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RESUMO

As técnicas de aspiracao folicular (OPU) e fecundacgé&o in vitro (FIV) vém
surgindo como uma alternativa importante para a producao de embrides bovinos.
Estas técnicas aplicam-se tanto para vacas com problemas reprodutivos
adquiridos, como para melhorar a performance de vacas saudaveis, gestantes,
novilhas e animais de idade avancada. Vérios trabalhos relatam fatores que
interferem no processo de OPU-FIV. O presente trabalho tem como objetivo
identificar alguns dos fatores que interferem na produgéo, como a influéncia da
raca e da sazonalidade na recuperacdo de odcitos, producdo de embrides e taxa
de gestacdo; a influéncia do estadio de desenvolvimento embriondrio e da

sincronizagdo da receptora no momento da transferéncia e, posteriormente, a



interacdo entre o estadio embrionario e a sincronizacdo da receptora. Foram
avaliadas 1.841 aspiracdes foliculares em 566 doadoras das racas Nelore,
Brahman, Gir, Guzerd, Blond D’Aquitaine, Limousin, Holandesa e Pardo suico em
29 propriedades . A idade das doadoras variou entre 12 e 240 meses. De um total
de 19.659 odcitos viaveis, foram produzidos 7.116 embrides (36,20%), dos quais
foram transferidos 3.572 embrides originando 1.147 gestacdes (32,11%). As
racas Nelore e Blond D'Aquitaine apresentaram maior producdo de odcitos
(15,52+3,15 e 14,85+2,40 respectivamente). A maior producdo de embrides por
sessdo de OPU foi das ragas Brahman, Blond D'Aquitaine e Nelore (5,54+2,36;
4,43+1,92; 4,04+2,47, respectivamente). No inverno a producdo de odcitos foi
superior ao outono (15,22+3,62 e 13,36+3,48, respectivamente), no entanto a
producdo de embrides foi melhor no verdo e outono (4,35+2,38 e 4,14+2,49,
respectivamente) e pior no inverno e na primavera (3,46+2,31 e 3,83+2,54,
respectivamente). A mesma relacao foi observada na taxa de gestacdo para o
verao, outono, inverno e primavera (36,26% +0,80; 35,16% +0,80; 27,18% +0,85 e
29,21% +0,84, respectivamente). Quanto a sincronizacdo das receptoras, foi
observada melhor taxa de gestacéo para a transferéncia dos embrides nos dias 7,
8 e 9 apobs o cio (38,01% +0,79; 38,01% =+0,79; 38,78% +0,79). Considerando
apenas o estaddio embrionario, isoladamente, verificou-se que quanto mais
desenvolvido o embrido, melhor foi a taxa de gestacdo, onde blastocistos em
eclosdo, blastocistos expandidos, blastocistos propriamente ditos, blastocistos
iniciais e morulas apresentaram taxa de gestacdo de 43,90% +0,77; 39,42%

+0,86; 32,01% +0,82; 25,59% +0,86 e 17,31% +0,76, respectivamente.



Considerando os fatores observados no presente trabalho, pode-se
concluir que o incremento da producdo mediante as técnicas de OPU-FIV
depende de vérios fatores além da resposta individual da doadora. Podemos citar
a influéncia da sazonalidade na producao in vitro de embrides e, principalmente a

cinética do desenvolvimento embriondrio associada a sincronizacéo da receptora.
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1. INTRODUCAO

Devido a atual necessidade de incremento na produtividade pecudria,
vérias biotécnicas vém sendo desenvolvidas, principalmente na espécie bovina.
Inicialmente, a inseminacdo artificial (IA) teve um importante papel na
disseminacdo do material genético do macho e, posteriormente, técnicas como o
controle do ciclo estral, a superovulagcdo (SOV) e a transferéncia de embrides
(TE) proporcionaram um aumento na possibilidade da multiplicagdo do material
genético oriundo da fémea. Estas técnicas, sendo difundidas em vérios paises,
contribuiram decisivamente para melhorar a qualidade e quantidade do produto
final, quer seja carne ou leite. Em um segundo momento, a ultra-sonografia
somou-se as técnicas existentes como importante recurso para a monitoracao da

atividade ovariana. Recentemente, a producdo de embrides in vitro (PIV), com
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oocitos de animais abatidos, constituiu novo marco na pesquisa da reproducao
em bovinos.

Finalmente a possibilidade de obtencdo de odcitos de animais vivos,
mediante a aspiracdo folicular guiada por ultra-som (OPU), viabilizou o intenso
aproveitamento do material genético de fémeas superiores, além de proporcionar
prole de fémeas de alto valor genético oriunda de animais com problemas
reprodutivos adquiridos, novilhas pré puberes, vacas gestantes e senis. I1sso sem
contar a grande pressdo de selecdo que é possivel fazer, com o aumento da
velocidade de multiplicacdo dos animais de alto valor genético e da utilizacdo de
novilhas para a OPU-FIV.

Deste modo, o presente trabalho busca uma melhor compreensédo de
alguns fatores que afetam os indices de aproveitamento neste regime de

producao.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia ovariana

No terco médio da gestacdo, o ovario do feto bovino ja esta repleto de
ooglnias e estas estdo contidas em foliculos primordiais (pré antrais, com uma
Gnica camada de células da granulosa). No ultimo trimestre da gestacédo ocorrem
os estadios iniciais do crescimento folicular (ERICKSON, 1966 ; MARION et al.,
1968). Ao nascimento existem cerca de 0,5 milhdo de foliculos nos ovarios
bovinos e estes, gradualmente deixam seu estado de dorméncia e iniciam o
desenvolvimento para foliculos antrais. Uma vez que se inicia o desenvolvimento
ird ocorrer, ou a ovulacdo, ou a atresia. Praticamente todos os foliculos dos

ovarios das fémeas sofrem atresia. Isto pode ser demonstrado se for calculado
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que, um animal ciclando normalmente num periodo de 15 anos vai ovular menos
de 300 odcitos (ovulando a cada 21 dias ou 17,4 vezes ao ano, em 15 anos = 260
ovulacfes) dentre os 0,5 milhdo existente ao nascimento (ERICKSON, 1966).
Isto, sem considerar que, 0s animais chegam a passar metade de suas vidas
gestantes. Fica claro portanto, que menos de 0,1% dos foliculos chegam a ovular.

Aparentemente, sdo necessarios 60 dias para que um foliculo primordial
ativado atinja o tamanho ovulatério (LUSSIER et al., 1987). Neste periodo,
seguindo um padrdo de ondas foliculares (WILTBANK et al., 1996), ocorrem
varias fases de crescimento e atresia folicular com subseqiiente maturacdo ou

degeneracéao oocitéaria.

2.2. AplicacBes da técnica de aspiracéao folicular

2.2.1. Producéo de maior nimero de embries

Uma vez que pela monta natural ou inseminacdo artificial (I1A), pode-se
obter apenas um produto por vaca ao ano, novas biotécnicas foram desenvolvidas
para acelerar o processo de melhoramento genético. Assim, com o advento da
superovulacao e posterior transferéncia de embrides (SOV-TE), foi possivel obter-
se em media a producdo de 25 embribes ao ano, totalizando cerca de 100
embrides na vida reprodutiva de uma vaca (SAUMANDE et al., 1984).

WATANABE et al. (1998a) obtiveram producao entre 0,6 e 3,5 embrides
por sessao de OPU, com média de 1,5 embrido por semana. Ja KRUIP et al.

(1994), estudando a eficacia da puncéo folicular transvaginal guiada por ultra-som
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(OPU) em vacas leiteiras e de corte, obtiveram média de 8,0 odcitos por sessao
de OPU, sendo que 16% desenvolveram em embrides transferiveis apés
maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro (MIV; FIV; CIV, respectivamente).
NIBART et al. (1995) obtiveram taxa de gestacdo de 40 a 50% ao transferirem
embrides obtidos por aspiracdo folicular seguida de fecundacé&o in vitro (OPU-
FIV). Baseado no numero médio de odcitos colhidos por sesséo, foi possivel
transferir 2 embrides/semanal/vaca, resultando, em média, 1 prenhez/semana.
DAYAN et al. (2000a) relataram que em 937 OPU, em 321, animais obtiveram
média de 4,2 embrides por vaca, por sessdo de OPU. Com taxa média de
gestacao de 35,4%, obtiveram 1,48 gestacBes por procedimento. Uma vez que 0s
procedimentos podem ser repetidos semanalmente (FERRAZ et al., 2000), fica

claro que a velocidade de multiplicacdo da prole das doadoras € muito acelerado.

2.2.2. Menor intervalo entre geracdes

O intervalo entre geracdes € um dos elementos chave em qualquer
abordagem sobre melhoramento genético animal (BETTERIDGE et al., 1989). O
desenvolvimento de foliculos antrais em bezerras desde 2 semanas de idade, o
conhecimento das ondas foliculares e a habilidade de superestimular o
desenvolvimento folicular nesta categoria de animais, oferece a possibilidade de
se utilizar animais pré puberes para a recuperacdo de odcitos (ADAMS et al.,
1994). Tais odcitos tém a mesma competéncia para producao in vitro de embrides

(PIV) quando comparados aos obtidos de animais adultos (ARMSTRONG et al.,
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1994), porém o numero de odcitos recuperados em bezerras tende a ser 20%
menor (NIBART et al., 1995).

BROGLIATTI & ADAMS (1996), utilizando-se de aspiracao folicular guiada
por ultra-som, obtiveram éxito na recuperacéo de odcitos de bezerras a partir de 6
semanas de idade. Desta forma, o intervalo entre geracdes fica obviamente
diminuido, permitindo uma avaliacdo precoce do potencial genético destes
animais. KATSKA et al. (1984) obtiveram resultados semelhantes entre novilhas
(18-24 meses) e vacas (9 a 17 anos).

Para exemplificar o ganho genético, podemos avaliar que o0 método de
MOET proporciona um ganho genético para eficiéncia de crescimento (Growth-
efficience) em gado de corte entre 1,4 a 2,6%. A utilizacdo da aspiracdo em
novilhas pré puberes pode elevar este indice para até 22% (BROGLIATTI &

ADAMS, 1996).

2.2.3. Melhor aproveitamento dos animais

Conforme citado no item anterior, as doadoras de odcitos podem ser
utilizadas muito precocemente, deste modo, o inicio de sua vida reprodutiva é
muito antecipado. Da mesma forma, estudos realizados com vacas senis
(BROGLIATTI & ADAMS, 1996) e vacas prenhes até o 3° més de gestacao
(KRUIP et al.,, 1994 ; NIBART et al.,, 1995), permitem a producdo de embrides
pela aspiragédo folicular guiada por ultra-som (OPU-FIV). KATSKA et al. (1984)

observaram que, quanto maior a idade do animal menor a atividade ovariana,
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apresentando menor numero de foliculos a serem aspirados. Assim sendo, as
vacas podem produzir descendentes, praticamente desde o seu nascimento até
sua senilidade. SAUVE (1998) descreveram a utiliza¢&o do processo de OPU-FIV
em bezerras a partir de oito meses, bem como em vacas até o sexto més de
gestacdo. DAYAN et al (1997) também obtiveram gestacdes de bezerras entre 12
e 14 meses de idade, porém com indices menores do que de vacas adultas.
THONON et al. (1993) e GUYADER-JOLY et al. (2000) observaram gue ovarios
de vacas ciclando, e com corpo lateo, apresentaram melhores resultados do que

vacas gestantes, independente do parametro avaliado.

2.2.4. Produtos obtidos de vacas que ndo respondem a

superovulacao

Uma vez que a OPU-FIV nado requer tratamento hormonal para o seu
sucesso, pode-se aproveitar de forma muito mais eficiente animais que né&o
respondem a superovulacao, seja por anomalias adquiridas (auséncia de resposta
ao hormdnio) ou por serem refratarias a superovulacdo. Assim sendo, vacas que
possuem grande potencial genético podem ser doadoras de odcitos, nao
importando mais sua resposta ao hormonio (KRUIP et al., 1994). SAUVE (1998)
observa que vacas com baixa resposta a SOV respondem completamente
diferente das outras, porém ndo descreve tal variacdo. No presente trabalho foi
observado que vacas de baixa resposta na superovulacdo, também foram as que

produziram menor numero de oécitos na OPU.
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2.2.5. Produtos obtidos de animais com problemas reprodutivos

Muitos sdo os casos de alteracdo da fertilidade por problemas adquiridos.
Sao frequentes os casos de cistos, aderéncias de ovario e Utero, metrites
cronicas, infec¢des tubarias e outras patologias (LOONEY et al., 1994). A OPU-
FIV permite a produgéo de progénie de animais com tais enfermidades (KRUIP et
al., 1994), uma vez que ela ndo necessita do restante do aparelho reprodutivo,
bastando o ovério possuir foliculos de tamanho suficiente para a aspiragéo.

Animais com diferentes graus de salpingite e animais com dificuldade de
gestar foram utilizados por PEIXER et al. (1998), em um programa de OPU,
obtendo 32 embrides e 12 gestacdes, porém animais com salpingite grave
associada a aderéncias nao produziram nenhuma gestacédo. IGUMA et al. (2000)
sugerem que o6citos morfologicamente normais podem produzir embrides,
mesmo em vacas com cistos cronicos. SENEDA et al. (2000) relatam a producéao

de embrides de uma vaca com obstrug&o uterina.

2.2.6. Utilizagao de animais mortos

Séo frequentes 0s casos de pecuaristas que desejam obter mais crias de
uma vaca acidentada, enferma ou morta. A remoc¢ao dos ovarios destes animais
pode resultar na recuperacéo de o0citos viaveis e posterior producao de progénie.
Assim sendo, um animal recém morto ou ante-mortem ainda pode produzir
descendentes. VINCENT & JOHNSON (1992) destacam que a temperatura € um

aspecto muito importante, visto que os o06citos sdo extremamente sensiveis ao
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choque térmico. Os autores observaram que a exposicdo dos odcitos a
temperatura de 25°C por apenas 10 minutos pode causar alteracfes severas no
seu citoesqueleto induzindo a formacédo de asters corticais e outras disfuncdes

ooplasmicas.

2.3. Fatores que interferem na producéo

A aspiracgéo folicular é uma técnica muito recente, uma vez que o nascimento

do primeiro bezerro produzido por fecundacao in vitro se deu em 1981 (BRACKET et al.,
1982) e o primeiro bezerro nascido por OPU - FIV se deu em 1988 (PIETERSE et al.,

1988). Assim sendo, a OPU-FIV apresenta resultados muito variaveis quanto ao
namero de foliculos aspirados, ao numero de odécitos recuperados, a producéo de
blastocistos e a taxa de gestacao. A seguir, serao expostas algumas causas das

variagdes nos resultados obtidos por diferentes autores.

2.3.1. Doadoras

A variabilidade entre doadoras de o0citos é muito grande, sendo que 0s
animais respondem diferentemente a aspiracdo folicular (NIBART et al., 1995).
Entretanto, o nimero de odcitos recuperados de um mesmo animal ndo varia
entre as coletas. KRUIP et al. (1994), observaram que existe um recrutamento
constante de novos foliculos quando os presentes sdo aspirados, porém verificou

uma variacao individual na velocidade deste recrutamento. WATANABE et al.
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(1998a) demonstraram que diferentes doadoras apresentam resultados variaveis
tanto na producédo de odcitos e na qualidade dos mesmos, como na clivagem e no
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto. DAYAN et al. (2000a)
apresentaram grande variacdo na producdo de odcitos e de embrides em 20
vacas. Neste estudo a producdo de blastocistos variou entre 14 e 54%. Em um
mesmo animal, podem ocorrer variacdes na producdo de odcitos totais, viaveis e
producdo de blastocistos. Fatores como a presenca de corpos luteos podem
interferir no resultado, como demonstrou DAYAN et al. (1999), onde vacas sem

corpo lateo apresentaram maior niamero de odcitos em 184 procedimentos.

2.3.2. Racas

O numero médio de odcitos coletados € pouco diferente entre as doadoras
do tipo leiteiro ou de corte. Entretanto, LOONEY et al. (1994) acharam resultados
um pouco superiores em vacas de corte. DE ARMAS et al. (1994) observaram
gue vacas holandesas produziram média de 6,8 odcitos por OPU, enquanto vacas
zebuinas produziram 5,1. Observaram também que a producdo de embrides foi
superior nas holandesas (27,5% e 22,4%, respectivamente). Os animais cruzados
entre as duas racas apresentaram 5,8 oocitos por OPU e 54,1% de producéo de
embrides. DOMINGUEZ (1995) constataram que vacas de origem européia
apresentaram maior quantidade de foliculos grandes (=10mm) e que, quanto
maior o foliculo, pior a qualidade dos odcitos obtidos. DAYAN et al. (2000b), por
outro lado, trabalhando com 3.563 odcitos viaveis de diferentes racas, oriundos de

372 procedimentos de OPU, obtiveram resultados semelhantes entre as ragas
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estudadas, quanto ao numero médio de odcitos viaveis, blastocistos e taxa de
gestacao para racas taurinas (9,1; 2,8 e 34%, respectivamente) e racas zebuinas

(9,7; 2,8 e 32%, respectivamente).

2.3.3. Touros

A utilizacdo de sémen congelado de diferentes touros demonstrou que este
possui importante papel no resultado final do processo de OPU-FIV. Assim sendo,
a fertilidade dos touros € variavel tanto a campo, como na producéo in vitro de
embrides (WATANABE et al.,1995). Em 1992, MARQUANT-LE GUIENNE et al., também
observaram uma alta correlacéo entre a producédo de blastocistos e a fertilidade a campo
de diferentes touros.

KRUIP et al. (1994) relataram que uma vaca de 12 anos acasalada com 8
touros diferentes, obteve embrides apenas de 4 destes, com producdo de
embrides entre 9 e 19%. WATANABE et al. (1998b) obtiveram variagdes entre 38
e 91% na clivagem e entre 16 e 50% na producdo de embrides, utilizando 12
reprodutores da raca Nelore. DAYAN et al. (2000a) verificaram que além da
variacdo do touro, também existe um efeito resultante da interacdo entre o touro e
a vaca, onde um mesmo touro apresentou varia¢cées na producdo de embrides e
de gestacbes, quando acasalado com diferentes vacas. SAUVE (1998) sugere a
execucado de um teste para avaliar cada partida de sémen dos diferentes touros
utilizados, uma vez que os resultados apresentam grande variagdo tanto entre

animais, como entre partidas.
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2.3.4. Frequéncia de aspiracao

A taxa de recuperacdo de odcitos imaturos aumenta se a coleta for
repetida no mesmo animal por um periodo de varios meses (KRUIP et al., 1994).
A aspiracao repetida 2 vezes por semana, quando comparada a uma vez por
semana, produz um aumento consideravel no nimero de foliculos visiveis (16,2 e
7,0, respectivamente) e de odcitos recuperados (12,2 e 5,2, respectivamente)
(REICHEMBACH et al., 1994). GIBBONS et al. (1994) também obtiveram maior
namero de embrides transferiveis em aspiracdes realizadas 2 vezes por semana.
FERRAZ et al. (2000) relataram que o primeiro procedimento de OPU apresenta
melhores resultados, igualando-se apenas a intervalos superiores a 60 dias,
porém, a OPU semanal ou quinzenal mantém médias entre 7 e 9 odcitos de boa
qualidade, por procedimento.

HASLER et al. (1995) demonstraram que o numero de odcitos produzidos

caiu consideravelmente apds 50 sessfes de aspiracdo em um mesmo animal.
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2.3.5. Equipamento utilizado para OPU

NIBART et al. (1995) apresentaram uma revisdo demonstrando que,
qualquer que seja o sistema de visualizacdo e de puncéao folicular utilizado, os
resultados em termos de odcitos coletados sdo semelhantes.

HILL et al. (1995) realizaram aspiracao folicular sem o auxilio de ultra-som,
utiizando-se apenas da palpacdo retal e obtiveram média de 6,2 odcitos
recuperados por doadora.

BROGLIATTI & ADAMS (1996) destacaram a importancia de aspectos
como espessura da agulha, fio de corte do bisel, forma do bisel e pressao de
vacuo, que podem alterar a eficiéncia de recuperacdo. O aumento da pressao de
aspiracdo em humanos demonstrou uma maior taxa de recuperagao, porém uma
diminui¢&o na qualidade dos odcitos, além de aumentar o niumero de o6citos sem
cumullus oophorus. Convém citar que a presenca de células do cumullus séo
importantes para aumentar a taxa de desenvolvimento de odcitos maturados e
fecundados in vitro (KONISHI et al., 1996).

BOLS et al. 1995 obtiveram maior taxa de recuperagdo por foliculo
aspirado usando agulhas descartaveis, sendo que as mais espessas
proporcionaram maior recuperacdo. Outro estudo (BOLS et al. 1996) demonstrou
que a pressdo é muito importante na qualidade dos odcitos. Houve um maior
namero de odcitos recuperados com o aumento da pressdo de vacuo, porém

diminuiu a quantidade de células do cumullus, independente do calibre da agulha.
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Agulhas mais finas apresentaram melhor qualidade do complexo cumullus

oophorus (COC) com células mais compactas.

2.3.6. Variacdes entre operadores

O operador pode determinar grandes variagcbes no numero de foliculos
aspirados, bem como no numero de odcitos recuperados. Esta variacdo ocorre
entre operadores, da mesma forma como, entre sessfées com o mesmo operador
(NIBART et al.,, 1995). LANSBERGEN et al. (1995) descrevem que houve
variacoes significativas entre veterinarios na taxa de recuperacdo. Sua equipe era
formada por 5 veterinarios operando em duas estacdes experimentais. Com
sucessivas trocas das equipes foi comprovada que a maior variagdo ocorre
devido a doadora e, 0 segundo fator mais importante é o operador. AZAMBUJA et
al. (1997) observaram que, apés 90 dias de treinamento, um técnico inexperiente

obteve 91,1% de melhora na recuperacéo de odcitos.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho consistem na avaliagdo dos diversos

fatores que podem estar envolvidos na rotina da produgéo in vitro de embrides.
Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar a influéncia da raca das doadoras quanto a quantidade e qualidade dos
odcitos, assim como a producdo de embriées por OPU-FIV;

b) Avaliar a influéncia da sazonalidade na recuperacdo de odcitos e a capacidade
de produzir embrides viaveis para transferéncia;

c) Verificar a influéncia da sincronizagcdo da receptora no momento da
transferéncia embrionaria;

d) Avaliar a influéncia do estadio de desenvolvimento no momento da
transferéncia;

e) Avaliar a interagdo entre o estadio de desenvolvimento embrionario e a

sincronizagao das receptoras.



25

4. MATERIAL E METODO

O processo de aspiracao folicular foi realizado em propriedades de
pecuaristas de gado de elite, interessados em incrementar sua producao de vacas
de importante valor genético. A producédo in vitro dos embrides contou com duas
equipes de trabalho, sendo uma a campo e outra no laboratério. O trabalho a
campo foi realizado pelo veterinario que procedeu a OPU, contando sempre com
a ajuda de um técnico que fazia a filtragem, a selecao, classificacdo e lavagem
dos odcitos nas fazendas. O transporte rodoviario foi efetuado em distancias
variando entre 40 e 500 km do laboratério e o aéreo para distancias superiores. O
processo de maturacdo, fecundacédo e cultivo dos embrides foi efetuado pela

equipe do laboratério da Vitrogen®, na cidade de Cravinhos-SP.
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Foram avaliadas 1.841 aspiragOes foliculares em 566 vacas doadoras, de 8

racas em 29 propriedades, nos estados de SP, PR e MG. A idade dos animais

variou entre 12 e 240 meses, gestantes ou néo, sob diferentes formas de manejo

e sem nenhum tipo de tratamento hormonal. Nao foi considerada a fertilidade dos

animais, nem tado pouco a ciclicidade dos mesmos. O quadro 01 apresenta a

distribuicdo dos animais por raca, fazendas e numero de procedimentos

realizados.

Quadro 01: Distribuicdo dos animais por raca, por fazenda e numero de

procedimentos realizados por raca

Raca Animais Fazendas Procedimentos
Blond D'Aquitaine 17 3 40
Brahman 10 1 110

Gir 8 2 19
Guzera 19 1 57
Holandesa 10 1 39
Limousin 45 7 127
Nelore 448 24 1.393
Pardo Suico Corte 9 2 56

Total 566 29 1.841

4.2. Aspiracéo folicular

Apoés a contencao da doadora no brete, foi efetuada anestesia epidural baixa

com 5 ml de cloridrato de lidocaina a 2% (KRUIP et al., 1994), sendo, em seguida,

lavada a regido perineal apenas com agua.
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O procedimento de aspiracdo folicular foi realizado utilizando-se um
equipamento de ultra-som Aloka SSD 500 com transdutor microconvexo de 5
mHz (UST 974-5) conectado a uma guia de biopsia adaptada por Chuck Bolland.
As aspiracOes foram realizadas com agulhas 18G, (Cook VBOAS 1855) e linha de
aspiracao (Cook VBOA 18L) em tubos de centrifuga de 50ml. A presséo de vacuo
foi obtida com uma bomba Cook V-MAR 5000, ajustada entre 72 e 78 mm Hg.

Imediatamente apds a anestesia epidural, o transdutor foi inserido até o
fundo de saco vaginal e, com o auxilio da manipulacéo retal, os ovarios foram
posicionados para obtencdo de uma boa visualizacdo na tela do ultra-som. Os
foliculos a serem aspirados foram posicionados no percurso da linha de puncéo
indicada na tela do ultra-som. Uma vez que a agulha estivesse proxima ao foliculo
a ser aspirado, o pedal de acionamento do vacuo era pressionado e o foliculo
aspirado (NIBART et al., 1995).

Foram aspirados todos os foliculos visiveis de cada ovario, sendo estes
maiores de 2mm. A lavagem da agulha e o meio de recebimento dos odcitos foi
efetuado com PBS (Nutricell) acrescido de 5,0 Ul/ml de Heparina (Liguemine®),

50 mg/ml de Gentamicina (Gentocin®) e 1% de soro fetal bovino (SFB Nutricell).

4.3. Lavagem, selecdo e transporte

Ao chegar no laboratorio da fazenda, onde se procedia a aspiracao, o tubo
contendo o aspirado foi despejado em filtro de coleta de embrides (EmCom®), e
lavado com a mesma solucdo utilizada na lavagem da agulha. O sedimento

restante no filtro foi entdo observado em placas de petri e, neste momento
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efetuada a contagem e a avaliacdo dos odcitos quanto a qualidade. Os odécitos
foram classificados de acordo com sua morfologia (nimero de camadas de
células do cumulus e aspecto do citoplasma) em Grau LIl e Il (Gl, GlI e Glll),
oocitos sem cumullus (s/c), expandidos (exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr),
segundo LONERGAN et al (1992).

Apoés a classificacdo, foram lavados em solucdo de TCM 199 (Gibco)
suplementado com 10% SFB (Gibco), transportados em criotubos (Corning) com
a mesma solucdo em banho maria, entre 30 e 34°C. O tempo médio de transporte
variou entre 3 e 8 horas, com média de 5 horas do inicio da aspiracdo da primeira

vaca até a chegada ao laboratorio.

4.4. Maturagao in vitro

Os odcitos obtidos foram selecionados de acordo com o seu grau de
qualidade, sendo utilizados o6citos com ou sem células do cumulus, mas de
aspecto de granulagfes citoplasmaticas homogéneo. Foram descartados 00citos
atrésicos e degenerados. ApoOs a selecdo, os odcitos foram transferidos para as
placas de maturacé&o in vitro em microgotas do meio TCM 199 suplementado com
10% SFB, 5ug/ml FSH, 50ug/ml LH e 0lug/ml de estradiol cobertas com 6leo
mineral de acordo com o protocolo de WATANABE et al. (1998a,b). Os odcitos
permaneceram incubados por 24 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO; em

ar.
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4.5. Fecundacgéo in vitro

Para a fecundac&o in vitro foram utilizadas amostras de sémen
congelado das diferentes racas, preparadas mediante a técnica de gradiente de
Percoll para obtencdo de espermatozéides méveis, remocao do diluidor e plasma
seminal. A concentracdo foi ajustada para 2x10° sptz/ml. O meio utilizado na
fecundacéo in vitro foi o0 meio Tyrode modificado (TALP) acrescido de solugdes de
Penicilamida, Hipotaurina e Epinefrina (PHE) e 10ug/ml de heparina. Os gametas
permaneceram incubados em microgotas recobertas com 6leo mineral, por 18-20

horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO, em ar.

4.6. Cultivo in vitro

Apds o tempo de incubacdo dos gametas, as estruturas foram
transferidas para as microgotas de meio de cultivo (CR2 modificado,
suplementado com 10% de SFB), permanecendo nestas por um periodo de 6 a 8
dias (C6 a C8) até os zigotos atingirem os estadios de morula (Mo) e blastocisto
(Bl). Foram adicionados 30 ul do meio de cultivo fresco as 48 horas poés

inseminacgao (feeding).
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4.7. Transferéncia dos embrides

Foram transferidos 3.572 embrides oriundos das 1.841 aspiragOes
foliculares. As transferéncias foram realizadas pela técnica transcervical, sendo
que, em cada fazenda, a transferéncia foi realizada por um técnico diferente.

O procedimento consiste em conter o animal em brete proprio, sendo
efetuada uma anestesia epidural baixa com 5ml de cloridrato de lidocaina a 2%.
Foi efetuada uma assepsia perineal e, em seguida, introduzido o inovulador,
ultrapassando a cérvix, para deposi¢cdo do embrido profundamente no utero, no
corno correspondente ao ovario que contém o corpo luteo.

Foram utilizadas receptoras entre o quinto e o nono dia apds o cio.

Para o presente trabalho foram consideradas apenas as transferéncias de
um unico embrido até oito dias de cultivo (C8). Foram excluidas as transferéncias
gue nao ultrapassaram a cérvix, transferéncias em receptoras apos o 9°dia do cio
(D9), transferéncias de embrifes congelados e transferéncias em receptoras sem
corpo lateo. Foram apenas consideradas as transferéncias com diagndstico
definitivo, efetuado apés 30 dias de gestacao.

O tempo médio de transporte dos embrides foi de 5 horas, contadas da

saida dos embrides do laboratorio, até a implantacédo na receptora.

4.8. Analise Estatistica
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1. Para comparar as variaveis foi utilizado o teste de qui quadrado, (x°)
mediante procedimento do programa de computador JMP versdo 2.4 — SAS

Institut (Carry, NC, EUA).
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5. Resultados

Foram realizados 1.841 procedimentos de aspiracao folicular em 566
animais durante 29 meses. Neste periodo foi recuperado um total de 26.308
odcitos (x=14,29), dos quais 19.659 (x=10,68) considerados viaveis (GI,Gll e GllII),
resultando em 7.116 embrides (36,20%). Destes, foram transferidos 3.572 que

resultaram em 1.147 gestagodes (32,11%).

5.1. Influéncia da raca na quantidade e qualidade dos od6citos e dos

embrides obtidos por aspiracao folicular.

Conforme os dados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que as
racas que apresentaram maior numero de odcitos recuperados foram Nelore e

Blond D'Aquitaine (15,52+3,15 e 14,85+2,40, respectivamente), por outro lado as
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racas Pardo Suico e Gir produziram 3,394+1,58 e 4,84+3,55, respectivamente. A
producédo de odcitos vidveis acompanhou a producdo geral, porém a producéo de
embrides foi melhor nas racas Brahman e Blond D’Aquitaine e Nelore (5,54+2,36;
4,43+1,92; 4,04+2,47, respectivamente). Na Tabela 1, estdo resumidos o0s
resultados totais e médios dos odcitos recuperados, o0citos viaveis e a producao

de embrides por raca.

Tabela 1 - Producao total de odécitos, odcitos viaveis, embrides e suas respectivas

meédias, nas diferentes ragas bovinas.

Raca Tot. O6¢ (x) 0d6c. Viav. x) Embs. x)

Blond 594  14,85+2,40% 446 11,1542,25® 177  4,43+1,92®
Brahman 1.395 12,68+3,07°°  1.057  9,61+2,87*° 609 554+2,36
Gir 92 4,84+3,55% 72 3,79+3,16% 15  0,79+1,33%
Guzera 594  10,42+2,33" 485 8,51+2,15°¢ 145 2 54+1,88%
Holandesa 312 8,00+1,64°* 248 6,36+1,49°® 59 1 51+143%
Limousin 1.510  11,89+2,17°°  1.105  8,70+2,04°° 453 3,57+2,10™
Nelore 21621 1552+356%° 16.102  11,56+3,27° 5.625 4,04+2,47°
Pardo Suico 190 3,39+1,58° 144 2,57+1,42° 33  0,50+1,82°
Total 26.308 14,29 19.659 10,68 7.116 3,87

abede ) etras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P<0,05)

5.2. Influéncia da estacdo do ano na quantidade e qualidade dos

odcitos e dos embrides obtidos por aspiracéo folicular.

As aspiracbes foliculares consecutivas, no decorrer de 29 meses,
demonstraram que no inverno a producdo de odcitos manteve-se superior as

outras estacdes, sendo significativamente superior em relagcdo ao outono, quer



34

seja no numero total de odcitos (15,22+3,62 e 13,36+3,48, respectivamente), quer
seja na quantidade de odcitos viaveis (11,51+2,36 e 9,77+3,08, respectivamente).

Os dados referentes as outras estacdes mantiveram-se semelhantes no
que diz respeito aos odcitos recuperados totais e viaveis, conforme os dados
demonstrados na Tabela 2..

A producao de embrides, por outro lado, apresentou-se inferior no inverno
(3,46+2,31), independente da estacdo comparada, apresentando diferenca
significativa quando comparada ao outono (4,14+2,49) e ao verao (4,35+2,38).

A Tabela 2 apresenta ainda a variacdo na producdo de embribes e suas

respectivas médias, nas diferentes estacdes do ano.

Tabela 2 - Variacdo na producéo total e médias de odcitos recuperados, viaveis e
producdo de embribes, nas diferentes estacbes do ano (V=veréao;

O=outono; P=primavera e I=inverno)

Total Odcitos _
Estacéo N o (x) o (x) Embrides %)
Odbcitos Viaveis
V 272 3789 13,93+3,13*° 2.876 10,57+2,87*° 1.182 4,35+2,38%
o) 454  6.064 13,36+3,48° 4.437  9,77+3,08" 1.880  4,14+2,49°
P 539  7.687 14,2643,44%*° 5.715 10,60+3,15*° 2.063  3,83+254%°
| 576  8.768  15,22+3,62° 6.631  11,51+2,36° 1.991 3,46+2,31°
Total 1.841 26.308 14,29 19.659 10.68 7.116 3,87

2P | etras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P<0,05)
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5.3. Influéncia da estagdo do ano em relacéo a taxa de gestagcao apoés

atransferéncia dos embrides

A variacdo nas estacOes, reflete significativamente na taxa de gestacao
(P<0,01) no decorrer do ano, apresentando melhor taxa de gestacdo no verao e
no outono (36,26+0,80 e 35,16+0,80, respectivamente), quando comparadas com
o primavera e inverno (29,21+0,84 e 27,18+0,85, respectivamente). O verédo e o
outono néo apresentaram diferengca, nem tampouco o inverno e a primavera. Na
Tabela 3 pode-se observar os resultados obtidos das transferéncias nas

diferentes estacdes do ano e a taxa de gestacédo obtida.

Tabela 3 — Taxa de gestacdo de embrides bovinos produzidos in vitro transferidos

em diferentes estacbes do ano (V=verdo; O=outono; P=primavera e

I=inverno)
Estacéo TE Prenhes %
Y, 1.048 380 36,26% (+0,80)%
o) 765 269 35,16% (+0,80)%
P 979 286 29,21% (+0,84)"
[ 780 212 27,18% (+0,85)"
Total 3.572 1.147 32,11%

2% | etras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca

significativa (P<0,01)
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5.4. Influéncia da sincronizagcao da receptora na taxa de gestagéo

A avaliacdo da influéncia da sincronizacdo da receptora, independente do
tempo de cultivo e estadio embrionario no momento da transferéncia, demonstrou
que as receptoras transferidas no quinto e no sexto dia ap6s o cio (D5 e D6),
apresentaram taxa de gestacdo significativamente inferior (15,48% +0,92 e
27,67% +0,85, respectivamente, P<0,01), quando comparadas as receptoras
transferidas em D7, D8 e D9 (38,01% =+0,79; 38,01% +0,79; 38,78% 0,79,
respectivamente), as quais nao diferiram entre si.

A Tabela 4 apresenta a variacdo da sincronizacdo da receptora no

momento da transferéncia com a taxa de gestacao.

Tabela 4 - Influéncia da sincronizacédo da receptora no momento da transferéncia

na taxa de gestacao.

Sincronizacdo  Embrides N° %
Receptora  Transferidos Prenhes Gestacéo
D5 420 65 15,48% (+0,92)°
D6 1.131 313 27,67% (+0,85)°
D7 1.339 509 38,01% (+0,79)*
D8 584 222 38,01% (+0,79)?
D9 98 38 38,78% (+0,79)?
Total 3.572 1.147 32,11%

aPC | etras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P<0,01)
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5.5. Influéncia do estadio de desenvolvimento embrionério na taxa de

gestacao.

Quanto ao estadio de desenvolvimento embrionario no ato da
transferéncia, independente do tempo de cultivo e da sincronizagdo da receptora,
foi observado que os embribes em estadios mais avancados apresentaram
melhor taxa de gestacao, quando comparados com embrides de desenvolvimento
inferior (P<0,05). Na Tabela 5, pode-se observar que as morulas (Mo)
apresentaram taxa de gestacéo inferior (17,31% +0,76) quando comparadas com
Bi, Bl, Bx e Be (25,59% +0,86; 32,01% +0,82; 39,42% +0,86; 43,90% +0,77,
respectivamente). Os blastocistos que apresentaram regressao (Br) no decorrer
de cultivo, apresentaram taxa de gestacao inferior (28,57% +0,91), no entanto os

dados nédo apresentaram diferenca significativa.
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Tabela 5 — Taxa de gestacado apos transferéncia de embrides produzidos in vitro
em diferentes estadios de desenvolvimento (Mo=mobrula;
Bi=blastocisto inicial; Bl=blastocisto propriamente dito;

Bx=Dblastocisto expandido e Be=blastocisto em ecloséo).

Estadio de Embrides Gestagdes %
Desenvolvimento transferidos Gestacéao
Mo 468 81 17,31% (+0,76)°
Bi 637 163 25,59% (+0,86)°
BI 931 298 32,01% (+0,82)°
Bx 1474 581 39,42% (+0,86)?
Be 41 18 43,90% (+0,77)?
Br 21 6 28,57% (+0,91)*Pcd
Total 3.572 1.147 32,11%

abed| etras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P<0,05)

Quando avaliou-se a taxa de gestacdo nos varios estadios de
desenvolvimento embrionario, obtidos em diferentes tempos de cultivo, ou seja,
apos 6, 7 ou 8 dias em cultivo in vitro (C6, C7 e C8, respectivamente), observou-
se que embrides com rapido desenvolvimento séo significativamente superiores
(P<0,05) aos embrides de desenvolvimento mais lento. No Grafico 01 podemos
observar as diferentes taxas de gestacao para os diferentes tempos de cultivo,

associados a cinética do desenvolvimento.



39

60% -

50%-

40%

30%-+

20%-+

10% -

0% ‘ : ' '
Mo Bi Bl Bx Be
oceé ocv mC8

Grafico 01 — Taxa de gestacdo apos transferéncia de embrides em diferentes
estadios de desenvolvimento embrionario (Mo=morula;
Bi=blastocisto inicial; Bl=blastocisto propriamente dito;
Bx=Dblastocisto expandido e Be=blastocisto em eclosao), associado
ao tempo de cultivo(C6=6 dias; C7=7 dias C8=8 dias).

5.6. Interacdo ente o estadio embrionario e a sincronizagdo das

receptoras

Ao verificar a interacao entre o estadio de desenvolvimento embrionario em
relacdo a sincronizacdo das receptoras, observou-se que no sétimo dia de cultivo
(C7), Mo e BI apresentaram melhor taxa de gestacdo, quando transferidos em
receptoras com sincronizacédo D6, D7 e D8, embora ndo haja diferenca estatistica.

Porém, embrides em estadios de Bl e Bx apresentaram melhores (P<0,05)
resultados em receptoras D7 e D8.

Conforme os dados apresentados na Tabela 6 pode-se verificar a
importancia da interacdo entre a sincronizagcdo da receptora e o estadio de

desenvolvimento embrionério.
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Tabela 6 - Efeito da sincronizacdo da receptora e do estadio de desenvolvimento
embrionério na taxa de gestacdo. (Mo=morula; Bi=blastocisto inicial;
Bl=blastocisto propriamente dito; Bx=blastocisto expandido e
Be=blastocisto em eclos&o).

Estadio Mo Bi BI Bx Be
Sincro % P % P % P % P % P
D5 6,93%(+0,97)°  19,38%(+0,90)° 17,48%(+0,91)° 18,07%(+0,91) 0,00%"

D6  19,87%(+0,90)*" 24,65%(+0,87)*" 31,19%(+0,83)* 28,73%(+0,84)° 50,00%(+0,76)
D7  20,78%(+0,89)° 31,13%(+0,83)* 36,12%(+0,80)* 45,29%(+0,74)" 62,50%(+0,63)
D8  23,81%(+0,88)° 23,61%(+0,88)® 38,37%(+0,79)* 42,32%(+0,76)° 36,36%(+0,84)
D9  6,67%(+1,000*° 22,22%(+0,93)* 26,32%(+0,88)*" 57,14%(+0,66) 0,00%"

Total  17,31% (£0,76) 25,59% (£0,86) 32,01% (+0,82) 39,42 (+0,86)  43,90% (+0,77)

a,b,c,d

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (P<0,01)
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6. Discussao

Considerando o grande numero de procedimentos realizados, o0s
resultados gerais indicam enorme possibilidade de multiplicacdo de animais de
alto valor genético aplicando-se as técnicas de OPU-FIV. Calculando-se que, se a
taxa média de gestacao (32,11%) fosse aplicada a todos os embrides produzidos,
seriam totalizadas 2.285 gestacdes o0 que resultaria em uma média de 1,24
prenheses por procedimento de OPU. A possibilidade de seleg&o, por ultra-
sonografia, das matrizes de melhor producdo de odcitos e a escolha dos touros
de melhor resultado na PIV poderia incrementar ainda mais a velocidade de
producdo pelo processo (DAYAN et al. 2000a,b). Com a utlizagdo das
observacbes do presente trabalho, isto €, a aplicacdo da técnica no verdo, a

transferéncia dos embrides de desenvolvimento mais rapido e a adequada
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sincronizacdo das receptoras, podemos melhorar ainda mais a velocidade de
producdo mediante a OPU-FIV.

Os dados obtidos nas diferentes racas demonstraram claramente que a
técnica é factivel de éxito em todas elas, uma vez que foram obtidos embrides em
todas as racas testadas. Conforme descrito na literatura (KRUIP et al., 1994;
NIBART et al., 1995; WATANABE et al. 1998a e DAYAN et al. 2000a,b), a
variacao individual foi o fator mais relevante na producéo in vitro de embrides.

As racas que apresentaram menor producao de embrides (Holandesa, Gir
e Pardo Suico) foram as que sofreram um menor nimero de intervencdes, onde
todos os animais trabalhados possuiam algum problema reprodutivo adquirido.
Dentre estes, podemos citar: dificuldade de emprenhar, baixa resposta a
superovulacdo, presenca de cistos ovarianos, bem como animais de idade
avancada (senis). Estes fatores sugerem que novos trabalhos devem ser
efetuados para aferir a resposta destas racas especificas.

Dentre os animais que apresentaram maior numero de repeticdes, temos a
raca Brahman, Blond D’Aquitaine e Nelore como maiores produtoras de odcitos e
de embrides no processo de OPU-FIV. Os numeros obtidos nestas racas
demonstram que o processo pode ser aplicado como uma técnica alternativa para
multiplicacdo do rebanho, uma vez que produzirdo mais de uma gestacéo (1,34)
por sessdo de OPU, podendo esta, ser repetida semanalmente. Estes resultados
concordam com os obtidos anteriormente por NIBART et al. (1995) e WATANABE
et al. (2001).

A taxa de recuperacdo de odcitos no inverno foi semelhante as outras

estacdes do ano com médias numericamente superiores. Era suposto que fatores
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como o fotoperiodo, nutricdo e temperatura influenciariam a quantidade e a
morfologia dos odcitos recuperados, uma vez que estes fatores interferem no
metabolismo animal. Os resultados apresentados demonstram que ndo houve tal
interferéncia.

Neste trabalho nédo foi avaliada a variacdo nas estacdes do ano por raca,
pois a amostragem ndo foi suficiente. E interessante ressaltar que as racas
zebuinas poderiam ser mais afetadas na producdo de odcitos pelas estacdes
frias, uma vez que sdo de origem tropical; porém os resultados obtidos
apresentaram maior producdo de odcitos no inverno, inclusive nos animais de
origem zebuina, demonstrando que ndo houve interferéncia do clima na
guantidade de odcitos destes animais.

Por outro lado, a diminui¢cdo no resultado final da producao de embrides no
inverno pode ser atribuida a fatores como a temperatura externa, no momento
das aspiracdes e da manipulacédo dos odcitos na fazenda. Tal fato ndo demonstra
alteracbes evidentes na morfologia macroscépica dos oécitos, porém € de se
esperar alteragcbes na ultra-estrutura destes, uma vez que pequenas exposicdes
em ambientes frios, pode causar alteracdo no citoesqueleto dos odcitos
(VINCENT & JOHNSON, 1992). E importante ressaltar que, apds sua retirada do
foliculo, os odcitos iniciam sua maturacdo com a retomada da meiose onde,
danos microscopicos podem ocorrer e interferir na producdo de embrides e na
taxa de gestacdo. Outra causa possivel pode ser o transporte que, entre a
fazenda e o laboratério pode sofrer variagbes de temperatura, ocasionando

prejuizos no processo de maturacdo dos oocitos. De acordo com POLLARD et al.
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(1996), tanto a temperatura de coleta, como de transporte podem interferir
significativamente na taxa de clivagem e producédo de blastocistos.

E interessante notar que as médias de producdo de blastocisto foram
superiores no verao e outono (coincidentemente com a melhor taxa de gestacao),
indicando que fatores como o transporte sdo fundamentais na producdo de
embrides viaveis.

Embora a producdo de odcitos seja maior no inverno, o resultado dos
embrides transferidos no inverno e na primavera foi inferior ao restante do ano.
Muitos dos embrides produzidos nao foram transferidos por falta de receptoras,
uma vez que a ciclicidade destas € muito influenciada pelas alteracdes climaticas
no decorrer do ano, fato que pode também reduzir a fertilidade da receptora. A
temperatura de exposicdo dos embrides na retirada dos mesmos da estufa, bem
como durante o envase, transporte e transferéncia também podem ser agravantes
na reducdo de gestacdes obtidas.

Outros fatores inerentes a receptora também devem ser considerados. E
sabido que no frio as receptoras manifestam menor nimero de cios, o alimento
fica menos disponivel e o fotoperiodo reduzido. Assim sendo, a resposta a
prostaglandina (PGF2,) é diminuida, bem como a qualidade dos corpos luteos no
ato da transferéncia embrionéaria. Deste modo, a soma deste fatores podem ser
determinantes nos resultados obtidos neste periodo.

Ao observar o estadio de desenvolvimento embrionario, independente do
tempo de cultivo e da sincronizacdo da receptora, nota-se que, quanto mais
avancado o estadio embrionario maior € a taxa de gestacdo. Este fato leva a crer

qgue: quanto mais tempo o embrido ficar em cultivo até atingir os estadios mais
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avancados, maior o numero de gestacdes. Por outro lado, ao observar-se a taxa
de gestacdo, isoladamente por tempo de cultivo, notamos que tanto em D6, como
D7 e D8, sempre os estadios mais avancados foram os que resultaram em maior
taxa de gestacdo. Isso nos sugere que quanto maior a velocidade de
desenvolvimento dos embrides, maior sera a taxa de gestacao.

Conforme os resultados preliminares observados por Watanabe e Meirelles
(dados nédo publicados), blastocistos expandidos oriundos de embribes de
desenvolvimento rapido tendem a passar por um numero de ciclos celulares
significativamente superior do que os de desenvolvimento lento (6,18+0,05;
5,84+0,11, respectivamente P<0,01). Além disso , 0s autores observaram que 0S
embrides obtidos do grupo de desenvolvimento rapido apresentou blastdmeros
com maior numero de nucleos normais, sendo que o grupo de desenvolvimento
lento apresentou nucleos picnoticos.

Outros estudos estdo sendo realizados para determinar se a velocidade de
desenvolvimento também esta relacionada com o sexo do embrido, uma vez que
AVERY et al. (1991) obtiveram 98,5% dos embriées de desenvolvimento mais
rapido, do sexo masculino.

Quanto ao tempo de cultivo, notou-se que em C8 a taxa de gestacdo cai
significativamente, desta forma ndo convém aguardar mais um dia em cultivo para
posterior transferéncia.

Ao observar a sincronizacao da receptora com a taxa de gestacédo, nota-se
que sincronizagdes D7, D8 e D9 apresentaram melhores resultados.

Sincronizagbes negativas como D5 e D6 foram amplamente utilizadas

neste trabalho, justamente porque acreditava-se que receptoras com sincronismo
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negativo apresentariam os mesmos resultados quanto a taxa de gestacdo, como
observado em embrides de MOET (ZANENGA, comunicacgéao oral). Assim sendo,
era suposto que, quanto antes fosse transferido o embrido, haveria maior tempo
para que o embrido se recuperasse de eventuais danos causados pelo processo
em seu ambiente natural e sinalizasse a gestacéo. Sincronizacbes como D8 e D9
poderiam reduzir o tempo para a sinalizacdo do embrido no que diz respeito ao
reconhecimento materno da gestacdo, por outro lado é sabido que os embribes
produzidos in vitro possuem desenvolvimento mais rapido do que os embrides in
vivo (AVERY et al. 1991). Desta forma fica descartada a hipotese de que o
reconhecimento materno pode ser afetado em uma transferéncia até D9 e que, as
condicBes uterinas estdo mais favoraveis apds o sexto dia, favorecendo a
implantacdo do embrido produzido in vitro.

Ao avaliar a interacdo do estaddio embrionario e a sincronizacdo da
receptora mediante a taxa de gestacdo, foi observada maior taxa de gestacao,
gquando somaram-se 0 estagio de desenvolvimento mais adiantado, com a
sincronizacdo D7 ou préximo a esta. Deste modo sugerimos a transferéncia de
blastocistos expandidos em receptoras D7 e D8, bem como morulas e
blastocistos iniciais em receptoras D6 e D7. As taxas de gestacdo em receptoras
D5 foram inferiores, demonstrando que cinco dias ap0s o cio, o Utero das
receptoras apresenta condi¢cdes desfavoraveis a implantacdo embrionaria.

Outro aspecto de deve ser considerado é a possivel alteracéo na saude da
doadora mediante um programa intensivo de OPU. No presente trabalho foi
verificado que, de uma forma geral, ndo foram observadas alteracées no estado

geral, nem tampouco no trato reprodutivo das doadoras, mesmo apés uma longa
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sequéncia de aspiracdes foliculares. Nao foram observados casos de aderéncia,
nem outras alteracfes reprodutivas importantes. Na propriedade, onde houve o
maior numero de repeticdes em Brahman (n=127) e Nelore (n=169), os animais
que sofreram grande numero de intervencdes apresentaram maior rigidez
ovariana no momento de introducdo da agulha, provavelmente ocasionada por
fibrose, porém néo houve alteracdo na producdo de oocitos nem de embridées. Em
ovarios que possuiam foliculos grandes ou cistos, foi observada, eventualmente,
a formacdo de corpos ecogénicos na semana subsequente a OPU, podendo
representar coagulos intrafoliculares. Sdo necessarios mais estudos histolégicos
para determinar a extensao das lesdes ovarianas.

Finalmente, para o incremento da taxa de gestacdo de embribes
produzidos in vitro, € necessario adequar a cinética do desenvolvimento
embrionario com a sincronizacao da receptora. Além disso, € importante ressaltar
que em determinadas estacdes do ano a técnica de aspiracdo folicular e

fecundacéo in vitro pode ser aplicada com maior sucesso.
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7. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
concluir que:

- Quanto a raca, observamos que houve diferenca entre os grupos
estudados onde as ragas Brahman, Blond D’Aquitaine, Nelore e Limousin
obtiveram maior producdo de embrides, porém os dados relativos as outras racas
ndo sao conclusivos. Novos estudos devem ser realizados afim de averiguar a
resposta destas racas especificas.

- A estacao do ano influenciou significativamente na producgéo in vitro de
embrides onde, no inverno, a producéo de odcitos foi superior, porém a producdo

de embrides foi inferior as demais estacoes.
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- Os resultados obtidos apresentaram-se superiores no verdo e outono,
quando comparados a primavera e ao inverno, no que diz respeito a taxa de
gestacao.

- Quanto ao tempo de cultivo, observamos que houve maior taxa de
gestacao nos embrides mais desenvolvidos, independente do tempo de cultivo.

- A sincronizacdo da receptora apresentou resultados significativamente
superiores quanto a taxa de gestacdo para D7, D8 e D9, ou seja, o sétimo, oitavo
e nono dia apos o cio.

- Associando-se o0 estadio embrionario com a sincronizacdo da receptora,
podemos concluir que os estadios de desenvolvimento mais adiantados em C6 e
C7 apresentaram resultados superiores quando transferidos para receptoras D7 e
D8.

- A técnica apresentou-se eficiente para multiplicacdo rapida de rebanhos

de alto valor genético.
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