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Resumo: Um dos fatores mais importantes associados ao sucesso da disseminacdo da
aplicacdo da TE é a avaliacdo dos embrides antes de criopreservacdo e/ou transferéncia
para receptoras, pois existe uma relacéo entre as caracteristicas morfoldgicas e estruturais
e a capacidade de desenvolvimento dos embrifes, com isso objetivou-se avaliar embrides
de baixa qualidade, sua taxa de crescimento em cultivo, e diferenca na taxa de prenhez em
inovulagbes Unicas e inovulagBes duplas. Os embriGes usados foram aqueles que
apresentavam baixa qualidade, que foram submetidos a um cultivo e acompanhado seu
desenvolvimento. Os embrides que se desenvolveram foram transferidos para receptoras
e de acordo com a disponibilidade, e em algumas, foram inovulados dois embrides, sendo
assim as inovulagdes foram divididas em dois grupos, grupo I: inovulagdo Unica e grupo
I1: inovulagéo dupla. Do total de 127 embrides submetidos a cultivo, 71 (55,9%) foram
inovulados, destes diagnosticou-se 36 prenhezes, 50,70%. No grupo | realizaram-se 48
inovulacdes, obtendo-se 20 prenhezes (41,66%), no grupo Il foram realizadas 23
inovulacdes onde se confirmou 16 prenhezes (69,57%) observando-se uma taxa de
prenhez maior quando inovulados dois embrides juntos. O aproveitamento de embrides
de qualidade inferior mantidos em cultivo se mostrou uma alternativa vidvel, pois obteve-
se uma boa taxa de crescimento assim como uma boa taxa de prenhez. As inovulacGes
duplas também podem ser uma alternativa viavel, pois incrementam significamente na

taxa de prenhez.
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos lideres no mercado mundial de exportagdo de carne bovina, e
encontra-se em lugar de destaque no desenvolvimento cientifico e na aplicacdo comercial
de biotecnologias da reproducdo. A correta utilizacdo destas biotecnologias nas
propriedades rurais traz como beneficio 0 aumento da produtividade que em fazendas de
corte e leite esté diretamente vinculada a eficiéncia reprodutiva do rebanho (BARUSELLI
etal., 2016).

A baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional ainda é fator limitante para o
crescimento sustentavel da pecuaria de corte e de leite. Prova disso € que o Brasil possui
cerca de 80,6 milhdes de fémeas em idade reprodutiva e produz apenas 55,2 milhdes de
bezerros por ano (ANUALPEC, 2015).

Assim, o aprimoramento e a crescente aplicacdo das biotecnologias ligadas a
reproducdo animal, como a transferéncia de embrides (TE) e a fertilizacéo in vitro (FIV),
contribuem para o aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos (SCANAVEZ
etal., 2013). A TE em bovinos € utilizada atualmente para o0 melhoramento genético com
a utilizacdo de vacas comprovadas, inseminadas com sémen de touros comprovados,
embora um pequeno numero de descendentes sdo produzidos anualmente, seu impacto é
grande devido a qualidade dos animais produzidos (MAPLETOFT, 2013).

E possivel perceber que o mercado de embrifes produzidos in vivo, tem espaco e
potencial para crescer, pois mercado existe e assim o aprimoramento das técnicas, 0
conhecimento das respostas bioldgicas e a interacdo desses fatores deve ganhar atencédo
dentre as pesquisas na tentativa de tornar mais eficiente a producéo in vivo de embrides
(SPIES, 2016).

Um dos fatores mais importantes associados ao sucesso da disseminagdo da
aplicacdo da TE é a avaliacdo dos embrides antes de criopreservacao e/ou transferéncia
para receptoras, a melhor forma de prever a viabilidade embrionaria é identificar o estagio
de desenvolvimento compativel com o que deveria se encontrar no dia de analise pds-
ovulagdo (BO; MAPLETOFT, 2013). De acordo com a classificagdo da IETS, (1998) os
embrides séo classificados quanto ao grau de qualidade de 1 (excelente ou bom) a 4 (morto
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ou de baixa qualidade), sendo indicados somente a transferéncia de embrides classificados
dela3.

De acordo com Gongalves et al., (2008), existe uma relagao entre as caracteristicas
morfoldgicas e estruturais de embrides bovinos de diferentes qualidades e capacidade de
desenvolvimento de embrides apos transferéncia, e por isso, propde que uma forma de
aumentar a capacidade de desenvolvimento de embrides parcialmente degenerados a

colheita € cultiva-los por 24 a 48h em condicGes de laboratorio antes de transferi-los.

Com isso, objetivou-se avaliar embrides de baixa qualidade, mantidos em
condigdes de laboratdrio, sua taxa de crescimento em cultivo, e diferenca na taxa de

prenhez em inovulagdes Unicas e inovulagdes duplas.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados os dados das coletas e transferéncias de embrides (TE) bovinos
no periodo de 2002 a 2017 na Central ABN - Agropecuaria localizada em Santiago-RS,
todas executadas pelo mesmo técnico. As vacas receptoras de embrides eram da raca
Angus e mesticas, mantidas em sistema extensivo de criagdo com pasto nativo,

suplementacdo mineral e 4gua ad libitum.

Os embrides transferidos eram coletados de vacas da prépria propriedade, que
foram transferidos pds-coleta (& fresco). Os embrides usados neste estudo foram aqueles
que apresentavam baixa qualidade, pobres (IETS, 1998; Figura 1), que foram submetidos
aum cultivo em um meio enriquecido (Holding Plus ®, vitrocell) sobre a mesa aquecedora
a temperatura de 36° C e acompanhado seu desenvolvimento durante algumas horas (2 a
12 horas).
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Figura 1: Qualidade morfoldgica dos embrides bovinos segundo o cédigo da IETS. FONTE:
IETS, 1998.
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Os embrides que se desenvolveram foram transferidos para receptoras e de acordo
com a disponibilidade, e em algumas, foram inovulados dois embrides, sendo assim as
inovulacdes foram divididas em dois grupos, grupo I: inovulagdo Unica e grupo Il:

inovulacao dupla.

A transferéncia era realizada sete dias ap0s a deteccéo do estro das receptoras (figura
2). A deteccdo de estro foi realizada durante uma hora duas vezes ao dia (manh e tarde) por
profissionais treinados e no momento da TE as receptoras eram examinadas a fim de identificar
se estavam aptas a transferéncia e o local de deposicdo do embrido. Aproximadamente 50 dias
apos a TE foi realizado o diagndstico de gestacdo com auxilio de ultrassonografia para avaliagcdo

da taxa de prenhez (porcentagem de vacas prenhes em relagdo ao total de inovulagdes).
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Figura 2: Esquema representativo das acOes realizadas nas receptoras de embrides.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Do total de 127 embrides submetidos a cultivo, 71 (55,9%) foram inovulados (Tabela
1). Do total de inovulagbes (71), diagnosticou-se 36 prenhezes (50,70%) (Tabela 2),
observando-se uma boa taxa de prenhez para embrides de baixa qualidade.

Tabela 1. Resultados obtidos com os embrifes colocados para cultivo, total de embribes que

se desenvolveram e ndo se desenvolveram.

Embrides colocados para cultivo N° de embrides %
Embrides que se desenvolveram 71 55,9
Embrides que ndo se desenvolveram 56 44,1

Total 127 100

Tabela 2. Taxa de prenhez dos embrides inovulados, total de receptoras prenhes e vazias.

Diagnostico N° de Receptoras Taxa de prenhez
Prenhes 36 50,7%
Vazias 35 49,3%

Total 71 100%
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No grupo | realizaram-se 48 inovulac6es, obtendo-se 20 prenhezes (41,66%), no
grupo Il foram realizadas 23 inovulacGes onde se confirmou 16 prenhezes (69,57%),
(Tabela 3), observando-se uma taxa de prenhez maior quando inovulados dois embrifes

juntos.

Tabela 3. Taxa de prenhez obtida no grupo | e grupo II.

Inovulacdes N° de embrides Prenhes (%) Vazias (%)
Grupo | 48 20 (41,66) 28 (58,33)
Grupo Il 23 16 (69,57) 7 (30,43)
TOTAL 71 100% 100%

De acordo com o manual da IETS (1998), é indicado somente a inovulacdo de
embrides excelentes, bons ou regulares, ndo sendo indicado o uso de embrides pobres e
parcialmente degenerados, pois embribes pobres demonstram prenhez inferior aos
embribes regulares ou excelente e bons (35,2 vs. 53,8 e 59,4%, respectivamente)
(CHEBEL et al., 2008).

Porém com o resultado apresentado neste estudo, a utilizagdo de cultivo é uma
alternativa para o aproveitamento destes embrifes mais fracos, pois se ele se desenvolve
em um meio pobre (holding e temperatura 36° C), ele tera capacidade de se desenvolver

no ambiente uterino que é mais propicio.

Segundo Brauner et al., (2015), o grau de qualidade dos embrides afeta a taxa de
prenhez, em estudo realizado com vacas Bos taurus, obtiveram resultados para taxa de
prenhez de 58%, 56% e 44% para embrides excelentes, bons e regulares respectivamente.
Neste estudo, observamos uma média de 50,70% de prenhez com embribes pobres
mantidos em cultivo, o que se aproxima da prenhez dos embrides regulares (CHEBEL et
al., 2008; BRAUNER et al., 2015) e é superior a prenhez dos embrides pobres (CHEBEL
et al., 2008).

Em estudo com vacas leiteiras, Ferreira (2008) avaliou a adi¢do de antioxidante ao

meio de manutencdo (holding) de embriGes bovinos produzidos in vivo sobre a taxa de
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concepcao, porém ndo obteve incremento das taxas de concep¢do comparado com
embrifes que permaneceram apenas no meio de manutencdo sem o antioxidante. 1sso
demonstra também que a manutencéo dos embrides no cultivo com ou sem aditivos ndo
altera a prenhez, entdo os embrides que se desenvolveram no cultivo, tem capacidade de

se desenvolver no Utero.

A qualidade dos embrides esta relacionada com aspectos morfoldgicos e nimero
de células viaveis, sendo que, embrido excelente/bom, regular, ou ruim, possui em torno
de 85%, 50% e 25% de células viaveis respectivamente (ROBERTSON & NELSON,
2008) (Tabela 4). Isso explica a baixa prenhez encontrada em embrides pobres em outros
estudos (CHEBEL et al., 2008), porém se selecionarmos apenas 0s embrides que se
desenvolvem no cultivo pds coleta, podemos incrementar a taxa de prenhez destes

embrides.

Tabela 4. Critérios para avaliacdo de embrides bovinos segundo os parametros de qualidade
propostos pela IETS. FONTE: IETS 1998.

Avaliacéo Principais caracteristicas morfoldgicas

Excelente ou bom Estagio de desenvolvimento corresponde ao esperado; massa
embrionaria simétrica e esférica com blastémeros individuais que
séo uniformes em tamanho, cor e densidade; forma regular, a ZP
ndo deve apresentar superficie cbncava ou plana, deve ser lisa e,
preferencialmente intacta; menos de 15% de células extrusadas.
Estagio de desenvolvimento corresponde ao esperado; forma
regular, ZP intacta ou ndo, irregularidades moderadas na forma

Regular geral da massa embrionaria ou no tamanho; pelo menos de 50%
das células compdem massa embrionaria viavel, menos de 15%
de células extrusadas.

Estagio de desenvolvimento ndo corresponde ao esperado;
o irregularidades maiores na forma geral da massa embrionaria ou
Pobre no tamanho; menos de 75% das células degeneradas; pelo menos

25% das celulas compdem massa embrionéria viavel.
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Morto ou degenerado Estagio de desenvolvimento ndo corresponde ao esperado,
embrido em degeneragdo; massa embrionaria de menos de 25%

de todo material celular presente no interior da ZP.

Mesmo isolando a prenhez de embrides pobres do grupo | (41,66%), onde foram
transferidos apenas um embrido por receptora, observamos um incremento na taxa de
prenhez comparado aos embrides pobres transferidos sem cultivo (35,2%; Chebel et al.,
2008).

J& a maior prenhez encontrada nas inovulagbes duplas do grupo Il (69,57 vs.
41,66%) neste estudo provavelmente se deve ao fato de que com a presenca de dois
embrifes se tem uma maior producdo de interferon (ITF- ) e assim uma melhor
sinalizacdo da gestacdo, jA que esse fator paracrino produzido pelo blastocisto em
expansdo atua no utero prevenindo a sintese de PGF2a pelo endométrio evitando a
lutedlise (PFEIFER & FERREIRA, 2017) e este fendmeno esta positivamente associado
com a sua maxima producéo de IFN- blogueando a lutgplise (DESTRO, 2014).

Porém uma desvantagem da transferéncia dupla de embrides para a mesma
receptora seria a possibilidade do desenvolvimento dos dois embrides, o0 que acarretaria

em risco de freemartismo, bem como distocias e problemas puerperais.

Além da qualidade embrionaria existem outros fatores que afetam a taxa de prenhez
de receptoras de embrifes, como a sincronia entre receptora e embrido e o tamanho do corpo
lateo (CL) (NETO et al.,2014). A qualidade do CL est4 diretamente relacionada a sua
capacidade de producdo de progesterona, existe correlacdo direta entre as concentracées
plasmaticas de progesterona e a sobrevivéncia embrionaria pois o ambiente materno é
indispensavel ao desenvolvimento embrionario e a progesterona é responsavel por estimular
a producdo das proteinas do leite uterino (PFEIFER & FERREIRA, 2017). Para este estudo,
todas as receptoras passavam por exame antes das transferéncias para avaliacao da presenca
e qualidade do CL.

Um fator limitante da biotécnica de transferéncia de embrides é a manutencéo de
grande nimero de receptoras por doadora, com isso, busca-se aumentar o aproveitamento
da maioria das receptoras, para diminuir os custos fixos de manutencdo de animais que

ndo sdo aproveitados (FUCK et al., 2002). Pode-se notar que, a maioria dos embrides
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colocados para cultivo se desenvolveu (55,9%) conforme demonstrado na Tabela 1, e nas
inovulacdes os resultados foram bons, com 50,70% de prenhez, como observado na tabela
2. Sendo assim o cultivo dos embrides pobres antes da TE, representa uma boa alternativa

para otimizacao das receptoras, pois se transfere apenas 0s embrides vivos.

CONCLUSAO

Conclui-se que o aproveitamento de embrides de qualidade inferior mantidos em
cultivo se mostrou uma alternativa viavel, pois obteve-se uma boa taxa de crescimento
assim como uma boa taxa de prenhez. As inovulagdes duplas também podem ser uma
alternativa viével, pois incrementam significamente na taxa de prenhez. Com isso a
utilizacdo de cultivo para embrides pobres é uma alternativa para aproveitamento dos

mesmos bem como diminui¢do dos custos com receptoras.
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