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COMUNICACAO

[Communication]

Nascimento de bezerra gerada com auxilio das técnicas de puncio folicular e fertilizacao
in vitro no Estado de Minas Gerais

[Birth of a calf produced by follicular puncture and in vitro fertilization techniques in Minas Gerais State, Brazil)
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A técnica de pungéo folicular orientada por ultra-
som (OPU) foi originalmente desenvolvida para
a recuperacdo de odcitos destinados a fertilizagao
in vitro em mulheres com problemas
reprodutivos (Feichtinger & Kemeter, 1986),
sendo posteriormente adaptada para a utilizagdo
em bovinos (Pieterse et al., 1991). A técnica
apresenta grande potencial quando comparada
aos métodos convencionais de reprodugdo
assistida, pois possibilita a recuperagdo de
gametas diretamente do ovario, independente da
época do ciclo estral (Stubbings & Walton, 1995)
e sem a necessidade de tratamentos hormonais
(Gibbons et al., 1994), contornando limitagdes
inerentes a superovulagdo (Hahn, 1992).
Também possibilita a obtengdo de produtos de
animais com infertilidade adquirida por
distarbios na porgdo tubular do trato genital
(Schernthaner et al., 1999).

Com o objetivo de implementar a técnica e
adaptar a metodologia foi iniciado um protocolo
experimental de puncdo folicular, utilizando
vacas da raca Holandesa (n=8), multiparas,
lactantes, pertencentes 8 Embrapa Gado de Leite,
e mantidas no campo experimental de Coronel
Pacheco, MG. As pung¢des foram realizadas por
meio de um aparelho de ultra-sonografia
(Scanner 100S, Pie-Medical) equipado com um
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transdutor setorial intravaginal de 7,5MHz e uma
guia para pungdo folicular. O aspirado folicular
foi recuperado em um filtro com malha de 80
(Millipore) contendo PBS acrescido de 0,1% de
BSA. Os odcitos identificados foram avaliados e
conduzidos em meio Talp-Hepes ao laboratorio
de fertilizagdo in vitro, localizado em Juiz de
Fora, a uma distancia aproximada de 40km. A
maturagdo foi realizada em meio TCM 199 por
22h, em estufa a 39°C com 5% de CO, € 95% de
umidade. Para a fertiliza¢do utilizou-se sémen de
touro da raga Holandesa, na concentracdo de
2x10° espermatozoides por gota de fecundagio.
Apds 18h em meio de fecundagdo, os odcitos
foram transferidos para as placas de co-cultivo,
realizado em meio CR-2 com células da
granulosa. No sétimo dia de cultivo, os
blastocistos vidveis obtidos foram envasados em
palhetes de 0,25ml e transportados para o campo
experimental de Coronel Pacheco, onde foram
inovulados nao-cirurgicamente em receptoras
mesticas Holandés-Zebu (n=5) previamente
sincronizadas. O diagndstico de gestagdo foi
realizado por ultra-sonografia 23 dias apos a
inovulagao.

As primeiras transferéncias de embrides
produzidos in vitro a partir de obcitos
recuperados por pungdo folicular foram
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realizadas em setembro de 1999, e resultaram no
nascimento de uma fémea em julho de 2000, por
parto natural, ndo assistido. O periodo de
gestagdo foi de 293 dias, 11 dias (4,6 %) superior
ao considerado normal para a raca Holandesa,
que ¢ de 278 a 282 dias, segundo Roberts (1986).
Prolongamento do periodo de gestacdo foi
relatado para bezerros oriundos de fertilizagdo in
vitro por Hasler et al. (1995) e Holm & Callesen
(1998). Apesar do aumento no periodo de
gestacdo, a bezerra nasceu com 32kg, e com
caracteristicas morfofisiologicas e vigor normais
para a raga.

Embora técnica de rotina em outros centros, este
¢ o primeiro bezerro gerado com o auxilio de
pungdo folicular in vivo e fertilizagdo in vitro por
um grupo de pesquisa do Estado de Minas
Gerais, e confirma o potencial das técnicas
utilizadas na reprodugdo assistida de fémeas
bovinas, o que abre novas perspectivas de
pesquisa nos campos da fisiologia ovariana e
embriologia, e na multiplicagdo de animais com
gendtipos superiores em Minas Gerais.
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ABSTRACT

Ultrasound-assisted follicular puncture is a technique of oocyte recovery for in vitro fertilization and
production of embryos. In order to adjust the methodology, a field trial was performed using lactating
Holstein cows (n=8) as oocyte donors. Punctures were done with an ultrasound device equipped with a
7.5 MHz intravaginal sectorial probe. Qocytes recovered were matured, fertilized and cultured in vitro,
and embryos produced transferred to recipients heifers. On July, 2000, the first calf produced by these

techniques in Minas Gerais State, Brazil, was born.
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