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RESUMO

A transferéncia de embrides (TE) é uma biotecnologia mundialmente difundida, com
o objetivo principal de produzir um numero elevado de descendentes geneticamente
superiores por fémea. A partir da TE é possivel reduzir o intervalo entre geragdes e
aumentar a velocidade de melhoramento genético do rebanho, além de permitir que
animais geneticamente superiores e com disturbios reprodutivos adquiridos se
reproduzam, impedindo o descarte precoce dos mesmos. A técnica consiste em
obter embribes de uma fémea doadora e transferi-los para receptoras, com a
finalidade de completar o periodo de gestagdo. Para tanto, torna-se necessario
realizar a sele¢ao e a sincronizacao do ciclo estral de fémeas doadoras e receptoras
de embrides, e protocolo hormonal de superovulagdo de doadoras, além de colheita,
classificagao e transferéncias dos embrides. O presente trabalho de conclusdo de
curso em Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Santa Catarina apresenta
uma revisao bibliografica referente a transferéncia de embrides (TE) em bovinos. Ao
decorrer desta monografia, sdo descritos os aspectos fisiolégicos reprodutivos de
fémeas bovinas, assim como as principais etapas para a realizagao da transferéncia
de embrides nesta espécie.

Palavras-chave: Bovinos, doadoras, transferéncia de embrides, receptoras.
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ABSTRACT

Embryo transfer (ET) is a globally widespread biotechnology, with the main objective
of producing a high number of genetically superior offspring per female. From TE it is
possible to reduce the interval between generations and increase the speed of
genetic improvement of the herd, in addition to allowing genetically superior animals
and those with acquired reproductive disorders to reproduce, preventing or discarding
them early. The technique consists of obtaining embryos from a donor female and
transferring them to recipients, with a process of completing the gestation period.
Therefore, it is necessary to carry out the selection and synchronization of the
estrous cycle of donors and recipients of embryos, and a hormonal donor
superovulation protocol, in addition to the collection, classification and transfer of the
embryos. The present work of completion of the course in Veterinary Medicine at the
Federal University of Santa Catarina presents a literature review regarding embryo
transfer (ET) in bovines. During this monograph, the physiological reproductive
aspects of bovine animals are added, as well as the main steps for carrying out
embryo transfer in this species.

Keywords: Cattle, donors, embryo transfer, recipients.
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1. INTRODUGAO

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotecnologia mundialmente
difundida, a qual possui o objetivo principal de produzir um numero elevado de
descendentes geneticamente superiores por fémea, diferentemente dos resultados
obtidos fisiologicamente durante uma vida reprodutiva (PASA, 2008). Além disso, a
técnica também permite a evolugao no sistema de produgcdo em um curto periodo de
tempo, geragdo em escalas industriais, otimizagdo de recursos e aumento de lucros

diante de uma cadeia produtiva (BARUSSELI et al., 2008).

Estudos desenvolvidos sobre o tema mostram que a TE implica na
estimulagdo da producado de odcitos a partir da aplicagdo de horménios para a
superovulacdo de uma fémea doadora (BARROS et al., 2007). Apos acasalamento
ou inseminacgao artificial da mesma, os embrides sao entdo coletados através de
lavagem do utero com solugdes fisioldgicas, prosseguindo-se a transferéncia das
estruturas embrionarias para fémeas receptoras, que serdao encarregadas de manter

a gestacao até o momento do parto (DA SILVA, 2020B).

Em 1891, Walter Heape, considerado o pai da embriologia moderna,
demonstrou, pela primeira vez, o sucesso da técnica de TE a partir de coelhos.
Naquela época, foram coletados embrides de uma fémea Angora e transferidos para
a tuba uterina de uma receptora da raga Belgian Hare, obtendo os produtos
desejados ao final da gestagdo (RODRIGUES; BERTOLINI, 2019). Na espécie
bovina, a primeira TE foi realizada ainda na metade do ultimo século por Willet. Em
termos comerciais, a TE em bovinos teve inicio nos Estados Unidos durante a
década de 70, sendo realizada ainda por laparotomia mediana sob anestesia geral
inalatorio. Nesta época, a técnica em questdo ja era considerada comum e
importante na area de bovinocultura, visto que facilitaria a importagdo de genética
para diferentes paises (GONCALVES et al., 2014; SEIDEL; SEIDEL, 2005).

O Brasil é considerado atualmente um dos grandes responsaveis pela
implantagao de tecnologias na reprodug¢ao animal no mundo. Em 1980, obteve-se os
primeiros registros de transferéncia de embrides produzidos in vivo, sendo que uma
década depois o pais ja se tornava referéncia mundial e se consolidava na produgao
e TE na espécie bovina (DA SILVA, 2020B).
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Contudo, apds um vasto e consolidado conhecimento sobre a colheita de
embrides pelo método in vivo, o pais passou também a dominar e empregar, em
larga escala, a produgéo in vitro de embrides bovinos (PIVE). Assim, apdés 2005,
houve rapida expanséo da PIVE, técnica que passou a substituir a multipla ovulagao
e TE, tornando-se o método de eleicao para a produgao de embrides. Ou seja, a
obtencao in vitro possibilitou a otimizacdo da producédo de embrides por doadora,
reducao de custos e criagcdo de novas possibilidades de aplicacdo da transferéncia
de embrides na producdo animal. Apesar da aplicabilidade da PIVE, a TE
convencional ainda é utilizada na produgdao animal, dependendo dos objetivos a
serem atingidos e das suas vantagens, assim, € de responsabilidade do Médico
Veterinario analisar os beneficios e maleficios de ambas as técnicas para cada

situagcéo e determinar qual delas deve ser empregada (VIANA, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever, por meio de uma revisao de literatura, a técnica de transferéncia de

embrides em bovinos, ilustrando os seus principais aspectos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Revisar a fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas;

> Descrever os métodos de selecao das fémeas doadoras e receptoras de
embrides, assim como a aplicagcdo dos seus respectivos protocolos

hormonais;

> Analisar o método de coleta, classificacdo e destino dos embrides.
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3. FISIOLOGIA REPRODUTIVA EM FEMEAS

3.1 Estrutura ovariana

Os ovaérios sao orgaos pares de natureza enddcrina do sistema reprodutor
feminino, com localizagao e tamanho variado nas diferentes espécies, sendo que em
fémeas bovinas possuem, em média, entre 3,0 € 4,5 cm de comprimentoe 1,5a 2,0
cm de largura, com coloragdo rosea clara. Estes 6rgdos sao constituidos por
foliculos, estruturas altamente organizadas e responsaveis por proporcionar um
ambiente ideal para o crescimento e maturagao oocitaria, assim como permitir a
producdo de horménios importantes para a reprodugao (SANTOS et al., 2012). A
Figura 1 ilustra uma representacdo esquematica da anatomia ovariana, contendo

estruturas tipicas do ovario em uma fémea ciclica.

Figura 1 - Estrutura ovariana de uma fémea ciclica.
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Fonte: Konig e Liebich (2004).

A populacdo folicular ovariana € bastante heterogénea, dessa forma, os
foliculos podem ser classificados de acordo com os seus aspectos morfoldgicos, em

foliculos pré-antrais ou nao cavitarios, que abrangem os foliculos primordiais,
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primarios e secundarios; e em foliculos antrais ou cavitarios, compreendendo os
foliculos terciarios, de Graaf ou pré-ovulatérios (MARTINS et al., 2008). Segundo
Mello et al. (2013), os foliculos pré-antrais ndo séo totalmente dependentes de FSH
e LH para o seu desenvolvimento, uma vez que o seu crescimento € estimulado por
fatores intra ovarianos e locais. Em contrapartida, os foliculos antrais, sdo totalmente

dependentes das gonadotrofinas para o seu desenvolvimento e maturagao.

Os foliculos primordiais se encontram em estadio de repouso e sao
compostos por um odcito imaturo, circundado por uma unica camada achatada de
células somaticas (pré-granulosa). Os foliculos primarios, por sua vez, s&o
constituidos por um odécito em crescimento envolvido por uma camada de células da
granulosa de formato cubdide, porém, ndo possuem células tecais diferenciadas e
podem apresentar uma zona pelucida em formagao. Os foliculos secundarios séo
caracterizados por um odcito inteiramente circundado por uma zona pellucida e
apresentam pelo menos duas camadas de ceélulas da granulosa com formato
cubdide. Ja os foliculos terciarios sao constituidos por um odcito envolto pela corona
radiata e células do cumulus, que conectam o odcito as células da granulosa, mas
também possuem as células tecais e uma cavidade contendo liquido folicular. Por
fim, os foliculos de Graaf ou pré-ovulatérios apresentam todos os componentes
presentes nos foliculos terciarios, contudo, o odcito ja estara no estagio final de
desenvolvimento (SANTOS et al., 2012).

Sabe-se que o desenvolvimento folicular bovino tem inicio ainda na vida fetal
a partir de células germinativas primordiais. Estas células s&o provenientes do
endoderma do saco embrionario vitelino e sado responsaveis pela formagao e
manutencdo do ovario. A partir de sucessivas mitoses e sintese de DNA, estas
células atingem a fase de odcitos primarios, onde adquirem uma camada Unica de

células da pré-granulosa, formando os foliculos primordiais (SANTOS, 2017).

Ao nascimento, os ovarios contém grande quantidade destes foliculos
primordiais, que apresentam no seu interior oocitos com o nucleo no estadio de
profase | da meiose, permanecendo em repouso até que ocorra um pico de LH,
momento em que o foliculo ja se encontra numa fase pré-ovulatoria. Na puberdade,
o eixo-hipotalamo-hipofisario influencia o crescimento folicular a partir da agao de
gonadotrofinas, assim, ha proliferacdo continua e diferenciacdo celular, até a

formagéao de foliculos antrais maduros, que ja possuem diametro necessario para a
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ocorréncia de ovulagdo (SANTOS, 2017; FILHO et al., 2013). Os foliculos maduros
sao responsaveis por secretar estradiol, hormdnio que provoca o pico pré-ovulatério
de LH, resultando na ovulagdo e no desenvolvimento do corpo liteo (GONZALEZ,
2002).

3.2 Endocrinologia reprodutiva

A fisiologia do ciclo estral € complexa e dependente da interagdo entre o
sistema nervoso central, sistema enddcrino e 6rgaos genitais (Figura 2). O sistema
nervoso central (SNC) recebe informacbdes externas do ambiente através de
estimulos visuais, olfativos, auditivos e tateis, assim, a partir do estimulo do SNC, os
neurdnios endocrinos induzem a secrecdo pulsati de GnRH pelo hipotalamo,
horménio que ira atuar em receptores da hipofise anterior, glandula também

encontrada na porgéo ventral do cérebro (SANTOS et al., 2012).

Figura 2 - Inter-relagbes no controle da fungao reprodutiva de uma fémea.
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Fonte: Intervet Internacional (2007).

Ao ocorrer esta interagao, da-se inicio a sintese e liberagdo, também pulsatil,

dos horménios de natureza glicoproteica, denominados FSH e LH, pela hipdfise. Em



21

seguida, estas gonadotrofinas sao liberadas na corrente sanguinea, chegando até os
orgaos-alvo, neste caso, os ovarios. O FSH é responsavel pelo crescimento e a
maturacdo dos foliculos ovarianos, enquanto o LH tem como fung¢do induzir a
ovulacao, além de estimular, junto com o FSH, a secre¢cao de horménios esteroides
(OLIVEIRAA. F. M. etal., 2014).

As células da granulosa, estimuladas pelo FSH, produzem o estradiol,
hormonio responsavel pelos sinais e manifestacido de estro, com mudancas tipicas
do trato genital da fémea. E importante salientar que, niveis elevados de estrégeno,
inibem a liberacdo de FSH e estimulam a secregao de LH, realizando um feedback

negativo e positivo, respectivamente (GONZALEZ, 2002).

Apos a ovulagcdo, ha a formacado do corpo luteo (CL), glandula enddcrina
temporaria presente durante a fase de diestro em fémeas ciclicas ou durante a
gestacdo. O CL possui fungao de secretar progesterona, hormbnio responsavel pela
preparagao do utero para a manutengao da gestagdo. Assim, a progesterona nao so
suprime a resposta imunitaria do utero, o que € necessario para tolerar o embrido,
mas também evita as contracbes uterinas, fecha o colo do utero e modifica as
caracteristicas do muco cervical, tornando-o mais viscoso e impedindo a passagem
de agentes estranhos para o seu interior. Ainda, na glandula mamaria, este horménio
estimula o desenvolvimento do sistema alveolar, preparando-o para a sintese e a
secrecao de leite (DA SILVA, 2020A).

Contudo, caso nao haja embrido viavel no utero da fémea, ocorre a lutedlise
no dia 16 do ciclo reprodutivo da vaca, a partir da agdo do horménio PGFzq,
produzido pelo Gtero (GONZALEZ, 2002). Sabe-se que, apds um periodo de 12 a 14
dias de exposicdo a progesterona, as células endometriais e o0 eixo
hipotalamo-hipofisario tornam-se insensiveis a este hormoénio. Em consequéncia, o
estradiol, produzido pelo foliculo dominante, estimula a produgao de receptores para
ocitocina no endométrio uterino, mas também induz a liberagdo do mesmo horménio
pela neurohipéfise. Em decorréncia da agao da ocitocina sobre seus receptores
endometriais, ocorre a sintese e secre¢cao de PGFzq, responsavel pela lutedlise (DA
SILVA, 2020A). A Tabela 1 demonstra os principais hormdnios que agem no trato
reprodutivo feminino, assim como suas estruturas de origem e suas respectivas

funcoes.
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Tabela 1 - Principais fungdes dos hormonios envolvidos na reproducao de

fémeas.
Hormonio Fonte Funcao
GnRH Hipotalamo Promove a liberagdo do FSH e LH
FSH Hipdfise anterior Estimula o desenvolvimento folicular e a secrecéo de
estrogenos
LH Hipofise anterior Estimula a ovulagéo, formagédo e manutengéo do corpo
luteo
Estradiol Foliculo (ovario) Estimula a manifestagéo do cio e a libera¢do do LH
Progesterona Corpo luteo (ovario) Manutengéo da gestacao

Fonte: Hafez e Hafez (2004).

3.3 Dinamica folicular

As fémeas bovinas séo consideradas poliéstricas anuais, ou seja, apresentam
varios estros ao longo do ano, com duracéo de 21 dias, em média. O ciclo estral &
dividido em duas fases: a estrogénica ou folicular, que se estende do proestro ao
estro, resultando na ovulagédo; e a progesterbnica ou luteinica, que envolve o

metaestro e o diestro, encerrando na lutedlise (VALLE, 1991).

Sabe-se que o estagio de estro da espécie bovina possui duragédo de oito a
dezoito horas, momento em que a fémea aceita a cépula ou a monta de outra vaca.
Isto ocorre devido ao aumento significativo das concentragdes de estradiol produzido
pelo foliculo pré-ovulatério, mas também por causa da auséncia de corpo luteo. O
metaestro € a etapa posterior ao estro, possuindo duragcdo de quatro a cinco dias.
Durante esta etapa ocorre a ovulagdo, seguida do desenvolvimento do corpo de
luteo. Apds a ovulagado, observa-se uma depressao no lugar ocupado pelo foliculo
ovulatério (depressdo ovulatoria) e, posteriormente, desenvolve-se 0 corpo
hemorragico (corpo luteo em processo de formagdo). Durante o metaestro, as
concentragbes de progesterona comegam a aumentar até atingirem niveis
superiores a 1 ng/ml, assim, considera-se que o corpo luteo atingiu a maturidade. No
momento em que as concentragdes de progesterona sdo superiores a 1 ng/ml,

inicia-se o final do metaestro e o inicio do diestro (DA SILVA, 2020A).

O diestro é o estagio de maior duragdo do ciclo estral de uma fémea,
ocorrendo entre doze e quatorze dias. Durante este estagio, o corpo luteo mantém
sua plena funcionalidade, o que se reflete em concentragbes sanguineas de

progesterona maiores do que 1 ng/ml. Além disso, nesta fase, pode-se encontrar
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tamanhos diferentes devido as ondas foliculares. Apds 12 a 14 dias de exposicéo a
progesterona, o endométrio comeca, gradualmente, secretar PGF2c em um padrao
pulsatil, ocorrendo a lutedlise. Ou seja, o corpo luteo perde a sua funcionalidade e,
em consequéncia, as concentracdes de progesterona diminuem abaixo de 1 ng/ml,

finalizando o diestro e comegando o proestro (DA SILVA, 2020A).

O proestro, por sua vez, caracteriza-se pela auséncia de um corpo Iuteo
funcional e pelo desenvolvimento e maturagéo do foliculo ovulatério. Este estagio do
ciclo estral da vaca apresenta duracédo de dois a trés dias, sendo caracterizado pelo
declinio nos niveis de progesterona, pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento
dos niveis de estradiol no sangue. Nessa fase, a liberagdo do GnRH pelo hipotalamo
estimula a secrecdo de FSH e LH pela glandula pituitaria. Os elevados niveis de
FSH sanguineo induzem o desenvolvimento dos foliculos e, em sinergismo com o
LH, estimulam a sua maturacdo. A medida que os foliculos se desenvolvem,
aumenta a producdo de estradiol, apés uma determinada concentracido, este
hormoénio estimula a manifestagao do cio e a liberagdo massiva do LH, dando inicio
ao estro (VALLE, 1991). As etapas do ciclo estral de fémeas bovinas estdo ilustradas

no esquema abaixo (Figura 3).

Figura 3 - Esquema da sequéncia das fases do ciclo estral de fémeas

bovinas.
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Fases do ciclo estral da fémea bovina

Fonte: Furtado et al. (2011).

O desenvolvimento folicular dos bovinos ocorre em um padrdo de ondas,
sendo que cada onda de crescimento é caracterizada pelas etapas de recrutamento,

selecao
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e dominancia, ovulagdo ou atresia (Figura 4). Durante o ciclo estral de fémeas
bovinas, sdo apresentadas de duas a trés ondas foliculares, sendo que a ovulagao
ird ocorrer apenas na ultima. Em vacas com trés ondas foliculares, a fase lutea é
mais longa e, consequentemente, o ciclo estral também & mais comprido, de 22 a 23
dias. No entanto, as vacas com duas ondas apresentam um ciclo estral de 18 a 21
dias, sendo que o periodo de dominancia folicular € maior nestes animais, o que
influencia no potencial dos ovdcitos para desenvolver um embrido viavel. Ou seja, a
porcentagem de concepgao € menor quando ovulam foliculos que tiveram mais dias
de dominancia (DA SILVA, 2020A).

Figura 4 - Fases do crescimento folicular.

LH K
OVULACAO
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.-""
Domindncia ..

Selecao ..

ATRESIA
TP4:; LE2: LLH

Dia 7/10
Fonte: Tecnopec (2002).

Basicamente, uma onda de crescimento folicular consiste no recrutamento de
um grupo de pequenos foliculos primordiais que passam por um crescimento comum
durante cerca de trés dias. Destes foliculos recrutados, apenas um ¢é selecionado,
continuando seu desenvolvimento, enquanto os outros sofrem atresia,

estabelecendo- se, entdo, o fendbmeno da divergéncia folicular (SILVA et al., 2011).

A primeira fase da onda de crescimento folicular corresponde ao
recrutamento, onde ha o inicio do crescimento de varios foliculos, desencadeado
pelo horménio foliculo estimulante (FSH). A segunda fase corresponde a selegao e
dominancia, onde um foliculo cresce mais do que os outros, tornando-se dominante
(OLIVEIRA A. F. M. et al., 2014). De acordo com Alves et al. (2002), o foliculo

dominante consegue manter



26

seu crescimento em funcdo do aumento do numero de receptores para
gonadotrofinas e aumento do seu aporte sanguineo. Os hormoénios estradiol e
inibina, produzidos pelas células da granulosa do foliculo dominante, reduzem a
liberacdo de FSH a concentragdes muito baixas, insuficientes para manter o
desenvolvimento dos foliculos subordinados, porém, suficientes para manter o
crescimento do foliculo dominante, causando entdo a regressdo dos demais. Dessa
forma, o foliculo dominante (FD) é capaz de inibir o crescimento e induzir a atresia
dos outros foliculos em desenvolvimento, mas também de bloquear o surgimento de
uma nova onda de crescimento folicular. O FD perdura de quatro a seis dias e, caso
nao ovule, também sofre atresia. Apds esta regressao do FD, diminuem-se os niveis
de estrogénio e inibina, observando-se um aumento das concentragdes de FSH, com

inicio de uma nova onda de crescimento folicular (DA SILVA, 2020A).

A terceira fase da onda de crescimento folicular € a ovulagdo, que é
desencadeada pelo pico de LH liberado pela hipdfise. Sabe-se que a ovulagao do
FD somente ocorre quando ha alta concentragdo de estrogeno e niveis baixos de
progesterona. Ou seja, caso um corpo luteo funcional esteja presente, ndo havera
liberacdo de pico de LH e ovulagdo. Assim, os foliculos da onda que nao ovularam,

entrardo em um processo de degeneragao (OLIVEIRAA. F. M. et al., 2014).

Portanto, durante a fase luteinica do ciclo estral, a frequéncia de pulsos de LH
€ insuficiente para estimular a diferenciagao final e ovulagdo do FD. Ao entrar em
atresia, o FD perde a dominancia e ocorre recrutamento de uma nova onda de
crescimento folicular. Na fase folicular do ciclo, com a auséncia de P4, ha o aumento
na frequéncia de pulsos de LH, que estimula a liberacdo de quantidades crescentes
de E2 pelo FD. Este, por sua vez, induz mudangas de comportamento associadas ao
estro, mas também leva a liberacdo de um pico pré-ovulatério de GnRH e LH, o que
causa a ovulagao do FD (BINELLI et al., 2001).
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4. TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

A transferéncia de embrides € uma biotecnologia da reproducéo que consiste
em obter embrides de uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras,
com a finalidade de completar o periodo de gestagao. O principal objetivo da técnica
€ permitir que uma fémea produza um numero de descendentes muito superior ao
que seria possivel fisiologicamente, durante sua vida reprodutiva (SANTOS et al.,
2012).

A transferéncia de embrides apresenta um papel importante no melhoramento
zootécnico, ja que acelera e confere maior precisao no processo de selegdo animal.
A partir da TE ¢é possivel aumentar o numero de descendentes de animais
geneticamente superiores, reduzir o intervalo entre geragbes e aumentar a
velocidade de melhoramento genético do rebanho (ANDRADE et al., 2002). Além
disso, a técnica permite que animais geneticamente superiores e com disturbios
reprodutivos adquiridos se reproduzam, impedindo o descarte precoce dos mesmos
(HONORATO et al., 2013).

Apesar das suas vantagens, a TE, assim como qualquer outra técnica,
apresenta algumas limitagdes. Estas podem estar associadas as fémeas doadoras
de embrides, havendo discrepancia nas respostas aos tratamentos hormonais, mas
também relacionadas as receptoras. A selegado e o manejo adequado das receptoras
de embrides sao indispensaveis para o sucesso da TE, uma vez que a mortalidade
apos a transferéncia € ainda significativa e limita muito a eficiéncia desse método
(HONORATO et al., 2013).

4.1 Seleg¢ao de doadoras

Desde o inicio da implantacdo da técnica de TE, a base para a selegao de
fémeas doadoras de embrido é a escolha de animais geneticamente ou
fenotipicamente superiores. Contudo, a selecdo de doadoras também pode ser
realizada a partir do mercado, classificagdo da industria ou simplesmente pelo

desejo do proprietario em produzir mais descendentes de um determinado animal.
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Além disso, caracteristicas como lactacao, paridade, dias abertos, fatores enddcrinos

e



29

ambientais também devem ser levados em consideragao para a selegao do animal
doador de embrides (HOPPER, 2015).

Considerando que o objetivo da técnica de TE nas doadoras de embrides é
efetuar a superovulagdo delas, € necessario que o seu sistema reprodutivo esteja
saudavel, apresentando ciclos estrais regulares. Dessa forma, durante o exame
reprodutivo, € importante descartar animais que apresentam defeitos anatdémicos e
disturbios reprodutivos (origem genética ou adquirida), uma vez que tais condi¢des
impedem a coleta, o desenvolvimento e transporte adequado dos gametas e
embrides, inviabilizando o procedimento de TE (OLIVEIRAC. S. et al., 2014).

Santos (2012) também descreve que € importante realizar o exame
ginecoldgico das possiveis doadoras, a fim de descartar presenga de gestagdo, mas
também avaliar a auséncia de infecgdes e o histérico de problemas reprodutivos.
Outro critério reprodutivo que deve ser considerado € que a escolha de doadoras
para um programa de TE n&o deve ser feita antes de 60 dias pds-parto, sendo
necessario, ainda, observar-se dois ciclos estrais consecutivos e regulares

(WILLIAMS, 2001).

Além disso, outro aspecto importante para a selecdo € analisar o bem-estar
das doadoras, ja que, sob situagdes de estresse, ndo respondem de maneira
eficiente ao tratamento superovulatério (WILLIAMS, 2001). Também é necessario
avaliar o estado corporal dos animais, onde as doadoras devem estar sadias e com

bom escore corporal (ECC 3, considerando uma escala de 1-5) (SANTOS, 2012).

4.2 Protocolos de superovulagao de doadoras

Sabe-se que os protocolos superestimulatérios utilizados na TE apresentam o
objetivo de conseguir um numero maximo de odcitos competentes e embrides
transferiveis, obtendo-se, consequentemente, uma alta probabilidade de gestacao
das fémeas receptoras (SANTOS, 2017). Nesta técnica, as doadoras podem ser
superovuladas em um intervalo de 60 dias entre duas coletadas, sendo que o
procedimento pode ser realizado durante um periodo de 1 a 2 anos, possuindo
resultados satisfatorios (ALVAREZ et al., 2007).



30

A fémea bovina é uma espécie monovulatéria, portanto, apenas um odécito
deve ser liberado de um foliculo durante seu ciclo estral. O principio da técnica de
superovulagdo envolve o conceito de induzir a ovulagdo de varios foliculos e
consequente liberagdo de varios odcitos, permitindo a fertilizagdo e o
desenvolvimento destas estruturas até o estadio de blastocisto (OLIVEIRA C. S. et
al., 2014).

Para tanto, a onda folicular pode ser estimulada com FSH, sendo que altas
doses deste horménio sdo administradas aos animais antes que se estabeleca a
dominancia folicular. Dessa maneira, os efeitos inibitérios do foliculo dominante
sobre o crescimento dos demais foliculos sdo bloqueados. Ou seja, o hormdnio
foliculo estimulante em altas concentragdes promove o crescimento simultdneo de
varios foliculos com caracteristicas fisioldgicas semelhantes daqueles selecionados
para ovularem. A divergéncia folicular é impedida, e os foliculos terciarios, que
seriam fadados a atresia, tornam-se foliculos ovulatorios (OLIVEIRA C. S. et al,
2014).

Segundo Santos (2017), na década de 70, utilizava-se a gonadotrofina
coribnica equina (eCG) com a finalidade de superovulagdo, sozinha ou em
combinagdo com anti-soro da molécula de eCG. Posteriormente, surgiu o FSH
extraido da pituitaria de suinos, equinos e ovinos, além do FSH recombinante
bovino. Tanto o FSH quanto o eCG podem ser utilizados para se obter uma
superovulacao. No entanto, o FSH, por ter uma meia vida mais curta do que o eCG,
precisa ter a sua a dose total dividida e em intervalos de 12 horas ao longo de 3 a 4
dias, para estimular a mesma quantidade de crescimento folicular que resultaria de
uma injecéo de eCG (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A dosagem de FSH varia conforme o produto (laboratério), a categoria, estado
fisioldgico, escore corporal, a raca e a individualidade da doadora, sendo que para
racas zebuinas utiliza-se uma dose menor e para as ragas europeias uma dose
maior. As vantagens da utilizacdo do FSH em SOV sao meia vida curta (12h); baixo
risco de reagbes anafilaticas; melhores resultados em estruturas viaveis por coleta; e
facilidade de aquisicdo. No entanto, as desvantagens sdo a necessidade de

aplicagao a cada 12 horas durante o protocolo, além do elevado custo (PASA, 2008).

Existem diferentes protocolos de SOV em fémeas doadoras de embrido,

podendo ser utilizados em cio natural ou em qualquer fase do ciclo estral. Em
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qualquer protocolo de superovulagao, realizam-se oito aplicagdes decrescentes de

FSH via IM
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com intervalos de 12 horas. A aplicacdo de doses decrescentes tem por objetivo
mimetizar a queda fisiolégica do FSH durante a fase folicular, melhorando a resposta
superovulatéria. No terceiro dia de SOV, faz-se duas aplicagbes de PGF2a
promovendo a lutedlise, a fim de reduzir as concentragcbes de P4+ e permitir a
ocorréncia pico de LH e ovulagédo (PENITENTE FILHO et al., 2014). Contudo, no
protocolo tradicional de superovulagado, o tratamento com gonadotrofinas é iniciado
na metade do ciclo estral (8-12 dias apds ovulagdo), sendo necessario também
detecgao do estro antes de iniciar o tratamento hormonal (BARUSSELI et al., 2008).

A Tabela 2 ilustra este protocolo de SOV baseado em cio natural.

Tabela 2 - Protocolo de SOV baseado no cio natural, com associacao de FSH e

PGFa2a.
DIA 0 10 1" 12 13 14 15
MANHA ClO FSH FSH FSH e FSH ClO 1A
PGF2q
TARDE FSH FSH FSH e FSH 1A
PGF2q

Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

Sabe-se que a auséncia do foliculo dominante e a realizagdo da
superovulagao no inicio da onda de crescimento folicular aumentam a eficiéncia dos
programas de SOV. Dessa forma, protocolos hormonais sdo uma alternativa para o
controle da emergéncia da onda de crescimento folicular em momentos aleatérios do
ciclo estral, sem a necessidade de detecg¢ao do estro. Um exemplo de protocolo é a
associacao de estradiol (E2) e progesterona (P4), onde ha indugéo da emergéncia da
nova onda de crescimento folicular (BARUSSELI et al., 2008).

A associacdo de P4 e E2 na SOV permitiu um grande avanco para a
biotecnologia da reprodugao animal (Tabela 3), ja que possibilita que o processo seja
iniciado em fases aleatdrias do ciclo estral dos bovinos pelo fato de sincronizar o
inicio da onda folicular, além de descartar a necessidade de observagcao de estro.
Contudo, ainda requer a deteccdo do estro para a inseminacao artificial das
doadoras. O E2, quando combinado com aplicacéo intramuscular de P4 e implante
intravaginal de P4, possui a fungdo de suprimir o desenvolvimento folicular,

permitindo o inicio de uma nova onda de crescimento folicular (PENITENTE FILHO
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Tabela 3 - Protocolo de SOV com associagao de FSH, E2, P4, CIDR e PGFza.

DIA 0 4 5 6 7 8 9
MANHA P4+ E2 FSH FSH FSH FSH - CIO IA
+ CIDR CIDR
TARDE FSH FSH FSH e FSH IA
PGF2a

Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

Bo et al. (2004) descrevem o protocolo para superovulagao de doadoras com
Benzoato de Estradiol (BE) e dispositivo contendo Progesterona, além de aplicagao
de P4 IM no dia 0. O tratamento superovulatério com gonadotrofina tem inicio no dia
4, sendo realizadas duas aplicacdes diarias de FSH durante 4 dias. Na manha e na
tarde do dia 6 sao feitas duas aplicacbes de PGF2qa € remogao do dispositivo
contendo progesterona. Posteriormente, os animais s&o inseminados artificialmente
12 e 24 h apos a detecgdo do cio ou 48 e 60 h apds a remocado do dispositivo
contendo progesterona. Por fim, os embrides sdo colhidos no dia 15. Este esquema

de SOV ¢ ilustrado na Figura 5.

Figura 5 - Protocolo de SOV de doadoras com Benzoato de Estradiol (BE) e
dispositivo intravaginal de Progesterona.

| %5 mg BE FSH(MeT)
+50 mg P4 |
: A l Colheita dos embrides
0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15
Dispositivo de P4 Dias de tratamento
PGF(MeT)

Fonte: B6 et al. (2004)

Contudo, nem sempre a ovulagao esta sincronizada nos tratamentos de SOV,
assim, ha dificuldade no acerto das inseminacdes realizadas, ocasionando a
recuperacdo de inumeras estruturas nao fecundadas. Foliculos que ndo ovulam,
ap6s superestimulagdo com FSH, ndo se desenvolvem normalmente ou néo
possuem quantidade suficiente de receptores de LH, para responderem ao pico

pré-ovulatério deste horménio. Portanto, estratégias que atrasam o pico
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sido utilizadas na tentativa de aumentar o numero de embrides ou, ainda, para
viabilizar a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) apds a superovulagao
(BARROS et al., 2007). Dessa forma, o GnRH ou LH vém sendo utilizados para
controle da ovulagéo no final destes protocolos (PENITENTE FILHO et al., 2014),

conforme é demonstrado na Tabela 4, logo abaixo.

Tabela 4 - Protocolo de SOV baseado no cio natural, com associa¢gao de FSH,
PGF2a e GnRH/LH para a inseminagao em tempo fixo.

DIA 0 10 1 12 13 14 15
MANHA CIO FSH FSH FSHe FSH GnRH/ IA
PGF2q LH
TARDE FSH FSH FSH e FSH IA
PGF2a

Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

4.3 Coleta de embrides

A coleta de embrides deve ser realizada, preferencialmente, entre o sexto e o
oitavo dia apds a primeira inseminagdo das doadoras, ja que, neste periodo, as
estruturas encontram-se flutuando em um filme liquido no lumen da ponta dos
cornos uterinos (HONORATO et al., 2013). Além do mais, trata-se de um periodo
mais indicado para a obtengao de embrides nos estadios de moérula ou blastocistos
destinados a transferéncia imediata, biparticdo ou criopreservacdo (GONCALVES et
al., 2014).

Segundo Pasa (2008), ha dois métodos para a colheita de embrides: o
meétodo aberto e o fechado. No método aberto de colheita, utiliza-se uma seringa de
plastico acoplada diretamente ao cateter posicionado no corno uterino, onde deve
ser realizada a lavagem uterina com fragbes de 40 a 50 ml de meio de coleta.
Quando obtidas, essas fragcdes sao depositadas em um recipiente siliconizado,
geralmente um cilindro de vidro graduado com capacidade para 500 ml.
Considerando o grande numero de lavagens por corno uterino com o objetivo de
uma maior taxa de recuperacdo de embrides, este método de colheita se torna
inviavel em questao de tempo e exposicao dos embrides as condicbes de ambiente,

0 que pode repercutir negativamente na viabilidade dos mesmos. Através do método
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buscou-se tornar a colheita por via transcervical uma técnica pratica, asséptica e
segura para a doadora, com a menor possibilidade de contaminagcdo ou de perda
dos embrides. Além disso, o circuito fechado propicia uma maior pressao no interior
do corno uterino, o que favorece a recuperagao do meio de lavagem infundido para o
interior do utero. Neste método de coleta, a sonda utilizada pode ser fixada no corpo
do utero, lavando os dois cornos uterinos de uma sé vez, ou na base de cada corno
uterino, onde a lavagem é realizada em um corno por vez (OLIVEIRA C. S. et al.,
2014).

Figura 6 - Esquema adotado para coleta de embrides em sistema fechado.

PBS

Legenda: O equipo em Y liga-se a sonda de Foley na extremidade A, ao frasco de PBS, na
extremidade B, e ao filtro coletor, na extremidade C. Através de valvulas, o veterinario controla a
direcao do fluxo: primeiramente de B para A, posteriormente de A para C.

Fonte: Oliveira C. S. et al. (2014).

Inicialmente, faz-se palpacdo transretal com auxilio do aparelho de
ultrassonografia para detectar a presenca ou n&o de corpos luteos no ovario. Em
caso de resposta positiva, a fim de facilitar a introducédo do cateter dentro do utero,
pode- se sedar o animal com Acepromazina 1% e realizar a anestesia epidural
caudal baixa com 5 a 7 ml de a Lidocaina a 2% (GONCALVES et al., 2014).

Em seguida, com o auxilio de um cateter de borracha ou de plastico flexivel
contendo um baldo inflavel na sua extremidade distal, inicia-se o0 método de coleta
(HONORATO et al., 2013). De acordo com Demétrio (2003), inicialmente, é
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introduzido no interior deste cateter um mandril de metal, para torna-lo rigido. Em
seguida, com auxilio de palpacéao retal, ambos sao colocados e posicionados em um
dos cornos uterinos. Posteriormente, o baldo presente na extremidade do cateter, ja
dentro de um dos cornos uterinos, € inflado com 10 a 20 ml de ar, logo apds o

mandril é retirado do interior do cateter.

ApoOs a retirada do mandril, uma sonda um Y €& acoplado a sonda de
Foley/cateter, compondo o sistema fechado de coleta de embrides. Em suas outras
extremidades, sao fixados o frasco de meio de coleta, e o copo coletor de embrides.
O sistema contém uma trava em cada extremidade, para controle da entrada e saida
do liquido instilado, formando uma pressdo negativa que facilita a retirada do
conteudo (OLIVEIRAC. S. et al., 2014).

O copo coletor apresenta um filtro que permite a retengcdo apenas dos
embrides, desprezando o restante do conteudo recuperado. Instila-se o conteudo até
encher os cornos, fecha-se a trava da saida do DPBS, e a saida para o copo coletor
€ aberta, recolhendo o liquido instilado. A operacao é repetida varias vezes, até lavar
o utero com cerca de 1 L de meio. Quando o baldo é desinflado, é retirada a sonda
do animal (OLIVEIRA C. S. et al., 2014). Os equipamentos utilizados para a coleta

de embrides pelo sistema fechado estéo ilustrados na Figura 7.

Figura 7 - Esquema de configuragao do sistema fechado de coleta de embrides.
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Fonte: Hopper (2015).
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A solugdo que hoje é utilizada como meio de colheita de embrides é DPBS
(Dulbecco Phosphate Buffered Saline), uma solugdo salina tamponada, com
osmolaridade e pH fisioldgico, que tem o objetivo de manter as caracteristicas do
embrido (PHILLIPS; JAHNKE, 2016). O DPBS, previamente aquecido entre 25 e
30°C (PENITENTE FILHO et al, 2014), é suplementado com 250.000 Ul de
Penicilina e 0,10 g Estreptomicina, além de 10% de soro fetal bovino, o qual é
previamente inativado 56°C durante 30 minutos (GONCALVES et al., 2014).

Por fim, de acordo com Hopper (2015), apds realizar a lavagem uterina na
fémea doadora de embrides, deve-se aplicar Prostaglandina, a fim causar a lutedlise
e impedir o desenvolvimento de uma possivel gestacdo, caso tenha restado algum

embrido remanescente no interior do trato reprodutivo dela.

4.4 Avaliagao morfologica de embrides

Logo apds a coleta, os embrides sao transportados do filtro do copo coletor
para placas de Petri com didmetro de 12cm. Inicialmente, a fim de retirar sujidades,
este filtro é lavado com DPBS com auxilio de uma seringa agulhada. Posteriormente,
através de um estereomicroscopio se faz a primeira busca por embrides, realizando-
se movimentos circulares suaves. A partir disto, qualquer estrutura encontrada é
retirada com a ajuda de uma seringa e ponteira estéril para uma placa menor
(60x35cm), contendo gotas do meio de manutengdo. Os embrides devem ser
lavados em todas as gotas do meio para diminuir a possibilidade de contaminacgao,
de acordo com as recomendacgdes da International Embryo Transfer Society — IETS
(2010). Em seguida, inicia-se a classificagdo embrionaria (DEMETRIO, 2003;
OLIVEIRAC. S. et al., 2014).

Sabe-se que ha diversos procedimentos para estimar a viabilidade dos
embrides coletados. Atualmente, utiliza-se principalmente a avaliagdo morfoldgica.
Neste meétodo, a partir de microscopia O6ptica, € observada a qualidade dos
embrides, sendo que existe uma boa correlagdo entre a qualidade morfolégica dos
embrides e a posterior taxa de prenhez (ALVAREZ et al., 2007). Segundo Phillips e
Jahnke (2016), a avaliagdo morfoloégica dos embrides € importante para diferenciar

odcitos nao
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fertilizados de embrides, determinar a qualidade do embrido, identificar
anormalidades e determinar se o estagio de desenvolvimento é consistente com a

idade do embrido.

Durante a avaliagcdo morfologica de um embrido, consideram-se 0s seguintes
critérios: forma esferdide; simetria dos blastdmeros; aparéncia clara e nitida dos
blastdbmeros; tonalidade escura e uniforme; uniformidade da membrana celular;
proporcionalidade entre o embrido e o espago perivitelineo; integridade da zona
pelucia; auséncia de vacuolo no embrido e fragmentos celulares no espago

perivitelineo; auséncia de fragmentos celulares aderidos a zona pelucida; e

compactagao dos blastémeros entre si (GOODHAND et al., 1999).

Os embrides recuperados nos dias 6 a 8 apds o inicio do estro devem ser
classificados em grupos com base em seu estagio de desenvolvimento e grau de

qualidade usando o sistema de classificacdo IETS, conforme ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Estagio de desenvolvimento e descricao de qualidade de embrides
bovinos.

Cdédigo Estagio de desenvolvimento  Coédigo Qualidade dos embrides

Nao fertilizado 1 Excelente ou Bom
02-12 células 2 Regular
Mérula inicial 3 Pobre

Mérula 4 Morto ou degenerado

Blastocisto inicial
Blastocisto
Blastocisto expandido

Blastocisto eclodido
Blastocisto eclodido
expandido
Fonte: International Embryo Transfer Society (2010).

Ol N AWIN-~

De acordo com Phillips e Jahnke (2016), sado utilizados os seguintes estagios

de desenvolvimento para a classificagao de embrides (Figura 8):
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Figura 8 - llustragdo do desenvolvimento embrionario normal de bovinos.
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Fonte: (PHILLIPS; JAHNKE, 2016).

Uma célula ou nao fertilizado (Estagio 1): um odcito coletado por volta do dia
7 é chamado de o6vulo nao fertilizado. O seu citoplasma parece granular,
contendo uma quantidade razoavel de espaco perivitelino. O 6évulo nao
fertilizado pode estar degenerando no dia 7 e mostrar uma aparéncia mais

fragmentada.

Duas células a doze células (Estagio 2): embrides que sao recuperados por
volta do dia 7, contendo 2 a 12 células, sdo considerados atrasados em seu
estagio de desenvolvimento e devem ser considerados mortos ou

degenerados.

Mérula inicial (Estagio 3): os embrides neste estagio sdo divididos em 16 ou

mais células e blastdmeros individuais. Sao dificeis de distinguir entre si.

Moérula (Estagio 4): os blastémeros individuais formam uma massa celular

compacta, contudo, as células ainda nao se diferenciaram.

Blastocisto inicial (Estagio 5): uma cavidade cheia de liquido chamada

blastocele comeca a se formar dentro da massa celular. A cavidade de
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blastocele permite que os blastbmeros se diferenciem nas células

trofoblasticas externas e massa celular interna (ICM).

Blastocisto (Estagio 6): € um estagio de desenvolvimento em que o embrido
tem uma camada de células do trofoblasto na superficie externa, cavidade da
blastocele e ICM. Nesta fase, o embrido ocupa a maior parte do espaco

perivitelino, e a zona pelucida ainda possui a mesma espessura.

Blastocisto expandido (Estagio 7). a caracteristica mais marcante desta
fase € um aumento no didmetro geral do embrido, além do adelgagamento da

zona pelucida.

Blastocisto eclodido (Estagio 8): nesta fase de desenvolvimento
embrionario, o embrido esta comecando a eclodir através de uma fenda na

zona pelucida.

Blastocisto expandido eclodido (Estagio 9): os embrides neste estagio sao

eclodidos da zona pelucida e reexpandidos.

Em contrapartida, B6 e Mapletoft (2013), descrevem da seguinte maneira a

classificagdo quanto a qualidade morfolégica do embrido, sendo a mesma

demonstrada na Figura 9:

1.

Excelente ou bom: embrides que possuem simetria esférica, blastdbmeros
uniformes, coloracédo homogénea, 85% do material celular deve estar intacto e
zona pelucida nado deve apresentar concavidades. Os embrides de grau 1

podem ser congelados e comercializados.

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

a embrides de grau 1.

Pobre: embrides que possuem maiores irregularidades na sua estrutura,
tamanho, densidade e cor. Neste caso, 25% do embrido deve estar intacto.

Estes embrides nao resistem ao processo de congelamento e as taxas de
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prenhez sao ainda menores com esta qualidade mesmo que transferidos a

fresco.

4. Morto ou degenerado: oocitos ndo sao viaveis, que devem ser descartados.

Figura 9 - Classificagdo de embrides bovinos produzidos in vivo, de acordo com a
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ainda, as extremidades da palheta devem conter um lacre e um émbolo, conforme a

ilustragdo da Figura 10. Além disso, a palheta deve conter informagées minimas

sobre o pai e mae do embrido, além da data em que o embrido foi congelado.

Informacgdes adicionais também podem ser incluidas tais como a empresa que

realizou o congelamento, ragca de pai, numeros de registro e o estagio de

desenvolvimento e grau de qualidade do embrido no momento do congelamento

(HOPPER, 2015).
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Figura 10 - Esquema de envase de embrido em palheta.
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Fonte: Hopper (2015).

Uma alternativa para preservar os embrides a longo prazo € meétodo de
criopreservagao em botijdes de nitrogénio liquido. A criopreservagéo de embrides,
em conjunto com a transferéncia de embrides, permite uma utilizagao eficiente de
receptoras, reduz a necessidade de mover o gado, permite um meio eficiente de
comercializagao da genética e, ainda, facilita o movimento internacional da genética
bovina (HOPPER, 2015).

Nesta técnica, basicamente, utiliza-se o congelamento e adicdo de
crioprotetores aos embrides, tendo como objetivo preservar o metabolismo celular
em estado de quiescéncia para que este possa ser restabelecido apds um periodo
de estocagem, continuando seu desenvolvimento normal. Isso € obtido por meio do
armazenamento em baixas temperaturas, que induz a parada da atividade
enzimatica, do metabolismo e da respiracao celular, possibilitando a conservacao de
células por tempo indeterminado (DALCIN; LUCCI, 2010).

Sabe-se que a maioria dos embrides mamiferos é congelada pelos métodos
convencionais, utilizando-se baixas concentragdes de crioprotetores, com lenta
permeabilidade e refrigeracdo controlada por equipamento de congelagao
programavel. No entanto, existe outro método, chamado de vitrificacdo, que
dispensa a utilizagdo de equipamentos programaveis, proporciona rapidez e menor
tempo de exposi¢cao ao crioprotetor, além de prevenir a formagao de cristais de gelo

pelo uso de elevadas concentragdes do crioprotetor (DALCIN; LUCCI, 2010).

A vitrificacdo compreende o uso de altas concentragdes de crioprotetores e
uma queda muito rapida da temperatura para -196°C, onde o efeito é congelar
estruturas na auséncia de formagdo de cristais de gelo, preservando, assim, a

arquitetura intracelular e as membranas. Os crioprotetores mais utilizados neste
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processo sdao DMSO, Polietilenoglicol e até, mesmo, Glicerol. Ha também o
congelamento lento, um segundo procedimento amplamente utilizado hoje. Neste
método, objetiva-se substituir lentamente a agua intracelular por crioprotetor (Glicerol
ou Etilenoglicol), com ajuda adicional de agucares (sacarose ou arabinogalactan),
para fornecer pressao osmotica extracelular, garantindo a formagdo minima de

cristais de gelo durante o processo de congelamento (PHILLIPS; JAHNKE, 2016).

Atualmente, os principais crioprotetores utilizados sdo o Glicerol e o
Etilenoglicol. O Glicerol requer uma desidratagao e reidratagdo gradual do embrido,
assim, necessita de um equipamento adicional para o processo de
descongelamento. Enquanto isso, o Etilenoglicol permite o descongelamento rapido
do embrido em agua a 25°C. Este processo € chamado de transferéncia direta,
sendo o método mais comum usado hoje na industria bovina de TE (PHILLIPS;
JAHNKE, 2016).

Independentemente do método de criopreservacao utilizado, a selecdo dos
embrides que devem ser criopreservados € sempre um fator importante no sucesso
do procedimento. O estagio de desenvolvimento embrionario pode ser um fator que
influencia ou afeta a eficiéncia da criopreservagao. Odcitos e embrides em estagio
inicial sobrevivem ao ciclo de congelamento e descongelamento da criopreservagao
com menos eficiéncia, quando comparados aos estagios posteriores. O blastocisto,
normalmente recuperado 7 dias apds a apresentacao de estro da fémea, € o estagio
utilizado para transferéncia nao cirurgica de embrides bovinos, sobrevivendo a

criopreservacao com alto grau de sucesso (HOPPER, 2015).

4.6 Selegao e preparo de receptoras

Sabe-se que a fase de selecdo das receptoras de embrides € considerada
fundamental em um programa de TE, uma vez que, além de manterem a gestacgao
até o final, também sao responsaveis, em determinadas situagdes, pela alimentagao
do bezerro, desde o nascimento até o seu desmame (DANTAS et al., 2018).
Segundo Seidel e Seidel (2005), fémeas receptoras necessitam de um programa
sanitario rigoroso, nutricdo equilibrada e manejo adequado. Os mesmos autores

relatam que a falta de receptoras no momento da transferéncia pode acarretar em
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econdmicos elevados com a criopreservagao ou descarte de embrides que nao

foram utilizados.

De acordo com Gongalves et al. (2014), novilhas e fémeas primiparas e
pluriparas que apresentam ciclo estral regular, que tenham parido, no minimo, ha 60
dias, que o puerpério decorreu normalmente e que estejam livres de doengas ou
anomalias do trato reprodutivo, podem ser selecionadas como receptoras de
embrides. Contudo, normalmente a utilizagdo de novilhas como receptoras permite

obter melhores taxas de prenhez.

Durante a avaliagao da fémea receptora, € importante que seja feito o0 exame
clinico geral, avaliando, principalmente, sistema locomotor, digestorio e respiratério.
Posteriormente, deve-se realizar o exame especifico do aparelho reprodutor,
momento em que deve ser avaliado conformacado de vulva, mas também analisar
utero e ovarios, através de palpacao retal e ultrassonografia (YOUNGS, 2007).
Segundo Filho et al. (2013), é importante a presenga de um corpo luteo funcional no
momento da inovulagdo, ja que ha aumento na concentracéo plasmatica de P4,
permitindo um ambiente propicio para a manutengao da gestacao. Contudo, esta é a

ultima selecao, usualmente realizada no dia da transferéncia.

Além disso, de acordo com Youngs (2007), os animais devem ser negativos
para tuberculose, brucelose e leucose enzodtica, além de serem imunizados contra
diarreia viral bovina, rinotraqueite infecciosa bovina, leptospirose, clostridioses, febre
aftosa e raiva. Ainda, devem receber vermifugos e ectoparasiticidas, a fim de haver

o controle de endoparasitos e ectoparasitos.

Deve-se selecionar as receptoras também a partir do seu estado nutricional.
Contudo, ndo se pode avaliar apenas escore de condi¢gao corporal (ideal € entre 2 e
3, em uma escala até 5), mas também a oferta alimentar adequada. Ou seja,
deficiéncias vitaminicas e/ou minerais, efeitos deletérios de compostos nitrogenados,
altos niveis energéticos, balango energético negativo e queda de escore de condigao
corporal (ECC) sdo alguns dos aspectos negativos relacionados a eficiéncia da
reproducdo de bovinos (FILHO et al., 2013). E importante salientar que a receptora
deve apresentar um porte compativel com a raga do embrido a ser transferido, a fim
de garantir uma gestagdao normal e um parto eutdcico, bem como ser capaz de
produzir leite suficiente (GONCALVES et al., 2014).
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Para realizar a transferéncia de embrides é essencial que haja sincronia do
ciclo estral de doadoras e receptoras, para que o embrido da doadora e o trato
reprodutivo da receptora estejam no mesmo estagio fisioldgico de desenvolvimento,
0 que garante bons resultados nas taxas de prenhez. Contudo, as taxas comegam a
cair quando a assincronia do estro entre doadoras e receptoras € superior a 24
horas (SPELL et al., 2001).

De acordo com Filho et al. (2013), pode-se descartar a utilizagdo de protocolo
hormonal para a sincronizar o ciclo estral de receptoras, sendo que € possivel
realizar este processo apenas a partir do acompanhamento do estro natural. Este
manejo apresenta como vantagem o menor custo, uma vez que nao se utiliza
protocolos hormonais, porém, a observacdo correta da manifestacdo do estro e o
maior numero de animais disponiveis podem se tornar uma desvantagem. Em
contrapartida, a opgao pela sincronizagcao de estro através de protocolos hormonais
possibilita um maior aproveitamento das receptoras, desconsiderando a necessidade
de deteccao de estro e diminuindo o custo fixo, quando resulta em taxa de prenhez
entre 45 e 50% (FILHO et al., 2013).

Uma das opg¢des de protocolo hormonal para a sincronizagao de receptoras
consiste na administragdo de duas doses de PGF2a com intervalos de 11 a 14 dias.
Apos a ultima aplicagao deste horménio, em torno de 5 dias havera apresentagao de
sinais de estro (BO et al., 2004). No entanto, o uso da PGF24 possui alguns fatores
limitantes como méao-de-obra capacitada para detectar o cio; variagdo no tempo da
administracdo da PGF2q a ocorréncia do estro; presenga do CL para responder ao
tratamento; e limitada quantidade de receptoras detectadas em cio (CHAVES;
ALVES, 2014). Segundo Penitente Filho et al. (2014), este método é facilmente
aplicado a um programa de TE, visto que permite que a primeira dose de PGF2a seja
administrada na receptora no momento em que a doadora estiver em cio, antes da
superovulagao (SOV), enquanto que a segunda dose € realizada apos 11-12 dias, ou

12 horas antes da aplicacdo de PGF2q na doadora.

Uma alternativa de protocolo € o OVSYNCH, que consiste na administragao
de GnRH seguido de aplicagdo de PGF2q, 7 dias apos. Em seguida, um segundo
tratamento com GnRH é feito 48 horas apds a aplicacdo de PGF2q, sendo a
transferéncia de embrides em tempo fixo realizada 7 dias depois. A administracdo de

GnRH induzira um pico de LH, resultando na ovulagdo ou luteinizacao do foliculo
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dominante e emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular nos préximos 2
dias, enquanto isso, a administragdo de PGFza induz a lutedlise (BO et al., 2004). A

Figura 11 ilustra o esquema do protocolo OVSYNCH.

Figura 11 - Protocolo de sincronizagcdo OVSYNCH.
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Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

Apesar das opgdes descritas acima, o tratamento com estrogeno e
progesterona tem sido cada vez mais empregado em programas de sincronizagao do
estro em bovinos de leite e de corte. Este protocolo consiste na insercdo de um
dispositivo intravaginal de progesterona e na administragao de estrogeno no dia 0 do
protocolo, a fim de induzir a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular.
No dia 7, 8 ou 9 do protocolo, ao retirar o dispositivo de P4, aplica-se PGFzq, €
subsequente aplicacado de estradiol apos 24 h ou de GnRH/LH apés 48 a 54 h, para
a sincronizacdo da ovulacédo (BO et al., 2004). A Figura 12 ilustra o esquema de

protocolo de sincronizagcao de fémeas receptoras utilizando P4, E2e GnRH.

Figura 12 - Protocolo de sincronizagédo da ovulagdo com associagéo de
Progestageno, BE e GnRH.
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Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

Também se tem empregado o uso de eCG no dia da retirada do dispositivo
intravaginal de P4 e da aplicagdo de PGF2q, com o intuito de aumentar o rendimento
dos protocolos hormonais. Devido a sua dupla acdo de FSH e LH, o eCG permite
uma melhor maturacéo folicular e aumento na sintese de progesterona pelo corpo

lateo
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formado posteriormente (CHAVES; ALVES, 2014). A Figura 13 esquematiza o

protocolo de sincronizacéao utilizando eCG.

Figura 13 - Protocolo de TETF, usando Novormon® (eCG) e inovulagdo no D17, sem
deteccgao de cio.
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Fonte: Penitente Filho et al. (2014).

Portanto, a manipulagdo do ciclo estral das receptoras possibilita melhorar os
resultados da TE, ja que se torna possivel ter um CL funcional no momento da
inovulacdo, aumentando a concentragao plasmatica de P4 e, consequentemente,
consegue-se um ambiente mais propicio para manter a gestagdo (FILHO et al.,
2013). Apos a selecgao e preparo da fémea receptora, realiza-se a TE ou inovulagao,
que consiste na deposicdo do embrido no terco meédio-final do corno uterino
ipsilateral ao corpo luteo, através de aplicador, semelhante ao utilizado na
inseminagao artificial. Contudo, somente embrides classificados como grau | a lll
devem ser transferidos para receptoras (PENITENTE FILHO et al., 2014).
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5. CONCLUSAO

A transferéncia de embrides € uma biotecnologia aplicada a reprodugéo
animal amplamente difundida no mundo. A partir desta técnica é possivel produzir
um numero elevado de descendentes geneticamente superiores por fémea, além de
reduzir o intervalo entre geragcbes e aumentar a velocidade de melhoramento
genético do rebanho. A TE ainda permite que animais geneticamente superiores e
com disturbios reprodutivos adquiridos se reproduzam, impedindo o descarte
precoce deles. Contudo, diversos fatores podem interferir no sucesso da TE, tais
como nutricdo dos animais selecionados, manejo sanitario e m&o de obra da equipe
envolvida no procedimento, além da habilidade técnica do Médico Veterinario (a).
Portanto, € necessario que todos estes fatores, tanto relacionados aos animais
quantos aos profissionais, sejam apropriados, a fim de obter eficiéncia na técnica em

questao.
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