extremos. O exame ginecologico é de suma
importancia, sendo que as doadoras nao devem estar gestantes e com um periodo de pds-parto
de pelo menos 45 dias com ciclicidade normal, auséncia de infec¢des e historico de problemas
reprodutivos (SANTQOS, 2012).

3.1.2 Superovulacao

Na tentativa de realizar um aproveitamento melhor de um animal considerado superior
e consequentemente maximizar a sua prole em um periodo de tempo reduzido, torna-se viavel
a questdo de superovular uma vaca doadora e posteriormente a esta superovulacdo e
inseminacdo, uma coleta de embrides por meio de lavagem uterina. A superovulacdo é realizada
através da administracdo exdgena de FSH, para se sobrepor os estimulos fisioldégicos que
desencadeiam uma Unica ovulacdo (SANTOS, 2012).

Através da administracdo dos hormdnios exdgenos para a superovulacdo, ocorrera o
desenvolvimento de diversos foliculos com capacidade de ovulagdo, estes foliculos pertencem
a uma onda de desenvolvimento que em um ciclo normal sem a aplicacdo de FSH exdgeno,
entrariam em atresia. Com a suplementacdo hormonal fornecemos a diversos foliculos a
capacidade de ovular (Figura 5), ndo gerando assim um desgaste reprodutivo da doadora.

Dentro dos protocolos de superovulagdo existe uma variagdo individual de resposta aos
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tratamentos, sendo este um dos pontos criticos no contexto da TE (MARTINEZ; SOUZA,
2007).
Figura 5- llustracdo da acdo hormonal sob efeitos de protocolos de superovulagdo em bovinos

fémeas.

Superovulacao em tempo fixo

BE PGF,,

Fonte: Penitente Filho, 2011.

A manipulacdo da onda folicular para superovulacdo é baseada tradicionalmente no
uso de dispositivos de progestageno, estradiol, gonadotrofinas (FSH e LH), prostaglandina
(PGF2a) e um indutor de ovulacdo (E2, GnRH, LH ou hCG). A superovulacdo bovina
atualmente vem sendo amplamente pesquisada na tentativa de elevar os indices de producao
embrionaria. A manipulacdo da onda folicular com o uso de dispositivos intravaginais de
progesterona em associacao a aplicacao intramuscular de estrégeno leva a uma atresia folicular
e consequentemente desencadeia o desenvolvimento de uma nova onda folicular. Buscando
evitar a dominancia de um unico foliculo o tratamento associa, além do estrogeno e
progesterona, concentracdes decrescentes de FSH, levando entdo a um crescimento de diversos
foliculos simultaneamente na mesma onda. ApoOs o protocolo de superovulacdo as doadoras
devem ser inseminadas tendo um tempo previamente estipulado (BO et al., 2010).

Tendo um cio natural como base, existe a possibilidade de realizar um protocolo com
a administracdo de oito aplicacdes de FSH exdgeno por via intramuscular (IM) com intervalo
entre as aplicagdes de 12 horas. No terceiro dia de tratamento com FSH aplica-se PGF2a para
lutedlise, ocorrendo uma reducdo de progesterona e desencadeando em um pico de LH para
uma posterior ovulacéo (Figura 6) (PENITENTE FILHO, 2011).
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Tabela 3 - Protocolo hormonal de superovulagédo tendo base cio natural.

Manha Cio FSH FSH FSH FSH Cio 1A
PGF2a

Tarde FSH FSH FSH FSH 1A
PGF2a

Fonte: Adaptado de Rasi (2005).

Protocolos de superovulagdo tendo como base o cio natural, para aproveitamento da
emergéncia de uma nova onda folicular, acabam nem sempre promovendo uma boa sincronia
entre 0 momento da ovulagéo e a inseminacgéo, levando ao aparecimento de um maior numero
de estruturas ndo fecundadas no lavado uterino. O uso do GnRH neste protocolo (Figura 7) €
utilizado para se ter um maior controle do momento da ovulagdo (PENITENTE FILHO, 2011).

Tabela 4 - Protocolo hormonal de superovulagédo tendo base cio natural associado com

GnRH/LH para Inseminacédo Artificial em tempo fixo.

Dia 0 10 11 12 13 14 17
Manha Cio FSH FSH FSH FSH GnRH / 1A
PGF2a LH
Tarde FSH FSH FSH FSH 1A
PGF2a

Fonte: Adaptado de Rasi (2005).

O protocolo para doadoras taurinas segundo o manual da Tecnopec (2008) € baseado
na aplicacdo no dia do inicio do protocolo (D0) de 3 mg de benzoato de estradiol associado com
dispositivo de liberacdo de P4 intravaginal. No D4 as aplicaces de FSH iniciam, em 8 doses
com intervalo de 12 horas entre as aplicacdes que devem ser feitas por via intramuscular. No
D6 aplica-se PGF2a, no D7 no mesmo horario em que se aplicou da PGF2a no D6 retira-se o
dispositivo intravaginal de progesterona. No D8 no mesmo horario dos manejos anteriores
aplica-se, pela via intramuscular, indutores de ovulacdo (LH, GnRH e seus analogos ou hCG)
desencadeando uma ovulagdo para que no D9 sejam feitas 2 inseminagdes artificiais com
intervalo de 12 h. No D15 deve ser feita a coleta dos embriGes por meio da lavagem uterina
(Figura 8) (PENITENTE FILHO, 2011).
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Tabela 5 - Protocolo de superovulagéo e inseminagdo em tempo fixo para doadoras taurinas.

Dia 0 4 5 6 7 8 9 17
Manha | Inserir FSH FSH FSH FSH 1A
P4 + Coleta
BE de
Tarde FSH FSH FSH + FSH LH 1A embrides
PGFo | Retirada
P4

Fonte: Adaptado de Rasi (2005).

O protocolo de superovulagédo de doadoras zebuinas possui alteracdo no momento de
aplicacdo do indutor de ovulagédo, sendo aplicado 12 horas antes do que o recomendado para
taurinas. 1sso se deve pelo fato de as doadoras zebuinas atingirem a capacidade ovulatoria antes
das vacas taurinas, levando em consideracao o didmetro folicular pre-ovulatorio das doadoras
zebuinas ser menor. A aplicacdo mais cedo do indutor de ovulagéo faz com que as inseminacées
também devam ser adiantadas em 12 horas (Figura 9) (PENITENTE FILHO, 2011).

Tabela 6 - Protocolo de superovulacéo e inseminacdo em tempo fixo para doadoras zebuinas.

Dia 0 4 5 6 7 8 9 17
Manha | P4+ FSH FSH FSH FSH LH 1A
BE Coleta
Tarde FSH FSH FSH + FSH 1A de
PGF2a | Retirada embrides
de P4

Fonte: Adaptado de Rasi (2005).

3.1.2.1 FSH Exdgeno

O numero de embrides decorrentes de protocolos de superovulacdo em bovinos é
extremamente variavel (Tabela 3), sendo esta variacdo atribuida a fatores individuais de cada
animal. Mesmo ao utilizar tratamentos idénticos podemos ter respostas altamente variaveis. A
aplicacdo de FSH deve ser realizada por um periodo de 4 a 5 dias tendo intervalos entre as
aplicagdes de cerca de 12 horas. Este intervalo entre as aplicacGes é estabelecido devido ao

tempo de meia vida muito curta do FSH, cerca de 110 minutos. A concentracdo plasmatica de
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FSH possui aumento imediato e chegando a um pico em 3 horas ap6s a aplicagdo (via
intramuscular), e apos o pico inicia um declinio gradual até ndo ser mais detectada com 12 horas
apos a aplicacdo (VISINTIN et al., 1999).

A forma de purificacdo do FSH utilizado para superovulagédo pode ser um ponto de
influéncia direta nas respostas dos protocolos de superovulacdo, devido a presenca de
concentra¢des mais elevadas de LH, de acordo com o método de purificacdo utilizado, causando
assim ovulacdes prematuras. O estado ovariano no inicio do protocolo é citado como outro fator
determinante pois, algumas caracteristicas ovarianas como a questdo de dominancia folicular,
tamanho folicular e as condi¢des dos foliculos antrais podem afetar a resposta ovulatéria frente
ao tratamento hormonal (VISINTIN et al., 1999).

As ragas zebuinas s&o consideradas com maior sensibilidade aos tratamentos
hormonais de superovulacdo quando comparados a ragas europeias. Os animais da raca Nelore
possuem seus ovarios, foliculos, corpos liteos menores que 0s animais taurinos, sendo um fator
que pode estar diretamente relacionado a uma exigéncia de concentracdes de FSH menores para
uma resposta superovulatéria (PRADO; TONIOLLO; OLIVEIRA, 2007)

Tendo conhecimento sobre a variacdo de resposta individual de superovulagdo, em
animais taurinos para que se obtenha uma resposta frente a superovulacdo deve-se estabelecer
doses totais entre 180 e 400 mg de FSH. No entanto para animais zebuinos as doses devem ser

de 200 mg, ou seja, mais baixas do que as doses de animais taurinos (SANTOS, 2012).

Tabela 7 - Resultados encontrados ap0s a colheita de embrides nas doadoras bovinas sob

diferentes dosagens de tratamentos com suplementagédo exdgena de FSH.

Tratamento (Ul) ED ov EV Total

500 5 18 33 56

400 21 20 65 106

300 13 49 33 95

Total 39 87 131 257

Legenda: ED: Embrides degenerados; OV: Ovdcitos; EV: Embrides Viaveis.
Fonte: Adaptado de Prado et al., 2007.

O tratamento de FSH deve ser aplicado em doses decrescentes nos animais a serem

submetidos a protocolos de superovulagéo, visto que este manejo tem como objetivo camuflar
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a queda fisiologica de FSH durante a fase folicular e visando uma resposta a melhor a
superovulacao (Tabela 4) (PENITENTE FILHO, 2011).

Tabela 8 — Protocolo para superovulacédo de fémeas bovinas utilizando doses decrescente de

FSH exdgena.

Doadoras
Dia Manha (07:00h) Tarde (19:00h)
D1 Colocar implante P4. Aplicar 3 -
mg de Estrogeno.
D2 - -
D3 - -
D4 - -
D5 FSH 4 ml — 80mg FSH 4 ml — 80mg
D6 FSH 3 ml - 60mg FSH 3 ml - 60mg
D7 FSH 2 ml - 40mg + PGF2- alfa FSH 2 ml 40mg + PGF2- alfa
D8 FSH 1 ml - 20mg FSH 1 ml — 20mg. Retirar
implante.
D9 - 5 ml (0,2 mg) de indutor de
ovulacdo (GnRH).
D10 12 Inseminacao 2% Inseminacao
D17 Coleta de Embribes Coleta de Embrides

3.2 Coleta dos embrides

Fonte: Santos (2012).

Por cerca dos anos 1970 a maioria das coletas de embrides era feita de forma cirurgica

realizada com uma anestesia geral do animal. As coletas ndo cirurgicas por meio de uma

transposicdo cervical com sonda resultaram em uma técnica muito mais simples e segura por

evitar 0s riscos de um processo anestésico geral. Levando estes pontos em consideracdo a

maioria das recuperacdes embrionarias comerciais passaram a ser por meio de coleta ndo

cirdrgica, a coleta via cérvix se torna possivel com o uso de uma sonda de Foley (Figura 6) apés

minimo de 6 dias e maximo de 8 dias a partir do momento esperado da ovula¢éo sendo este o

periodo necessario esperado para a migragdo dos embrides até o utero (BALL; PETERS, 2006).



31

Figura 06 — Sonda de Foley.

Fonte: Pravet, 2019.

A coleta dos embries necessita de alguns materiais para que o trabalho ocorra de
forma correta, sendo eles: seringas e agulhas para aplicacdo dos farmacos e anestésicos, luvas
de procedimento e palpacéo retal de bovinos, aplicadores de sémen para a inseminacdo das
doadoras, sémen de boa qualidade, anestésicos para realizacdo do bloqueio epidural, sonda de
Foley de diversos calibres que devem ser ajustados de acordo com o cervix de cada animal,
sendo as mais utilizadas as de calibre 18, 20 e 22, equipo de sistema fechado, meio DPBS para
lavagem uterina, filtro coletor de embribes, placas de Petri, mesa aquecedora, lupa com
aumento de 90x, pipetas e ponteiras, meio Holding, soro fetal bovino para a lavagem dos
embrides, crioprotetor (etilenoglicol) caso os embrides sejam congelados, palhetas e lacres para
envase dos embrides, inovuladores de embribes, bainha e camisinha sanitaria, maquina de
congelamento de embrides (PEREIRA, 2012).

A coleta ¢ feita através de uma série de etapas, dentre elas:

1. Contencdo da doadora no tronco de contencéo;
Higienizacdo do perineo da doadora, seguida de anestesia epidural;
Transposicdo cervical com mandril (Figura 7 e 8) e sonda de Foley;
Ancoragem da sonda inflando o balonete em um dos cornos uterinos;

Perfusdo uterina com Meio Dulbecco’s Modificado (DPBS) aquecido;

o 0~ w N

Conexao de equipo, sonda e filtro coletor (Figura 9);
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7. Infusdo, massagem e retirada do liquido passando pelo filtro coletor; (SANTOS,
2012).

Figura 7 — lustracdo de transposicao cervical de sonda Foley para lavado uterino e coleta de

embrides.

Balao do

catéter
de

coleta

Catéter /

de o
coleta \ P s Corno uterino
\ Meio
’ de
{ coleta
isio Oviduto
de
coleta
Cervix com Embrides
corpos lateos
(superovulagdo) Corno uterino

Fonte: Pereira, 2012.

Figura 8 — Mandril.

Fonte: Biodux, 2019.
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Figura 9 — Filtro coletor de embrides.

Fonte: WTA, 20109.

3.2.1 Busca, avaliacéo e classificacdo dos embrides

Ao se findar a lavagem uterina, as estruturas embrionarias devem estar localizadas no
filtro coletor. Para iniciar o processo de busca dos embrifes, todo o liquido do filtro deve ser
depositado em uma placa de Petri de 12 cm. O filtro deve ser lavado com auxilio de seringa e
agulha sem presséo excessiva do émbolo contendo DPBS seguidas vezes para minimizar o risco
de algum embrido ficar aderido a parede ou ao filtro coletor. Lavando o filtro inicia-se a busca
na placa com a utilizacdo da lupa e com auxilio de micropipeta e ponteira. Ao lado, uma placa
de petri de 3,5 cm contendo DPBS acrescido de soro fetal bovino se faz necessaria para que 0s
embrides coletados na placa de busca sejam alojados momentaneamente. Segundo Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (“International Embryo Transfer Society”- IETS)
apos a busca é feita a classificacdo e lavagem das estruturas vidveis a serem transferidas. A
lavagem é realizada atraves da passagem dos embrides por 10 gotas de DPBS em placa de Petri
de 12 cm visando reduzir possiveis contaminagdes. Durante este processo de busca e avaliacao
as estruturas que ndo sdo compativeis com qualidade necessaria para serem transferidas devem
ser descartadas (BALL; PETERS, 2006).

A classificacdo embrionaria é realizada através da evolugdo morfoldgica e qualidade.
Existem estagios de desenvolvimento embrionario:

e Mobrula: aglomerado celular cuja superficie possui blastdmeros individuais

gue podem ser distinguidos.
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e Morula compacta: blastdmeros individuais que ndo podem ser distinguidos
na superficie do embrido.

e Blastocisto inicial: possui pequena cavidade, blastocele visivel e inicio de
desenvolvimento de massa celular interna.

e Blastocisto: embrido ocupando maior parte dentro da zona peltcida.

e Blastocisto expandido: diametro embrionério aumentado, espessamento da
zona pellcida reduzido cerca de 1/3 do original.

e Blastocisto em eclosdo: embrido iniciando processo de saida da zona
pellcida.

e Blastocisto eclodido: embrido desprovido de zona pellcida, nitida presenca
de blastocele (PASA, 2008).

Para realizar uma avaliacdo morfoldgica sdo levados alguns pontos em consideracao,
sendo eles: forma esferoide, simetria dos blastdmeros, aparéncia clara e nitida dos blastémeros,
tonalidade uniforme, membrana celular uniforme; proporcionalidade entre embrido e espaco
perivitelino, integridade da zona pellicida, auséncia de vacuolo e/ou fragmentos no embrido,
auséncia de fragmentos aderidos a zona pelicida e compactacdo dos blastémeros (Figura 10)
(PASA, 2008).

A classificacdo embrionaria é feita de forma numérica de 1 a 4 e baseada na morfologia
dos embrides. Sendo:

1. Excelente ou bom: o embrido possui simetria esférica, blastdmeros uniformes,
coloracdo homogénea. 85% do material celular deve estar intacto, zona
pellcida ndo deve apresentar concavidades. Os embrides de grau 1 podem ser
congelados e podem ser comercializados.

2. Regular: embriGes com irregularidades moderadas de massa, tamanho, cor e
densidade. 50% da massa do embrido deve estar intacta. Sdo embrides que
podem ser transferidos, mas ndo devem ser congelados, com ressalvas de que
a possibilidade de gerar uma gestacdo sera reduzida quando comparada a
embrides de grau 1.

3. Pobre: embribes que possuem maiores irregularidades na sua estrutura,
tamanho, densidade e cor. 25% do embri&o deve estar intacto. Estes embrides
ndo resistem ao processo de congelamento e as taxas de prenhez séo ainda

menores com esta qualidade mesmo que transferidos a fresco.
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4. Morto ou degenerado: o6citos, ndo sio viaveis e devem ser descartados (BO;
MAPLETOFT, 2013).

Figura 10 — llustracdo de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com o estagio de

desenvolvimento.
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4 Envase

Fonte: Viana, 2013.

Para realizar a transferéncia dos embrides para as receptoras é necessario a realizagéo

do envase. Caso os embrides sejam transferidos no mesmo dia eles podem ser estocados por

algumas horas sendo a temperatura controlada e préxima da temperatura corporal dos bovinos.

E possivel realizar o congelamento destes embrides por longos periodos de estocagem

criopreservados a temperatura de -196°C e posteriormente descongelados. Os embrifes séo

estocados individualmente em palhetas semelhantes as de inseminacao artificial (Figura 11). O

envase da palheta deve seguir um posicionamento adequado para que o embrido fique

centralizado na palheta separadas por duas colunas de ar, isolando as extremidades do lacre e

émbolo (Figura 12) (BALL; PETERS,

2006).
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Figura 61 — Palhetas com embrido.

\
—

Fonte: Pereira, 2012.

Figura 12 — Esquema ilustrativo de envase de palheta com embriéo.

ALGODAD BSA AR BSA lC ) AR BSA

Fonte: PENITENTE FILHO, 2011.

5 Estocagem dos embrides

Quando os embrides ndo sdo transferidos diretamente para as receptoras no mesmo
dia, existe a possibilidade de realizar a criopreservacao em botijées de nitrogénio liquido. Esta
pratica atualmente se tornou essencial nos sistemas de criacdo bovina pois possibilita a
manutencdo por longos periodos em estocagem adequada. Para desfrutar desta técnica séo
adicionados crioprotetores nas palhetas visando aumentar a viscosidade da solucdo e manter
um equilibrio osmotico entre a solu¢do e o embrido. Estas substancias possuem baixo peso
molecular e sdo usadas com o objetivo de impedir alguns efeitos indesejaveis como a formacéo
de cristais de gelo. Como exemplo de crioprotetores temos o etilenoglicol e glicerol (DALCIN;
LUCCI, 2010).

6 Receptoras de embrido
Para que se tenha sucesso em todo o protocolo, o animal receptor deve estar em

sincronia de ciclo estral com as doadoras, ou seja, as potenciais receptoras de embrido devem

ter apresentado sinais de estro no mesmo dia que as doadoras ou com no maximo intervalo de
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um dia antes ou depois, ndo devendo passar deste intervalo. Para que isso se torne possivel
deve-se utilizar de um protocolo de sincronizagdo. Porém, caso tenham sido observados animais
em cio natural que estejam em sincronia com as doadoras tambem podem ser utilizados como
potenciais receptoras (BALL; PETERS, 2006).

As receptoras devem passar por um processo de selecdo, onde alguns pontos séo
considerados muito importantes como: avaliacdo de escore corporal sem excessos e descartando
extremos, infestacdo de endo/ectoparasitas controlada e exame clinico. Ao verificar estes
parametros os animais considerados adequados passam por exames de palpagédo retal com
auxilio de ultrassonografia para que sejam efetivadas como potenciais receptoras e sigam com
um futuro protocolo hormonal de sincronizagdo (DANTAS; NUNES; DANTAS, 2018).

Geralmente sdo utilizadas como receptoras animais cruzados, jovens, com boa
capacidade de conversdo alimentar, alta fertilidade e boa habilidade materna para animais que
ja tenham histérico de gestacdes anteriores. As receptoras ndo necessitam ficar restritas a um
unico uso e o reaproveitamento destes animais, favorece o produtor por ndo necessitar fazer a
compra de novas receptoras. Porém, a cada novo protocolo deve-se reavaliar os animais de
forma individual (PENITENTE FILHO, 2011).

Um exemplo de protocolo hormonal aplicado as receptoras (Figura 13) seria a
introducdo de dispositivo intravaginal de progesterona mais aplicacdo intramuscular de 2 mg
de benzoato de estradiol (BE) no dia O do protocolo. No dia 8 remocdo do dispositivo
intravaginal, aplicacdo intramuscular de 2 mg de prostaglandina (PGF2a), gonadotrofina
coriénica equina (eCG) e 1 mg de cipionato de estradiol (CE). Ao chegar no momento da
inovulacdo dos embribes as receptoras devem passar por uma nova avaliacdo por meio de
palpacdo retal para andlise de resposta ao tratamento hormonal, nesta avaliacdo a resposta é
avaliada por meio da presenca de corpo liteo no ovario da receptora. Sendo que 0s animais que
ndo possuirem estes requisitos ndo devem ser classificados como potenciais receptoras de
embrido (DANTAS; NUNES; DANTAS, 2018).
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Figura 13 — Protocolo com uso de progesterona, benzoato de estradiol e gonadotrofina
coridnica equina.

Tmplante P4+ BE Remocio dispositivo P4

'm 2mg PGF 20 +

e eCG+ Inovulacio
CE lmg

Do D8 D17

Fonte: Adaptado de Furtado et al., 2011.

Outra alternativa para sincronizagcdo de receptoras s&o 0s protocolos com
administracdo de GnRH, os quais induzem uma liberacéo de LH. O aumento de LH induzira a
ovulacdo do foliculo dominante da onda folicular ou luteinizacdo dos foliculos grandes
presentes na onda. A ovulacdo do foliculo dominante inicia a liberacdo de FSH, permitindo o
recrutamento de uma nova onda folicular. A primeira aplicacdo de GnRH do protocolo consiste
em liberar LH para que ocorra uma ovulacdo ou luteinizacdo do foliculo dominante, que
consequentemente faz com que ocorra nova onda folicular dentro de um periodo esperado de 2
dias. No dia 7 do protocolo a aplicacao intramuscular de PGF2a tem como fungao a luteolise.
No dia 9 do protocolo mais uma dose de GnRH ¢ feita para que ocorra uma nova liberacao de
LH e assim sincronizando a ovulacdo do foliculo dominante (Figura 14) (PENITENTE FILHO,
2011).

Figura 14 — Protocolo OVYSYNCH de sincronizacdo da ovulacao de receptoras.

Inovulacio

GnRH PGF2a GnRH

Do D6 D9 DI7

Fonte: Adaptado Penitente Filho, 2011.

7 Custos

Mesmo a transferéncia de embrides muito difundida no cenédrio mundial, existe uma
variabilidade de resposta ao tratamento de superovulacdo muito grande, sendo este um fator
muito importante para realizar previsdes de custos e orgamentos. A TE como um todo engloba

um conjunto de atividades necessarias para que um embrido seja coletado de uma doadora e
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que uma receptora mantenha a gestacao e consiga parir até que ocorra 0 desmame do produto.
Mesmo com a evolucédo de novas descobertas de manipulacao fisioldgica, ainda permanece uma
dependéncia da variabilidade de resposta individual frente aos protocolos hormonais.
Usualmente o nimero de receptoras a serem protocoladas para um programa de TE é calculado
com base no numero médio de embrides coletados por doadora, mas alguns trabalhos
descrevem que a escolha do nimero de receptoras pode ser sugerida de forma aleatria
(BARIONI; QUIRINO; FERNANDES, 2007).

A necessidade de compra e de mantenca de receptoras representam um elevado custo
dentro do processo de TE (Tabelas 5, 6,7 e 8), a necessidade de adquirir e sincronizar receptoras
mesmo antes de ter conhecimento do numero de embrides por coleta desencadeiam em
dificuldades de identificagdo de um numero padréo ideal de receptoras (BELTRAME et al.,
2007).

Tabela 9 — Valores considerados no cenario-hase em uma fazenda.

Item Base (R$)
Custo de aquisicao da doadora 15.000,00
Custo de manutencdo da receptora 26,33
Custo de sincronizacdo da receptora 12,00
Custo de manutencéo da doadora 82,66
Custo de protocolo de superovulacao 770,00
Honorarios veterinarios por doadora em coleta 500,00
Valor de venda da prenhez 1.500,00

Fonte: Beltrame et al., 2010.

Tabela 10 — Custo de manutencdo médio/més/animal.

Variavel (animal/més) Valor (R$)
Mineralizacédo 1,43
Antiparasitarios 1,28
Vacinacdes 1,54
Outros (medicamentos, exames, etc) 0,87
Total 5,12

Fonte: Adaptado de Beefpoint, 2004.
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Variavel Valor (R$)
Hormdnios (Superovulagéo e sincronizacéao) 770,00
Descartaveis (Placas, filtros, cateteres, etc) 184,00
Meios (de colheita e manipulacao) 32,00
Total 986,00

Fonte: Adaptado de Beefpoint, 2004.

Tabela 12 — Valores médios referentes aos custos de producdo de embrides.

Variavel Valor (R$)

Custo médio do material de 514,00

consumo/colheita

Custo da méo-de-obra/colheita 350,00
Gastos com sémen/colheita 100,00
Custo total médio/colheita 964,00
Média de embrides viaveis/colheita 5,58 +/- 4,24
Valor médio de cada embrido viavel 172,76

Fonte: Adaptado de Beefpoint, 2004.

8 Resultados esperados para TE

A TE ¢é uma técnica de melhoramento genético de fundamental importancia, pois

proporciona a disseminacgdo de animais superiores em um espaco de tempo reduzido, entretanto

existem fatores que tornam inconvenientes para a técnica como exemplo a variacéo individual

a respostas de superovulacdo e consequentemente variando a quantidade de embrides viaveis.

Atualmente no ambito mundial temos uma média de 6 embrides vidveis produzidos por coleta.

Em termos de resultados de prenhez a TE varia entre 35% a 60%, sendo que as taxas mais

elevadas geralmente sdo para embrifes transferidos a fresco. EmbriGes congelados possuem

taxa de prenhez um pouco reduzida quando comparados aos transferidos a fresco. Para embrides

de racas zebuinas congelados espera-se cerca de 20% a menos de probabilidade de gestacdo do

que embrides de taurinos. Uma coleta de 6 embrides viaveis gera em torno de 3 prenhezes em

média. O procedimento de coleta e transferéncia de embrido pode ser feito em até 6 x ao ano,

correspondendo a aproximadamente 36 embri6es por ano/doadora (SANTOS, 2012).
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9 Fatores que podem interferir negativamente na TE

Diversos fatores podem afetar negativamente nos resultados da TE, tais como: resposta da
doadora ao protocolo hormonal estabelecido (tendo uma variagdo muito grande
individualmente), erros humanos na aplicacéo do protocolo de superovulagdo, compreenséo dos
funcionarios da necessidade da rotina de aplicacdo hormonal diéria, armazenamento adequado
dos hormonios, estado nutricional dos animais (tanto receptoras quanto doadoras) e a presenga
de touros proximos aos animais que estdo tendo o ciclo estral manipulado (SANTOS; 2012).

10 Consideracdes finais

O uso de biotecnologias aplicadas a reproducdo agrega aos criatérios grandes
evolucdes dos animais, sendo que ao desfrutar de técnicas como a TE podemos ter uma
multiplicacdo de progénie destes animais superiores em um menor espaco de tempo, alem da
possibilidade de comercializacdo de embrides, podendo entdo implantar em diversos planteis
animais geneticamente superiores sem que o proprietario necessite adquirir doadoras de
embrido. A TE permite que diversas racas sejam implantadas em locais que ndo se tenha
exemplares da raca atraves da inovulacdo de embrides oriundos de outras regides sem que haja
um periodo de adaptacdo do animal, o que ocorreria se o animal fosse introduzido quando ja
vivo. Entretanto para que a execucdo tenha resultados positivos, diversos fatores podem
influenciar, como a capacidade de execucdo dos envolvidos, tanto o veterinario responsavel
quanto a equipe de funcionarios que tem contato direto com os animais. Isto torna de suma
importancia a capacitacao técnica de todos os profissionais envolvidos e sua constante

atualizacao.
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