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INTRODUCAO

Os indices reprodutivos e produtivos da pecudria brasileira estdo muito
abaixo do desejavel. Os aumentos na producao de leite, nas Ultimas décadas,
foram em parte muito mais devido a expansdo das areas exploradas e aumento
do efetivo de rebanho do que pelo aumento real da produtividade. Quanto mais
maximizada for a producdo, através da utilizacdo de biotecnologias como
inseminacao artificial, sincronizacdo estral, transferéncia de embrides e
fecundagdo in vitro, tanto maior sera a exigéncia de uma Otima eficiéncia
reprodutiva (NEVES et al., 2002).

A primeira transferéncia de embrides (TE) com sucesso foi realizada em
1951 na Universidade de Cornell, nos Estados Unidos (KANAGAWA et al., 1995).
Em funcdo do importante papel econédmico e social dos ebanhos zebuinos na
pecuaria brasileira e do interesse nacional e internacional na aquisicdo e
multiplicacdo de animais de elevado valor genético, o mercado de embrides
ampliou-se bastante nos anos noventa (FONSECA et al., 2001). A producao de
embrides bovinos in vivo, através da superovulacdo de doadoras e posterior
lavagem uterina, é consagrada mundialmente como forma eficiente de
multiplicacao rapida dos melhores individuos de um rebanho.

Balieiro et al. (1999), demonstrou que as tendéncias anuais fenotipicas,
genéticas e de ambiente para intervalo de partos foram negativas na raca Gir. A
despeito da peguena magnitude, geneticamente conclui-se que o intervalo de
partos diminui um a dois dias ano. Reduc¢des pequenas foram observadas nao
somente na raca Gir, como em mesticos, e mudancas genéticas negativas
expressivas de -3,08 até 12,0 dias/ano foram observadas na india, em animais da
raca Guzera, e de-21,4 dias/ano na raca Holandesa criada no Brasil.

A rapida multiplicacdo de material genético melhorado na raca Gir € de
grande importancia para o aumento da producdo de leite nos paises tropicais
(RAMOS et al., 2000).

Quase 90% das transferéncias de embrides com finalidade comercial em
todo mundo, sédo feitas em bovinos (leiteiros e de corte). S0 nessas espécies que
as técnicas estéo mais desenvolvidas (CARDELLINO & OSORIO, 1999).



Nos bovinos, o desenvolvimento folicular apresenta a particularidade de, na
maioria dos animais, consistir de duas ou de trés ondas de crescimento, sendo
cada onda formada por um grupo de foliculos com diametro maior ou igual a
4mm. Ressalta-se que a emergéncia da terceira onda folicular est4 associada
com uma fase luteinica mais prolongada. O aproveitamento mais racional desses
foliculos que se tornariam atrésicos pode ser obtido por meio da superovulagédo. A
superovulacdo pode ser definida, portanto, como um método de estimular
diversos foliculos terciarios desenvolverem até o estagio de pré-ovulagcdo, com
subsequiente ovulacdo (REICHENBACH et al., 2002).

O acompanhamento diario das estruturas ovarianas por ultra-sonografia
tem mostrado que os bovinos apresentam ondas de crescimento folicular durante
o ciclo estral. Vacas e novilhas podem ter duas ou trés ondas por ciclo, com um
foliculo tornando-se dominante em cada uma delas. Por isso, uma populacéo de
pequenos, médios e grandes foliculos é encontrada em cada ovario, durante
todos os dias do ciclo estral (BORGES et al., 2001).

Para o melhoramento zootécnico, a técnica de TE é um importante
instrumento porque acelera e confere maior precisdo no processo de selecao
animal (REICHENBACH et al., 2002).

A variagdo do numero de embrides apés diferentes tratamentos
superovulatorios tem sido atribuida a fatores individuais, utilizando tratamentos
idénticos, obtiveram respostas altamente variaveis. Em relacdo as concentracdes
do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH) presentes
no extrato pituitario comumente usado para estimular a resposta ovulatoria,
encontraram melhores resultados em preparacdes com baixa concentracdo de
LH, salientando que as altas concentracbes de LH causam ovulacdo prematura
ou luteinizacdo de foliculos ocasionando baixa resposta superovulatéria
(VISINTIN et al., 1999).

O objetivo desta revisdao é mostrar os métodos atualmente utilizados em
protocolos de superovulacao, colheita e transferéncia de embrides em bovinos,

com énfase na raca Gir Leiteiro.



REVISAO DA LITERATURA

1. SUPEROVULACAO E INSEMINACAO DE DOADORAS

Denomina-se superovulacdo ao aumento do numero fisiolégico de ovulacdes
préprias da espécie, provocada mediante a administracdo de gonadotrofinas. No
bovino, se considera que houve resposta ao tratamento quando se produzem
mais de duas ovulagdes. A superovulacédo deve complementar-se com um regime
o0timo de inseminacao artificial, utilizando sémen de muito boa qualidade
(CABODEVILA & TORQUATI, 2001).

O hormobnio foliculo estimulante (FSH) tem funcdo essencial no
desenvolvimento dos foliculos. O uso de FSH exdgeno para induzir a
superovulacao € baseado nessa funcéo fisiolégica. Foliculos em varios estagios
de desenvolvimento estdo normalmente presentes nos ovarios, em qualquer
tempo. Grupos consecutivos de foliculos pequenos crescem, maturam e se
degeneram ou ovulam. O FSH estimula o crescimento dos foliculos pequenos.
FSH exdgeno reverte a atresia de foliculos acima de 1,7mm. O hormonio
luteinizante (LH) estimula a producéo de andrégenos na teca interna. Andrégenos
tecais sdo usados como precursores para a producdo de estrégenos pelas células
granulosas que foram estimuladas pelo FSH (BENYEI& BARROS, 2000).

Os animais das ragas zebuinas sdo mais sensiveis aos medicamentos em
comparacdo com os das racas européias. Animais da raca Nelore possuem
ovarios, foliculos e corpos luteos menores, o que pode estar relacionado a
exigéncia de menor concentracdo de FSH para a inducdo da superovulagao
(VISINTIN et al., 1999).

Algumas diferencas endocrinas poderiam estar contribuindo para a obtencéo
de estagios embrionarios mais avancados em zebuinos quando comparados com
os obtidos em taurinos. FEmeas Bos indicus geralmente atingem a puberdade
mais tarde, tém periodo de gestacdo mais longo, exibem anestro pds-parto
prolongado e apresentam importante sazonalidade reprodutiva, isto €, tendem a
serem acasaladas em dias longos. Quanto ao ciclo estral, apresentam estro mais
curto e em menor intensidade, e tendéncia em n&o permitir a monta por outras
fémeas. Outro importante aspecto divergente entre taurinos e zebuinos sdo as

caracteristicas do corpo lateo (CL). O CL é primariamente reconhecido por sua



habilidade de sintetizar e secretar progesterona. O corpo lateo é formado a partir
da hiperplasia e diferenciacdo das células da granulosa e da teca do foliculo
ovulatério passa de 200 miligramas no momento da ovulagéo (células foliculares)
a 48 gramas de peso no 11° dia do dclo estral nas racas zebuinas. Esse peso é
consideravelmente maior nas racas européias. O peso do CL esta relacionado
com sua capacidade de produzir progesterona, hormonio intimamente relacionado
com a manutencdo de um ambiente Utero-tubarico adequado ao desenvolvimento
embrionario e manutencdo do préprio CL durante o periodo critico da vida
embrionario (da ovulacdo a implantacdo), quando ocorre 0 reconhecimento
materno da gestacdo. Fémeas zebuinas apresentaram CL menor, com menor
conteudo de progesterona por grama de tecido luteal (FONSECA et al., 2001).

O controle farmacolégico do ciclo estral e da ovulacdo de vacas zebuinas
(Bos taurus indicus) depende primeiramente do entendimento do comportamento
fisiologico reprodutivo da vaca, o qual esta ligado diretamente com seu estado
nutricional e condic¢ao, parida ou solteira (MOREIRA, 2002).

A alta variabilidade de respostas aos tratamentos gonadotréficos tém
motivado a realizagdo de estudos com a finalidade de formular protocolos com
capacidade de estabilizar e racionalizar os programas de superovulacéo
(ANDRADE et al, 1999).

Dois fatores muito importantes agem ha variacdo da resposta ovariana:
tratamento com gonadotrofinas por protocolo e condi¢cdo ovariana e o tempo de
tratamento com gonadotrofinas (ALVAREZ et al., 1998).

O crescimento folicular pode ser sincronizado com diferentes drogas tal
como progesterona, estradiol, uma combinacdo de progesterona e estradiol,
GnRH. O emprego de progesterona ou progestagenos em doses elevadas pode
suprimir o suporte de LH para o foliculo dominante e induzindo assim atresia do
foliculo (THATCHER et al., 2001).

O LH excessivo durante o tratamento de superovulacdo causa a ativagao
prematura dos oocistos. Em vacas superovuladas com FSH, a alta concentracdo
de LH resultou em baixa fecundacio (BENYEI& BARROS, 2000).

O crescimento dos foliculos ovarianos em bovinos ocorrem em um padréo
denominado ondas de crescimento folicular, onde em um ciclo ha normalmente a

emergéncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular. Durante o ciclo estral



uma onda de foliculos emerge entre os dias 1 e 3 apos o estro. Sdo geralmente,
em torno de 10 a 50 foliculos neste grupo com o tamanho de 2 a 3mm cada. Nos
dias subsequentes, parte desses foliculos crescem para 4 a 6mm, sendo que 2 a
5 foliculos maiores do grupo continuardo a crescer enquanto que 0S outros
regridem. Neste grupo de foliculos pelo menos um continua a crescer e torna-se
dominante onde neste momento é denominada divergéncia, apds isso essa onda
na maioria das vezes inicia sua atresia (MOREIRA, 2002).

O tratamento superovulatério deve ser realizado no comego de uma onda
folicular, antes da selecéo do foliculo dominante, para obter-se a melhor resposta
possivel (BO, 2002).

O numero de ondas por ciclo parece estar associado com a duragcao do
ciclo estral e com a duragédo da fase luteinica. Isto pode ser demonstrado pelo
surgimento de novas ondas de crescimento folicular quando se prolonga a fase
luteinica pela administracdo de progesterona exégena. O foliculo dominante
presente na fase em que ocorre a lutedlise torna-se ovulatério (BORGES et al.,
2001)

Injecdes de FSH exdgeno (eCG ou FSH) sdo amplamente utilizadas em
programas de ovulacdo multipla/transferéncia de embrides para aumentar o
fornecimento de embrides de animais de qualidade genética. Aplicacdes
subcutaneas ou intramusculares de eCG ou FSH estimulam o crescimento de
foliculos adicionais, os quais ovulam espontaneamente sem a necessidade de LH
ou hCH exbégeno em vacas, bufalas, ovelhas e cabras (JAINUDEEN et al., 2004).

O horménio mais usado atualmente para tratamentos superovulatorios em
bovinos é o FSH, comercialmente representados no Brasil pelo Pluset®! e
Folltropin®-V 2.

O tratamento superovulatério ndo promove o desenvolvimento folicular e
sim, fornece aqueles foliculos que normalmente se tornariam atrésicos, um meio
hormonal adequado para que continuem seus processos de maturacao,

culminando com a ovulacéo (DINIZ et al., 1999).

YPLUSET® Laboratorios Calier, Espanha
2 FOLLTROPIN-V® Bioniche Animal Health — Ontario Canada
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Em vacas adultas, um ciclo de duas ondas é predominante, e o foliculo
dominante na segunda onda folicular tornando-se um foliculo pré-ovulatério e
ovulando posteriormente (WOLFENSON et al., 1999).

Em bovinos, o cortisol endégeno liberado pelo stress pode suprimir o pico
de LH e ovulacdo ou diminuir a resposta superovulatéria, que poderia confundir a
sensibilidade para gonadotrofinas exdgenas (COSTA et al., 2001).

Existem diversos protocolos de superovulacéo, utilizando o cio natural ou
em qualquer fase do ciclo estral. No cio natural inicia-se o0 tratamento
superovulatorio entre o 8 a 12 dias apds a manifestacdo do estro, coincidindo
com o inicio da segunda onda folicular. Realiza-se 8 aplicagbes de FSH com
intervalos de 12 horas, para aumentar o recrutamento dos foliculos. No terceiro
dia da superovulacéo realiza-se 2 aplicacdes de prostaglandina com o intuito da
lutedlise do corpo Iuteo, para que haja reducao da progesterona e consequente

pico de LH, ocorrendo assim a ovulacdo (B O, 2002). Como se segue 0 protocolo

abaixo.
Protocolo 1
Dia 0 10 11 12 13 14 15
Manha Estro FSH FSH FSH FSH Cio A
Tarde FSH FSH FSH FSH IA
PGF,a

A utilizacdo do benzoato de estradiol em protocolos de superovulagédo é
utilizado com a funcao de suprimir o desenvolvimento folicular e sua resposta em
tratamentos superovulatorios, sendo mais eficaz quando combinado com
aplicacdo intramuscular de progesterona (P4) intramuscular na introducédo de
implante vaginal, CIDR®3, ou auricular, CRESTAR®*, de progesterona. Segue 0

protocolo abaixo.

3 CIDR® Pharmacia Animal Health, Kalamazoo, Ml - USA
* CRESTAR® Intervet International B.V. Boxmeer-Holanda
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Protocolo 2
DIA 0 4 5 6 7 8 9
MANHA | P4 + E2 FSH FSH FSH FSH CIO A
?CIDR ?CIDR
TARDE FSH FSH FSH FSH 1A
PGF,a

O objetivo do tratamento superovulatério em bovinos € o de obter o niUmero
maximo de embrides fertilizados e transferidos com alta probabilidade de
ocorréncia de prenhes (MAPLETOFT et al., 2002).

1.1 SUPEROVULACAO EM VACAS DA RACA GIR LEITEIRO

A fonte mais provavel de variabilidade das respostas ovarianas a
estimulacdo exdgena por gonadotrofinas, poderia ser a fase do ciclo estral em
gue a fémea se encontra no inicio do tratamento (D INIZ et al., 1999).

A variacao individual e o tipo de horménio sédo fatores importantes que
interferem na resposta superovulatoria. O estado ovariano no momento do
tratamento parece ser fator determinante na resposta superovulatéria, sendo uma
caracteristica constantemente pesquisada para elevar o indice de recuperacao de
embrides vidveis. Existem outros componentes da dinamica folicular, como o
tamanho, a distribuicdo e as condi¢cdes dos foliculos antrais que podem afetar a
resposta ovulatoria frente ao tratamento hormonal (VISINTIN et al., 1999).

Em diversos protocolos de superovulacdo utilizados em vacas da raca Gir
Leiteiro existe uma dosagem de FSH que demonstrou melhor resultado. Utilizado
300, 400 ou 500 Ul de PLUSET®? teve uma superovulacdo melhor e com uma
maior producdo de embrides viaveis na concentracdo de 400 Ul de FSH (Tabela

1). Segue abaixo o protocolo utilizado.

° PLUSET® Laboratorios Calier, Espanha
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Protocolo 3
DIA 0 5 6 7 8 9 10
MANHA | P4 + E2 FSH FSH FSH ?CIDR CIO A
?CIDR
TARDE FSH FSH FSH 1A
PGF,a

TABELA 1. Nameros médios de embrides viaveis, estruturas totais, vacas em estro da raga Gir
Leiteiro superovuladas com 300, 400 ou 500 Ul de FSH. Dados da APIL AGROPECUARIA LTDA -
2004

300 400 500

NUumero 25 26 16
Vacas em estro 14 (66%) 18 (69,23%) 12 (75%)

Embrides viaveis 1,44 2,92 1,63

Estruturas totais 3,6 4,92 2,88

Donaldson (1984), demonstrou que apesar de que se cumpra com todos 0s
requisitos, a resposta superovulatoria resulta em muita variacdo. Um estudo que
envolveu 1263 doadoras, somente 68% das fémeas induzidas a superovulacao
produzirdo embrides transferiveis.

As dosagens utilizadas no experimento ndo foi a recomendada pelo
fabricante, onde o mesmo indica a concentragdo para vacas adultas taurinas de
500Ul de PLUSET®® ou 400mg de FOLLTROPIN®-V’. A indicacéo para vacas
zebuinas é de 50% do valor citado anteriormente. Quando ha resposta exagerada
(formacdo de muitos CLs por ovario) ou excesso de foliculos ndo ovulados,
sugere-se a reducéo da dosagem ou troca do hormanio.

Segundo Cabodevila & Torquati (2001), os efeitos negativos de altas doses
de gonadotrofinas se relacionam com os fenbmenos de superestimulacdo ovarica.
Os animais superestimulados, geralmente se obtém também uma menor taxa de
recolecdo (ovocitos e embribes em funcdo dos corpos luteos palpados ou
observados). Tém-se dedicado para ela seguintes razdes:

® PLUSET® Laboratorios Calier, Espanha.
" FOLLTROPIN-V Bioniche Animal Health — Ontario, Canada.
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o Retencgéo de ovocitos nos foliculos luteinizados e nos corpos luteos;

o Retencao de ovécitos e/ou embrides nos ovidutos;

o Niveis muito alto de estrégenos produzidos pelos grandes foliculos néao
ovulados que bloqueariam a capacidade de captacao das fimbrias com a

conseguinte caida de ovcitos na cavidade abdominal.

1.2 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM DOADORAS

Nem sempre a ovulacdo esta sincronizada nos tratamentos
superovulatérios e, portanto existem dificuldades no acerto das
inseminacdes realizadas, levando a recuperacdo de inUmeras estruturas
nao fecundadas. A ma observacdo do estro e a experiéncia do técnico,
também podem levar a este resultado. O GnRH e o LH tem sido muito
utilizado para o controle da ovulacdo. A aplicacdo de um ou outro
hormdnio,sincroniza a ovulagdo permitindo a inseminagao artificial em
tempo fixo (IATF). A prostaglandina mais utilizada em protocolos € o
Veteglan®® na dose de 2ml, 150ug de D+Cloprostenol, e o LH mais
utilizado é o Lutropin®-V°, na dose de 2,5ml, 12,5mg, e o0 GnRH é o
Fertagyl®'° na dosagem de 2ml ou seja 0,2mg. Abaixo alguns protocolos

utilizados em IATF em doadoras.

Protocolo 4

DIA 0 10 11 12 13 14 15

MANHA | CIO FSH FSH FSH FSH IA IA
PGF.a GnRH

TARDE FSH  FSH FSH FSH IA
PGF.a

8 VETEGLAN® Laboratorios Calier, Espanha.
9 LUTROPIN®-V Bioniche Animal Health — Ontario, Canada
1 FERTAGYL® Intervet International B.V. Boxmeer-Holanda
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Protocolo 5
DIA 0 4 5 6 7 8 9
MANHA | P4 + E2 FSH FSH FSH FSH LH A
?CIDR ?CIDR
TARDE FSH FSH FSH FSH IA
PGF,a
Protocolo 6
DIA 0 4 5 6 7 8 9
MANHA | P4A+E2 FSH FSH FSH FSH 1A 1A
?CIDR ?CIDR
TARDE FSH FSH FSH FSH 1A
PGFa GnRH

2. TRANSFERENCIA E COLHEITA DE EMBRIOES

Os principais tipos de horménios esteréides envolvidos nos
processos reprodutivos da fémea sdo os progestagenos e estrégenos. O
progestageno mais importante € a progesterona, a qual € produzido pelo
corpo luteo (CL), a placenta e cértex adrenal. A sintese de progesterona
pelo CL é controlada pelo hormonio luteinizante (LH) no animal néo
gestante; a prolactina (PRL) também mantém o CL (efeito luteotrépico) em
algumas espécies, particularmente em ratas, camundongas e ovelhas. Os
locais de producédo de estrogénio séo: ovarios (células da granulosa dos
foliculos ovarianos), a unidade fetoplacentaria e o cortex adrenal. A sintese
ovariana de estrogénio é controlada pelo horménio foliculo estimulante
(FSH), que atua nas células da granulosa. O LH também desempenha um
papel vital na sintese do estrogénio, na qual controla a producdo da
molécula precursora essencial (testosterona) pelas células da teca interna
(STANBENFELDT & EDQVIST, 1996).

Os embrides bovinos, destinados a um programa de TE sao obtidos
por métodos nao cirargicos. Sua recolecdo e transferéncia com éxito

dependem de varios fatores. Em primeiro lugar da vitalidade destes para
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sobreviverem e chegar a término depois de terem sido recoletados do trato
genital, avaliados in vitro e transferidos a uma receptora, através de meios
e temperatura. O método utilizado na colheita dos embrides é o circuito
fechado com fluxo descontinuo. Neste método se utiliza um cateter de
duas vias, um tubo em “Y’de PVC estéril, uma bolsa com liquido de
lavagem (PBS) e um filtro coletor de embrides estéril. A sonda de Foley
utilizada é a de uso humano, devido ao seu baixo custo em relacdo ao de
uso animal .Este possui varios tamanhos onde sua utilizacdo é de acordo
com o diametro da luz cervical.

Com a revolugéo tecnolégica da biotecnologia ocorrida no inicio dos
anos 70, a transferéncia de embrides sedimentou-se universalmente por se
constituir uma técnica que permite, com grande eficiéncia e velocidade,
obter-se o crescimento e a produtividade dos rebanhos bovinos
aumentando-se o numero de crias de uma vaca com grande potencial
genético, multiplicando a possibilidade de se ter um rebanho de matrizes
aptas a produzirem cada vez mais, nhum curto espaco de tempo, isto €,
uma vaca que em toda vida util teria em média de 4 a 5 crias, produziria
com transferéncia de embrides em torno de 30 a 40 crias.

O estabelecimento da atividade ciclica ovariana na puberdade é
importante para a formacéao e liberacdo dos gametas, assim como para que
ocorra a maturidade sexual (STANBENFELDT & EDQVIST, 1996).

Estando a transferéncia de embrides em consolidacdo no Brasil,
apresenta-se como um de seus principais objetivos maximizar o potencial
reprodutivo da fémea, explorando seu potencial biolégico ao extrapolar
suas possibilidades naturais.

A TE é uma biotécnica que permite recolher embriées de uma fémea
doadora e transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de
complementarem o periodo de gestacdo (REICHENBACH et al., 2002).

A principal meta do programa de transferéncia de embribes € a
superovulacdo, obtendo-se o niumero alto e satisfatorio de embriGes viaveis
por doadora, através do aumento do numero de oocistos liberados apos

administracdo de horménios exdgenos, e posterior transferéncia dos
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embrides obtidos para o trato reprodutivo de receptoras para completarem
a gestacdo (RUMPF, et al., 2000).

A TE consiste na estimulagdo hormonal do aparelho reprodutivo de
uma fémea, dita doadora para conduzir o desenvolvimento e a maturacao
de vérios foliculos ovarianos simultaneamente. Entre os dias 6 a 8 apds a
inseminacgdo artificial (IA), os embrides sédo coletados através de uma
lavagem uterina e transferidos para vacas, ditas receptoras, que levardo a
gestacéo a termo.

A importancia basica da TE para a producdo animal consiste na
possibilidade de uma fémea produzir um nimero de descendentes muito
superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida
reprodutiva (REICHENBACH et al., 2002).

Para a producdo animal, os aspectos mais importantes da TE séo os
seguintes:

Expansao genética em nucleos de vacas pré-selecionadas;

Aumento da intensidade de sele¢do nas fémeas;

Comercio de embrides;

Criopreservacdo de racas em perigo de extingdo pela

criopreservacao.

Diversos fatores podem influenciar os resultados no momento da TE,
como manejo, estado nutricional e sanidade, tanto das doadoras quanto
das receptoras, taxa de ovulagdo das doadoras, condicdo de como o0s
embrides estdo sendo transferidos (fresco ou criopreservado), idade dos
embribes, sincronia entre doadora e receptora, método de colheita.
Experiéncia da equipe responsavel pela morfologia dos embrides, levando
também em consideracdo o nimero de CL das receptoras.

Segundo Alberio (2001), a selecdo e manejo das doadoras sdo um dos
pontos criticos da TE, haja vista a obrigatoriedade de utilizar animais sem
distarbios reprodutivos, com ciclo estral regular e em adequado estado
nutricional, sendo que estas fémeas ndo estando reprodutivamente sadias
e com um adequado escore de condicdo corporal, o programa pode

fracassar.
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Novilhas puberes devem ser incluidas num programa de TE, desde que
tenham adquirido massa muscular representativa de seu peso adulto e
apresentem desenvolvimento anatomo-fisioldgico que permita a realizacao
dos procedimentos necessarios para a colheita de embrides
(REICHENBACH et al., 2002).

Do ponto de vista reprodutivo, uma boa receptora é a fémea capaz de
receber um embrido e leva-lo a término. Esta deve ser capaz de parir sem
grandes dificuldades e alimentar o bezerro de maneira que lhe permita
expressar seu potencial genético (ALBERIO, 2001). Ja Reichenbach et al.
(2002), as receptoras constituem uma parte fundamental de um programa
de TE porque necessitam conceber e levar a gestacdo a termo. A
aquisicdo desses animais € de custo elevado, a manutencao € dispendiosa
e 0 estado de saude é critico para o éxito da TE. 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 capaz de
produzir leite suficiente para amamentar e permitir que a cria desenvolva

normalmente.

2.1 PREPARACAO DAS DOADORAS

A preparacao das vacas doadoras consisti na aplicacao de anestesia
epidural baixa, para obter um bom relaxamento do reto e evitar contragdes
uterinas. A perfeita higienizacdo da regido perineal e o esvaziamento do
reto devem ser realizados para diminuir a possibilidade de contaminacao
do catete e conseqientemente o embrido.

Outro cuidado € de se evitar a entrada de ar no reto no momento da
coleta, isso porque dificulta o procedimento. A vulva e a regido que rodeia

sao lavadas e secadas.

2.2 POSICAO DA SONDA DE FOLEY E LAVAGEM UTERINA

Antes de introduzir a sonda, esta deve ser enxaguada com solucdo de
lavagem uterina (PBS). Isto ajuda a lubrificar e eliminar as impurezas que

poderiam ficar retidas depois da esterilizacdo com oxido de etileno, que
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possui acdo embriotdxica. Depois do enxagle, € feita a montagem da
sonda, com a introducdo do mandril no seu interior para diminuir sua
flexibilidade e aumentar sua resisténcia. Na extremidade posterior da
sonda, coloca um pedaco de papel aluminio, com a finalidade de impedir a
entrada de impurezas no seu interior. Depois de realizados estes
procedimentos, a sonda é introduzida na vulva. Depois de transpassada a
cérvix, é feita a retirada do mandril e inflado o baldo da sonda com uma
seringa de 20ml contendo &gua ou ar, dando este um volume de
aproximadamente 3 a 5ml, ocorrendo assim a obstrucdo da cérvix e
deixando livre somente a luz interior da sonda. Apdés inflado o baldo, € feito
o encaixe do tubo “Y”’de PVC, juntamente ao filtro e a bolsa de lavagem
(Figura 1).

FIGURA 1: Lavagem uterina para colheita dos embriées
Fonte: Apil Agropecuaria LTDA

A bolsa de lavagem deve permanecer a uma temperatura de 37°C até o
momento da coleta. A lavagem é realizada com pequenos volumes de
DPBS em quantidade que preencha toda luz uterina. O liquido oriundo da

lavagem passa pelo filtro, ficando retidos somente as estruturas
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recuperadas (Figura 2). Encerrada a lavagem, o filtro segue para o

laboratdrio onde sofre uma lavagem com DPBS e a busca de embrides.

FIGURA 2: Liquido oriundo da lavagem uterina passando pelo filtro onde fica retido o embrido.
Fonte: Apil Agropecuaria LTDA

2.3 OBTENCAO E BUSCA DOS EMBRIOES

A lavagem do filtro € feita com seringas de 20ml cada contendo
DPBS, fazendo uma pressdo sobre o émbolo e lavando as paredes e o
fundo deste com jatos.

O liquido oriundo da lavagem do filtro & armazenado em uma placa
de Petri, onde sofre o processo de decantagdo para posterior procura na
lupa etereomicroscopica. As estruturas encontradas sdo depositadas em
outra placa de Petri de menor diametro com meio de manutencao (PBS +

0,4% de BSA'?) para posterior avaliacées.

1 HOLDING Embriocare
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2.4 EVOLUCAO MORFOLOGICA

A evolucdo morfolégica dos embribes € um dos passos mais
importantes para o sucesso do programa de transferéncia de embrides.
Determinar a transferéncia de um embrido exclusivamente atraves de suas
gualidades morfoldgicas €, no entanto, um equivoco. Outros fatores como o
valor do embrido em particular e também a disponibilidade de receptoras &
de importancia na deciséao.

E conveniente acentuar que uma rigorosa selecio dos embriGes por
meio de sua evolucdo morfolégica aumenta a taxa de gestacdes por
transferéncia, e ao mesmo tempo, diminui a taxa de prenhes por cada
doadora. A idade do embrido é estabelecida a partir do dia do estro (dia 0).
O dia 1 corresponde a ovulagao.

Séo utilizados cinco estagios de desenvolvimento: estagio 1 (morula:
aglomerado celular em cuja superficie blastbmeros individuais podem ser
distinguidos); estagio 2 ( morula compacta: blastomeros individuais néo
podem ser distinguidos na superficie do embrido); estagio 3 (blastocisto
inicial: uma peque na cavidade, a blastocele, esta visivel e a massa celular
interna comeca a se formar); estagio 4 (blastocisto: o embrido ocupa a
maior parte dentro da zona pellcida, a massa celular interna comeca a
tornar-se mais distinta mas o didmetro global do embrido, incluindo a zona
pelicida, permanece inalterado); e estagio 5 (blastocisto expandido: o
diametro embrionario esta aumentado e a espessura da zona pelucida
pode ser reduzida para aproximadamente 1/3 da espessura original).

Quanto a qualidade, os embrides serdo classificados em quatro
graus: grau | (excelente: estagio de desenvolvimento com zona pellcida
intacta e esférica, massa celular homogénea com células de tamanho
uniforme, nenhum ou poucos fragmentos celulares no espaco perivitelino);
grau Il (bom: dteracdes minimas na forma e coloragdo com relacdo ao
grau |, alguns fragmentos ou debris celulares no espaco perivitelino e/ou
pequenas formagdes vesiculares nos blastdbmeros); grau Il (regular: claras
alteracbes comparadas com o grau Il, embora com a maior parte da massa
celular intacta); e grau IV (ruim: muitos fragmentos ou debris celulares no

espaco perivitelino, vesiculas maiores e em maior numero e claras
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mudancas degenerativas nos blastbmeros, com menos da metade da

massa celular intacta).

2.4.1 CRITERIOS PARA AVALIACAO MORFOLOGICA

A avaliagdo morfologica (figura 3) de um embrido considera-se os
seguintes critérios sobre as estruturas e qualidades de um embrido de
excelente qualidade:

Forma esferdide;

Simetria dos blastémeros;

Aparéncia clara e nitida dos blastémeros;

Tonalidade escura e uniforme;

Uniformidade da membrana celular;

Proporcionalidade entre o embrido e o0 espaco perivitelineo;

Integridade da zona pelucia;

Auséncia de vacuolo no embrido e fragmentos celulares no espaco
perivitelineo;

Auséncia de fragmentos celulares aderidos a zona pelucida;

Compactacéao dos blastomeros entre si.
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FIGURA 3: Avaliagcdo morfolégica dos embries
Fonte: Apil agropecuaria LTDA

3. INOVULACAO

Os embrides encontrados na placa de Petri, avaliados
morfologicamente e que foram designados viaveis podem ser
congelados ou inovulados em receptoras. Para transferéncia a
fresco, o embrido deve sofrer trés banhos consecutivos com meio de
manutencdo (PBS + 0,4% de BSA'?) para lavagem. Apés os banhos
o embrido é envasado em palhetas de 0,25 ml. A palheta é
carregada em primeiro lugar com o meio de manutencéo, deixa um
espaco com ar e logo se carrega o embrido com meio de
manutencdo. Posteriormente, a segunda coluna de ar e a ultima

novamente com o meio.

7

A palheta que contem o embrido € colocada em uma
bainha estéril e em seguida no inovulador. Para manter a bainha do
inovulador livre de contaminagfes, deve ser usada a camisinha

sanitaria (Figura 4).

12 HOLDING Embriocare
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FIGURA 4: Inovulacdo embrionaria em uma vaca receptora
Fonte: Apil agropecuaria LTDA

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em vista das diversas biotecnologias desenvolvidas na
area de reproducdo animal, a transferéncia de embrides trouxe um
incremento para a producdo animal. Sendo mais de 50 anos de
implantacdo e melhoramento da técnica de transferéncia de
embrides, e havendo neste periodo muitos avancgos. Alem disso, &
uma técnica dispendiosa que somente permite a producéo de crias
geneticamente privilegiadas e com alto valor de mercado.

Os protocolos para superovulacdo ainda nao séo
perfeitos, os resultados sdo estaveis dentro de diferentes racas e
idade das doadoras. Os protocolos devem ser adequados na sua
individualidade de cada animal para obtencdo de respostas cada

vez melhores.
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Na técnica de colheita de embrides, o método nao
cirargico é facil e sem riscos a doadora, quando realizado por um
veterindrio capacitado a realizacao deste procedimento.

A classificagdo de embribes deve ser realizada
criteriosamente para garantir boas taxas de concepgao, e com isso
aumentar a eficiéncia reprodutiva, melhorando e multiplicando a sua
genética dentro do rebanho.

A inducdo da emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular permitiu a IATF e dispensou a observacao de

cio, da doadora, tanto antes como apds a superovulagao.
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