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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo fazer uma breve revisdo bibliografica a respeito da
fisiologia do ciclo estral dos bovinos e sobre a biotecnologia de transferéncia de embrides
nessa espécie. Outro objetivo é relatar um protocolo de transferéncias de embrides
realizadas na Fazenda Butia Verde no municipio de Fraiburgo, estado de Santa Catarina
durante o més de fevereiro de 2018, detalhando a resposta a superovulagdo das doadoras
e a taxa de prenhez das receptoras, materiais e instrumento utilizados. As coletas foram
realizadas pelo método de lavagem uterina transcervical ndo cirargicas onde foram
utilizadas trés vacas doadoras da raca Charolés e dez vacas receptoras mestigas simental.
Os resultados alcangados considerando os embrifes transferidos foram satisfatorios,

obtendo-se uma taxa de prenhez de 57,14%.

Palavras-chave: Transferéncia. Embrides. Superovulacéo.



ABSTRACT

This work aims to make a brief bibliographical review on the physiology of the estrous
cycle of cattle and on the biotechnology of embryo transfer in this species. Another
objective is to report an embryo transfer protocol performed at Fazenda Butia Verde in
the municipality of Fraiburgo, state of Santa Catarina, during the month of February 2018,
detailing the response to donor superovulation and the pregnancy rate of the recipients,
materials and instrument used. The collections were performed by the non-surgical
transcervical uterine lavage method, where three donor cows of the Charolais breed and
ten crossbred recipients cows were used. The results obtained considering the embryos

transferred were satisfactory, obtaining a pregnancy rate of 57.14%.

Keywords: 1. Transfer. Embryos. Superovulation.
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1 INTRODUGCAO

A técnica de transferéncia de embrides em bovinos (TE) esta se difundido cada vez
mais no sistema de produc¢édo bovina brasileiro, este método apesar de mais oneroso que outras
biotécnicas reprodutivas com a inseminacao artificial (1A) e inseminacéo artificial em tempo
fixo (IATF), possui como diferencial o fator de possibilitar maior rapidez e eficiéncia, mesmo
em pequenos rebanhos, possibilitando a uma fémea produzir um nimero de descendentes muito
superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva, aliado a isto
proporciona a disseminagdo do material genético de animais zootecnicamente superiores.

O conhecimento avancado da anatomia e fisiologia reprodutiva da vaca € requisito
essencial ao profissional que trabalha com esta biotecnologia, além disso, o médico veterinario
deve ter conhecimento suficiente para escolher além das doadoras as melhores receptoras, pois
apesar de serem consideradas animais de menor valor deverdo apresentar caracteristicas
funcionais, sanitarias e de temperamento que possibilitem-nas desenvolver a sua habilidade
materna.

O presente trabalho tem por objetivo contribuir para um melhor entendimento,
aperfeicoamento e ampliacdo da transferéncia de embrido em bovinos a partir de uma breve
revisdo bibliogréfica acerca da fisiologia do ciclo estral das fémeas desta espécie, e por ultimo
relatar e discutir um protocolo de transferéncia de embriGes realizado na Fazenda Butia Verde
municipio de Fraiburgo - SC; detalhando a técnica, tratamento hormonal e equipamentos

utilizados, bem como os resultados alcangados.



16

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Relatar protocolo de transferéncia de embrides em bovinos realizado na Fazenda Butia
Verde em Fraiburgo — SC durante o0 més de fevereiro do ano de 2018, destacando a taxa de
producdo de estruturas viaveis por doadoras, taxa de prenhez das receptoras, tendo como
propdsito fornecer informacdo para futuras coletas e consequente melhora dos indices

reprodutivos da propriedade.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Revisar na literatura existente aspectos fisioldgicos do ciclo estral das vacas.

e Explicar brevemente a funcdo dos hormdnios enddgenos no processo de
superovulacao.

e Sintetizar a técnica e descrever os equipamentos utilizados na transferéncia de
embrides.

e ldentificar a resposta individual dos animais ao protocolo hormonal utilizado.

e Descrever a taxa de prenhez confirmadas dos embries que foram inovulados

nas receptoras.
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2 FISIOLOGIA DA REPRODUCAO BOVINA

As vacas assim como as demais fémeas ruminantes domésticas séo poliéstricas, anuais
apresentando estros em intervalos mais ou menos regulares de 21 dias. Durante o ciclo estral
ocorre uma cadeia de eventos que se repetem até o impedimento da lutedlise pela gestacdo. Nas
fémeas ruminantes, o processo de foliculogénese (ativacdo, crescimento/maturacao folicular)
tem inicio com a formacéo dos foliculos primordiais nas suas génadas (GONCALVES et al.,
2008).

21 FOLICULOGENESE

A foliculogénese pode também ser definida como um processo de desenvolvimento de
um foliculo primordial ativado até o tamanho de foliculo pré-ovulatério, acompanhando o
crescimento e a diferenciagdo do ovécito e da camada de células da granulosa que o circunda
(ADAMS E JAISWAL, 2008). A foliculogénse ovariana € processo longo e continuo,
controlado pela interacdo de diversos fatores (WEBB et al., 2004 — 2008).

Em bovinos, a funcdo ovariana é regulada pela interacdo entre 0s mecanismos
feedback sistémicos e locais envolvendo GnRH hipotalamico e gonodotrofinas hipofisérias,
além de esteroides e proteinas dos ovarios. Segundo MCNATTY et al. (1999) e HANZEN et
al. (2000), a folicul6gense apresenta trés etapas: a multiplicacdo de foliculos primordiais (fase
fetal), o crescimento folicular (foliculos primordiais gonodotrofinos independentes e

dependentes) em estagios mais avancgados e a maturacao de foliculo (FERREIRA, 2010).

2.1.1 Formacéo dos foliculos primordiais

A formacdo das oogonias e dos foliculos primordiais, bem como do inicio do
crescimento destes ocorre na auséncia de gonodotrofinas hipofisarias (RICHARDS, 2001). As
células germinativas primordiais migram do epitélio do saco vitelino para a crista genital e
localizam-se na génoda rudimentar ainda indiferenciada no inicio da vida fetal das fémeas
bovinas (entre o0 1° e 2° més), sendo denominadas oogonias (SMITZ e CORTVRINDT, 2002.
Chegando as gobnodas, as células germinativas continuam a se multiplicar por divises
mitéticas, alcancado o maximo estimado de 2,1 milhdes e, quando termina esse processo, tem

inicio a divisdo meidtica, que € interrompida em fase de dipléteno da préfase 1. Passam entdo a
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ser denominados ovdcitos, quando sdo circundadas por uma Unica e estreita camada de células
pré-granulosas achatadas, formando os foliculos primordiais (FORTUNE, 2003).

O contato das ovogonias com as células mesonéfricas é indispensavel para transformar
ovogobnia em ovocito primario. Todos o0s ovocitos que ndo forem incorporados aos foliculos
primordiais degeneram. Assim, o ovario fetal possui varios milhdes de foliculos primordiais, a
maioria dos quais degenera na vida pré ou pos fetal (FERREIRA, 2010).

Durante a vida reprodutiva, o crescimento ndo ocorre em mais de 1% do estoque
folicular, o qual vai atresiar ou ovular, com os demais permanecendo estocados e sofrendo
apoptose em processo continuo e dindmico, com sobrevivéncia de pequena proporcao
(FERREIRA, 2010).

2.1.2 Crescimento folicular

O crescimento e a maturacdo folicular representam uma série de transformacoes
subcelulares e moleculares, de forma sequencial, de varios componentes do foliculo: o o6cito e
as células da granulosa e da teca. Tais transformac6es sdo controladas por fatores intraovarianos
diversos, fatores intrafoliculares e sinais hormonais, que levam a secrecdo de andrdgenos
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O crescimento folicular envolve a proliferacdo e diferenciacdo induzidas
hormonalmente, tanto das células da teca como da granulosa. Tais processos levam a uma
habilidade crescente dos foliculos para produzirem estradiol e responderem a gonodrotofinas.
A producdo de estradiol determina qual foliculo obterd um numero de receptores para LH
necessario para a ovulacdo e luteinizagdo. Disturbio na habilidade das células da teca e da
granulosa em responder aos sinais gonodréficos levam a cessacdo do crescimento e ao inicio
da atresia do foliculo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O estagio mais avancado do crescimento folicular estd bem caracterizado pela
presenca de duas ou trés ondas de crescimento folicular durante cada ciclo estral, as quais ja
sdo observadas antes mesmo da puberdade e durante os periodos de anestro (OLIVEIRA et al.,
2011). Cada onda de crescimento folicular em bovinos é caracterizada pelo recrutamento de um
grupo de foliculos (emergéncia), 0s quais continuam a crescer até passarem pela selecdo
folicular (FERREIRA, 2010).

Na fase final de desenvolvimento folicular, ap6s a divergéncia folicular, é observada

a expressao de receptores de LH da camada de células da granulosa (GONCALVES et al.,
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2008). O foliculo dominante secreta grande quantidade de estradiol e também é responsavel
pela secrecdo da inibina liberada na circulacdo que estimula a regressdo dos demais foliculos.

A ovulacdo do foliculo dominante selecionado requer condicGes enddcrinas
favoraveis. Se a regressao luteal ocorre ainda durante a fase de crescimento do foliculo
dominante, a queda dos niveis de progesterona permite o aumento da frequéncia dos pulsos de
LH, estimulado pelo aumento da producédo de estradiol do foliculo dominante. O aumento da
pulsatilidade do LH culmina ent&o no pico de LH necessario a ovulacdo e a maturacao oocitaria
com retomada da meiose que havia sido interrompida no inicio do desenvolvimento folicular
(FIGURA 1). Caso ndo ocorra luteolise enquanto o foliculo dominante permanece viavel, ele
regride e deixa de inibir a secrecdo de FSH, possibilitando a emergéncia de uma nova onda
folicular (BURATINI JUNIOR, 2006).

Figura 1 — Esquema das etapas principais da foliculogénese nos ruminantes.

Fonte: Goncalves (2008).

2.2 NEUROENDOCRINOLOGIA DA REPRODUCAO

A reproducdo em bovinos representa um mecanismo complexo regulado pelo eixo-
hipotalamico-hipofisario-gonadal, sendo influenciado por fatores nutricionais, sanitarios,
hereditérios e de manejo. As funcbes organicas sdo reguladas pelo sistema nervoso e endécrino,
existindo estreita ligacdo entre os mesmos, como se verifica na secregdo dos horménios
reprodutivos da adenohipdfise (FSH e LH), que ocorre em resposta atividade neurosecretora de
hormonios ou fatores liberadores pelo hipotalamo (FERREIRA,2010)
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Um horménio é classicamente definido como uma substancia quimica fisioldgica,
organica, sintetizada e secretada por uma glandula endécrina sem ducto e transportada via
corrente circulatéria. Os hormonios tém a acéo basica de inibir, estimular ou regular a atividade
funcional de seus 6érgdos ou tecidos-alvo. Entretanto, 6rgdos como o uUtero e o hipotalamo

produzem horménios que ndo se encaixam nessa definicdo classica (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

2.2.1 Principais hormonios envolvidos na foliculogénese

2.2.1.1 GnRH

Horménio liberador de gonadotrofinas € produzido no hipotalamo, sendo responsavel
pela secrecdo e liberacdo de FSH e LH na hipdfise, este hormonio ocupa papel central na funcéo
reprodutiva de bovinos e, uma vez liberado chega a hipdfise através de um sistema peculiar de
vasos denominado “Sistema Porta-Hipotalamico-Hipofisario”, que tem como caracteristica um
primeiro plexo capilar localizado no hipotalamo entre a artéria hipofisaria superior e os longos
vasos portais (FERREIRA, 2010). Uma descarga de GnRH induz um pico de LH e pode induzir

a ovulagdo.

2.2.1.2 Gonadotrofinas LH e FSH

O FSH (horménio foliculo estimulante) secretado pela hip6fise estimula o crescimento
e a maturacdo do foliculo dominante ou foliculo De Graaf, por si s6 0 FSH ndo causa secre¢ado
de estrogeno no ovario, ao contrario ele necessita da presenca de LH para estimular a producgéo
estrogénica (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O LH (horménio luteinizante) é também produzido na hipdfise e tem importante
funcdo no processo de conversao do colesterol em androgenos. O pico pré-ovulatorio do LH é
responsavel pela ruptura da parede do foliculo dominante induzindo a ovulacdo e

posteriormente luteinizagdo para formacéo do CL (FERREIRA, 2010).

2.2.1.3 Estradiol

O estradiol é o estrégeno primario, produzido pelas gdnodas esta sob controle

enddcrino da hipofise anterior, como os demais estrogenos € carregado na corrente circulatdria
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por meio de proteinas ligadoras. Segundo HAFEZ e HAFEZ o estrégenos tem uma gama de

funcdes fisioldgicas, sendo que algumas delas s&o:

©)

o

Atuacdo no SNC induzindo o comportamento de cio nas fémeas.

Atuacdo no Gtero aumentando tanto a amplitude quanto a frequéncia de
contragdes, potencializando os efeitos da ocitocina e da PGF2a.
Desenvolvimento fisico das caracteristicas sexuais secundarias femininas.
Estimular o desenvolvimento dos ductos e desenvolver as glandulas mamarias.
Exercer efeito de retroalimentacgao tanto negativos quanto positivos no controle

de liberacéo tanto de LH quanto de FSH.

Em ruminantes, também possuem um efeito anabodlico proteico, aumentando o ganho

de peso e o crescimento (HAFES e HAFES, 2004).

2.2.1.4 Progesterona

A progesterona é secretada pelas células luteinicas do corpo luteo, pela placenta e pelas

glandulas adrenais. Sua secrecdo € estimulada primariamente pela LH. Segundo Hafez e

HAFEZ, 2004 a progesterona desempenha as seguintes fungdes:

o

Prepara o endométrio para implantacdo e manutencdo da prenhez, aumentando
a atividade secretora das glandulas do endométrio e inibindo a motilidade do
miomeétrio.

Atua de forma sinérgica com o estrégeno na indu¢do do comportamento de cio.
Auxilia no desenvolvimento do tecido secretor, como os alvéolos das glandulas
mamarias.

Provoca a inibicdo do cio e do pico pré-ovulatério do LH quando em picos

mais elevados.

2.2.1.5 Inibinas e Ativinas

As inibinas sdo produzidas pelas células da granulosa nas fémeas e nao se tratam de

esteroides, mas sim glicoproteinas. As inibinas desempenham um papel importante na
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regulagdo hormonal da foliculogénese ovariana durante o ciclo estral; atuam como sinalizadores
quimicos para a hipofise sobre o nimero de foliculo em crescimento no ovario. A ininbina reduz
a secrecdo de FSH até um certo nivel, o que mantém o nimero de ovulacbes espécies-
especificos sem interferir na liberacdo de LH. Em sintese, nos bovinos ela é responsavel para
que o foliculo dominante termine seu processo de maturacdo e através da diminuicdo da
liberacdo da FSH ocorra uma atresia dos demais foliculos (FERREIRA, 2010).

As ativinas sdo secretadas nos ovarios pelas células da granulosa, bem como na
hipdfise tem principalmente as funcdes de reduzir a atresia e aumentar o diametro folicular a
partir do foliculo priméario, também possui acdo sinérgica com FSH no estimulo da atividade
aromatase para maior sintese de estradiol (FERREIRA, 2010).

2.3 CICLO ESTRAL DOS BOVINOS

A vaca € considerada poliéstrica anual, apresentando CE durante o ano todo, € espécie
mono-ovular, ou seja, apenas um ovacito atinge maturidade no final de CE. O CE pode ser
dividido em duas fases distintas de acordo com a estrutura dominante presente no ovario durante
cada fase do ciclo (SENGER, 2003).

Fase folicular que vai da regressao do CL a ovulagdo corresponde a 20 % da duragédo
do CE. Durante esta fase, a estrutura priméria do ovério € o foliculo dominante (FD) que produz
E2 e pequenos pulsos de GnRH (FERREIRA, 2010).

Fase luteal que vai da ovulacéo até a regressdao do CL e corresponde a 80% de duracao
do CE. Durante esta fase a estrutura dominante é o CL, o horménio reprodutivo predominante
é a progesterona (P4). Durante este periodo, os pulsos de GnRH ocorrem a cada 4 -8 horas. O
pico de LH na fase pré-ovulatéria € no minimo dez vezes maior do que no pulso tdnico
(SENGER, 2003)

Figura 2- Imagem esquematica das fases do ciclo estral em bovinos.

Figure 7-3. Stages of the Estrous Cycle
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De maneira mais detalhada, outros tedricos consideram que o ciclo estral pode ser
dividido em quatro fases, sendo elas: estro, metaestro, diestro e proestro, como pode ser
percebido na FIGURA 2

2.3.1 Estro

O estro também popularmente conhecido como cio é considerado o dia 0 do CE, é a
fase mais conhecida por ser conhecida pelos visiveis sintomas comportamentais de
receptividade sexual (locomocao, expressdo vocal, nervosismo, esfor¢o para montar em outros
animais, etc.). O estro é mais longo em racas europeias se comparado a racas zebuinas, ocorre
nas horas com temperatura mais amenas do dia. No cio, os niveis circulantes de E2 sdo mais
elevados no inicio e sdo responsaveis pelos sinais caracteristicos como Utero edemaciado,
cérvix relaxada, vagina e vulva com sinais de hiperemia e edema, além do corrimento de muco.
Durante o cio ocorre, um aumento da temperatura corporal de 0,5 a 0,8 C° com diminuicéo
durante a ovulacdo (FERREIRA, 2010).

Fisiologicamente 0 Foliculo de Graaf secreta estrogenos, particularmente o 17f3-
estradiol. Os niveis crescentes de estradiol induzem o cio comportamental e, em combinacao
com o declinio nos niveis de P4, acionam o pico de LH, se um foliculo estiver presente, 0 pico
de LH provocara a ovulacdo em cerca de 24 horas (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

2.3.2 Metaestro

Metaestro em bovinos é considerado o periodo que vai do final do cio até 5° dia do CE
(BOWEN e BURGHARDT, 2000; SENGER, 2003). Fase em que o foliculo maduro antral se
rompe, eliminando seu conteudo de liquido folicular na cavidade abdominal e liberando o
odcito ndo fertilizado, ainda cercado pelas células dos cimulos (BALL e PETERS, 2006). Pode
ser considerada uma fase progesteronica, pois, seguinte ao pico de LH ovulatério, jatem inicio
uma pequena producédo de P4 (SENGER 2003; FERREIRA,2010).

Periodo onde ocorre a ovulagéo, por volta de 24 a 48 horas contadas do inicio do cio.
Com o inicio da producéo rudimentar de P4, a genitalia tende a ficar com menor tonus, menos
vascularizada e edemaciada; termina quando o CL atinge sua plena capacidade de producéo de
P4.
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2.3.3 Diestro

Diestro é o periodo em que o CL esta funcionalmente e ativo e produzindo P4. Esta
fase vai do 5° ao 17° dia do CE (fase de maior duracdo) sendo a Unica em que se encontra CL
e, portanto, a Unica em que pode haver resposta & PGF2a (FERREIRA, 2010).
Aproximadamente 70% - 80% das vacas ciclando podem ter CL responsivo a PGF2a, em razao
do CL ter menos receptores para este hormdnio e, por isto, apresentar menor resposta
(KASTELIC, 1997; FERREIRA, 2010)

A progesterona exerce um efeito de retroalimentacdo negativa sobre a secrecao
hipofiséaria de LH; consequentemente, durante o diestro, a secrecao de LH é reduzida (RECEE,
2006). Sob acdo da P4, o cérvix fecha, o Gtero fica mais flacido, com menor resisténcia

imunoldgica (menos vascularizado) e maior atividade das glandulas.

2.3.4 Proestro

Proestro é fase que tem inicio com a regressao e lise do CL (declinio de P4) e termina
no inicio do cio, sendo caracterizada por uma grande transicao enddcrina por passar por periodo
de dominancia progesterdnica para dominancia estrogénica. Carecterizada pelo continuo
decréscimo dos niveis de FSH e aumento dos niveis de LH. Dura de 3 a 5 dias na vaca, periodo
em que ocorre aumento gradativo dos niveis de E2, com pico no inicio do estro (FERREIRA,
2010).

3 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES EM BOVINOS

A transferéncia de embrides (TE) é uma biotécnica que permite recolher embrides de
uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de completar o
periodo de gestagdo (GONCALVES et al., 2008).

Uma fémea bovina (doadora) pode aumentar o nimero descendentes produzidos em
sua vida concebendo repetidamente, recuperando os embrides no inicio da prenhez e
transferindo-os para o trato reprodutivo de outras fémeas (receptoras) para completar a gestacdo
(HAFES e HAFES, 2004).
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Para FERREIRA (2010), sdo considerados partes do processo de TE: o exame
ginecoldgico das doadoras e das receptoras, o controle do CE e a sincronizagdo do cio, a
superovulacao, a inseminacdo das doadoras, a coleta e 0 exame de embrides, a criopreservagao
e/ou a transferéncia desses embrides para as receptoras, até o diagndstico de gestacao.

A TE fornece a base técnica para viabilizar a implantagdo de outras biotécnicas, como
a producdo de clones e de animais transgénicos. Para o melhoramento genético ela é importante
instrumento porque acelera e confere maior precisao no processo de selecao animal, podendo
ser empregada para obter descendentes de fémeas geneticamente superiores incapacitadas de
levar uma gestacdo a término devido a distdrbios reprodutivos adquiridos sem caracterizacéo
genética (GONCALVES et al., 2008).

3.1 PRINCIPIOS DA SUPEROVULACAO

O principio da superovulacdo envolve fornecer a fémea maior nivel de FSH que o
normal, para que mais foliculos sejam selecionados e recrutados. A superovulacdo é usada na
técnica de TE e consiste na estimulacdo hormonal dos ovarios da fémea bovina doadora de
embribes, com objetivo de induzir o desenvolvimento e a maturagdo de varios foliculos
simultaneamente, de modo que, apds a inducdo da lutedlise, ocorram mdltiplas ovulacGes
durante 0 mesmo cio. A ovulacdo hormonal requer uma prematura lutedlise (FERREIRA,
2010).

O tratamento superovulatorio objetiva suprir a deficiéncia da concentracdo de FSH
antes que o foliculo dominante promova a reducdo da concentracdo enddgena dessa
gonodotrofina. Desse modo, os efeitos da dominancia folicular sdo neutralizados, as
divergéncias impedidas, e o desenvolvimento simultaneo de varios foliculos com caracteristicas
fisiolégicas semelhantes daqueles selecionados para ovularem, torna-se possivel
(GONCALVES et al., 2008).

O horménio superovulatorio mais utilizado é o FSH, injetado via intramuscular
profunda nas doadoras, a dose utilizada a cada administracdo pode variar de 18 a 50mg,
dependendo da raca e da idade do animal. Os animais mais velhos podem requerer doses
maiores do que as novilhas e os zebuinos doses menores do que ragas europeias. O FSH possui
meia-vida curta, sendo metabolizado mais rapidamente, produzindo menos efeitos indesejaveis
e resultados mais consistentes na producdo de embrides vidveis, mais apresentam a

desvantagem da necessidade de aplicacdo a cada 12 horas (FERREIRA, 2010).
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O maior problema da TE em bovinos é a diferente resposta das doadoras ao tratamento
superovulatorio. Segundo GONCALVES et al., (2008) a alta variabilidade de resposta a teoria
hormonal é decorrente de fatores relacionados ao ambiente, como nutri¢do, estabulacédo e
temperatura ambiental, dentre outros, bem como a fatores inerentes a doadora, como idade,
raca, genética, sensibilidade ao estresse e a producdo de leite. Além disso, o tipo, o grau de
pureza, o lote comercial e a atividade bioldgica da gonadotrofina, bem como o protocolo de

superovulacao empregado e as doses utilizadas também influenciam nos resultados.

3.2 CONTROLE SANITARIO

O manejo sanitario dos animais que sdo submetidos a trabalhos de TE, trata-se de
exames, vacinagdes e controle de endo/ectoparasitas, para entdo reduzir a reabsor¢do de
embrides ou perda embrionaria, por algum tipo de estresse ou doencas reprodutivas, assim
garantindo ao feto um ambiente saudavel no Utero da receptora para um bom desenvolvimento
(SANTOS, 2011)

As doadoras devem ser oriundas de propriedades com rebanhos higidos, sem qualquer
relato, de pelo menos nos ultimos seis meses, de caso clinico, infectocontagioso, como
brucelose, tuberculose, leucose, dentre outros (GONCALVES et al., 2008).

3.3 SELECAO DAS DOADORAS

Um dos pontos criticos, devido a obrigatoriedade de se utilizar animais sem distarbios
reprodutivos, com ciclo estral regular e nutricdo adequada (FIGURA 3). Antes de comecgar um
tratamento hormonal para induzir a superovulacdo, ¢ recomendavel verificar a identificacdo
correta da doadora (registro na associacdo de criadores a qual pertence) e coletar uma amostra
de sangue, ou pelo do animal (geralmente da ponta da cauda), para tipificacdo e posterior
comprovagdo da descendéncia. Nesse contesto, é necessario inseminar as doadoras somente
com sémen de touros tipificados (GONCALVES et al., 2008).

Novilhas plberes devem ser incluidas num programa de TE desde que tenham peso
corporal ideal se comparado ao seu peso de adulto e possuam trato reprodutivo com
desenvolvimento anatémico e fisiologico que permitam realizar o procedimento.

A avaliacdo da doadora inclui os exames clinicos-geral e ginecoldgico para evitar a
inclusdo de animais com condig¢des clinicas comprometidas, seja de ordem geral (alteracdes dos

sistemas locomotor, digestivo, urinario e circulatdrio) ou especifica do trato genital (alteragdes,
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no Utero, ovérios e oviduto) no programa de TE. A inclusdo de fémeas num programa de TE
nunca deve ser inferir a 60 dias de pds-parto, e devendo ser precedida de rigorosa observacéao
da regularidade de, pelo menos, dois CE consecutivos (GONCALVES et al., 2008).

Exames ultrassonograficos do trato reprodutivo sdo de grande importancia para
determinar se um animal esta apto para reproducéo, qual a fase do ciclo estral ou se apresenta
alguma desordem do trato reprodutivo (GOUVEA, 2011)

Figura 3 - Doadoras de embrides da raca Charolés da Fazenda Butia Verde.

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

3.4 SELECAO DAS RECEPTORAS

As receptoras constituem uma parte fundamental de um programa de TE porque
necessitam conceber e levar a gestacdo a termo. A aquisi¢do desses animais € de custo elevado,
a manutencdo é dispendiosa e o0 estado de saude pode ser critico para o éxito de TE. As novilhas
e as fémeas multiparas que apresentem ciclo estral regular, que tenham parido ha no minimo
60 dias, que o puerpério tenha decorrido normalmente e que estejam livres de doencas e
anomalias do trato reprodutivo podem ser selecionadas como receptoras de embrides
(GONCALVES et al., 2008).

Para serem selecionadas como receptoras as fémeas devem apresentar atividade ciclica

regular, e quando se tratar de primiparas e pluriparas que estejam paridas ha mais de 60 dias;
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que o puerpério tenha transcorrido normalmente e que estejam livres de doencgas ou anomalias
do trato reprodutivo (WILLIAMS, 2001).

A receptora deve ter um porte compativel com a raca do embrido a ser transferido para
garantir uma gestacdo normal e um parto livre de auxilio obstétrico, bem como ser capaz de
produzir leite suficiente para amamentar e permitir que a cria se desenvolva normalmente
(GONCALVES et al., 2008).

Figura 4 - Lote de receptoras da Fazenda Butia Verde.

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

Para SCARPELLI (2003), o ideal é que sejam aproveitadas fémeas oriundas da mesma
propriedade em razéo de se conhecer o histérico reprodutivo de cada individuo (FIGURA 4).
Todavia, na necessidade de se comprar fémeas destinadas a receptoras, deve-se ter a precaucéo
de adquirir fémeas com cria ao pé ou novilhas em bom estado de desenvolvimento corporal e
com ciclo estral regular.

Segundo FERNANDES (2005), o estado de condicéo corporal da fémea bovina pode
reduzir o desenvolvimento do concepto. A principal fase na qual a nutricdo pode afetar o
desenvolvimento € no inicio da gestacdo, sendo esse efeito particularmente delicado até o
reconhecimento materno da gestacdo, que ocorre entre 17 e 25 dias apds a concepcao.

De forma geral, uma doadora produz, em média, quatro a cinco embrides de boa
qualidade em cada coleta. Em consequéncia, aproximadamente 10 receptoras deverdo ser
preparadas (sincronizacdo do cio) para obter aproximadamente seis receptoras (sincronizadas

com o cio da doadora) aptas para receber um embrido (ALVAREZ, 2009).
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A selecéo final de uma fémea como receptora de embrides somente deve ocorrer no
dia da transferéncia em funcdo, principalmente, dos sintomas de estro evidenciados apos a
sincronizacao e da avaliacdo do CL ciclico (GONCALVES et al., 2008).

3.5 CONTROLE E SINCRONIZACAO DO CICLO ESTRAL DAS DOADORAS E
RECEPTORAS

A sincronizacdo de cio deve ser realizada tanto na doadora quanto na receptora para que
0 embrido se implante na receptora em torno do mesmo periodo que foi retirado da doadora (pode
haver flexibilidade de mais ou menos um dia de sincronia entre doadora e receptora). Por exemplo,
embrides que forem coletados 7 dias ap0s o estro ou inducdo da ovulacéo nas doadoras podem ser
transferidos em receptoras que estejam entre os dias 6 e 8 do ciclo estral. Esta regra aplica-se tanto
para embribes transferidos a fresco, quanto para embrides congelados. As vacas que ja serviram
como receptoras de embrido e estdo aumentando o produto desta TE podem ser receptoras
novamente, contando que estejam em boas condi¢Ges corporais e no minimo com 50 a 60 dias pos
0 parto (SEIDEL, 1981).

3.5.1 Superovulagéo das doadoras

O tratamento superovulatério deve ser realizado no comeco de uma onda folicular, antes
da selecdo do foliculo dominante, para se obter a melhor resposta possivel e desejavel
(GONCALVES et al., 2001).

Os principais tratamentos superovulatérios tradicionais consistiam de uma Unica
administracdo de gonadotrofina coriénica equina (eCG) ou duas injecdes diarias de extratos de
FSH da pituitaria por 4 ou 5 dias (BO et al., 2012 a). Segundo GONCALVES et al., (2010)
também pode ser empregada a gonadotrofina menopausica humana (hMG) mas seu custo
praticamente inviabiliza o tratamento.

Segundo SANTOS (2011), os protocolos de sincronizagédo e superovulagdo usados
atualmente séo baseados em dispositivos que liberam progesterona combinados com estradiol
ou GnRH e FSH, que controlam a dindmica das ondas foliculares e a ovulagéo

O FSH é a gonadotrofina mais utilizada na SOV de bovinos na atualidade (FIGURA
5), maioria dos protocolos indica 8 aplicagfes durante 4 dias consecutivos, em doses
decrescentes, duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas devido a sua vida média ser

relativamente menor se comparada a eCG.
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Figura 5 - Desenho esquematico da agdo hormonal durante processo de superovulagédo em bovinos.

Superovulacao em tempo fixo
BE

Fonte: TECNOPEC (2010)

3.5.2 Sincronizagdo das receptoras

A sincronizacdo entre o estagio de desenvolvimento do embrido e o trato reprodutivo
da receptora se torna um pré-requisito obrigatdrio, que se consegue pela selecdo de receptoras
que estavam em cio a0 mesmo tempo que a doadora, seja naturalmente ou como resultado da
sincronizacdo do cio. Para resultados 6timos, a receptora deve estar em cio dentro de um prazo
de 12 horas em relacdo a doadora. As taxas de prenhez caem drasticamente se a diferenca
ultrapassar 24 horas (HAFEZ e HAFEZ, 2004)

Segundo VALENTIM e GOFERT (2004), existem varias técnicas de controle do ciclo
estral para sincronizacdo de receptoras, dos mais antigos, a base de prostaglandina, aos mais
modernos protocolos, que utilizam o conceito de sincronizagdo do crescimento folicular e da
ovulagéo.

Segundo GONCALVES et al., (2008), para a sincronizagdo do estro em doadoras e
receptoras, durante o tratamento superovulatorio, recomenda-se administrar a prostaglandina
nas receptoras, 12h antes do momento da aplicacdo nas doadoras. Tal recomendacdo deve-se
ao fato das doadoras mostrarem sinais de estro mais rapidamente do que as receptoras devido a
influéncia do tratamento superovulatério.

A associacdo entre dispositivos de progesterona e estradiol sdo os tratamentos mais
comumente usados para sincronizar emergéncia de onda folicular e ovulacéo em receptoras de

corte e leite na América do Sul (BO et al., 2012 b). O protocolo consiste da insergdo de um
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dispositivo liberador de progesterona e a administracdo de 2mg de benzoato de estradiol no dia
0 (para sincronizar a emergéncia de onda folicular), e PGF2a 5 dias depois do momento da
insercdo do dispositivo de progesterona (para garantir a lutedlise). O dispositivo de
progesterona geralmente é removido no dia 8 e a ovulagéo é induzida pela administracdo de 0,5
ou 1mg de benzoato de estradiol 24h ap6s a remocao do dispositivo de progesterona. Como nos
programas de TETF a deteccdo do estro geralmente ndo é realizada, o dia 10 é considerado o
dia do estro. Todas as receptoras com CL aparentemente funcional no dia 17 recebem um
embrido (BO et al., 2012 b).

A estratégia mais comum usada para aumentar a propor¢do de receptoras gestantes
sobre o numero de fémeas sincronizadas em bovinos de corte mantidos a pasto na América do
Sul é adicdo de 400 Ul de eCG no dia 5 ou no dia 8 do protocolo de sincronizacdo que utiliza a
associacdo de estradiol e progesterona. Este farmaco proporciona uma maior concentracéo de
progesterona durante a fase litea subsequente, pela qualidade do CL formado (MARINHO et
al., 2012).

3.6 INSEMINACAO ARTIFICIAL DAS DOADORAS

Segundo GONCALVES et al. (2008), existem dois esquemas bdsicos para
inseminacdo da doadora. O primeiro consiste em inseminar a fémea tornando como base a
deteccdo e a ocorréncia do estro superovulatério. Neste caso o estro decorrente da
superovulacao pode ser identificado, em média, de 48 a 72 horas apds o tratamento com um
agente luteolitico. As doadoras sdo inseminadas de duas a trés vezes durante o estro, sendo que
a primeira A deve ser efetuada a partir do momento em que a doadora mostra 0s primeiros
sinais de estro e as seguintes em intervalos de 8 a12 horas ap0s a primeira IA.

A segunda possibilidade € inseminar a doadora independente da detecgdo desse estro
superovulatério, ou seja, a inseminacdo artificial é realizada em tempo fixo (IATF), neste
protocolo € possivel controlar o momento das ovulagdes através da administracdo exdgena de
LH (GONCALVES et al., 2010).

3.7 COLHEITA DE EMBRIOES

A colheita de embrides é realizada preferencialmente, entre o sexto e oitavo dia apds a

primeira inseminagdo das doadoras. Nesse periodo o embrido encontra-se flutuando, num filme
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liquido no lumen apice dos cornos uterinos. Isso permite sua captacdo através da técnica de lavagem
dos cornos uterinos (DEMETRIO, 2003).

O método mais utilizado é o transcervical com o sistema fechado de coleta, este
método (FIGURA 6), o meio de lavagem introduzido no corno uterino é recolhido através de
um sistema composto por dois tubos de pléastico flexiveis, sendo que um é o recipiente contendo
0 meio de coleta e o outro, um filtro para a obtencdo dos embrides. Esse meio de coleta deve
fluir por gravidade atraves do tubo acoplado ao recipiente, bem como através do cateter em
direcdo ao corno uterino, sendo necessario que o recipiente seja posicionado cerca de um metro
acima da garupa do animal (REICHENBACH et al., 2002).

Para realizacdo da técnica o animal deve estar devidamente contido, evitando riscos
tanto para o animal, quanto para o operador. Deve ser feia a correta higienizacdo da vulva, anus
e insercdo da calda, em seguida faz-se a anestesia epidural, para promover relaxamento do reto
e Utero, facilitando a passagem da sonda (cateter de foley) através da cérvix, inflando-se o baldo
localizado na extremidade da sonda com cerca de 10 a 20mL de ar, para fixacdo da mesma.

Inicialmente colocamos um mandril de metal no limen da sonda para torna-la rigida (SANTOS,
2011).

Figura 6 — Desenho esquematico de lavagem uterina e colheita de embrides
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Fonte: GUIDO, (2005)
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Ap0s o posicionamento do cateter em um dos cornos, o baléo € inflado, o corno uterino
é preenchido com 30 a 60 ml de meio PBS aquecido (30°C), permitindo-se a sua passagem para
um recipiente de coleta (filtro), enquanto o utero é delicadamente massageado pelo reto. Isso €
repetido até que 300 a 800 ml de meio tenham sido usados. O cateter de Foley é, entdo, inserido
no outro corno uterino e o processo é repetido (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Segundo GAMBARINI (2004), ap6s a lavagem, o baldo € desinflado e a sonda é
retirada. Ao término de cada coleta recomenda-se a aplicagdo de PGF2a. para se evitar gesta¢ao

indesejada.

3.8 BUSCA E CLASSIFICACAO EMBRIONARIA

Logo apos a colheita, o filtro é lavado por jatos de PBS até ficar limpo e livre de muco
na tela filtrante, e a fracdo do lavado uterino é transferida para placas de Petri estéreis de 100 x
20 mm. A procura dos embrides é feita com auxilio do estereomicroscopio binocular no
aumento de 15 vezes. (WUNSCHE JUNIOR et al., 2008). Em outra placa menor (3 cm de
diametro), coloca-se uma das solugdes de manutencdo existentes, que podem ser compostas de
PBS (liquido de coleta) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), PBS com 0,4% de Albumina
Bovina (BSA), ou ainda solugdes prontas como meio Holding (FERNANDES, 2001).

Apos a selecdo dos embribes viadveis para transferéncia ou congelamento estes devem
ser lavados em 10 gotas de meio holding (manutenc¢do) de volume tal que permita uma diluicéo
de 100 x em relacédo a gota precedente (SANTOS, 2011)

Segundo GONCALVES et al. (2008), a qualidade do embrido é o fator que mais
influencia os resultados de prenhez da TE. Existe uma relagdo entre as caracteristicas
morfologicas e estruturais de embriGes bovinos de diferentes qualidades e capacidade de
desenvolvimento dos embriBes apos transferéncia (TABELA 1).

A Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) normatizou o0s
critérios para classificacdo morfologica de embrides bovinos produzidos in vivo quanto ao
estadio de desenvolvimento e qualidade (VIANA, 2012). Essa classificacao foi esquematizada
por GUIDO (2005) e esta apresentada na FIGURA 7.



Tabela 1 - Classificacdo dos embrides segundo a qualidade.

Classificacio

Caracteristicas morfologicas

I (excelente om
hom)

II (regular)

III (pobre)

IV (degenerado ou
nio fecundado)

Embrides simétricos e esféricos, com blastbmeros apresentando
tamanho, coloragio e densidade uniformes. Presenca de poucas células
de extrusio no espaco perivitelinico, com cerca de 85% do material
celular intacto

Embrides apresentando irregularidades moderadas no formato ou
tamanho, na cor e densidade dos blastomeros. No miniimo 50% do
material celular devem estar intactos

Grandes irregularidades no formato ou tamanho do embrido. com
alteragcoes evidentes na coloracao e densidade dos blastomeros. No
minimo 25% do material celular devem estar intactos

Sem forma definida, com estigio de desenvolvimento pouco evidente e
orande desorganizacio celular ou odcitos nio fecundados.

Fonte: Manual de transferéncia e Micromanipulacio de embrides nas espécies Bovina e Eqiiina.

FIGURA 7 - Estégios de desenvolvimento embrionério, considerando-se os estagios de

desenvolvimento bem como os cédigos recomendados pela IETS.

Blastocisto Expandido lastocisto Ec!
Céodigo IETS: l Codigo IETS: 8

Fonte: STRINGFELLOW (1998)
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3.9 INOVULACAO

Segundo RUMPF et. al. (2003), inovulacéo consiste na deposicao do embrido no utero
de uma fémea receptora, onde a inovulagéo transcervical deve seguir 0s seguintes passos: conter
bem o animal, avaliacdo do ovério contendo CL, realizar anestesia epidural, introducdo no
corno uterino delicadamente, deposi¢do do embrido o mais proximo da jungdo Utero-tubérica.

Somente embrides classificados de 1 a 3 devem ser transferidos para receptoras. Antes
da transferéncia, o embrido precisa ser acomodado no centro de uma palheta contendo meio de
cultivo. O envasamento da palheta é feito de tal forma que uma coluna central contendo o
embrido encontra-se separada das colunas nas extremidades por duas colunas de ar. As palhetas
precisam ser devidamente identificadas para evitar equivocos no momento da transferéncia
(GONGCALVES et al., 2008).

Sob condicdes assépticas, a palheta contendo o embrido é encaixada em um aplicador
(inovulador) revestida por uma bainha estéril e uma camisa sanitaria, em seguida é introduzida
via transcervical (na entrada da cérvix se rompe a camisa sanitaria), e por manipulacdo retal é
guiada até o corno uterino ipsilateral do corpo luteo ciclico, onde finalmente o liquido contendo
0 embrido é depositado (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

4 MATERIAIS E METODOS

Realizou-se na Fazenda Butia Verde, municipio de Fraiburgo um protocolo de
transferéncia de embriGes em tempo fixo durante os meses de janeiro e fevereiro de 2018. Para
isso foram selecionadas 3 doadoras da raca Charolés PO, sendo que todas foram coletadas e
seus embrides transferidos a fresco no dia 11 de fevereiro de 2018 para fémeas mesticas
simental, para isso foram selecionadas e sincronizadas um plantel de dez vacas.

A escolha das doadoras foi baseada em alguns critérios com pedigree consistente,
premiacgdo em pista, producdo de descendentes com potencial genético superior, possuir beleza
caracterizacgdo racial, boa resposta a tratamento hormonal anterior. Os animais apresentavam
escore corporal aproximado de 3,5 a 4 numa escala de 1 a 5, ndo tinha sofrido nenhuma
enfermidade nos ultimos meses e ndo tinham historico de problemas reprodutivos, estavam a

pelo menos seis meses na propriedade. Antes do inicio do protocolo de superovulagdo estavam
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sendo alimentadas a pasto e com suplementagio mineral no cocho com Fosbovi® Reproducéo

para potencializar a aptidao reprodutiva.

Figura 8 — Doadora da Fazenda Butia Verde momentos antes da colheita de embrides.

e ST

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

As fémeas selecionadas para receptoras possuiam entre seis e nove anos, tinham um
escore corporal adequado, eram nativas da mesma propriedade, ndo tinham histérico de doenca
reprodutiva e sistémica e também ndo apresentaram alteracGes no exame ginecoldgico prévio a
selecdo, facilidade de parto e boa aptiddo materna, eram alimentadas a pasto e também com
suplemento mineral no cocho com Fosbovi® Reproducio.

A escolha dos touros também se deu de forma bastante criteriosa, foram selecionados
0 sémen de dois touros reconhecidamente superiores com excelentes DEP’s para facilidade de
parto direto, peso ao nascer e boa fertilidade. A compra foi de empresas de reconhecida
credibilidade nacional na é&rea da reproducdo bovina, e ap6s o recebimento foram
acondicionados na Fazenda em botijao criogénico com adequado nivel de nitrogénio liquido.

O inicio do protocolo de superovulagéo teve inicio no dia 25 de janeiro de 2018 sendo
representado na tabela 2 como o dia zero e a coleta e inovulagdo dos embrides realizou-se no
dia 11 de fevereiro de 2018 representando o 17° dia do protocolo hormonal. Os horménios

empregados em cada dia, bem como suas doses também sédo apresentados na tabela 2.
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Os hormonios utilizados neste protocolo de superovulacgao estdo descritos na literatura
como os ideais para 0 que se alcance uma resposta desejada. No dia 0 do protocolo foram
colocados os implantes intravaginais de progesterona nas fémeas doadoras (Sincrogest®),
segundo NICASIO (2017) a funcdo da P4 exdgena é sensibilizar o sistema reprodutivo e
provocar a atresia de foliculos, com consequente emergéncia de nova onda de crescimento
folicular ou retirar do anestro animais que ndo estiverem ciclando; a remocéo do implante no
dia 8 visa a ovulacéo, estimulada pela queda abrupta dos indices de P4 plasmatica. Também no
dia 0 ocorreu a aplicacdo de benzoato de estradiol (Sincrodiol®) na dose de 2mg/animal,
segundo NICASIO (2017) o benzoato de estradiol age concomitantemente com a P4 para
provocar a atresia folicular e o recrutamento de nova onda de crescimento por volta do dia 4 e

5 do protocolo, aumentando a sincronizacdo do estro pelo aumento do pico de LH.

A partir dia 5 até o dia 8 foi realizado a suplementacdo de FSH através da injecdao
intramuscular de Folltropin-v ®, as aplica¢des foram realizadas em oito doses decrescentes com
intervalo de doze horas devido a meia vida curta deste horménio com ja destacado
anteriormente na revisao de literatura, as doses iniciam sdo mais altas e vao decrescendo durante
0s quatro dias de tratamento iniciando com 140mg diario por animal no dia 5 e terminando com

20mg diario por animal no dia 8.

Segundo MIZUTA (2003) o Folltropin-v ® é um produto a base de Horménio Foliculo
Estimulante (FSH) purificado (84% FSH: 16%LH), extraido de pituitarias (hipéfises) de suinos
abatidos para alimentacdo humana. Sua principal atividade é estimular o crescimento folicular

nos ovarios agindo através de receptores especificos.

No dia 8 do protocolo as doadoras receberam duas doses de D- cloprostenol
(Croniben ®) por via intramuscular com intervalo de 12 horas entre doses, este hormdnio € um
anélogo sintético de PGF», , apresenta uma meia-vida cerca de 23 vezes maior que a PGF2a
natural, de aproximadamente 3 horas contra 8 minutos (MC CRACKEN et al., 1999) é muito
mais potente do que a PGF2a uma vez que nao ¢ degradado pelas enzimas 15-
hydroxydehydrogenase e 13,14-redutase (BOURNE, 1981). Devido a essas caracteristicas, o d-
cloprostenol é usado em medicina veterinaria como um agente luteolitico para a inducéao de cio
e o tratamento de desordens reprodutivas das diversas espécies de interesse zootécnico.

No dia 9 do protocolo foi administrado no periodo da manh& por via intramuscular
profunda Acetato de buserelina (Sincroforte®) na dose de 0,017 mg/animal, que € um hormdnio
sintético andlogo ao GnRH. Segundo NICASIO (2017) o GnRH melhora a eficiéncia da
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sincronizacdo por potencializar o pico de LH e promove a ovulagdo em aproximadamente 24
horas.
A primeira IA das doadoras foi realizada no dia 10, de manhd, cerca de 48 horas da

aplicacdo de GnRH, e a segunda foi realizada aproximadamente doze horas depois.

Tabela 2 — Protocolo hormonal de superovulacdo utilizado pelo médico veterinario Mailton Rafael
Wolfart para vacas doadoras de embrides da Fazenda Butia Verde.

Dose total de FSH (Folltropin?)
14ml ou 280mg de FSH (Folltropin)

Remocéo de P4

2ml de D - cloprostenol

Dia Manha Tarde
0 P4+2ml de BE
5 3,5ml FSH (25%) 3,5ml FSH (25%)
6 2ml FSH (14,3% ) 2ml FSH (14,3% )
7 1ml FSH (7,15%) 1ml FSH (7,15%)
8 0,5ml FSH (3,55%) 0,5ml FSH (3,55%)

2ml de D - cloprostenol

9 4ml GnRH Observacdo de cio
Observacdo de cio

10 1A 1A

17 Coleta de embrides

2ml de D - cloprostenol

A sincronizacdo de cio deve ser realizada tanto na doadora quanto na receptora para
gue o embrido se implante na receptora em torno do mesmo periodo que foi retirado da doadora
(pode haver flexibilidade de mais ou menos um dia de sincronia entre doadora e receptora). Por
exemplo, embrides que forem coletados 7 dias apos o estro ou inducdo da ovulacdo nas
doadoras podem ser transferidos em receptoras que estejam entre os dias 6 e 8 do ciclo
(GONCALVES et al.,, 2008). O protocolo de sincronizacdo das receptoras foi iniciado

juntamente com as doadoras, estando demonstrado na tabela 3 os hormonios e doses utilizadas.

! Folltropin ® -V — Extrato purificado de glandulas pituitarias suina, Vetoquinol Satide Animal Ltda.
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Tabela 3 — Protocolo de sincronizagdo das receptoras implantado pelo médico veterinario Mailton
Rafael Wolfart na Fazenda Butia Verde.

Protocolo para receptoras
Dia Manha Tarde
0 P4
2ml de BE
1,5 ml de PGF», (D cloprostenol)
8 Remocéo de P4
2ml de PGF2, (D cloprostenol)
1,5ml de eCG
0,3 ml de Cipionato de estradiol
9 Observacédo de cio Observacéo de cio
10 Observagéo de cio Observagéo de cio
17 TE
1ml GnRH (Acetato de buserelina)

Na manha do dia 11 de fevereiro foi iniciado na Fazenda Butia Verde o procedimento
de coleta de embribes, toda a coordenacdo e organizacdo das atividades se deu sob
responsabilidade do médico veterinario Mailton Rafael Wolfart. Inicialmente foi realizada a
organizacdo dos materiais e equipamentos, sendo optado pelo sistema de coleta transcervical

fechado ndo cirurgico, sendo que os instrumentos utilizados foram os seguintes:

o Seringas e agulhas para aplicacdo dos hormonios e anestésicos;
o Luvas de procedimentos e palpagéo retal;

o Anestésico local anestesia epidural das doadoras e receptoras;
o Cateter de foley;

o Mandril para introducéo do cateter de foley;

o Equipo para sistema fechado de lavagem uterina;
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o Bolsa de 1000ml de solugdo PBS (tampdo fosfato salino), para lavagem do
utero;

o Copo coletor de embries que vai acoplado no final do sistema fechado de
lavagem;

o Placas de Petri;

o Estereomicroscépio (lupa) com zoom;

o Micropipeta e ponteiras;

o Meio holding, soro fetal bovino (SFB);

o Palhetas 0,25mm para envase de embrides;

o Aplicadores especificos para inovulacdo de embrides;

o Bainha para aplicador e camisinha sanitéria;

o Filtro com poros de 0,22;

o Papel toalha;

o Caneta para escrita;

o Alcool 70%;

o Fichas de anotagdes;

o Aparelho de ultrassom;

Figura 9 - Materiais utilizados no procedimento TE de embrides na Fazenda Butia Verde.

Fonte: Arquivo pessoal (2018)
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A Fazenda dispde de estrutura basica para um laboratorio, com boa iluminagéo e uma
geladeira para o armazenamento de medicamentos durante as aplicagdes hormonais; também
dispde de uma estrutura excelente para que os animais sejam medicados e manipulados de
forma segura e eficiente, composto de conjuntos de mangueiras de apartacdo e um moderno
tronco de contencao.

A manipulacio das doadoras de embrides foi iniciada com a devida contengéo no
tronco, procedeu-se a esvaziamento do reto, higienizacdo da vulva e regido perianal, em seguida
foi realizada uma avaliacdo ultrassonografica para se ter uma ideia da resposta superovulatoria,
e posteriormente foi realizada anestesia epidural baixa com 5ml de cloridrato de lidocaina a
2%.

Antes da introducdo da sonda de foley a mesma foi enxaguada com PBS, e feita a
montagem com a introducdo do mandril no seu interior para diminuir a flexibilidade e entéo
introduzida na vulva. Depois de transpassada a cérvix, foi feita a retirada do mandril, e apés o
correto posicionamento do cateter em um dos cornos uterinos o baldo da sonda ¢ inflado com
20 ml de ar, ocorrendo a obstrucédo da cérvix. Como o sistema de coleta adotado foi o fechado,
apos o posicionamento da sonda de Foley, foi encaixado o tubo Y onde em uma das

extremidades acoplava-se o filtro coletor.

Figura 10 - sistema fechado de coleta de embrides.

Fonte: Gongalves (2008)
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O meio PBS foi aquecido e a bolsa continente colocada em balde com &gua a
temperatura de 36 C° até 0 momento de ser acoplado a outar extremidade do y, ap6s é colocada
em uma altura de mais ou menos 50 cm da garupa da vaca para que a solucdo desca pelo tubo
até o corno uterino por gravidade. A lavagem é realizada com pequenos volumes de meio,
fazendo suave massagem com a ponta dos dedos no corno uterinos em seguida o liquido de
lavagem passava pelo filtro coletor ficando retidos os embrides com 20-30 ml de PBS, foi usado
aproximadamente 800ml de meio de lavagem no primeiro corno, em seguida a operagédo foi
repetida no outro, e apds encerrada a lavagem o filtro seguiu para o laboratorio. Antes de ser
liberada do tronco de contencgéo a receptora recebeu uma dose de D- cloprostenol (Croniben ®)
um horménio anédlogo PGF», no intuito de fazer a lise do corpo luteo evitando uma possivel

prenhez gemelar.

Figura 11 - Procedimento de lavagem uterina para coleta de embrides.

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

Logo apos a coleta, o filtro foi lavado por jatos de PBS seringa de 20 ml até ficar limpo
e livre de muco na tela filtrante, a fracdo do lavado uterino foi transferida para placas de Petri
estéreis de 100 x 20 mm (FIGURA 12). A procura dos embrides foi realizada com auxilio do
estereomicroscopio (FIGURA 13) e as estruturas obtidas séo transferiras para placas de Petri
de 35 x 10 mm e mantidas em meio holding de manutencdo para posterior avaliagcdo e

classificagéo.
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Figura 12 - conteudo de lavagem uterina contendo embrides depositado em placa de Petri.

Fonte: Arquivo pessoal (2018)

Figura 13 - Reconhecimento e classificagdo dos embriGes com auxilio de estereomicroscopio.

Fonte: Arquivo Pessoal (2018)

Os embrides foram avaliados conforme a classificagdo da IETS, apos avaliacdo e
lavagem, todos os embriGes viaveis foram envasados em palhetas 0,25 ml e a palheta foi
preenchida da seguinte forma: primeiro se aspira uma coluna de meio de manutencéo, deixa-se
uma coluna com ar, logo se carrega 0 embrido com meio de manutencdo, posteriormente a
segunda coluna com ar e a Gltima novamente com o0 meio. A palheta que continha o embrido
foi identificada com o0 nome da doadora e qualidade do embrido, em seguida foram montados
e identificados os aplicadores, colocacdo de camisa sanitaria revestindo os aplicadores
(FIGURA 14).
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Figura 14 — Palheta contendo o embrido para ser inovulado e inovulador ja& montado revestido por
camisa sanitaria

Fonte: Arquivo pessoal (2018).

Antes da inovulacdo dos embrides foi realizado anestesia epidural baixa com 2,5 ml
de lidocaina sem vaso constritor nas fémeas receptoras, seguida de avaliacédo ultrassonogréafica
visualizando em qual ovario se encontrava o corpo lateo ciclico e em seguida era procedido a
transferéncia para as fémeas que estavam aptas a receber. Apos a inovulacédo aplicava-se a dose
de 1 ml de um analogo de GnRH (Acetato de buserelina - Sincroforte ®) em cada receptora
utilizada para que se evite a acdo de um foliculo dominante, potencializando a acdo da
progesterona.

Segundo DREW e PETERS (1994) a aplicacdo de um analogo de GnRH em receptoras
de embrido poderia manter os niveis de progesterona elevados, com o intuito de evitar mortes
embrionarias prematuras, prevenindo assim a acdo luteolitica da PGF»,, e proporcionando

tempo para as citocinas trofoblasticas atuarem no reconhecimento materno da gestacao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tradicionalmente a pecuaria catarinense tem a raga Charolesa como uma das prediletas
e isso se deve a uma série de fatores, um deles é a maior capacidade de adaptacdo a qualquer
tipo de forragem, também por que os animais dessa raga apresentam boa conversdo alimentar,
bom em ganho de peso e possuem excelente conformacdo e rendimento de carcaca; sdo 0s
bovinos da raca europeia mais difundidos em nosso estado e mesmo com a introducéo de novas
racas, nao perdem seu prestigio e valor. As entradas de novas biotecnologias fazem trazem junto
0 aprimoramento da raca, e esses animais, por possuirem 6timo desempenho, fazem com que
os criadores solicitem mais trabalhos no ambito das transferéncias de embrides e outras
biotécnicas reprodutivas.
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Com relacdo ao protocolo relatado, observou-se que a resposta a superovulacéo foi
variavel considerando as trés doadoras. Da doadora D1 foi possivel a obtengdo de 5 embriGes
sendo que trés foram classificados quanto ao estagio de desenvolvimento como blastocisto
expandido, com marcada expansao da blastocele e consequente reducdo na espessura da zona
pellcida, classificado segundo a IETS como codigo 7; um classificado como blastocisto inicial
de cddigo IETS 6, e um foi classificado como mérula, cddigo IETS 3. Da doadora D2 foi
possivel a obtencéo de 14 estruturas embrionarias, porém destas estruturas apenas duas foram
classificadas como morulas, o restante tratava-se de embrides degenerados ou ndo fecundadas.
A doadora D3 ndo apresentou resposta a estimulagdo hormonal para superovulagao e dela néo

foi possivel coletar nenhuma estrutura embrionéria.

Figura 15 - embrides obtidos da doadora D1

Fonte: Arquivo pessoal (2018).
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Figura 16 - embrides obtidos da doadora D2

Fonte: Arquivo pessoal (2018).

A proporcdo de embrides vidveis coletados considerando tedricos da area pode ser
considerada baixa. Segundo FERREIRA (2010), uma tipica resposta superovulatoria em vacas
seria de 8-10 ovulagBes com 5-7 embrides viaveis. Entretanto, 30% das vacas respondem
produzindo apenas um ou nenhum embrido viavel, enquanto cerca de 2% produzem muitos

embrides (30 ou mais).

As razbes fisiologicas para esta ampla variagdo na resposta ovariana a
hiperestimulacdo ndo é conhecida. Para RUMPF et al. (2003), essa variacdo do numero de
embrides apds tratamentos superovulatorios, tem sido atribuido a fatores individuais, mesmo
sendo tratadas com dietas iguais, vivendo em um mesmo ambiente e utilizando tratamentos
hormonais idénticos, obtiveram respostas altamente variaveis. Outro ponto também que se faz
importante destacar é que animais Bos taurus tem menor resposta a este tipo de tratamento

hormonal se compararmos a animais Bos Indicus.
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No total foram considerados aptos para serem transferidos as receptoras sete embrides,
como havia dez fémeas sincronizadas para potencialmente se tornarem receptoras foi possivel
se fazer uma selecdo daquelas que possuiam melhor conformacédo do CL através de do uso de
ultrassonografia e a deposicao do embrido no corno uterino corresponde ao CL. Considerando
pesquisas anteriores é possivel que o nimero de receptoras ndo era adequado considerando que
as transferéncias seriam todas a fresco uma vez que na Fazenda ndo havia aparelho para
criopreservacao dos embrides que eventualmente viessem a sobrar.

Segundo FERNANDES et, al. (2006) sem a utilizacdo do congelamento de embrides
e assumindo-se que embrides coletados em excesso sdo perdidos, 0 minimo custo de prenhez
seria atingido com 14,7 receptoras por doadora. Para ALVAREZ (2009), uma doadora produz,
em média, quatro a cinco embrides de boa qualidade em cada coleta. Em consequéncia,
aproximadamente 10 receptoras deverdo ser preparadas (sincronizacdo do cio) para obter
aproximadamente seis receptoras (sincronizadas com o cio da doadora) aptas para receber um
embrido.

O diagndstico de gestacdo das vacas que receberam embrides foi realizado apos 40
dias da transferéncia através de ultrassonografia transretal, sendo que das cinco receptoras que
receberam embrides da doadora D1, quatro confirmaram prenhez e das duas receptoras que
haviam recebido embribes da doadora D2, uma teve prenhez confirmada. Novo exame
ultrassonografico foi realizado aos 90 dias de gestacdo foi realizado e constatou-se que as sete
prenhes estavam mantidas até aquela data.

Apesar do presente trabalho ndo ter muita significancia estatistica devido ao tamanho
reduzido da amostra, a inovulacdo mesmo feita em condi¢des praticas de Fazenda atingiu uma
taxa de prenhez de 57,14 %, representando uma satisfatdria taxa de prenhez ao se comparar

com relatos de Diniz e Jacomini (1995), igualmente trabalhando com Bos taurus taurus.
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6 CONCLUSAO

A técnica de Transferéncia de Embrides tem grande importancia e vem ganhando cada
vez mais espaco no mercado mundial. A demanda potencial do Brasil é enorme, e para supri-
la, é necessario que haja cada vez mais médicos veterinarios capacitados para operacionalizar
esta biotecnologia. O processo de TE relatado no trabalho apresentou resultados satisfatorios
muito em funcdo do comprometimento e eficiéncia dos profissionais envolvidos, desde 0s
funcionarios da Fazenda Butia Verde, mas principalmente do medico veterinario responsavel.

A resposta a superovulacédo foi variavel e, uma fémea doadora ndo apresentou reacdo
ao estimulo hormonal, isso pode ter variadas causas, mas servira para orientar as coletas futuras,
guando sera possivel ajustar as doses dos hormonios e por consequéncia melhorar o resultado
das proximas TE. Outro fator limitante também observado foi a pouca quantidade de receptoras,
isso deve ser ajustado a fim de evitar um possivel desperdicio de embrides.

A biotecnologia reprodutiva aplicada a pecuéria brasileira vem sendo difundida de
forma acelerada, mas se faz importante destacar que pelo custo financeiro de uma biotecnologia
como a TE, uma série de variantes devem ser consideradas antes da implantacao, caso contrario
pode ocorre um desperdicio de recursos e os resultados ndo serem satisfatorios; estas variantes
foram analisadas criteriosamente na fazenda em que foi realizado ao trabalho e ajustes estéo
sendo realizados no intuito de aprimorar a biotecnologia.
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