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RESUMO

No inicio da década de 70 iniciou-se a transferéncia de embrido (TE) bovino comercial em bovinos. No
comego, as técnicas para colheita e transferéncia eram exclusivamente cirdrgicas. Porém, por volta do final
dos anos 70, a maioria dos embrides era colhida e transferida de forma néo cirtirgica. Os bons resultados
com a criopreservagdo de embrides se espalharam até o inicio da década de 80, seguidos da introdugdo da
biparti¢do embriondria, procedimentos in vitro, transferéncia direta de embrides congelados e sexagem de
embrides. A ampla disseminagio e adocio do etileno glicol como crioprotetor simplificou os procedimen-
tos de descongelamento e transferéncia de embrides congelados. A quantidade de embrides colhidos anual-
mente aumentou consideravelmente nos dltimos 10 anos na América do Norte e na Europa. Contudo, houve
um crescimento significativo da TE comercial na América do Sul, principalmente no Brasil. Apesar da
adogao de vérias tecnologias novas no setor de TE na tltima década, o procedimento bdsico da superovulagio
das doadoras foi objeto de poucas melhorias nos tltimos 20 anos. Foram analisados os efeitos de inimeros
fatores nas taxas de prenhez de embrides bovinos congelados e frescos durante um periodo de anos em
varios locais diferentes. No caso dos embrides frescos, as taxas totais de prenhez foram de 68,3% (n =
9.023) e 77,1% (n = 2.650) em diversos locais e intervalos de tempo. As taxas de prenhez de embrides
congelados-descongelados foram de 56,1% (n = 3.616) nos Paises Baixos e de 58,4% (n = 5.297) e 68,7%
(n = 774) e dois estudos realizados nos EUA. As taxas de prenhez de transferéncias cirdrgicas versus nio
cirdrgicas foram bastante semelhantes. Nio foram observadas diferengas nas taxas de prenhez de embrides
de bovinos de corte versus de leite, mas foi maior em novilhas de corte e de leite e em vacas de corte do que
em vacas leiteiras. A assincronia do estro entre mais ¢ menos 24 h ndo afetou a taxa de prenhez com os
embrides congelados-descongelados nem com os frescos. Nem a raga nem o nimero de lactagio das receptoras
tiveram efeito sobre a influéncia da assincronia nas taxas de prenhez. O grau do embrido foi um fator
significativo na taxa de prenhez tanto com os embrides frescos como congelados-descongelados, mas ne-
nhum estdgio ou idade do embrido foi considerado um fator significativo. A taxa de prenhez nio foi afetada
pela manutengio dos embrides em solugdo de manutengio apds a colheitas (lavagem) por até 3 h antes do
congelamento. Portanto, hd intimeros possiveis fatores nas doadoras e receptoras que podem alterar as taxas
de prenhez nos programas de transferéncia de embrido. Esta revisdo vai se concentrar nesses fatores.

INTRODUCAO

A transferéncia de embrides em bovinos foi utilizada principalmente para aumentar as taxas de reprodu-
¢do de fémeas de alto valor. O ideal ¢ utilizar esse procedimento para o melhoramento genético e maiores
oportunidades de comercializagdo com gado de raga pura. Por causa da taxa de reproducio relativamente
baixa e do longo intervalo de gestagao, a transferéncia de embrido € titil principalmente no caso de bovinos
(Seidel, 1991). Depois que embrides transferiveis sdo coletados da vaca doadora, toma-se a decisdo sobre
quais das receptoras disponiveis deveriam recebé-los, de forma a atingir o maior nimero de prenhez (Wright,
1981). A adequacdo das receptoras depende do momento certo do estro e da presenga de um corpo liteo
funcional (CL). A maioria dos técnicos de transferéncia de embrido se baseia na palpagio retal para identi-
ficar e caracterizar o tamanho e a integridade do corpo liteo. A ultra-sonografia pode ser utilizada para
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medir o corpo liteo, definindo com maior precisdo suas caracteristicas (Kastelic et al., 1990; Singh et al.,
1997). Os bons resultados da transferéncia de embrido dependem dos fatores associados ao embrido, a
receptora ou a uma intera¢io entre ambos. Muitos estudos se concentraram nesses fatores. Porém, as dife-
rengas nas técnicas, nos pequenos tamanhos das amostras e em outros elementos limitaram a aplicabilidade
dos resultados desses estudos a transferéncia de embridio conforme € atualmente praticada. Portanto, o
objetivo dessa revisédo € caracterizar os fatores que afetam doadoras e receptoras nos programas de transfe-
réncia de embrido.

FATORES QUE AFETAM AS DOADORAS

Muitos fatores podem afetar a resposta das doadoras a superestimulagfio e a produgdo de um grande
nimero de embrides fertilizados de boa a excelente qualidade. Fora do &mbito da genética, a nutricio talvez
seja o vinico fator de maior importincia que afeta a resposta das vacas doadoras i superestimulagio. E
importante garantir que as vacas sejam mantidas em um plano positivo de nutri¢do e que recebam uma dieta
que atenda as necessidades para manutencao.

Em todo o setor de transferéncia de embrido, existe o atual dogma de que a administragdo de uma fonte
organica de mineral antes da superovulagdo das doadoras aumenta o nimero total e a qualidade dos embri-
des transferiveis. Até hoje, nenhum estudo publicado demonstrou que isso aumenta a resposta das doadoras
com producdo de maiores quantidades de embrides transferiveis. Um estudo anterior inédito demonstrou
que as doadoras que recebem mineral organico podem produzir maior nimero de embrides, mas esse relato
ndo conseguiu comprovar que esse componente tenha aumentado a qualidade ou a quantidade de embrides.
Portanto, realizamos um estudo para verificar se a suplementacdo com microminerais antes da coleta de
embrido afetava a produgio e a qualidade dos embrides.

Neste estudo (Quadro 1; Lamb et al., 2004), entre todas as novilhas, o nimero total de embrides
recuperados foi igual entre os tratamentos. A quantidade de embrides ndo fertilizados foi maior nas
novilhas que receberam fonte de minerais inorganicos do que nas alimentadas com orgénicos, enquanto
que as controle apresentaram resultados intermedidrios. Ademais, as novilhas controle tiveram maior
niimero de embrides degenerados do que as alimentadas com microminerais inorgénicos e organicos. As
novilhas alimentadas com minerais organicos produziram maior nimero de embrides transferiveis do
que as que receberam inorgénicos, sendo que as controle permaneceram num nivel intermediario. Embo-
ra pareca que as novilhas alimentadas com microminerais orgénicos tenham produzido mais embrides
transferiveis do que as que receberam inorgdnicos, ndo ha uma explicacido para a nfo observacdo de
diferencas nas controle. Portanto, concluimos que é provavel que a fonte mineral néo influencie nem a
qualidade nem a quantidade de embrides.

Outros fatores mais importantes tendem a afetar a resposta das doadoras mais do que a nutricdo de
minerais. Por exemplo, vacas da raga zebu (Bos indicus) respondem diferente de vacas de ragas de origem
européia (Bos Taurus) em termos de quantidade de hormdnio administrado ou do momento certo para o
tratamento hormonal. Como no Brasil predominam as ragas zebuinas (Bos Indicus), essa parte vai se con-
centrar nos protocolos de superestimulagdo que aumentam a produgdo de embrido nesses bovinos.

Aovulacdo miiltipla seguida de transferéncia de embrido (MOET do original em inglés Multiple Ovulation
and Embryo Transfer) é uma das tecnologias na area da reprodugio que facilitam o melhoramento genético
do gado zebu. Infelizmente, a grande variabilidade da resposta folicular ovariana a estimulagdo das
gonadotropinas continua sendo um problema importante nos programas comerciais de MOET (Adams,
1994), apesar das inimeras pesquisas nessa drea (Hyttel et al., 1991; Stock et al., 1996).

Ap6s a caracterizagdo da dindmica folicular em bovinos zebuinos (Bos Indicus) (Castillo et al., 200), foi
possivel desenvolver tratamentos hormonais para controlar o crescimento folicular e o momento da ovula-
¢do, permitindo-se assim a inseminagdo artificial em tempo fixo. Da mesma forma, o desenvolvimento
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Quadro 3. Produgio de embrides em novilhas suplementadas com minerais inorgénicos, organicos
ou que ndo receberam nenhum mineral apds superovulacdo com o hormdnio foliculo estimulante
(FSH) (Lamb et al., 2004).

Tratamentos?

Item Controle Inorganico Organico Valor-P
n = DP.

Todas as novilhas
tratadas®:
N° de novilhas 49 51 51
Total de embrides
recuperados 4,24 + 0,60 3,64 + 0,60 3,29 £ 0,58 0,5219
Degenerados/clivados 0,93 + 0,24~ 0,26 = 0,23Y 0,25 + 0,23y 0,0632
Nao fertilizados 1,31 £ 0,37* 2,32 + 0,367 0,82 + 0,36* 0,0135
Transferiveis 2,01 = 0,39 1,07 = 0,38y 2,18 + 0,38~ 0,0900
Grau 1 1,43 £ 0,33 0,82 + 0,32 1,43 £0,32 0,2955
Grau 2 0,56 +0,14% 0,23 +0,13* 0,68 = 0,13y 0,0494
Grau 3 0,00 = 0,03 0,02 = 0,03 0,06 + 0,03 0,1948

“ Novilhas que receberam 0,11 kg de mineral organico, 0,11 kg de inorgénico ou nenhum mineral nos 23
dias antes da coleta dos embrides.

" Todas as novilhas receberam o FSH.

*¥ Médias diferentes na mesma linha diferem (P < 0,05).

folicular e a ovulag@o podem ser farmacologicamente manipulados para melhorar os protocolos de MOET
em gado zebu (Barros et al., 2000). Veterindrios brasileiros relataram uma inconsisténcia apés o tratamento
de superestimulagdo aparentemente maior em ragas zebus do que nas de origem européia (Bos Taurus)
(Gradela et al., 1996). Sao indmeros os motivos dessa variagdo nos resultados de gado de ragas zebuinas,
tais como a maior dificuldade de detectar o estro, os antecedentes genéticos, a maior sensibilidade ao estresse
manejo e peculiaridades fisiolégicas ou anatdmicas desse tipo de bovinos.

Em gado zebu, vérios estudos avaliaram a resposta superovulatéria com doses menores de Pluset (um
produto com proporcio relativamente alta de LH:FSH, Pluset, Serono, Itdlia). A produg@o de embrides trans-
feriveis ndo foi alterada significativamente (2,1 a 10 X 2,8 a 10,1) apés a reducdo da dose total de 350 a 500
para 200 a 300 pela via IV, respectivamente (Visintin et al., 1996; Gradela et al., 1998; Pinto Neto et al., 2000).
Esses estudos mostram que o gado zebu pode necessitar de menos FSH do que vacas de racas européias (Bos
Taurus) para atingir uma resposta superovulatéria ideal. Entretanto, doses menores de um FSH purificado de
origem suina (pFSH, Folltropin-V, Bioniche Animal Health, Canada) com cerca de 80% do hormdnio luteinizante
(LH) retirado ndo diminuiram a resposta superovulatéria de 15 novilhas zebu (Bos Indicus), que produziram
9,37 £ 9,6 embrides transferiveis, apés utilizagio de 200 e 160 mg de pFSH, respectivamente (Fernandes and
Santos, 2000). Atualmente estio sendo realizados experimentos com o uso de concentragdes cada vez menores
de FSH (300, 200 e 100 mg, Folltropin-V) e a comparagdo simultanea da resposta superovulatéria de doadoras
de ragas zebuinas (Bos Indicus) e de origem européia (Bos Taurus), para se testar a hipétese de que o gado zebu
¢ mais sensivel ao tratamento com FSH do que as racas européias.
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O uso da somatotropina bovina (bST) recombinante € uma op¢ao promissora para aumentar o recruta-
mento folicular antes da superovula¢do. A bST é capaz de estimular a sintese do fator de crescimento
semelhante a insulina I (IGF-I) em muitos tecidos, inclusive no ovério. Spicer & Geisert (1992) demonstra-
ram que os foliculos pequenos contém menores quantidades de IGF-I do que os de tamanho médio ou
grande. Katz et al. (1993) sugeriram a presenca de um sistema intra-ovariano de IGF-I, com receptores e
proteinas de ligagdo. Considerando-se que o bST consegue estimular a sintese de IGF-1, que por sua vez
estimula as células da granulosa, supde-se que o bST pode influenciar a resposta superovulatéria. Embora
alguns relatos tenham demonstrado aumento tanto da superestimulagdo ovariana como do nimero de em-
brides (Herrler et al., 1994), nem todos observaram resposta positiva (Gray et al., 1993). Moreira et al.
(2001) relataram aumento das taxas de prenhez em receptoras tratadas com bST um dia apds o estro e que
receberam uma outra inje¢@o a cada 14 dias ou que receberam embrides de doadoras que haviam recebido
injecdo de bST na inseminagao.

Uma das estratégias mais promissoras € o uso de tratamentos hormonais para a sincronizagdo da onda
folicular, de forma que a administra¢cdo do FSH coincida com o inicio de uma nova onda. Bo et al. (1991,
1996) testaram a associag@o de estrégenos (estradiol 17-13 ou valerato de estradiol) com progestina
(progesterona, CIDR-B, ou norgestomet, Synchromate-B) para indugdo do “turnover” folicular e sincroni-
zagdo de uma nova onda. A progestina ¢ mantida durante 6 a 7 dia e o estrégeno (2,5 a 5 mg de benzoato de
estradiol) € administrado um dia apds a progestina ou como op¢do pode ser injetado simultaneamente com
uma inje¢do de progesterona (IM, 50 a 100 mg) no momento em que as doadoras recebem o dispositivo
intravaginal (CIDR-B) ou o implante na orelha (norgestomet). Eles observaram que o estrégeno quando
associado a progestina induzia o crescimento sincronizado de uma nova onda folicular, aproximadamente 4
a5 dias ap6s a administragio. Portanto, o tratamento para superovulagio (uma dnica inje¢o pela via SC ou
8 a cada 12 h, dose total de 400 mg de NIH-FSH-PI Folltropin-V) se inicia 4 a 5 dias apés a injegdo de
estrogeno, coincidindo com o inicio de uma nova onda folicular. E administrado um luteolitico (PGF) 48 h
apos o inicio do tratamento de superovulagio e a fonte de progestina & retirada 12 h apés a administragdo de
PGF. A inseminagdo artificial € realizada 12 e 24 h apds o inicio do estro, por volta da 60 e 72 h apés a
injecdo de PGF. Esses tratamentos resultaram em uma quantidade de embrides transferiveis igual ou supe-
rior as observadas com tratamentos tradicionais de superovulagio feitos entre o dia 8 e 12 do ciclo estral (Bo
etal., 1991, 1996). Uma das vantagens desse protocolo é que ele facilita o manejo das doadoras, pois pode
ser iniciado em fases aleatdrias do ciclo estral.

Em resumo, apesar dos avangos na manipulagio do desenvolvimento folicular em bovinos para facilitar
o manejo das doadoras, a grande variabilidade da resposta folicular ovariana a estimulagdo da gonadotropina

continua sendo um problema importante em programas de transferéncia de embrides, justificando a neces-
sidade de mais pesquisas.

FATORES QUE AFETAM AS RECEPTORAS

Em um grande estudo de campo, sincronizamos (Spell et al., 2001) os estro de 763 possiveis receptoras.
As vacas e novilhas foram observadas no minimo 4 vezes ao dia para verificar a ocorréncia de sinais de
estro. Com base na detec¢do do estro, 526 receptoras foram avaliadas para a transferéncia de embrido. No
momento programado para a transferéncia, um técnico realizou exames de ultra-somn transretal das estrutu-
ras ovarianas. Além das medi¢des do CL por ultra-som nas receptoras, foi proposto um escore de qualidade
no CL de cada uma das receptoras ap6s a palpagdo retal. Foram coletadas amostras de sangue de todas as
receptoras avaliadas para a transferéncia de embrido.

Todas as receptoras consideradas adequadas para a transferéncia de embrido com base na avaliagdo de
ultra-sonografia receberam um tinico embrido fresco ou congelado-descongelado, utilizando-se uma técni-
ca padrdo de transferéncia em conformidade com a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
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(Savoy, IL). Os embrides haviam sido colhidos de 43 doadoras Angus, filhas de 10 diferentes touros Angus.
Os embrides foram transferidos 6,5 a 8,5 dias apés a deteccdo do estro.

O procedimento de retirada do embrifio do ambiente uterino natural aumenta o nivel de estresse por ele
sofrido. Quando os embrides sofrem mais estresse externo, como congelamento e descongelamento, o re-
sultado € uma diminui¢do da taxa de sobrevivéncia. Nossos achados de uma queda de 83% na taxa de
prenhez com embrides fresco para 69% com embrides congelados-descongelados sdo iguais as quedas
relatadas anteriormente de 10 para 15% nas taxas de prenhez (Quadro 1; 14,29). Os resultados neste estudo
nio refletem nenhuma diferenca nas taxas de prenhez entre as vacas que receberam embrido grau 1 ou2. Em
relatos anteriores (Coleman et al., 1987; Hasler et al., 1987; Schneider et al., 1980; Wright, 1981) foi regis-
trada uma diminuig@o da taxa de prenhez com a correspondente queda no escore de qualidade do embrido.

Quadro 1. Efeitos do tipo de embrido, sincronia entre doadoras-receptoras, grau de qualidade do
embrido e numero de lactagdes das receptoras sobre as taxas de prenhez de embrides transferidos
(Spell et al. 2001).

Item No. de Taxa de Valor-P¢
Transferéncias prenhez, n° (%)

Tipo de embrido 0,01
Fresco 122 101 (82,8)*
Congelado 326 225 (69,0y

Sincronia* 0,43
24 4 2 (50,0)
-12 76 54 (71,0)
0 205 144 (70,2)
+12 135 103 (76,3)
+24 27 22 (81,5)

Estddio do embrido® 0,62
3 2 1 (50,0)
4 282 207 (73,4)
5 145 106 (73,1)
6 19 12 (63,2)

Grau do embrido® 0,34
1 182 135 (74,1)
2 266 191 (71,8)

*Horas do primeiro estro detectado na receptora em relagcao a doadoras

?3 = mérula inicial, 4 = mérula compacta, 5 = blastocisto inicial, 6 = blastocisto
¢] = excelente, 2 = bom

4Probabilidade de diferengas entre os niveis de cada efeito principal
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As taxas de prenhez nao foram prejudicadas quando a receptora apresentava estro num intervalo de 24
horas antes ou apds a doadora. Maiores taxas de prenhez foram observadas, quando as receptoras estavam
em ¢stro a0 mesmo tempo em que a doadora ou 12 horas antes das doadoras. As taxas de prenhez diminui-
ram nas receptoras em estro 12 horas apés a doadora (Hasler et al., 1987; Schneider et al., 1980). Os
resultados de outros relatos (Sreenan and Diskin, 1987) coincidem com os de nosso estudo (Quadro 1, Spell
et al., 2001), ndo registrando nenhuma diferenca significativa na sincronia receptora-doadora, quando a
sincronia entre a doadora e as receptoras estivesse dentro do intervalo de 24 h. Talvez os embrides de vacas
superovuladas pudessem estar em fase mais adiantada de desenvolvimento com rela¢io aos dos animais
controle ndo tratados (Hasler et al., 1987). Em biifalos, a taxa de prenhez foi elevada, quando as doadoras e
as receptoras foram sincronizadas para apresentarem estro num intervalo dentro 12 horas de diferenga
(41%), enquanto foi observado um comprometimento das taxas de prenhez quando a sincronia ficou proxi-
ma de 12 h (18%). Quando a sincronia ultrapassou as 12 h, as receptoras nio ficaram gestantes (Misra et al.,
1999).

Quando concentragdes de progesterona permaneceram em 0,58 ng/mL ou acima de 16 ng/mL, ndo
foram observadas diferencas nas taxas de prenhez (Spell et al., 2001). A variabilidade dos niveis de
progesterona reflete uma combinagio de diversas taxas de desenvolvimento do CL e a flutuagio da secrecio
de progesterona durante a fase lutefnica inicial. A concentragio ideal de progesterona na circulacdo para
estabelecer a prenhez parece variar entre 2 e 5 ng/mL (Niemann et al., 1985). Esse estudo mostra que o
limite minimo necessario de progesterona essencial para o estabelecimento e a manutencio da prenhez no
dia da transferéncia do embrido pode ser menor do que relatado anteriormente. Além disso, um segundo
estudo indicou que de 177 receptoras prenhes, 8 apresentavam niveis de progesterona <0,5 ng/mL no dia 10,
11 e 12 do ciclo estral (Hasler et al., 1980). Os valores médios das caracteristicas luteinicas e das concentra-
¢Oes de progesterona no plasma sdo mostrados no Quadro 2 (Spell et al., 2001). O didmetro e o volume do
tecido do corpo liiteo diferiram entre as receptoras que receberam um embrido de 6,5 a 8,5 dias pés-estro. O
didmetro do corpo liiteo e o volume do tecido luteal eram maiores, 2 medida que aumentavam os dias pos-
estro nas receptoras. Contudo, as taxas de prenhez ndo diferiram entre as receptoras que receberam embri-
oes de 6,5 a 8,5 dias pés-estro.

Quadro 2. Caracteristica do corpo liiteo (CL) e média das concentragdes plasmaticas de progesterona
em receptoras de transferéncia de embrido prenhes ou ndo prenhes

Item Média Variacao Média das Média das Valor-P¢
geral dos valores prenhes?® nao prenhes®

Didmetro do CL, mm 24,0 10,8 - 46,3 24,1 - 24,0 0,96

Volume do tecido

luteal, cm? 7,0 0,6 -26,9 7,1 6,8 0,59

CL com cavidade,

% de receptoras 79 NA 77 83 0,12

Progesterona no

plasma, n.g/mL 4,0 0,6-16,9 4,1 3,9 0,44

* Valor médio nas receptoras que emprenharam apés transferéncia de embrido.
" Valor médio nas receptoras que niio emprenharam apés transferéncia de embrido.
¢ Diferem os valores de probabilidade em receptoras prenhes e nio prenhes.
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Pode-se utilizar o aspecto do CL para estimar a fase do ciclo estral em bovinos (Kastelic et al., 1990;
Singh et al, 1997), apesar das diferencas no desenvolvimento do CL diminuirem a exatiddo das estimativas.
Um maior percentual de corpos liiteos exibe presenca de fluido no limen no inicio do diestro do que durante
o final desse estdgio e em fases adiantadas de prenhez. Marciel et al. (1992) relataram uma alta correlagdo
entre a concentragdo de progesterona ¢ a massa e o volume do CL. Ao utilizar valores de pixels obtidos
através da analise quantitativa da ecotextura de imagens de ultra-som, foi observado aumento desses valores
do metestro até metade do diestro e durante o proestro (Singh et al., 1997). Os valores de pixels das imagens
de ultra-som estavam fortemente correlacionados com as concentragdes de progesterona nos tecidos luteinicos
e no plasma, com as densidades do volume das células luteinicas e do estroma. Além disso, Ireland et al.
(1980) relataram que 18% das vacas com CL funcional confirmado através de palpagio retal apresentavam
niveis plasmaticos de progesterona abaixo do que se esperado para manter a prenhez. Ao contrério, Perry et
al. (1991) verificaram, com o uso de ultra-sonografia transretal, que vacas com tecido luteinico visivel
apresentavam concentragdes séricas de progesterona superiores a 0,5 ng/mL.

Atualmente h4 muitas variagdes no setor de transferéncia de embrides. Com base nesses estudos ndo ha
motivo para se desviar da pratica normal de realizar a transferéncia de forma sincronizada, sempre que
possivel. Porém, parece que a assincronia de 24 horas entre a receptora e a doadora ndo diminui as taxas de
concepgdo. Com o uso da ultra-sonografia transretal, a avaliagdo minuciosa das estruturas ovarianas mos-
trou que o melhor indicador da adequaga@o de uma possivel receptora de transferéncia de embrido € a obser-
vagdo do estro e a palpacdo do corpo liteo, qualquer que seja o tamanho ou a qualidade. Concentragdes de
progesterona no momento da transferéncia do embrido ndo foram prognésticos de taxas de prenhez.
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