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EPIGRAFE

Todas as vitorias ocultam uma abdicagéo.

Simone de Beauvoir



RESUMO

Teve-se como objetivo avaliar o efeito raca sobre a producgéo in vitro de embrides
bovinos a partir de doadoras de origem zebuina e taurina. Os complexos cumulus
oocitos (COC’s) foram obtidos de 167 doadoras Bos taurus e 161 Bos indicus, por
meio de Ovum pick-up, em meio tampao fosfato salino a 36°C acrescido de
heparina, e classificados em Grau I, Il, lll e desnudos quanto a qualidade
morfologica, envasados em palhetas com meio de maturacdo e encaminhados ao
laboratério. Foram maturados em incubadora entre 22 e 24h em meio de maturagéo
e encaminhados a fertilizacdo entre 18 e 22h. Os zigotos foram transferidos para
meio de cultivo, permanecendo durante sete dias. Concluido o cultivo in vitro, os
embribes foram classificados em morula (MO), blastocisto inicial (BI), blastocisto
(BL) e blastocisto expandido (BX) e envasados em palhetas contendo meio de
cultivo, encaminhados em transportadora com atmosfera 5% de CO,, 5% de O, a
36°C, para transferéncia em receptoras devidamente sincronizadas. Apos 30 e 45
dias da inovulacdo, realizou-se o diagnostico de gestacdo. Os dados foram
avaliados pelo teste Shapiro-Wilk, ndo atendendo critérios de normalidade, foram
submetidos ao teste Mann-Whitney, considerando nivel de significAncia menor que
0,05. Os animais Bos indicus apresentaram maior producdo oocitaria (n=2556), com
15,9 odcitos/doadora em comparagdo aos Bos taurus (n=1903), com 11,4
odcitos/doadora (P=0,008). Houve diferenca para qualidade morfolégica dos COC’s
(689 e 444 em GI, P<0,0001; 681 e 509 em Glll, P=0,010), com superioridade da
raca zebuina. Ndo houve diferenca entre os grupamentos para grau Il (1101
zebuinas e 889 taurinas, P=0,110) e desnudos (85 zebuinas e 61 taurinas,
P=0,311). Quanto a producdo de embrides, houve diferenca nas porcentagens
obtidas de MO (0,44% zebuinas e 6,42% taurinas, P=0,017), BL (14,18% zebuinas e
3,74% taurinas, P<0,0001) e BX (81,43% zebuinas e 75,13% taurinas, P<0,0001).
N&o foi observado diferenca para Bl (3,96% zebuinas e 14,71% taurinas) (P=0,149).
N&o houve diferenca em relacdo a taxa de prenhez (50,4% zebuinas e 44,5%
taurinas) (P>0,05). Os animais Bos indicus apresentaram maior recuperagao
oocitaria e maior numero de o0citos viaveis em comparacdo as vacas Bos taurus,

como também, maior producéo de embrides viaveis.

Palavras-chave: Biotécnicas da reproducdo; Doadoras; OPU; Cultivo in vitrol



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of race on the in vitro
production of bovine embryos from zebu and taurine donors. The cumulus-oocyte
complex were obtained from 167 Bos taurus donors and 161 Bos indicus, was
performed using phosphate-buffered saline at 36 °C added heparina and then
oocytes were classified as grade |, Il, lll (GI, Gll, GlllI) or naked (D) according to
morphological quality, packed in straws with maturation medium and sent to the
laboratory on a carrier.They were cultured in a maturation medium for 22-24h.
Following maturation, oocytes were submitted to fertilization between 18 and 22 h.
The zygotes were transferred to a culture médium where remained for seven days.
After the in vitro culture, the embryos were classified into morula (MO), initial
blastocyst (Bl), blastocyst (BL) and expanded blastocyst (BX) and packed in reeds
containing culture medium, transported in a 5% CO, atmosphere, 5% O, at 36°C, for
transfer in receivers properly synchronized. After 30 and 45 days of the innovation,
the diagnosis of gestation was performed. The data were evaluated by the Shapiro-
Wilk test, not attending normality criteria. The Mann-Whitney test was used to
compare the means, considering a level of significance lower than 0.05. Bos indicus
presented a greater oocyte recovery (n=2556), 15,9 oocytes/donors compared the
Bos taurus (n=1903), 11,4 oocytes/donors (P=0,008). There was a difference in the
morphological quality of COCs (689 and 444 in GI, P<0,0001; 681 and 509 in GllI,
P=0,010), with zebu cattle superiority. There was no difference between breeds only
for Gll oocytes (1101 zebu cattle and 889 taurine cattle, P=0,110) and D oocytes (85
zebus cattle and 61 taurine cattle, P=0,311). Regarding the embryo production, was
a difference in the percentages obtained from MO (0,44% zebu catlle and 6,42%
taurine cattle, P=0,017), BL (14,18% zebu cattle and 3,74% taurine cattle, P<0,0001)
and BX (81,43% zebu cattle and 75,13% taurine cattle, P<0,0001). There was no
difference between breeds only for Bl (3,96% zebu cattle and 14,71 taurine cattle,
P=0,149). There was no difference between pregnancy rate (50,4% zebu cattle and
44,5 taurine cattle) (P>0,05). Bos indicus cows had a greater number of recovery
oocytes and a higher number of viable oocytes compared to Bos taurus cows, as well

as a higher production of viable embryos.

Keywords: Biotechniques of reproduction; Donors; OPU; In vitro Culture
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1. INTRODUCAO

Na busca pelo aperfeicoamento e aumento da produtividade pecuaria, o
desenvolvimento e a utilizacdo de biotécnicas da reproducdo animal sé&o
consideradas ferramentas indispensaveis, principalmente em relagdo aos rebanhos
bovinos, seja de corte ou de leite, jA que estes apresentam longo intervalo de
geracdes e baixo numero de descendentes. Biotécnicas como a inseminacao
artificial (1A), transferéncia de embrides (TE) e producao in vitro de embrides (PIVE),
vém sendo utilizadas com sucesso nessa espécie.

A possibilidade de multiplicagdo do material genético obtido a partir de fémeas
bovinas, (em quantidades superiores a TE), a PIVE tem sido largamente utilizada no
Brasil e vem contribuindo de maneira decisiva na melhoria da qualidade e
quantidade do produto final (MOCE et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2007;
GONCALVES et al., 2008; SILVA et al., 2015).

Com a PIVE, objetiva-se principalmente, produzir um maior namero de
descendentes por fémea doadora, assim como, aumentar a vida util destas. Por
meio dessa técnica é possivel obter até um bezerro por semana, por doadora. Além
disso, a PIVE permite que fémeas com problemas reprodutivos adquiridos nao
sejam submetidas ao descarte precoce e, vacas geneticamente superiores tenham o
seu potencial genético aproveitado ao maximo (GONCALVES et al., 2008).

Quando comparada a TE, a PIVE apresenta algumas vantagens, como a
dispensa de protocolos de superovulagédo, a utilizacdo de diferentes touros para
doadoras individuais e a viabilidade na utilizacdo de sémen sexado em escala
comercial (BOUSQUET et al., 1999; GONCALVES et al., 2008; RATH e JOHNSON,
2008; VARAGO et al., 2008; MELLO et al., 2016). Por outro lado, esta biotécnica
segue apresentando algumas limitacbes devido a diversidade de fatores que
influenciam nos resultados finais. Destacando-se os fatores relacionados a doadora,
como: raca, genétipo, peso, idade, categoria animal, condi¢do fisiolégica, nutricdo e
estagio do ciclo estral; ao clima, como, temperatura, umidade relativa do ar; aos
procedimentos da PIVE, como: os meios utilizados na maturacéo, fertilizacdo e
cultivo in vitro; e as receptoras (PEIXOTO et al.,, 2006; ANDRADE et al., 2012;
MELLO et al., 2016).

Segundo dados da IETS (2014), 40,6% da producdo mundial de embrides,

sdo de embrides in vitro. Viana et al. (2010) afirmam que no Brasil ha maior
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producdo de embrides in vitro (85,5%), do que embrides produzidos in vivo (14,2%).
Isso porque, em 2004, a PIVE passou a ser a técnica de elei¢cdo para producéo de
embrides zebuinos. Em 2008, houve uma producdo de 330.953 embrides in vitro no
mundo, sendo que, destes, 220.425 foram produzidos no Brasil, totalizando 66,6%
dos embrides, consolidando o pais como referéncia no emprego das biotecnologias
reprodutivas. Contudo, Viana et al. (2010) ressaltam que ainda existe uma grande
variacdo nos resultados referentes a recuperacéo de odécitos e numero de embrides,
como mencionado anteriormente, diversos fatores podem influenciar no produto
final.

No presente estudo, objetiva-se avaliar o efeito de raca, um dos fatores
apontados como influenciador do resultado final, sobre a PIVE em bovinos a partir

de doadoras de origem zebuina (Bos indicus) e taurina (Bos taurus).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito raca sobre os resultados da producédo in vitro de embrides

bovinos a partir de doadoras de origem taurina e zebuina.
2.2. Objetivo especifico
Avaliar e comparar a qualidade morfolégica dos complexos cummulus oécito

(COC’S), a taxa de recuperacdo oocitaria, a producdo de embrides in vitro com base

nos estadios de desenvolvimento e a taxa de prenhez.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Particularidades da fisiologia reprodutiva de fémeas zebuinas e taurinas

O conhecimento das particularidades da fisiologia reprodutiva de fémeas
zebuinas e taurinas é essencial para a adequada implementacdo de biotécnicas,
gue buscam a melhoria da eficiéncia reprodutiva e a multiplicacdo de individuos
geneticamente superiores (BARUSELLI et al., 2007).

Nos ultimos anos, inumeras pesquisas foram destinadas ao entendimento e
estudo da populacao folicular ovariana pré antral e antral e o seu impacto sobre a
reproducdo dos bovinos e, consequentemente, sobre a eficiéncia das biotécnicas
reprodutivas (SANTOS et al., 2016). Mesmo com progressos frequentes, diversas
questdes relacionadas a fisiologia reprodutiva da fémea, continuam desconhecidas,
principalmente considerando-se as diferencas entre zebuinos e taurinos (MOROTTI
et al., 2015).

As diferengas na fisiologia reprodutiva de Bos indicus e Bos taurus no padrao
de desenvolvimento da onda folicular, do recrutamento folicular, refletem na
producdo de odcitos e consequentemente na PIVE (FIGUEIREDO et al.,, 1997;
VIANA et al., 2000 e 2010; BARUSELLI et al., 2007).

3.1.1. Desenvolvimento folicular

O foliculo é unidade morfofuncional do ovario e é constituido por um oécito
circundado por células da granulosa e tecais. Os foliculos podem ser divididos de
acordo com o grau de evolucdo em: foliculos pré-antrais e foliculos antrais
(FIGUEIREDO et al., 2007).

O ovario dos mamiferos contém milhares de odécitos. Apesar da grande
guantidade de odcitos, apenas uma pequena porcentagem (0,1%) sera ovulada e,
consequentemente, podera ter possibilidade de ser fecundado, caracterizando assim
uma baixa eficiéncia ovariana. A maioria dos foliculos (99,9%) nao atinge a ovulagéo
e seguira para o processo de atresia folicular (FIGUEIREDO et al., 2007).

As vacas sao poliéstricas anuais e seu ciclo estral pode ser dividido em fase

luteinica e folicular. Contudo, didaticamente, adota-se a divisdo em quatro fases:
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proesto, esto, metaestro e diestro, com duragdo total média de 20-21 dias
(GONCALVES et al., 2007).

Segundo Savio (1991), na fase folicular (ou fase de dominio estrogénico)
incluem-se o estro e a ovulacéo e caracteriza-se por um maior crescimento folicular.
O inicio dessa fase acontece apds a queda nos niveis séricos de progesterona e
consequentemente a agao da prostaglandina (PGF2a), induzindo, assim, a lutedlise
(DIELEMAN et al., 1986). Ja na fase luteinica (ou fase de dominio progestageno),
Savio (1991) indica que ocorre 0 maximo crescimento do corpo luteo (CL) e sua
consequente manutencdo com a producgéo de progesterona (P4).

Nos bovinos, o desenvolvimento folicular ocorre em padrdo de ondas
(geralmente de duas a trés ondas). A cada onda do crescimento folicular, um grupo
de pequenos foliculos séo recrutados e iniciam uma fase de crescimento comum,
esta etapa € conhecida como emergéncia folicular (GINTHER et al., 2003). Porém,
apenas um destes foliculos vai dar seguimento ao seu desenvolvimento, enquanto
gue os outros foliculos vao sofrer regresséo, fenébmeno conhecido como divergéncia
folicular (LUCY et al., 1992). Ginther et al. (1996; 2001) definem “divergéncia
folicular” como o momento em que ocorre uma despropor¢cdo nas taxas de
crescimento entre os dois maiores foliculos, sendo que o maior foliculo vai seguir o
seu desenvolvimento e os demais irdo sofrer declinio ou parada no crescimento.

ApoOs a fase de divergéncia, e devido os altos niveis de progesterona e
consequente reducdo na pulsatiidade de LH, o foliculo dominante torna-se
anovulatério. Inicia-se, entdo, o processo de atresia e perda da dominancia, dando
inicio a uma nova onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989). O foliculo
dominante, presente no momento da regressao luteinica, culmina na ovulacdo
(FORTUNE et al., 2004).

No dia zero do ciclo estral, se inicia a primeira divergéncia folicular, com
diametro folicular médio de 4-5mm. Aproximadamente no dia seis do ciclo, esse
foliculo cessa o crescimento e sua regressao ocorre, geralmente, em torno do dia
13. Normalmente, no mesmo ciclo, no dia 10, se inicia o segundo crescimento
folicular, que ira resultar em ovulacdo somente no estro seguinte (GONCALVES et
al., 2007).

Particularidades e diferencas sdo observadas na dinamica folicular de Bos
taurus e Bos indicus. O numero de ondas de crescimento folicular por ciclo estral é

uma delas. A predominancia de duas a trés ondas de crescimento folicular por ciclo
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estral foi relatada em estudos realizados com animais da raca Holandesa (SAVIO et
al., 1988; SIROIS e FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989; WOLFENSON et al.,
2004). Ja em relacdo aos estudos realizados em zebuinos das racas Brahman
(RHODES et al., 1995), Nelore (FIGUEIREDO et al., 1997) e Gir (VIANA et al., 2000)
séo relatados a incidéncia de trés ondas, e, até mesmo a ocorréncia de quatro
ondas de crescimento folicular por ciclo estral.

Outra diferengca na fisiologia reprodutiva relatada em estudos entre Bos
indicus e Bos taurus é o distinto numero de foliculos que sdo recrutados por onda de
crescimento folicular, revelando que as fémeas zebuinas recrutam maior nimero de
foliculos que as fémeas taurinas (CARVALHO et al., 2007).

Os diferentes nameros de foliculos recrutados por onda de crescimento
folicular, presentes nos ovarios, parecem ter relacdo com o sistema do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). Um estudo com vacas Brahman sugere
que estes animais apresentam maiores concentracdes plasmaticas de fator de
crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1) (SIMPSON et al., 1994; ALVAREZ et
al., 2000) e menores concentracfes de FSH, quando comparadas com vacas da
raga Angus (ALVAREZ et al., 2000).

Outros autores também levantaram a possibilidade de que o maior nimero de
foliculos presentes no ovario de zebuinos poderia ser em decorréncia da elevada
concentracdo de IGF-I, mesmo na presenca de baixos niveis de FSH (ALVAREZ et
al., 2000; BARROS e NOGUEIRA, 2001; BO et al., 2003; MONTEIRO et al., 2009).
Estudos também informam que o IGF-I esta presente nos complexos cummulus
oocito (COC’s) (NUTTINCK et al., 2004) e em embrides no estagio de pré-
implantacdo (LONERGAN et al., 2000).

Os dados encontrados na literatura sugerem que a divergéncia folicular em
Bos indicus acontece em diametros inferiores aos relatados para Bos taurus e que,
Bos indicus ndo apresenta uma grande variacdo entre diametros dos foliculos
dominante e subordinado. Nos estudos de Ginther et al. (1996), com bovinos Bos
taurus (raca Holandesa), esta divergéncia folicular se inicia em torno do dia 2,8
(posteriormente a emergéncia) apos o foliculo dominante atingir em média 8,5mm e
o foliculo subordinado 7,2mm. Nos estudos de Gimenes et al. (2005), Sartorelli et al.
(2005) e Castilho et al. (2006), realizados com novilhas Bos indicus (Raca Nelore), a

divergéncia folicular teria inicio em torno do dia 2,5 (60 horas) a 2,7 (64 horas e 44
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minutos) apos o dia da ovulagdo, em que o foliculo dominante atingiu o didametro de
5,4 a 6,2mm e o foliculo subordinado 5,3 a 5,9mm de diametro. .

Em relac&o a importancia do entendimento do desenvolvimento folicular para
a PIVE, Boni et al. (1997) citam que o sucesso dessa técnica e da Ovum Pick Up
(OPU), depende da populacao de foliculos na fase antral. Dode (2006), por sua vez,
sinaliza que a disponibilidade de uma populacdo uniforme e competente de o0citos
imaturos para serem maturados in vitro também é de grande importancia para o

sucesso da PIVE.

3.2. A producéo in vitro de embrides bovinos no Brasil

O primeiro relato de possibilidade do cultivo de embrides de mamiferos in vitro
ocorreu em 1920. Porém, somente na década de 1950, foi relatado o primeiro
nascimento de um animal (coelho) a partir da PIVE. No final da década de 1970,
surgiram as primeiras informagdes sobre a maturacdo e fertilizagdo in vitro de
oocitos bovinos (GONCALVES et al., 2008). O primeiro nascimento de um bezerro
obtido através da PIVE foi relatado por Brackett et al., em 1982 (GALLI e LAZZARI,
1996). ApGs verificacdo de que a PIVE em bovinos poderia ser viabilizada, no final
dos anos 1980, esta biotecnologia recebeu grande impulso. A partir da década de
1990, a PIVE passou a ser bastante difundida e utilizada em diferentes paises e, de
forma destacada, no Brasil (GONCALVES et al., 2008).

Inicialmente, a PIVE foi utilizada para pesquisa, buscando estudar a fisiologia
dos gametas masculino e feminino. Atualmente é utilizada em distintos segmentos
da reproducéo, tanto humana, quanto animal. Devido a essa pesquisa inicial, hoje é
possivel um conhecimento aperfeicoado em relagcdo ao crescimento, maturacao e
fecundacao de odcitos, bem como o melhor entendimento a respeito da capacitacdo
esperméatica e do desenvolvimento embrionario e alguns de seus mecanismos de
regulacdo. A PIVE tem apoiado o desenvolvimento de outras biotécnicas como a
clonagem por transferéncia nuclear, transgenia, sexagem de espermatozoides e
embrides, preservacdo de odécitos e manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos
ovarianos pré-antrais (GONCALVES et al., 2008).

O primeiro bezerro produzido in vitro no Brasil, nasceu em 1994 (PEIXER et
al., 1994). Mas s6 em 1998 esta técnica passou a ter utilizada de maneira comercial,

com o projeto de inovacdo tecnolédgica financiado pela Fundacdo de Apoio a
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Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e pelas Empresas Beabisa Agricultura
Ltda e Gertec Tecnologia de Embrides (GALLI, 2003).

Segundo o Departamento de Saude Animal (DSA) do Ministério da Agricultura
e Pecuaria (MAPA), o Brasil encontra-se em 20° lugar no ranking global de
exportacdo de material genético bovino, e, devido ao alto padrdo zootécnico que o
rebanho bovino brasileiro vem adquirindo, o pais apresenta grande potencial de
crescimento visando atender a crescente necessidade de atender a demanda global
por genética bovina.

Dados obtidos a partir da Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides
(IETS) informam que a producdo de embrides PIV, em um periodo de 15 anos,
cresceu mais de 300%. Em 2002 foram produzidos 160.695 embrides PIV e em
2016, 666.215. Neste mesmo ano de 2016, o volume de embrides produzidos in

vitro, ultrapassou o volume de embriées produzidos in vivo (Figura 1).

Figura 1 — Producéo de Embrides In vivo X in vitro
Embrye production - In Vive vs In Vitre

I||||H| ‘|||| | L

Ll Il

Griéfico publicado por Blandin (2015} e atuzalizado com dadas da IETS (2015-2017)

Fonte: Grafico originalmente publicado por Blondin (2015), no artigo “Status of embryo production in
the word”, atualizado com dados da IETS (2015-2017), nos boletins “Embryo Transfer Newsletter”.

Varios fatores contribuiram para que a produgdo de embribes in vitro
apresentasse altos indices de crescimento, tais como: a melhoria dos meios
utilizados; a viabilizagdo comercial do sémen sexado, permitindo fornecer ao
produtor o sexo desejado em mais de 90% dos embrides produzidos; diminuicdo da

ocorréncia da “sindrome do bezerro gigante”; meios mais adequados e elaborados
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para a criopreservacdo dos embrides, permitindo que esses embrides sigam viaveis
apos protocolos de congelamento lento; viabilizacdo comercial da técnica de
Transferéncia Direta (DT), proporcionando oportunidades de exportacdo de
embrides PIV em todo mundo; aliada a gendmica permite a reducao do intervalo de
geragOes. Apesar da PIVE ainda continua sendo uma tecnologia de alto custo,
quando comparada a outras biotecnologias, ela também agrega valores comerciais
gue podem compensar o alto investimento, a exemplo disso, os produtores do setor
de gado de leite, podem ter ao seu alcance mais de 90% de embrides fémeas e 0s
produtores de gado de corte, mais de 90% dos embrides machos (ABE et al., 2002;
FARIN et al., 2006; GARNER et al., 2008; MOROTTIA et al., 2014; SHOJAEI et al.,
2014; BLONDIN, 2015).

A PIVE apresenta-se como uma alternativa de grande utilidade para prolongar
0 aproveitamento reprodutivo dos animais. Contudo, algumas limitacdes devido a
diversidade de fatores que influenciam nos resultados finais devem ser melhor
estudadas e esclarecidas. Diversos estudos relatam 70% de recuperagao de COC’s
por aspiracao folicular (SENEDA et al., 2001; VIANA et al., 2004), e, destes, apenas
10% a 40% sé&o convertidos em embrido (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006;
LONERGAN e FAIR, 2008; RIZOS et al., 2008), obtendo-se taxas de gestacdo nao
superiores a 50% (PETERSON e LEE, 2003; SIQUEIRA et al., 2009).

Atualmente, o Brasil é responsavel por aproximadamente 50% da producao
de embrides in vitro de todo o mundo. Racas zebuinas de corte sdo as mais
utilizadas no processo da PIVE, e seu resultado de destague se deve principalmente
ao fato de apresentarem maiores quantidades de foliculos nos ovéarios que as
taurinas (NEVES et al., 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas propriedades e laboratorio da Fazenda Casa
Branca Agropastoril (Figura 2) no municipio de Silvianépolis, Minas Gerais, Brasil,
localizada a 22° 01' 44" Sul 45° 50' 06" Oeste (Figura 3), sob aprovacdo do Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (CEUA
UFRB), com registro de numero 23007.032366/2017-30.

Figura 2 — Laboratério da Fazenda Casa Branca Agropastoril

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3 — Mapa ilustrativo referente a localizacdo do municipio de Silvianépolis-MG

Silviandpolis

Fonte: Adaptado de http://pt.db-city.com/Brasil--Minas-Gerais--Silvian%C3%B3polis
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Foram utilizadas 161 vacas zebuinas da raca Brahman (Figura 4) e 167 vacas
taurinas das racas Angus (Figura 5) e Simental (Figura 6), com idade entre dois e 17
anos e escore de condicao corporal (ECC) entre 3 e 4,5. Os animais foram mantidos
em condicdo de semi-confinamento e confinamento, suplementados com dieta

balanceada a base de silagem de milho e sal mineral, além de agua ad libitum.

Figura 4 — Vacas Zebuinas da Ra¢a Brahman

Fonte: Acervo Casa Branca Agropastoril

Figura 5 — Vacas Taurinas da Raca Angus

Fonte: Acervo Casa Branca Agropastoril

Figura 6 — Vacas Taurinas da Raca Simental

Fonte: Acervo Casa Branca Agropastoril
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As vacas selecionadas pelo melhorista da propriedade como doadoras, foram
divididas em dois grupos (G) experimentais de acordo com a raga. O G1 (n=161),
composto por vacas zebuinas da raca Brahman e o G2 (n=167), composto por vacas
taurinas das racas Angus e Simental.

Todas as doadoras foram submetidas a aspiracao folicular por um mesmo
Médico Veterinario, através da técnica de OPU, utilizando-se um transdutor setorial
microconvexo intravaginal de 7,5 MHz, acoplado ao aparelho de ultrassonografia
(Mindray®, modelo DP 2200 VET, China). Inserido ao transdutor, havia uma agulha
17G (de Unico uso e descartada a cada animal), qgue conduzia ao sistema de bomba

de vacuo, com uma pressédo de vacuo/vazao ajustada a 18 mL/minuto (Figura 7).

Figura 7 — Ultrassom e sistema de bomba a vacuo

Fonte: Arquivo pessoal

Os animais foram contidos em brete, as fezes foram retiradas do reto e foi
feita a limpeza do perineo com agua e detergente neutro. Para evitar o desconforto
do animal e facilitar manipulacdo dos ovarios, realizou-se anestesia epidural (apos
antissepsia prévia do local com éalcool 70°) com 3mL da associagédo de cloridrato de
lidocaina 2% (2,5mL) com cloridrato de xilazina 0,1% (0,5mL) utilizando agulha
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40x12mm (de Unico uso e descartada a cada animal). Apds anestesia, o transdutor
foi inserido até o fundo vaginal, e, através de manipulagcédo transretal, os ovarios
foram posicionados na extremidade do transdutor e todos os foliculos antrais visiveis
foram aspirados (Figuras 8 e 9). Para o recebimento do contetdo aspirado e odcitos,
utilizou-se tampéo fosfato salino a 36°C acrescido de heparina — também utilizado
para lavagem da agulha do sistema.

Figura 8 — Manipulacdo e posicionamento do transdutor na OPU na Fazenda Casa Branca
Agropastoril

w

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 9 — llustracdo da manipulacdo e posicionamento do transdutor na OPU

Fonte: Adaptado de  http://www.transova.com/tog-blog/in-vitro-fertilization-embryo-transfer-a-
comparison
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Em meio contendo apenas tampdao fosfato salino, os odcitos aspirados foram
lavados e classificados em grau |, I, lll e desnudos quanto a qualidade morfolégica
por meio do numero de camadas do complexo cumullus oophorus, conforme
descrito por Viana et al. (2004). Em seguida, os oocitos foram envasados em
palhetas de 0,25mL contendo meio de maturacéo e encaminhados ao laboratério de
PIVE em transportadora a 38°C. O tempo médio de transporte do local da aspiragédo
para o laboratorio foi de no maximo 40 minutos. No laboratorio, foram transferidos
para placas Corning® (Corning Incorporated, Estados Unidos) 60mm, onde foram
lavados de duas a trés vezes com meio de maturacdo e, em seguida, transferidos
para uma nova placa Corning® (Corning Incorporated, Estados Unidos) 35mm, onde
entdo, seguiram para maturacdo in vitro (MIV) em incubadora (38,7°C; 99% de
umidade; 5% de CO,) entre 22h e 24h em meio de maturacdo (9,0mL TCM 199
Earles Salt® Sigma Aldrich, EUA ; 1,0mL de Soro Fetal Bovino® Sigma Aldrich, EUA;
20uL de piruvato; 10uL de FSH; 100uL de LH; 10uL de estradiol; 50uL de amicacina
e 4mL de 6leo mineral estéril, Oil for Embryo Culture® Irvine Scientific, EUA).

Apoés a MIV, os od6citos foram observados e analisados para confirmacdo da
maturacdo (expansdo das células do cummulus e integridade do citoplasma) e,
entdo, foram encaminhados a fertilizacdo in vitro (FIV) (10mL de FERT TALP® Life
Technologies do Brasil Ltda, Brasil; 0,069 BSA-FAF® Bovine Serum Albumin Fatty
Acid Free Sigma Aldrich, EUA; 20uL de piruvato; 440uL de Penicilina, Hipotaurina, e
Epinefrina - PHE; 110uL de heparina; 50uL de amicacina e 4mL de 6leo mineral
estéril, Oil for Embryo Culture® Irvine Scientific, EUA) entre 18 e 22h. Para a FIV,
foram utilizados sémen convencional e sexado, ambos criopreservados. O sémen foi
descongelado a 35°C por 40 segundos. Espermatozoides vivos e mortos e 0s
diluentes espermaticos, foram separados através do Gradiente Percoll (45% e 90%
de Percoll® Sigma Aldrich, EUA) em rotacdo de 3.200rpm por sete minutos para
sémen convencional e 9.000rpm por cinco minutos para sémen sexado.

ApoOs o término da FIV, as grandes quantidades de espermatozoides e células
em torno do zigoto foram retiradas, permanecendo de duas a trés camadas de
células do cumullus. Os zigotos foram transferidos para placa contendo meio de
cultivo (9,3mL de CR-2; 0,05g de BSA-FAF® Bovine Serum Albumin Fatty Acid Free
Sigma Aldrich, EUA; 500uL de Soro Fetal Bovino® Sigma Aldrich, EUA; 100uL de

alanina; 100uL de glicina; 40uL de amicacina) e 4mL de oleo mineral estéril (Oil for
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Embryo Culture® Irvine Scientific, EUA), onde permaneceram durante 7 dias,
passando por uma troca de meios (feeding) 48h ap6s o inicio do cultivo in vitro
(CIV).

Concluida o CIV, os embrides foram analisados e classificados em morula
(MO), blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL) e blastocisto expandido (BX), segundo
os critérios da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS). Os
embrides foram envasados em palhetas contendo meio de cultura para manutencao
de embrides (Holding plus, Biodux®, IMV do Brasil, Brasil), encaminhados em
transportadora a 36°C, para transferéncia em receptoras devidamente sincronizadas
(Figura 10).

As receptoras (todas mesticas) passaram pelo seguinte protocolo: no DO,
receberam implante vaginal de progesterona (CIDR®, Zoetis, Brasil) e 2mL de
benzoato de estradiol intramuscular (IM) (Estrogin®, Biofarm, Brasil); no D9, o
implante de P, foi retirado e receberam 1mL de estrégeno (Sincrodiol®, Ouro Fino,
Brasil) IM, 1,5mL de eCG (Novormon®, Zoetis, Brasil) IM e 2mL de cloprostenol
(Ciosin®, MSD, Brasil) IM; no D11, D12, D13 foram os dias de observacdo de estro;
no D18, as receptoras foram classificadas como aptas ou ndo em relacéo ao dia do
estro e ao tamanho do corpo lateo (CL) (CL1: grande; CL2: médio; CL3: pequeno).
Apenas as receptoras que apresentaram estro no D6 ou D7 em relacdo ao dia da
fertilizacdo e com CL2 ou CL3, foram classificadas como aptas. As aptas foram

inovuladas no corno uterino ipsilateral ao corpo lateo (Figura 10).

Figura 10 — Esquema do protocolo de sincronizagdo utilizado nas receptoras de embrides PIV na
Fazenda Casa Branca Agropastoril

Do

D9 D11, D12, D13 D18
Implante P4 ’ . - s
Retirada implante P4 Observacdo de estro Classificacdo das
2mL Benzoato de estradiol . receptoras
1mL estrégeno
Aptas foram
1.5mL eCG inovuladas

2mL Cloprostenol

Fonte: Arquivo pessoal
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Seguindo a rotina da propriedade, ap6s 30 e 45 dias da inovulacdo dos
embrides transferidos a fresco, realizou-se o diagnostico de gestacdo (DG) através
de palpacédo retal e ultrassonografia. No DG 30, buscou-se a deteccdo do corpo
liteo no ovario e/ou a presenca de vesicula alantoideana no corpo uterino. Ja no DG
45, buscou-se avaliar as perdas embrionérias.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
Por ndo atenderem aos pressupostos da normalidade, foram submetidos ao teste de
Mann-Whitney, o qual é utilizado para duas amostras independentes. Utilizou-se o
nivel de 5% de significancia para todas as avaliacbes e o Software Statistical

Package for the Social Sciences, versao 23.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados um total de 328 aspiracdes foliculares, 161 aspiracdes em
fémeas zebuinas da raca Brahman e 167 em vacas taurinas da raca Angus e
Simental. Do total de aspira¢des, foram obtidos 4.440 odcitos viaveis (13,54%),
produzindo 1.284 embribes (29%), dos quais 886 foram transferidos por serem
viaveis (69%), resultando em 427 gestacdes (49%). Esses dados corroboram com 0s
descritos na literatura. Hendriksen et al. (2000) descreveram que apenas 15 a 20%
dos od0citos vidveis conseguem atingir estagio de embrido aptos para transferéncia.
A taxa de prenhez deste estudo foi superior a descrita por Nonato Jr et al. (2004)
(36,5%), e corrobora com as taxas que variam entre 30 e 51% descritas por
HASLER (2000), FARIN et al., (2001) LANE et al. (2003), DIAS et al. (2006),
SCHIMIDT (2007), ANDRADE et al. (2012).

A producdo de odcitos viaveis foi maior para vacas zebuinas (n=2556), 15,9
oocitos/doadora em comparacdo as vacas taurinas (n=1903), 11,4 odcitos/doadora
(P=0,008) (Tabela 1). Esses resultados corroboram com outros existentes na
literatura e séo justificados devido as diferencas fisiolégicas existentes entre fémeas
zebuinas e taurinas. Vacas Bos indicus possuem maior quantidade de pequenos
foliculos em crescimento nos ovarios, e, por conseguinte, um maior nimero de
COC'’s recuperados por OPU (VIANA et al., 2004), quando comparadas com vacas
taurinas (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006). Batista et al. (2014), também
sugeriram que, vacas Bos indicus, devido a maior populacdo de foliculos antrais,

possuem maior numero de o4citos viaveis.

Tabela 1 — Qualidade morfolégica dos Complexo Cummulus Odcito a partir de doadoras taurinas e
zebuinas

Doadoras Grau | Grau |l Grau Il Desnudo Odcitos
n (%) n (%) n (%) n (%) viaveis
n (%)
Zebuinas 689 (26,96) 1101 (43,08) 681 (26,64)2 85 (3,33) 2556 (100)a
Taurinas 444 (23,33)b 889 (46,72) 509 (26,75)P 61 (3,21) 1903 (100)r
Valor de P 0,000 0,110 0,010 0,311 0,008

Os dados referem-se ao nimero de odcitos e (porcentagem). Letras diferentes na coluna, diferem
entre si pelo teste de Mann-Whitney a 5% de significancia.
Fonte: Arquivo pessoal

Carvalho et al. (2007) também observaram que fémeas zebuinas recrutam

maior numero de foliculos que as fémeas taurinas. A diferenca na quantidade de
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foliculos recrutados por onda de crescimento folicular, presentes nos ovarios, parece
ter relacdo com o sistema IGF. Em um estudo realizado com vacas Brahman,
sugeriu-se que estes animais possuem maiores concentracdes plasmaticas de IGF-I
(SIMPSON et al.,, 1994; ALVAREZ et al.,, 2000) e menores concentracbes de
hormonio foliculo estimulante (FSH), quando comparadas com vacas da raca Angus
(ALVAREZ et al., 2000). Mesmo na presenca de baixos niveis de FSH, diversos
autores também levantaram a possibilidade de que o maior numero de foliculos
presentes no ovario de zebuinos poderia ser em decorréncia da elevada
concentracdo de IGF-I, mesmo na presenca de baixos niveis de FSH (ALVAREZ et
al., 2000; BARROS e NOGUEIRA, 2001; BO et al., 2003; MONTEIRO et al., 2009).
Viana e Bols (2005) ressaltam que, o recrutamento folicular também pode sofrer
interferéncia da nutricdo, categoria, manejo, idade, condicdo corporal e condicdes
ambientais.

Em relacdo a qualidade de odcitos viaveis, animais de origem indiana
apresentaram maior numero de odcitos de grau | (4,28 odcitos Gl/doadora versus
2,66 oocitos Gl/doadora, P<0,0001) e Il (4,23 odcitos Glll/doadora versus 3,0
od6citos Glll/doadora, P=0,010) (Tabela 1). Nao houve diferenca entre as racas para
grau Il (P=0,110) e desnudos (P=0,311) (Tabela 1). Esses resultados corroboram
com os encontrados na literatura, como nos estudos de Gimenes (2010), em que
vacas Bos indicus apresentaram qualidade oocitaria superior a vacas Bos taurus e
bubalinas.

Um fator que pode ser citado como importante na determinacao da qualidade
do odcito € a fase da onda folicular em que ele se encontra (SIRARD et al., 1999).
Vérios fatores determinam o crescimento do odcito dentro do foliculo e alguns
destes vao influenciar sua viabilidade e competéncia quando seu desenvolvimento
ocorre in vitro (de WIT et al.,, 2000). O dia do ciclo estral € um desses fatores
(MACHATKOVA et al., 1996).

Para a producao in vitro, os 006citos obtidos a partir da OPU, encontram-se em
diferentes etapas do desenvolvimento folicular, sendo assim, estdo expostos a
diferentes concentracdes de progesterona, LH, FSH e estradiol (de WIT et al., 2000).
Hendriksen et al. (2000) também afirmam em seus estudos que a fase folicular pode
determinar a qualidade do odcito, isso porque, qguando a OPU é realizada em fases
aleatérias do ciclo estral, 85% dos foliculos s&o atrésicos. Outros fatores que

também interferem na qualidade do odcito sdo: o tamanho folicular (LONERGAN et



32

al., 1994; HENDRIKSEN et al., 2000), o nivel de atresia e a influéncia do foliculo
dominante (HAGEMANN, 1999). Armstrong et al. (2001), em seus estudos, afirmam
que a dieta pode influenciar na funcéo do ovario, na fase de crescimento folicular e
na qualidade oocitaria.

Segundo Webb et al. (2004), a qualidade dos odcitos recuperados, esti
relacionada com as condic¢des climaticas. Alguns estudos relacionam a recuperacao
de odcitos viaveis com a concentracao de IGF-1 e o balango energético: animais com
balanco energético positivo e maior concentracdo de IGF-1 (devido as maiores
quantidades de receptores para IGF-lI), como as vacas Bos indicus, recuperam
maiores quantidades de odcitos viaveis (LUCY, 2000; ARMSTRONG et al., 2001). J&
em vacas submetidas ao estresse térmico, com balanco energético negativo, ou
seja, com diminuicdo da ingestdo de matéria seca e consequentemente, reducao
dos niveis de glicose, insulina e IGF-l, a qualidade dos odcitos encontra-se
comprometida (RENSIS e SCARAMUZZI, 2003).

A porcentagem total de embriGes diferiu entre os grupos (P<0,0001) (Tabela
2), sendo maior para zebuinos (n=910), 5,7 embrides/vaca e menor para taurinos
(n=374), 2,2 embrides/vaca. De acordo com Sartori et al. (2002), essa diferenca na
producdo se explica devido a porcentagem de embribes produzidos relacionar-se
positivamente com a quantidade e a qualidade de odcitos recuperados (SARTORI et
al., 2002). Gimenes et al. (2015) relatam em seu estudo que vacas Bos indicus,

devido ao maior numero de COC’S, apresentam maior taxa de embrides produzidos.

Tabela 2 — Qualidade dos embrides produzidos in vitro a partir de doadoras taurinas e zebuinas

Doadoras Mérula Blastocisto Blastocisto Blastocisto Embrides
Inicial Expandido viaveis

Zebuinas 4 (0,44%)2 36 (3,96%) 129 (14,18%)a 741 (81,43%)a 910 (100%)a
Taurinas 24 (6,42%)°> 55 (14,71%) 14 (3,74%)> 281 (75,13%)> 374 (100%)b

Valor de 0,017 0,149 0,000 0,000 0,000
o)

Os dados referem-se ao numero de embrides e (porcentagem). Letras diferentes na coluna, diferem
entre si pelo teste de Mann-Whitney a 5% de significAncia.

Fonte: Arquivo pessoal

Em relacdo a qualidade do embrido, a porcentagem de morula (zebuinas:
0,02/doadora versus taurinas: 0,14/doadora, P=0,017), blastocisto (zebuinas:
0,8/doadora versus taurinas: 0,08/doadora, P<0,0001) e blastocisto expandido

(zebuinas: 4,6/doadora versus taurina 1,68/doadora, P<0,001) de vacas zebuinas foi
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superior em relacdo as vacas taurinas (Tabela 2). Ndo houve diferenca apenas para
blastocisto inicial (P=0,149) (Tabela 2).

Diversos estudos realizados com fémeas taurinas, demonstram que a menor
eficiéncia na PIVE esta relacionada ao estresse térmico (AL-KATANANI e HANSEN,
2002, FERREIRA et al., 2011), que pode influenciar de forma deletéria a dindmica
folicular ovariana e a competéncia oocitaria. Estudos sugerem que os foliculos e
oocitos ficam comprometidos em relacdo a qualidade e competéncia nos estagios
iniciais da foliculogénese e podem apresentar efeito deletério na funcéo do ovario.

Nas pesquisas descritas por Roth et al. (2001), devido ao comprometimento
por estresse térmico, apds o fim deste fendbmeno, seriam necessarios dois ou trés
ciclos estrais para reestabelecer as func¢des dos foliculos e qualidade dos odcitos. Ja
Torres Junior et al. (2008) informam que o efeito do estresse térmico pode se
estender até a fase de producédo dos blastocistos (até 105 dias apos o fim do efeito).

Devido a maior resisténcia e adaptabilidade a exposicdo as elevadas
temperatura e umidade e consequente maior habilidade a termorregulacéo, racas
Bos indicus, parecem ter menores influéncias dos danos causados pelo estresse
térmico do que racas Bos taurus (BENNETT, FINCH, HOLMES, 1985, GAUGHAN et
al., 1999, HAMMOND et al., 1996).

Viana et al. (2005) também relataram em seus estudos, que a estacdo do ano
(estacbes quentes) pode influenciar negativamente a producéo de embriées in vivo
em vacas taurinas. Nas pesquisas realizadas por Ferreira et al. (2011), OPU’s
realizadas durante o verdo em vacas taurinas, diminuiram a quantidade de COC'’s.

A situacgdo reprodutiva também influencia o resultado da PIVE. Estudos como
o de Adamiak (2005), sugerem que vacas lactantes ou em lactacdo tardia,
submetidas ao estresse térmico associado a dietas inadequadas (principalmente a
alimentacdo em excesso) também podem influenciar negativamente os resultados
da PIVE, principalmente quanto a competéncia do desenvolvimento dos odécitos.

Varios outros pesquisadores também afirmam que o estado nutricional e
metabdlico dos bovinos (principalmente desbalancos energéticos) pode ter
participacdo nas alteracbes de crescimento folicular, liberacdo de hormonios e
qualidade dos odcitos e consequentemente, comprometer os resultados da PIVE. A
competéncia oocitaria pode ficar comprometida devido a alteracbes endocrinas
(resisténcia a insulina periférica, hiperinsulinemia, aumento de glicose e IGF-I, que

podem levar ao comprometimento no transporte de glicose em células embrionarias)
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(WEBB et al., 2004; ADAMIAK, 2005; LEROY et al., 2008; ASHWORTH et al., 2009;
BATISTA et al., 2013; SALES et al., 2015).

Outros pesquisadores também observaram que, em temperaturas e umidades
mais elevadas, a qualidade dos odcitos de vacas taurinas e seu desenvolvimento
ficam comprometidos (BORGES et al., 1998). Enquanto em vacas zebuinas sujeitas
a altas temperaturas e umidades, nao foi observado comprometimento na qualidade
dos odcitos e no seu desenvolvimento (ROCHA et al., 1998).

Camargo et al. (2007) demonstram que, devido a adaptabilidade, vacas Bos
indicus possuem melhor desenvolvimento embrionario do que vacas Bos taurus,
guando ambas estdo em ambientes tropicais. Em seus estudos com doadoras Gir,
foi possivel observar que existe correlacdo entre as condicbes climaticas, a
gualidade de odcitos e a porcentagem de embrides: durante o verdo, doadoras Gir
pareciam estar sob menos estresse que vacas holandesas, e seus odcitos
demonstraram ser mais competentes para o desenvolvimento in vitro.

Roth e Hansen (2005) enfatizam que a exposicdo dos COC’s a elevadas
temperaturas nas primeiras 12 horas de maturacéo in vitro leva ao comprometimento
na maturagcdo nuclear do odcito. Podendo levar também, ao aumento de radicais
livres (LAWRENCE et al., 2004), ao comprometimento na sintese de novas proteinas
(EDWARDS & HANSEN, 1996, 1997), e até mesmo a apoptose do oécito (ROTH e
HANSEN, 2004), culminando no comprometimento da capacidade dos o4citos em se
desenvolverem até estagio de blastocisto (EDWARDS et al., 1997).

Nas pesquisas desenvolvidas por Al-Katanani (2002) com vacas taurinas,
observou-se que, no veréo, as doadoras aspiradas, apresentaram comprometimento
no desenvolvimento até blastocisto em comparacdo ao periodo do inverno,
comprovando assim, que a exposi¢cao do odécito e do embrido a altas temperaturas
influencia no desenvolvimento embrionario in vitro.

Importante destacar que, no presente estudo, as vacas doadoras taurinas se
encontravam em ambientes climatizados, com regulagem de temperatura. Além
disso, 0s animais encontravam-se em pequenos lotes, o fornecimento de agua foi
realizado ad libidum e o fornecimento de concentrado e alimentacgé&o foi feito na parte
da noite ou inicio da manh&, quando a temperatura se encontra a mais baixa do dia,
e, por isso, efeitos do estresse térmico, apesar de descrito na literatura como
influenciador da qualidade tanto de od6citos quanto de embrides, nédo foi analisado no

presente estudo. O que nao significa que ndo houve influéncia de tais fatores.
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Também néo foi analisado no presente estudo o escore corporal € nem a situacao
reprodutiva (lactantes, vazias, prenhes) em que as fémeas doadoras se
encontravam.

A taxa de prenhez nao diferiu entre os dois grupamentos genéticos (P>0,05)
(Figura 11), zebuinos: 1,71/doadora versus taurinos: 0,90/doadora e foi superior &
encontrada por Nonato Jr. et al. (2004), que obtiveram 36,5%. Entretanto, a taxa de
prenhez do presente estudo coincide com outros resultados encontrados na
literatura que relatam taxa de prenhez de receptoras bovinas com embrides PIV
variando entre 30 a 51% (HASLER, 2000; FARIN et al., 2001, LANE et al., 2003;
DIAS et al., 2006; SCHIMIDT, 2007; ANDRADE et al., 2012). Niemann et al. (2002) e

Rheinganrz (2000) citaram indices de até 50% de prenhez em seus estudos.
Figura 11 — Taxa de prenhez de receptoras de embrides bovinos PIV
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Fonte: Arquivo pessoal

As taxas de gestacdo de receptoras de embrides PIV séo inferiores, quando
comparas a embrides produzidos in vivo (HASLER et al., 2003). Isso pode ser
explicado devido ao mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo dos
embrides PIV ser mais tardio (FARIN et al., 2001). A lutedlise inicia entre o 150° e

170° dia do ciclo estral. Se durante esse periodo, o embrido ndo produzir uma
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concentracdo adequada de interferon-tau, entdo, ndo ir4 ocorrer o reconhecimento
materno da gestacdo (BINELLI et al., 2001).

Alguns pesquisadores citam que a maior taxa de prenhez durante a TE de
embrides PIV pode estar relacionada a embrides de estagios de desenvolvimento
inicial (HANEKAMP, 1999: PEIXOTO et al., 2007; BO et al., 2012). Contudo,
estagios de desenvolvimento muito precoces ou tardios podem contribuir para uma
baixa taxa de prenhez, como informa Jainudeen et al. (2004).

Os embrides de ruminantes tém desenvolvimento in vitro e in vivo parecido
até o estagio de oito células, contudo, a partir desse estagio, embrides PIV, se
desenvolvem mais lentamente (THOMPSON, 2000; FONTANIER-RAZZAQ et al.,
2001). A fase de cultivo in vitro também pode exercer efeito sobre o metabolismo
embrionario e alterar a qualidade do embrido (RIZOS et al., 2002). Hasler et al.
(2003) afirmam que as diferencas metabdlicas e bioguimicas também podem afetar
as taxas de prenhez ap6s a inovulacdo. Ademais, ap6s a inovulacdo, a taxa de
sobrevivéncia do embrido pode sofrer a influéncia de diversos fatores:
anormalidades cromossémicas, idade e qualidade dos embrides inovulados, local e
método da transferéncia, estresse caldrico, sincronizacdo entre doadoras-
receptoras, estado nutricional e concentracbes de progesterona sérica nas
receptoras (HANSEN e EALY, 1991).

A sincronia do embrido com a receptora também é outro fator que deve ser
levado em conta e que pode influenciar diretamente a taxa de prenhez (HANSEN e
EALY, 1991).
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6. CONCLUSAO

O efeito raca interfere nos resultados da producgé&o in vitro de embribes
bovinos, uma vez que vacas zebuinas apresentaram melhores resultados quando
comparadas as vacas taurinas. Faz-se necessario estudos mais aprofundados
acerca de outros fatores que podem influenciar a PIVE de tais grupamentos
genéticos, como: estagio do ciclo estral das doadoras, analises metabdlicas, dados

de temperatura e umidade, fator touro, efeito receptora e manejo.
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