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COMPARACAO DA TAXA DE PRENHEZ CONFORME O ESTAGIO DE
DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO E
TRANSFERIDOS EM BOVINOS DE CORTE E LEITE

Suélen Laube Pacheco?; Angelo Rumpf Hoppen?; Fernanda de Souza Rosa3

Resumo: E constante o crescimento do uso das biotecnologias reprodutivas de producéo de
embrides nos rebanhos bovinos para se ter ganho genético em curto periodo de tempo. Dentre
estas biotecnicas, a PIV ganha bastante destaque, porém as taxas de prenhez na TE podem variar
de acordo com o estagio de desenvolvimento e qualidade dos embriBes, sincronia entre
embribes, doadoras e receptoras e qualidade de corpo lGteo. Por tanto objetiva-se com o
presente estudo comparar o estagio de maturacdo dos embrides de bovinos de leite e corte com
os resultados das taxas de prenhez. Foram realizadas 475 transferéncias de embriGes no periodo
de um ano (julho/2016 a julho/2017) em 4 propriedades distintas, sendo 2 de bovinos de corte
e 2 de leite. Os o6citos foram aspirados das doadoras pela técnica de pungdo ovariana guiada
por ultrassonografia em intervalos de 20 dias e, posteriormente, encaminhados para a PIV onde
era realizado a maturacao, fertilizacdo, cultivo, clivagem e envase dos embrides aos 7 dias para
serem transferidos em estagios de morula (Mo), blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl) e
blastocisto expandido (Bx). Ja as receptoras eram avaliadas pelas condi¢Ges do trato
reprodutivo e presenca de corpo ldteo, sendo posteriormente, feita a transferéncia e diagndstico
de gestacdo aos 60 dias. Dos embriBes transferidos, 251 foram de raca de corte e 224 de leite,
demonstrando taxa de prenhez de 41,4% e 34,4%, respectivamente. Observou-se diferenga na
taxa de prenhez quanto ao estagio de desenvolvimento, sendo maior para embrides no estagio
de Bx (51% nas racas de corte e 43% nas racas de leite) e menor para os estagios de Mo (34%
nos bovinos de corte) e Bi (23,5% nos bovinos de leite). A melhor taxa de prenhez de embrides
no estagio de Bx é atribuida ao adiantamento e maior atividade do embrido aos 7 dias de cultivo
em comparacdo aos demais, 0 que favorece sua sobrevivéncia pos-transferéncia. Assim,
conclui-se que os estagios de desenvolvimento dos embriBes interferem na taxa de prenhez dos

bovinos, independente da raca.
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Introducéo

O aumento da producdo da pecuéria brasileira esta relacionado com o uso das vérias
biotecnologias reprodutivas que vem sendo desenvolvidas e aprimoradas com o objetivo de
aumentar a eficiéncia reprodutiva dos animais de boa genética, aumentando assim, o numero
de descendentes em um curto periodo de tempo (HONORATO etal., 2013; SILVA et al., 2015).

Dentre varias biotecnologias reprodutivas, destaca-se a producdo de embrides in vitro
(PIV) que consiste em manipular o espermatozoide e o odcito de forma laboratorial, para a
formacdo de um novo individuo, semelhante ao que ocorre fisiologicamente na fémea
(Scanavez et al., 2013), na qual os odcitos sdo maturados e fecundados para posterior cultivo
0s zigotos e estruturas embrionarias até a transferéncia dos embrides (TE) (MELLO et al.,
2016a).

Além de produzir embrides viaveis de alto valor genético em um curto periodo de
tempo, a PIV também é uma boa alternativa as fémeas que ndo estdo mais aptas a produzirem
descendentes convencionalmente. Pode ser usada como doadoras de odcitos fémeas que tenham
a partir de 6 meses de idade, gestantes até o terceiro més ou no periodo pos-parto (MELLO et
al., 2016b).

O sucesso da técnica de TE produzidos in vitro ainda é um dos grandes empecilhos,
visto que sua eficiéncia ainda é relativamente baixa. Dos odcitos coletados de bovinos, apenas
35-40% que passam pelos estagios de MIV, FIV e CIV, chegam ao estagio de blastocisto e
destes, somente 40% chegam ao término do processo para a realizacdo da TE as receptoras
(GOTTARDI & MINGOTI, 2009; PEREIRA et al., 2010).

O estagio de desenvolvimento e qualidade dos embrifes, sincronia entre embrides,
doadoras e receptoras e qualidade de corpo lGteo sdo aspectos importantes dentro de um
programa de TE, influenciando diretamente a taxa de prenhez (VELOSO NETO et al., 2014).

A mortalidade dos embrides & proveniente de varios possiveis motivos, entre eles, 0s
fatores intrinsecos dentro do embrido, falha de comunicacao entre o embrido e a mée, falha da
mée ao responder os sinais do embrido ou quando se tem um ambiente uterino inadequado
(SARTORI & DODE, 2008).
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S8o varios o0s estudos que comparam a taxa de prenhez com o estdgio de
desenvolvimento de embrifes bovinos, sendo analisado diversos fatores que possam
desencadear os resultados. O principal fator apontado foi o estidgio de desenvolvimento
embrionario, sendo que embrides que estdo em estagios de desenvolvimento mais avancados
resultam em maior taxa de gestacdo, tanto em vacas de leite quanto de corte (FERRAZ et al.,
2016; VELOSO NETO et al., 2014; SCANAVEZ et al., 2013).

Objetiva-se com o presente estudo comparar as taxas de prenhez das receptoras de
diferentes racas bovinas leiteiras e de corte, conforme o estagio de desenvolvimento do embrido

produzido in vitro e transferido, discutindo possiveis causas para tais resultados.

Materiais e Métodos

Foram transferidos, durante o periodo de um ano — julho/2016 a julho/2017 — 475
embrides bovinos a fresco sendo divididos em 4 propriedades de criacao de bovinos tanto com
finalidade de producéo de leite, quanto de corte, situadas em diferentes regides do estado de
Santa Catarina. Na propriedade 1 (P1) foram transferidos 99 embrides, sendo eles das racas
Devon e Hereford. Na propriedade 2 (P2) foram transferidos 151 embrides das ragas Charolés
e Limousin. As propriedades 3 e 4 (P3 e P4) contam com as racas Holandés e Jersey, sendo

transferidos, respectivamente, 72 e 153 embrides.
Producdo dos embrides:

Os odcitos das doadoras foram coletados atraves da técnica de aspiracdo intravaginal
folicular guiada pelo ultrassom, com intervalo médio de 20 dias. O aspirado era conforme a
disponibilidade presente em ambos os ovarios, contendo ou ndo a presenca do corpo liteo, ndo

sendo realizado protocolo de superovulacdo nas doadoras.

Os odcitos coletados foram classificados quanto a qualidade em graus 1, 2 e 3
(LEIBFRIED & FIRST, 1979), e armazenados em uma incubadora convencional para serem
levados ao laboratério e realizada a maturacdo in vitro (MIV) a 38,5°C em atmosfera
umidificada de 5% de CO, em ar, durante 24h (22-26h).

Apos era feita a fertilizagdo in vitro (FIV) com meios fornecidos e procedimentos
orientados pela Cenatte® e utilizados sémens tanto convencionais quanto sexados,

descongelados em temperatura de 37°C e 39°C, respectivamente.
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O cultivo (CIV) dos embrides era feito 18 — 24h apo6s a FIV. No 4 dia da producao in
vitro era realizada a clivagem. No dia 7 era realizada o envase dos embrides viaveis para

posteriormente serem transferidos.

O envase era feito em média 5 horas antes de ocorrer a transferéncia dos embrides em
palhetas esterilizadas de 0,25ml e apds, armazenadas em estufa a 38,5°C para o transporte. Os
embrides envasados eram classificados conforme a qualidade em graus 1, 2 e 3, podendo estar
em diferentes fases de maturagdo, sendo elas: morula (Mo), blastocisto inicial (Bi), blastocisto
(BI) e blastocisto expandido (Bx).

Preparacdo das receptoras:

As receptoras eram sincronizadas com protocolos de transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF). O protocolo nas vacas de leite era realizado atraves da implantagao, no dia
0, de um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®), associado a aplicacdo de 2mg de
benzoato de estradiol (Fertilcare®) por via intramuscular (IM). No dia 5 do protocolo realizava-
se a aplicacdo, por via IM, de 0,00053mg de cloprostenol sddico (Ciosin®). Ao 8° dia se
realizava a retirada do dispositivo intravaginal junto com a administracdo IM de Ciosin®
associada a 400 Ul de horménio goadotrofico sérico equino (Folligon®). No dia 9 era realizado
1 mg de Fertilcare® e, por fim, ao 17° dia realizava-se a transferéncia dos embrifes. Nas vacas
de corte, é descartado a administracdo de Ciosin® no 5° dia a fim de evitar o estresse
exacerbado dos animais (Figura 1).

Retirada
do CIDR®
CIDR® + 2 mg 0,00053mg + 400Ul lmg Transferéncia
Fertilcare® Ciosin® Foligon® Fertilcare® dos embrides
DO D5 D8 D9 D17

Figura 1 - Protocolo de sincronizacgdo de vacas de leite e corte para transferéncia de embrides.
Em destaque, no D5, o procedimento é realizado apenas em vacas de leite.

Antes de ser transferidos os embrides, eram avaliadas individualmente cada receptora
para observar se havia ou ndo a presenca de corpo lateo (CL), bem como o grau de qualidade e
em qual ovario se localizava. Assim, receptoras que nao apresentavam CL ou que

apresentavam, mas de baixa qualidade, eram descartadas para a transferéncia.
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Primeiramente, realizava-se anestesia epidural entre a vértebra sacral e a primeira
vertebra caudal com 5mL (4mL em novilhas e Jersey) de cloridrato de lidocaina 2g + epinefrina
0,002g (Anestésico L Pearson®). Apos, era feita a lavagem da regido anal e vulvar da receptora
com agua e alcool-iodado e secado com papel-toalha. Com a mao intraretal como guia, era
inserido o inovulador contendo a palheta por via vaginal, depositando o embrido na ponta do
corno ipslateral em que se apresentava o CL, avaliando o grau de inovulagédo em 1, quando a
transferéncia ocorreu de forma correta e sem dificuldades e grau 2, quando obteve dificuldade

na transferéncia e a ponta do inovulador apresentava indicios de sangue.

A avaliacdo da prenhez era feita 21 dias apds a transferéncias dos embrides nas
receptoras e se fossem confirmadas como prenhes, a sexagem do feto era feita com 60 dias de

gestacéo.

Resultados e Discussao

Dos 475 embrides transferidos, 251 foram nas racas de corte e 224 nas racas de leite,
resultando em taxas de prenhez de 41,4% e 34,4%, respectivamente. Sendo que foi observada
maior taxa de prenhez para os embrides Bx transferidos do que para os outros estagios de

desenvolvimento, tanto no gado de corte, como no de leite (tabelas 01 e 02).

TABELA 01 — Numero de transferéncias e taxa de prenhez aos 60 dias de embribes
produzidos in vitro e transferidos no D7 em bovinos das racas de corte

Charoles, Devon, Limousin e Hereford, referente as propriedades P1 e P2.

Estagio de maturacéo dos embrides NUmero de Taxa de Prenhez
transferéncias (%)

Mo 44 34

Bi 86 39,5

BI 76 42

Bx 45 51

Total 251 41,4
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TABELA 02 — Numero de transferéncias e taxa de prenhez aos 60 dias de embribes
produzidos in vitro e transferidos no D7 em bovinos das ragas de leite
Holandés e Jersey, referente as propriedades P3 e P4.

Estagio de maturacao dos embrides NUmero de Taxa de Prenhez
transferéncias (%)

Mo 43 27

Bi 51 23,5

BI 88 40

Bx 42 43

Total 224 34,4

A taxa de prenhez total obtida nos dois levantamentos (41,4% nas racas de corte e
34,4% nas racas de leite) esta dentro da média geral, onde os valores variam de 30 a 55% para
ambas as ragas (SARTORI & DODE, 2008).

Conforme pode ser observado tanto na TE em gado de leite, como de corte, 0s
embrides que demonstraram a maior taxa de prenhez foram os Bx, quando comparado com 0s
demais estagios de desenvolvimento. Nas racas de corte, dos 45 embrides transferidos em
estagio Bx, foi diagnosticado 51% de prenhez, o que foi superior ao encontrado nas ragas de
leite, onde de 42 embrides transferidos obteve-se uma taxa de prenhez de 43%, tendo uma
diferenca de 8%.

A relacdo entre a maior taxa de prenhez e o estagio avancado dos embriGes também
foi relatada por diversos estudos, como Lacerda et al. (2016) e Silva (2010), onde a taxa de
prenhez aos 60 dias dos embrides transferidos em estagios de Bx foram de 40,2% e 44%,
respectivamente. Em embrides no estagio Bl, nos mesmos estudos, a taxa de gestacdo se
mostrou inferior ao Bx, sendo, respectivamente, 29,32% e 32,7%.

Ainda, no estudo realizado por Veloso Neto et al. (2014), quando analisaram a taxa de
prenhez dos embrides em estagios de desenvolvimento (Bl e Bx) observaram um resultado de
57,14%, sendo superior ao encontrado nos estagios iniciais (Mo e Bi), com apenas 25% de

prenhez.
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O estagio avancado dos embrides que sao produzidos in vitro € indicativo de qualidade
(FARIN et al., 2004). Como no presente estudo todos os embrides sdo transferidos com 7 dias
de desenvolvimento, os embrides que apresentam estdgios mais avangados (Bl e BX)
demonstram uma melhor taxa de prenhez devido a sua maior atividade em relacdo aos outros,
apresentando qualidade superior e, explicando uma possivel causa de os resultados serem

maiores.

Entretanto, conforme Jainudeen et al. (2004), quando os embrides se apresentam em
estagio de desenvolvimento muito precoces ou muito avangados, como no caso das Mo e dos
blastocistos eclodidos (Be), as taxas de prenhez sdo afetadas negativamente. Isso se confirma
no estudo realizado por Scanavez et al. (2013), onde a taxa de prenhez de embribes Be foi de
47,1%, enquanto que dos Bx foi de 59,3%, sugerindo que as melhores fases de transferéncia
em relagdo a taxa de prenhez sdo os embrifes Bl e Bx. Essa afirmativa se confirma nesse estudo,
onde as melhores taxas de prenhez em ambas as ragas foram provenientes de embrides nos

estagios de Bl e Bx.

O estagio de Mo foi o que apresentou menor taxa de prenhez das racas de corte, com
34% casos confirmados. Ja nas racas de leite a menor taxa foi verificada em embrides de estagio
Bi, tendo 23,5%. A diferenca entre embrides Mo e Bi no gado de corte foi de 5,5% (tabela 01)
e no de leite foi de 3,5% (tabela 02), ndo tendo uma grande diferenca e indicando que os estagios

de Mo e Bi sdo os que apresentam taxa de prenhez inferior aos demais.

Os baixos indices de gestacdo nos embriGes em estagio de Mo e Bi também foram
citados por Looney et al. (2006), onde afirma que além de embrides precoces, a qualidade dos
embrides também influéncia nas taxas de prenhes, sendo que, quanto maior a qualidade, maior

os resultados esperados.

Embrides que sdo produzidos in vitro apresentam algumas modificacdes que afetam
na sua qualidade e chance de sobrevivéncia, ocasionando baixas taxas de gestacdes. Conforme
Farin et al. (2004), ocorre a presenca maior de quantidade de lipideos intracelulares, massa
celular interna compactada de forma incompleta e alteragfes na densidade mitocondrial. Como
0s embrides em estagio de Mo e Bi estdo em desenvolvimento atrasado, quando comparado
com os demais aos 7 dias, pressupde-se que a qualidade dos mesmos também sofre influéncia
negativa, tendo maiores dificuldades em sobreviver e sinalizar a gestacdo para a receptora

bovina.
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Em estudo realizado por Hasler (1998), quando comparou a idade dos embrides, o
estagio de desenvolvimento e a taxa de gestagdo, obteve como resultado de que embriGes grau
I, de dias 7, 8 e 9 de cultivo, resultaram em uma taxa de prenhez de, respectivamente, 56%,
48% e 41%. Ainda, em relacdo ao estagio de desenvolvimento, notou-se que embrides Bl e Bx
apresentaram maior taxa de prenhez no D7 (56% e 63%, respectivamente), enquanto que no D8

(49% e 47%, respectivamente).

Assim como observado em outros estudos (JAINUDEEN et al., 2004; SCANAVEZ et
al., 2013), embrides que se desenvolvem mais rapido, ou seja, atingem o estagio de Bx aos 7
dias, demonstram maior viabilidade na transferéncia, podendo ser um indicativo de qualidade.
Podendo ser visto no estudo realizado por Scanavez et al. (2013), onde os embrides de dia 7
apresentaram taxa de 59,2%, enquanto que os de dia 8 apresentaram de 45,6% aos 28 dias de
gestacdo. Em relagéo a taxa de perda de gestagéo aos 55 dias, 0s embrides com 7 dias obtiveram
8,6% de perda, enquanto que os de 8 dias tiveram 21% de perda.

Considerac0es Finais

Por tanto, os estagios de desenvolvimentos dos embrides bovinos, tanto leiteiros, como
de corte, interferem nos resultados das taxas de prenhez. Sendo que, os embrides que chegam
ao estagio de Bx aos 7 dias de cultivo apresentam melhores taxas de prenhez, o que esta
relacionado com um melhor desenvolvimento in vitro e posterior a transferéncia nas receptoras.
Ainda, os embribes em estagios recentes (Mo e Bi) proporcionam uma taxa de prenhez inferior

a média geral citada em outros estudos.
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