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INTRODUGAO

A pecudria de corte brasileira vem ganhando destaque tanto no cendrio econdmico
nacional quanto internacional gracas as melhoras nos indices de producdo alcangados
nos dltimos anos. Em 2011, o efetivo bovino alcang¢ou 212,8 milhdes de cabegas, sendo
que o Brasil tornou-se, em 2012, o segundo produtor mundial e maior exportador mun-
dial de carne bovina (IBGE, 2011; USDA, 2013).

Grande parte do sucesso no aumento do abate e niveis de produtividade devem-se as
melhorias nos sistemas de producao, salientando o surgimento e crescimento das bio-
técnicas de reprodugdo. Atualmente, a inddstria da reprodu¢do animal movimenta no
mundo valores em torno de 5 bilhdes de ddlares.

A utilizacao de touros avaliados (com DEPs positivas para caracteristicas de interesse
econdmico) se mostrou um importante instrumento para a melhoria do patriménio
genético, mas a inseminagao artificial (IA) aliada ao uso de protocolos que permitem a
inseminagao artificial em tempo fixo, ou em momento pré-determinado, (IATF) permi-
tiram o melhor aproveitamento do potencial genético dos machos. Ja a transferéncia de
embrides por superovulagdo (SOV) e a producao in vitro (PIV) de embrides sdo ferra-
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mentas que possibilitam utilizar melhor o potencial reprodutivo de fémeas e machos de
qualidade superior, acelerando o melhoramento genético e favorecendo programas de
selecao animal.

Neste capitulo serdo abordadas as principais biotécnicas de reproducdo que estdo
disponiveis aos criadores para implementacao de programas de melhoramento genético.

INSEMINAGAO ARTIFICIAL (1A)

Biotécnicas reprodutivas como a inseminacao artificial tém proporcionado avancos
significativos no melhoramento do rebanho bovino mundial, além de permitir o con-
trole de doengas venéreas e diminuigao de custos com reposi¢do. Sao também vantagens:
a reducao na frequéncia de genes recessivos indesejaveis e a difusao do sémen de touros
superiores em regides do mundo onde sua cria¢ao ndo seria possivel.

Apesar dos seus beneficios, a IA é usada em um baixo percentual das fémeas de corte
nos paises do Mercosul. Dentre as causas que limitam a expansdo da técnica em bovinos
de corte destaca-se a falta de profissionais capacitados para sua aplica¢do, o anestro pos-
-parto das vacas, as falhas na detecgao do cio e a estrutura deficiente das propriedades,
dentre outras. O Brasil possui cerca de 60 milhoes de vacas em reprodugdo com preva-
léncia de cerca de 80% de sangue zebu (Bos indicus) criadas, na sua grande maioria, a
pasto, o que dificulta a detec¢do de cio e eficiéncia dos programas de IA.

Os sistemas tradicionais de detec¢ao de cio (bugal marcador e observagao visual) sao
eficazes em apenas 55-60% dos animais em cio, o que limita a eficiéncia do programa de
IA. As perdas de cios aumentam o ntimero de dias improdutivos dos animais e o inter-
valo entre partos, diminuindo o ndmero de bezerros nascidos. Desta forma, programas
de inseminagdao em tempo fixo, sem a necessidade de detecc¢ao de cio, colaboram para o
aumento da eficiéncia e emprego da técnica.

INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF)

Na pecudria moderna, é primordial desenvolver formas de conhecer, controlar e me-
lhorar os indices reprodutivos (taxa de prenhez, indice de servico, intervalo entre partos,
taxa de natalidade). Neste sentido, a IATF promoveu um avanco na utilizagao da insemi-
nagao artificial tradicional, sendo responsavel pelo aumento de mais de 5% do rebanho
bovino brasileiro inseminado nos tltimos 10 anos. No ano 2000, foram comercializadas
5.769.348 doses de sémen e, no ano de 2011, o niumero de doses de sémen comercializa-
das no Brasil alcangou 11.906.763.

Os primeiros trabalhos de sincronizagdo de cio preconizavam a indugao do estro para
posteriormente realizar a TA. J4 os protocolos mais modernos objetivam sincronizar a
ovula¢dao, mesmo sem as manifestacdes de cio. Assim, é possivel inseminar um grande
numero de animais em dias pré-determinados, sem a necessidade de detec¢ao de cio.

As vantagens da utilizagao da IATF baseiam-se em: 1) eliminar a necessidade de ob-
servacgao de cio; 2) evitar a inseminacdo de vacas em momento errado; 3) induzir a ci-
clicidade em vacas em anestro pds-parto; 4) concentrar as atividades e diminuir a mao-
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-de-obra; 5) diminuir investimentos com touros; e 6) diminuir o intervalo entre partos
e encurtar a estagao de monta, entre outras.

A prostaglandina (PGF) é um dos medicamentos mais utilizados em programas de
sincronizagdo de cios, agindo apenas sobre corpos luteos (CL) maduros, geralmente
presentes entre 5 a 6 dias ap6s os sinais de cio. Os andlogos sintéticos (cloprostenol, di-
noprost, entre outros) sao mais potentes que as prostaglandinas naturais. Atuam como
agentes luteoliticos e determinam a queda dos niveis de progesterona, o que estimula
o desenvolvimento folicular e pico do hormonio luteinizante (LH) dentro de trés dias.
Desta forma, a manifestacao do estro pode ocorrer entre o primeiro e oitavo dias conse-
cutivos apds a administracao de PGE

Outro agente utilizado é o estradiol, um inibidor da secre¢ao do hormonio foliculo
estimulante (FSH), potencializado pela inibina. A administragao de estradiol durante a
emergéncia de uma onda folicular interrompe o crescimento dos foliculos, incluindo o
dominante, nas primeiras 24 horas. Normalmente, cerca de 2 a 4 dias depois, ocorre a
liberagao de FSH, seguida da emergéncia de uma nova onda folicular.

Quando existe a presenga de um corpo lateo funcional, sensivel a acdo da prosta-
glandina (PGF2a), o estradiol interage com receptores endometriais, o que estimula a
liberacao de PGF2a e desencadeia a lutedlise. Portanto, com o emprego do estradiol é
possivel sincronizar a emergéncia de uma onda folicular e promover lise do corpo liteo.

Existem diferentes formulas de estradiol disponiveis, com diferentes periodos de per-
manéncia na corrente sanguinea dos animais. As principais apresentagdes sao: 17-3, que
permanece 1-2 dias na corrente sanguinea; Benzoato de Estradiol (BE), que permanece
2-3 dias na corrente sanguinea; Valerato de Estradiol, que permanece 8 dias na corrente
sanguinea e o Cipionato de Estradiol, que permanece por 9 dias na corrente sanguinea.

Outro importante grupo de farmacos utilizados sdo os progestigenos, compostos
que sdo similares a progesterona e podem ser de uso oral, como o acetato de melenges-
trol (MGA”®, Pfizer), implantes subcutaneos (CRESTAR®, MSD) e dispositivos intravagi-
nais (DIB®, MSD; CIDR?®, Zoetis; PRID®, Bayer; PRIMER®, Tecno-Agener Uniao; CRO-
NIPRESS®, Biogenesis; SINCROGEST®, Ouro Fino; PROCICLAR®, HertapeCalier).

As associacdes hormonais utilizadas atualmente para a sincronizagao de estro tém o
objetivo de induzir a lutedlise, sincronizar as ondas foliculares e a ovula¢o, a fim de reali-
zar a inseminacao artificial em horério pré-fixado. Trata-se de importante ferramenta de
manejo, pois possibilita a inseminagao de muitos animais em um tnico dia. Os melhores
resultados tém sido obtidos com associa¢ao de progesterona, estrégenos e prostaglandina,
com porcentagem de prenhez de aproximadamente 40-60%. Nesses protocolos, o dispo-
sitivo de progesterona é geralmente mantido por 8 dias, sendo realizada uma aplica¢ao
de BE no momento da colocagao do dispositivo de progesterona (P4). Quando o mesmo
é retirado, é aplicada uma dose de PGF2a, segundo da aplica¢ao de BE (no momento da
retirada ou 24 horas apds) ou cipionato de estradiol (CE) (no momento da retirada do
implante). A TATF deve ser realizada 48-54 horas depois da retirada do implante.

Dentre os fatores que interferem nas taxas de prenhez de IATF em vacas de corte, a
aplicacao de 300 a 400 UI de eCG (Gonadotrofina coridnica equina), no momento da
retirada do dispositivo de P4, provoca aumento do didmetro do foliculo pré-ovulatério,
com consequente melhoria das taxas de prenhez, sobretudo em vacas com Escore de
Condig¢do Corporal (ECC) moderado a baixo (<3, em escala de 1-5).
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Outros indutores de crescimento folicular tém sido testados a fim de substituir o
eCG. Por exemplo, j foi anteriormente avaliada a utiliza¢gao de FSH e de FSH/LH no dia
da retirada do implante de P4 em vacas Nelore paridas e os resultados demonstraram
(Tabela 16.1) que os indutores nao provocaram diferengas na taxa de prenhez, embora
os animais apresentassem ECC acima de 3 (1-5) e boa parte dos animais estivesse ciclan-
do. Assim, novos estudos estdo sendo conduzidos para avaliar os efeitos dos indutores de
crescimento folicular em vacas de menor ECC ou em anestro.

Outro fator que afeta as taxas de prenhez ap6s IATF pode ser a qualidade do sémen,
tal como pode ser inferido pelas diferentes taxas de prenhez devidas aos touros (Tabela
16.1). Em outro trabalho onde foram avaliadas 5.249 insemina¢des em tempo fixo, foi
observado que a maior taxa de prenhez foi de 61,9% e a menor foi de 40,9% (Figura
16.1), com uma variacao de 21 pontos percentuais na taxa de prenhez, dependendo do
sémen utilizado.

Existem vérios fatores que influenciam negativamente a fertilidade do sémen bovi-
no congelado, destacando-se o manuseio inadequado, o processamento para envase, a
qualidade do ejaculado etc. Os parametros recomendados pelo CBRA (Colégio Brasi-

TABELA 16.1. Efeito dos tratamentos a remogao dos implantes de progesterona (P4), fazenda,
ordem de paricao e touro utilizado sobre o diametro do foliculo pré-ovulatério (FD) e taxa de

prenhez (TP) em vacas Nelore submetidas a IATF.

Tratamento
Controle 12.40 = 2.97 41.22
eCG 14.31 £ 2.90 0,33 46.42 0.155
Folltropin® (FSH) 13.84 + 2.64 46.32
Pluset® (FSH/LH) 13.54 + 3.44 48.2@

Fazenda
1 13.82 + 3.01 0,37 53.92 0.001
2 12.28 + 2.62 40.3°

Ordem de paricéo

Primiparas 12.19 + 3.18 0,003 38.82 0.004
Multiparas 14.38 = 2.70 49.3°

Touro
1 57.8
2 31.8° 0.05
3 47.3*

Fonte: Nogueira et al. (2013).
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FIGURA 16.1. Taxa de prenhez (%) de acordo com o sémen de diferentes touros (a, ...0) utilizados na IATF. Fonte:
Nogueira et al. (2011).

leiro de Reprodugao Animal) e utilizados rotineiramente para avaliagdo da qualidade
de amostras de sémen congelado incluem volume, concentragao espermatica, ntiimero
de espermatozoides vidveis na dose, motilidade progressiva ao descongelamento, moti-
lidade ap6s o teste de termorresisténcia, além da avaliagdo de morfologia espermatica.
Embora estes testes produzam uma série de informagdes, suas correlacdoes com a ferti-
lidade sdo, na maioria das vezes, conflitantes ou mesmo inexistentes. E esperado que a
predi¢do da fertilidade do sémen seja melhorada se parametros adicionais baseados nas
caracteristicas funcionais do espermatozoide forem utilizados, como por exemplo o uso
de sondas fluorescentes para avaliagdao da integridade da membrana espermatica, testes
de fertilizacdo, teste hiposmotico, avaliagao da integridade da cromatina ou a associa¢ao
entre eles. Na Tabela 16.2, sdo sugeridos alguns parametros para utilizagdo de sémen
bovino criopreservado a ser utilizado em TATE

Outro ponto que influencia os resultados da IATF ¢ a categoria animal. Trabalhos
realizados por Nogueira et al. (2011) indicam que vacas solteiras apresentam melhores
taxas de prenhez quando comparadas com vacas paridas, enquanto que novilhas apre-
sentam o pior desempenho (Tabela 16.3). Tal resultado encontra-se de acordo com va-
rios autores, que tém demonstrado que novilhas Nelore, mesmo ciclando normalmente,
apresentam resultados varidveis e geralmente inferiores quando sao submetidas a proto-
colos de IATF. Mesmo com resultados inferiores as outras categorias, o resultado de 48%

TABELA 16.2. Parametros recomendados para sémen bovino criopreservado para utilizagao em
IATF.

Motilidade ao descongelamento 40% >50%

Vigor ao descongelamento 3 >4
Concentragdo de células viaveis 10x 108 >15x 108
Defeitos totais Méaximo 20% Maximo 15%

TTR (Teste de Termo Resisténcia) 15% > 20%
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TABELA 16.3. Taxa de prenhez de vacas submetidas a IATF, de acordo com a categoria animal.

Novilha 2558 48.5° 51.5
Parida 2328 53.7° 46.3
Solteira 363 64.7° 35.5
Total 5249 51.8 47.2

Letras iguais na mesma coluna, ndo diferem (P>0,001).
Fonte: Nogueira et al. (2011).
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FIGURA 16.2. Efeito do ECC no dia do implante de P4 (D0) sobre a probabilidade de prenhez em vacas Nelore em
pds-parto submetidas a IATF (N=329; P < 0.05). Fonte: Nogueira, E. (dados ndo publicados).

de prenhez é considerado satisfatério e demonstra que a técnica pode ser utilizada em
qualquer uma destas categorias animais, desde que atendidas as recomendagdes técnicas
para cada uma delas.

Também deve ser considerado o ECC dos animais utilizados em IATFE, pois quanto
maior o ECC, maior serd a probabilidade de prenhez em vacas submetidas a IATF (Fi-
gura 16.2).

TRANSFERENCIA (TE) E PRODUCAO /N VITRO DE EMBRIGES (PIV)

O ndmero de embrides bovinos produzidos in vivo como resultado de Superovula-
¢ao (SOV) e coletados por lavagem uterina, em todo o mundo no ano de 2009, foi de
704.000. Em contrapartida, foram 746.000 embrides em 2008, observando-se, portanto,
uma queda de 5,6%. Jd& o nimero total de embrides bovinos transferiveis produzidos
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FIGURA 16.3. Nimero de embrides produzidos in vivo e in vitro e transferidos ao longo da década passada. Fonte:

Adaptado de Stroud (2010).

=

in vitro (PIV) em todo o mundo foi de 379.000 em 2009, comparado com 331.000 em
2008. Isso representa um aumento de 12,7% na producdo. O Brasil lidera a producéo e
transferéncia de embrides in vitro, respondendo por 68% desse mercado. A baixa efici-
éncia da criopreservacao de embrides PIV certamente compromete a expansao da téc-
nica em outros paises (apenas 7% dos embrides PIV transferidos em 2009 eram conge-
lados). Embora, no Brasil, a utilizagdo de embrides PIV tenha superado a utilizagao de
embrides coletados in vivo (TE), observa-se que, no mundo, a produg¢ao in vivo supera
em mais de 90% a produgdo in vitro (Figura 16.3).

Transferéncia de embrides obtidos por superovulagao (SOV)

Desde a introduc¢ao da TE na atividade comercial, a partir da década de 1970 e ap6s o
desenvolvimento dos métodos nao cirurgicos simples, houve poucas alteragoes técnicas
nos procedimentos de coleta e transferéncia de embrides produzidos por SOV. Porém, o
material utilizado (cateteres e filtros, dentre outros) tem sido continuamente aprimora-
do e seu custo foi reduzido, o que possibilitou um aumento da eficiéncia da TE e, além
disso, tornou-a mais acessivel.

Infelizmente, a grande variagdo na resposta ao tratamento superovulatdrio continua
limitando a aplicagao comercial mais ampla da TE. Geralmente, 20-30% dos animais
nao respondem a SOV, enquanto outros 20-30% respondem apenas modestamente e
com baixas taxas de fertilizacao (<6 embrides vidveis por coleta). Uma resposta aceitdvel
de no minimo 6 embrides vidveis por coleta tém sido obtida em apenas um ter¢o das
doadoras. Intimeros fatores podem influenciar essa resposta, dentre os quais se desta-
cam fatores relacionados ao embrido, meio ambiente (nutricao, estabulagao, eficiéncia e
exatidao da observagao de cios, etc.), organismo materno e sua predisposi¢ao individual
(idade, sensibilidade ao estresse, niveis de produgao leiteira, genética), bem como a in-
teragdo destes fatores.

Outros fatores, como o tipo e o grau de pureza dos fdrmacos, protocolo e dose utilizada,
condicao fisiolégica no momento do inicio da SOV (presenca de foliculo dominante) e a
nutricao das doadoras, também podem afetar grandemente a resposta aos tratamentos.
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TABELA 16.4. Efeito da dose do hormanio foliculo estimulante (FSH) sobre a producao de

embrides in vivo.

166 5,25b 2,75b 2,50ab 0
200 5,33 b 4,66ab 0,66b 0
250 11,70a 7,13a 3,252 1,31a
300 10,50a 7,25a 1,75b 1,5a
333 8,14 a 5,60b 1,80a 0,74a

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
Fonte: Nogueira et al., (2009).

Em trabalho realizado em Campo Grande (MS), foi observado efeito da dose de hor-
monio aplicado para SOV na produc¢ao de embrides em doadoras Nelore, no qual doses
mais baixas (166 e 200 UI) de Pluset ® produziram um menor nimero de embrides
totais e transferiveis que doses intermedidrias (250 e 300UI, Tabela 16.4). J4 doses mais
elevadas (333 UI) apresentaram quantidades semelhantes de embrides totais em relacao
as doses intermedidrias, porém com menor quantidade de embrides transferiveis.

Dentre algumas estratégias que podem ser aplicadas para aumentar a eficiéncia nos
protocolos de SOV, pode-se destacar: 1) selecdo mais eficiente dos animais por meio
de exames clinicos e ginecoldgicos regulares e controle reprodutivo no rebanho, a fim
de detectar alteracdes no trato reprodutivo; 2) reducio dos intervalos para tratamen-
tos superovulatérios em um mesmo animal, para otimizacao das coletas (geralmente se
tenta obter intervalos curtos de 45-60 dias quando as doadoras sdao submetidas a ciclos
repetidos de SOV; 3) biparticdo embriondria: esta técnica, quando conduzida com equi-
pamento adequado, equipe treinada e embrides de boa qualidade, permite o aumento de
até 50% dos bezerros produzidos por TE. Neste caso, o cultivo destes embrides de baixa
qualidade por 24 h antes da TE é recomendavel.

Resultados de prenhez obtidos com embrides de baixa qualidade (graus II e I1I), sub-
metidos ou ndo a cultivo por 24 horas apds a coleta, e embrides de qualidade excelente
(grau I), sem cultivo sdo apresentados na Tabela 16.5. Os embrides de grau II e III em
cultivo proporcionaram uma percentagem maior de prenhez, em comparacdo aos em-
brides grau II e III transferidos imediatamente p6s-coleta, demonstrando os beneficios
da técnica.

Também deve ser considerado o rebanho de receptoras disponivel, pois a varia¢ao na
qualidade dos animais é um dos principais fatores que influencia as taxas de prenhez.
Normalmente a utilizagao de novilhas permite maiores taxas de gestagao do que vacas,
pois sao animais que nao sofrem os efeitos da amamentagdo, o que pode contribuir ne-
gativamente com as taxas de gestagao.

Ainda em relagdo as receptoras, nao foram observadas diferencas entre o didmetro de
corpo luteo (CL) e concentragdo plasmadtica de progesterona, avaliadas em cinco diferen-
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TABELA 16.5. Comparacéo de prenhez de embrides de graus I, Il e lll, sem cultivo, e de graus Il

e lll, com cultivo.

Grau | sem cultivo 276 152 552
Grau Il sem cultivo 370 118 820
Grau Il sem cultivo 340 58 17¢
Embrides cultivados (graus Il e Ill) 111 50 452

a=b (P<0,05), pelo teste de Qui-quadrado.
Fonte: Nogueira et al., (2010).

TABELA 16.6. Niimero de receptoras (N), concentragao plasmatica de progesterona (P4, ng/mL),
diametro do corpo liteo (CL, cm) e porcentagem de prenhez de acordo com o grupo racial

Receptoras (N) 27 32 34 29 30

P4 (ng/mL)? 1,58 +1,302 1,50+1,112  148+1,05* 141+089¢ 1,07+0,40°
CL (cm)? 2,10+ 0,29 ° 1,88+0,392 1,92+044* 210=+0422 1,96+0,332
Prenhez (%)* 59,22 40,6 ® 41,1 48,3 ® PP

N: Nelore; M: Marchigiana; C: Caracu; P e S: Pardo Suico e Simental; A: Angus.
2Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05), pelo teste de Tukey.
Sa=b (P<0,05), pelo teste de Qui-quadrado.

Fonte: Nogueira et al. (2012).

tes grupos genéticos (Tabela 16.6). Receptoras “2Marchigiana x 2Nelore apresentaram
taxa de prenhez superior a receptoras “2Angus x ¥2Nelore. As receptoras de outros gru-
pos apresentaram resultados intermedidrios, mas sem diferencas entre si (Tabela 16.6).

Também foi verificado que, quanto maior o didmetro do CL, maiores as taxas de
concep¢ao em receptoras de embrido bovino, avaliadas pela probabilidade de prenhez.
Este resultado demonstra a importancia da avaliacdo e utilizagao de receptoras com ca-
racteristicas ginecoldgicas adequadas (Figura 16.4).

Produc@o in vitro de embrides - PIV

A produgao in vitro de embrides (PIV), aliada a aspiragao folicular guiada por ultras-
sonografia (OPU), permitiu aumentar o uso do potencial genético de fémeas de alto valor
zootécnico, bem como de animais portadores de infertilidade adquirida e incapazes de
produzir descendentes. No Brasil, existem varias empresas trabalhando com a PIV comer-
cialmente, com resultados satisfatérios. Segundo o relatério da IETS (International Em-
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FIGURA 16.4. Probabilidade de prenhez em receptoras de embrido em fungao do diametro do Cl (cm) (P=0,006).
Fonte: Nogueira et al. (2012).

bryo Transfer Society), um dos fatores responsaveis pela grande utilizacao desta técnica no
Brasil é a grande disponibilidade de receptoras, o que nao ocorre em outros paises.

As oscilagoes nas taxas de sucesso estdao ligadas ao uso da PIV em situagoes distin-
tas, como diferentes categorias animais (bezerras, novilhas e vacas de corte ou leite),
idade (pré-puberes ou senis), ragas, estado reprodutivo (ciclicidade normal, gestantes,
pds-parto), estado nutricional, frequéncia de aspira¢ao (mensal, semanal, quinzenal) e
administra¢ao de hormonios FSH e somatotropina recombinante bovina (BST). Tam-
bém vale ressaltar que a utiliza¢ao de animais zebuinos como doadores de ovdcitos é um
fator determinante para a rapida difusao da tecnologia, tendo em vista que o nimero
de foliculos/ovdcitos encontrados nos ovarios destes animais é superior ao encontrado
em animais Bos taurus taurus, de modo que em apenas um procedimento de aspiragdo
¢ possivel a obtencao de dezenas de ovdcitos. Ha relatos na literatura de que vacas da
raca Nelore produzem mais ovdcitos, nao sendo raro encontrar animais que produziram
acima de 100 ovécitos em um tnico procedimento de OPU. Ainda nao existe uma expli-
cacdo para essa diferenca entre fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus. Dentre as
hipéteses, a de que a populagdo de foliculos pré-antrais é maior em animais Nelore, foi
umas das primeiras levantadas, por constituir a reserva de gametas femininos a ser utili-
zada ao longo da vida reprodutiva. No entanto, existe similaridade entre a populagao de
foliculos pré-antrais de fetos e novilhas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus e variagao
individual significativa na quantidade dos foliculos das duas categorias estudadas.

Em trabalho publicado recentemente sobre OPU e producado in vitro de embrides
em vacas Nelore, foi relatada uma média de 30,84 ovdcitos por vaca aspirada, sendo
23,23 ovocitos vidveis; 8,13 embrides vidveis produzidos por sessdao de aspiragao e 3,03
prenhezes, perfazendo um total de 37,26% de prenhez no dia 30 e 35,79% de prenhez
no dia 60 pds-transferéncia. Os dados sao de 656 procedimentos de aspiracao folicular
e ddo uma boa dimensao de como estdo os resultados da técnica no pais (Tabela 16.7).

Muitos elementos influenciam os resultados dos procedimentos de PIV, como origem
e qualidade dos ovdcitos, acasalamento e sémen escolhido, habilidade do técnico, entre
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TABELA 16.7 Médias e erros-padrao do nimero de observagdes por variaveis de desempenho
reprodutivo relativos a 656 procedimentos de aspiracao folicular seguida por ultrassonografia
(OPU/PIV), realizados em doadoras Nelore, de acordo com as classes de producao de odcitos (G1
a G4)'.

G1 78 58,94+2,04* 47,06+1,6° 15,06+0,86° 5,62+0,54* 5,52+0,81°  0,5+0,08
G2 80 32,61+0,50° 24,95+0,33" 9,17+0,63" 3,63+0,36" 3,32+0,33*  0,3+0,06
G3 79 22,13+0,50° 15,57+0,26° 6,00+0,39° 2,10+0,21°  1,92+0,20®  0,2+0,04°
G4 80 10,26+0,57% 6,31+0,38" 2,42+0,25 0,92+0,13° 0,85+0,13°  0,1+0,03°
Total 317 30,84+0,88 23,35+0,72 8,13+0,30  3,03+0,15  2,91+0,013  0,28+0,02

'G1: maior producgdo de odcitos; G4: menor producao;
*dMédias na coluna, seguidas de letras diferentes, diferem (P<0,05).
Fonte: Pontes et al. (2011).

TABELA 16.8. Média de dados de desempenho reprodutivo apés procedimentos de aspiragao
folicular por ultrassonografia (OPU/PIV) realizados em doadoras Nelore alimentadas com
diferentes requerimentos de energia na dieta.

Foliculos aspirados (N) 15,3 +6,3° 26,6 5,72
0dcitos recuperados (N) 6,1+29° 126+538%
0dcitos selecionados para PIV (N) 57 +1,8" 92+47°2
Blastocistos no dia 7 de CIV (N) 1,8+0,8° 46 +29°
Blastocistos no dia 7 de CIV (%) 316° 50,5°

"Controle: 100% dos requerimentos de energia de mantencga (EM); Superior: 70% acima dos requerimentos de EM;
®Médias na linha, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
Fonte: Nogueira (2008).

muitas outras varidveis, podendo originar embrides de diferentes qualidades e com dife-
rentes perspectivas de uso. Mesmo o manejo nutricional das fémeas doadoras de odcitos
pode influenciar ndo apenas o desenvolvimento folicular e obten¢do de maior nimero e
qualidade de o6citos, mas também pode afetar os resultados da PIV (Tabela 16.8).

Um fator bastante relevante surge da comparagao entre embrides produzidos in vivo
com aqueles produzidos in vitro, pois apresentam caracteristicas de desenvolvimento
diferenciadas. As taxas de desenvolvimento dos embrides produzidos in vitro podem ser
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atrasadas em relagao aos primeiros e, além disso, os embrides machos tendem a se de-
senvolver mais rapidamente que as fémeas. Alguns trabalhos mostram que embrides PIV
cultivados em meios indefinidos ou semidefinidos, por periodos prolongados, podem
resultar em pequenas diferencas nos indices de nascimento de bezerros machos, porém
outros ndo demonstram essas diferencas.

Outro ponto importante a ser melhorado na PIV, é a mortalidade embrionaria pds-
-transferéncia, pois na maioria dos casos, as taxas de gestagao desses embrides tém sido
menor do que daqueles produzidos in vivo. Assim como nos animais transferidos de em-
brides produzidos in vivo, a perda dos embrides produzidos in vitro e transferidos no dia
7 pds-cio aumenta no dia 21 de gestagdo, com a maioria das perdas ocorrendo nos dias
14-15, ou cerca de 1 semana apds a transferéncia. Esses dados indicam que os embrides
PIV apresentam comprometimento na habilidade de sobreviver e iniciar os mecanismos
que sao essenciais para o reconhecimento materno da gestagao.

O proprio sistema de cultivo para PIV exerce influéncia sobre a produ¢io de embri-
oes (producdo numérica ou percentual), tais como suplementos dos meios e tensdo de
oxigénio utilizada (Tabela 16.9).

A suplementacao do meio de cultura com fontes proteicas de origem animal tem
apresentado os melhores resultados na maturacao ovocitaria e no desenvolvimento in
vitro de embrides, sendo o soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA) as
fontes proteicas mais usadas, além do soro de vaca em estro, soro de égua em estro e o
cocultivo celular. No entanto, a principal desvantagem da inclusdo destas fontes protei-
cas nos meios é o risco de transmissao de doengas, o que prejudica o mercado de embri-
Oes, principalmente internacional. Mesmo assim, procedimentos de cultivo embriondrio
em que o soro é introduzido em fases mais adiantadas do procedimento foram introdu-
zidos na rotina da PIV comercial.

Como na maioria das espécies, o inicio do desenvolvimento de embrides fertiliza-
dos in vivo ocorre no limen do oviduto, onde a pressao de oxigénio (O,) é mais baixa
(3 29%) que da atmosfera (20%). Uma estratégia utilizada para melhoria do sistema
de cultivo in vitro é a utilizagdo de atmosfera controlada (mistura de gases: 5% de
CO,, 5% de O, e 90% de N,). Além disso, podem-se adicionar agentes antioxidantes
aos meios de maturacao in vitro (MIV) e/ou cultivo in vitro (CIV), visando a prote¢do
contra o estresse oxidativo. Entende-se por estresse oxidativo o resultado do desequi-
librio entre a produgao de especies reativas de O, (ROS) e os mecanismos celulares
antioxidantes.

A menor criotolerancia parece estar altamente relacionada com o conteddo lipidico
intracitoplasmatico de embrides produzidos in vitro, havendo diferencas tanto na quan-
tidade como na composigao lipidica, em decorréncia da inclusdo de certos componentes
no meio de cultivo, como por exemplo, o SFB, ou mesmo de modificacdes no metabolis-
mo do ovdcito e embrido. O aumento de lipideos intracelulares compromete a qualidade
dos embrides, aumentando a sua sensibilidade ao estresse oxidativo e a criopreservagao.
Evidéncias indicam que a quantidade de lipideos em ovdcitos e embrides, bem como o
metabolismo dessas células, podem ser alterados por modifica¢des na composi¢cao dos
meios de cultivo, particularmente pela adicao de moléculas como acidos graxos poliin-
saturados. Como consequéncia, podem ser observadas melhorias nas taxas de criopre-
servacao desses embrides.
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TABELA 16.9. Nimero de odcitos (N) e percentagem de blastocistos, de acordo com diferentes

tratamentos durante os processos de maturacao e cultivo embrionario in vitro

00cCITOS BLASTOCISTOS
TRATAMENTO (N) (% * EP) REFERENCIA

Suplemento durante a maturagéo in vitro

SFB (soro fetal bovino) 186 38,7+592 Mingoti et al., 2009
BSA (albumina sérica bovina) 176 26,5 +472
PVA (alcool polivinil) 173 356+6,0°
PVP (polivinilpirrolidona) 209 320+6,5°

Atmosfera durante a maturagéo in vitro

5% CO, em ar atmosférico (~20% 0,) 581 40,8 £22,7% Mingoti et al., 2009

5% C0,, 5% 0,,90% N, 558 182+25%

Antioxidantes durante a maturacéo in vitro

Sem antioxidantes 201 48,7 3472 Rocha et al., 2012

Com antioxidantes 565 55,4+ 37 3

Suplemento durante o cultivo in vitro

SFB 471 445+332 Accorsi et al, 2012

BSA 471 12,0+4,8"

Atmosfera durante o cultivo in vitro

5% CO, em ar atmosférico (~20% 0,) 766 521 +15% Rocha et al., 2012

5% C0,, 5% 0,,90% N, 612 38,4+ 1,5

Antioxidantes durante o cultivo in vitro

Sem antioxidantes 201 487 +342 Rocha et al., 2013

Com antioxidantes 532 41,7+452

®\Médias na mesma coluna, para cada categoria avaliada, seguidas de letras iguais, ndo diferem pelo teste de
Tukey (P>0,05).

Em conjunto, estas estratégias proporcionam melhorias tanto nas taxas de produgdo
embriondria como também na sua qualidade e criotolerancia. O sucesso da criopreserva-
¢ao de embrides bovinos PIV é fundamental para se estabelecer sua utilizagao em escala
comercial em todo o mundo, pois possibilita 0 armazenamento por tempo indeterminado
de embrides. Entre as vantagens da criopreserva¢ao de embrides salienta-se a preservacao
de material para o estabelecimento de bancos genéticos para uso futuro, armazenamento
de embrides nao transferidos, maior facilidade para o intercAimbio comercial de animais/
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embrides entre diferentes regides ou mesmo com outros paises e, finalmente, proporcionar
a otimizagao do aproveitamento de receptoras e de gametas femininos.

Apesar das limitagoes acima apresentadas, é inegavel o aumento da produgdo de be-
zerros a partir da técnica de PIV no Brasil, quer seja pela diminui¢do do intervalo entre
coletas, pela maior produg¢io de embrides, ou pela utilizagdo de animais impossibilita-
dos de produzir embrides por meio de outras técnicas (pds-parto, gestantes, animais
velhos, ou com patologias adquiridas). Outra vantagem que tem despertado interesse de
grande parte dos criadores é a melhor utilizagdo do sémen, sobretudo de doses de alto
valor, pois enquanto na técnica de SOV sao utilizadas duas doses por doadora coletada,
na técnica de PIV uma tnica dose de sémen pode ser utilizada em até 8-10 doadoras,
dependendo do ntimero de ovdcitos coletados.

CONSIDERAGOES FINAIS

As técnicas aqui apresentadas podem ser utilizadas concomitantemente na multi-
plicagdao de rebanhos de genética superior ou em rebanhos comerciais, favorecendo a
aceleracao do melhoramento genético. A IA e a IATF vém aumentando sua participa¢ao
na reproducao de bovinos e as melhorias no manejo animal e nas técnicas de suas apli-
cagoes proporcionarao ainda mais resultados. Na producao in vivo (PIV) de embrides,
seriam necessdrias melhorias nas respostas a superovulagao, bem como nas taxas de con-
cep¢ao dos embrides transferidos. Em rela¢ao a PIV, os resultados de pesquisa indicam
que a exposicao do ovdcito/embrido ao ambiente in vitro durante os 7 dias de cultivo
pode influenciar a morfologia embrionadria, expressao génica fetal e desenvolvimento fe-
tal e placentdrio. Os mecanismos bioldgicos que provocam estas condigdes permanecem
ainda ndo totalmente compreendidos. As melhoras na PIV, com altera¢des nos sistemas
de cultivo e criopreservacido dos embrides podem aumentar ainda mais a utilizagao des-
ta técnica com rdpida multiplicagdao de animais de genética superior em programas de
melhoramento animal.
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