EJI ADOTAR UM PROGRAMA DE
MULTIPLICACAO DE FEMEAS
DE GENETICA SUPERIOR
POR SUPEROVULACAOE
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES
(TE) OU PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES (PIVE)

As biotécnicas da reproducao podem ser utilizadas para
a multiplicacdo de animais de genética superior do rebanho.
Enquanto a inseminacao artificial permite a multiplicacao de
filho(a)s de touros superiores para a melhoria do rebanho,
a transferéncia de embrides (TE) e a producéo in vitro de
embrides (PIVE) permitem a multiplicacao do(a)s filho(a)s das
melhores fémeas do rebanho, acasaladas com os melhores
touros disponiveis no mercado, tendo como resultado o
melhoramento mais rapido do rebanho.

Espécies que normalmente tém uma cria por gestacdo,
como o caso da vaca, sao chamadas uniparas. Estas espécies
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possuem um grande numero de foliculos (estruturas que
contém o odcito ou 6vulo) nos ovarios, porém um mecanismo
fisiologico faz com que tenham apenas uma ovulacao a cada
ciclo estral. Dessa forma, ap6s o cio, caso haja a cobertura ou
inseminacao da fémea, sera formado apenas um embriao,
que, por sua vez, formaré o feto e dara origem a um bezerro.
A descoberta dos horménios que controlam este mecanismo
possibilitou o desenvolvimento de tratamentos para induzir
varias ovulacdes no mesmo momento. Assim, uma vaca que
teria apenas uma ovulacao (e, consequentemente, apenas
um embrido) apds o cio, pode ser induzida a ter mdltiplas
ovulacoes (processo conhecido como superovulacdo) e, com
isso, desenvolver varios embrioes.

O (tero de uma vaca, contudo, esta preparado para
suportar a gestacao de apenas um feto. Ainda que possam
ocorrer gestacoes gemelares e, excepcionalmente, até de
trigémeos, as chances de complicacdes na gestacao ou parto
e a baixa viabilidade dos bezerros nascidos fazem com que
estas possibilidades sejam indesejaveis em bovinos. No caso
de tratamentos hormonais para inducao da superovulacao,
0 nimero de embrides gerados torna a gestacao inviavel. O
embrido de uma fémea, contudo, pode se desenvolver no
tero de outra, desde que elas estejam na mesma fase do
ciclo estral, ou seja, que a ovulacdo tenha ocorrido no mesmo
dia ou em dias proximos. Dessa forma, os embrides gerados
ap6s um processo de superovulacdo podem ser removidos
(ou coletados) do Utero de uma vaca ou novilha, denominada
“doadora de embrides”, e transferidos para outra, chamada
“receptora de embrido”. Como o embrido foi formado pela
unido do oécito da doadora com um espermatozoide do
touro usado para a inseminacdo ou cobertura, a receptora nao
contribui com nenhuma caracteristica genética do bezerro.
Um embrido coletado de uma vaca holandesa, inseminada
com um touro holandés, dara origem a um bezerro também
desta raca, mesmo sendo gestado por uma receptora nelore,
por exemplo.

A técnica hoje conhecida por transferéncia de embrides
(ou simplesmente TE) envolve basicamente um tratamento
hormonal para inducdo da superovulacao, seguido da
inseminacao ou cobertura da doadora e, seis a sete dias
depois, pela colheita dos embrides produzidos. Paralelamente,
as receptoras tém seu ciclo estral sincronizado, para que no
momento da coleta estejam aptas a receber os embrioes
recuperados. Os embrides também podem ser congelados em
nitrogénio liquido, de forma semelhante ao que é feito com o
sémen, por periodos indeterminados. O estabelecimento do
protocolo de superovulacdo e a realizacdo dos procedimentos
de coleta e transferéncia de embrides s6 podem ser feitos
por médicos veterinarios especializados nesta area. Esses
profissionais também participam da identificacao das potenciais
doadoras de embrido, da definicao da estratégia de trabalho
e da andlise dos resultados obtidos.

Recentemente foi viabilizado o uso, em escala comercial,
de outra técnica, denominada de producao in vitro de embrides
(PIVE). Essa técnica baseia-se — diferentemente do processo

utilizado na mdltipla ovulacdo —, na aspiracdo de odcitos
diretamente do ovério das vacas, em qualquer dia do ciclo
estral, com o uso de equipamentos especiais. Esses 06citos sao
levados ao laboratério, onde serdo submetidos a diferentes
processos que resultardao na PIVE, e esses embrides, como na
TE, serao transferidos para receptoras. A técnica é chamada de
producdo in vitro porque os 06citos e embrides se desenvolvem
fora do animal, em incubadoras no laboratério, isto &, in vitro,
até que atinjam estadio apropriado para serem transferidos
para as receptoras. Apesar das biotécnicas de TE e PIVE
envolverem diferentes processos, seu objetivo é semelhante,
ou seja, produzir grande nimero de embrides de uma mesma
vaca e, assim, aumentar o namero de filhos que ela pode ter
durante a vida.

3.1 AVALIE O MERCADO OU A NECESSIDADE
INTERNA DO REBANHO

Antes de se iniciar um programa de multiplicacao
de fémeas é fundamental a analise do mercado e/ou da
necessidade interna do rebanho.

Num rebanho em que se pretenda implantar um processo
de selecao, podem ser adotadas a TE ou a PIVE como ferramentas
de aceleracao desse processo, permitindo a multiplicacao das
melhores fémeas do plantel. Contudo, a implantacao dessas
técnicas deve basear-se em andlise de mercado, em que seja
avaliado o custo de producdao desses animais, que deve ser
comparado com o custo de aquisicio de um animal de mesmo
potencial em outros rebanhos selecionados.

Por outro lado, em rebanhos selecionados, um programa
de multiplicacdo de fémeas pode ser adotado com o objetivo
de disponibilizar maior nimero de animais para venda.
Esses animais terao maior valor agregado, pois serdo filhos
das vacas de melhor desempenho e producido do rebanho.
Assim, a decisao sobre a adocao da técnica deve basear-se nas
necessidades dos rebanhos e no mercado, devendo ser avaliada
caso a caso, de acordo com a localizacao da propriedade, a
raca utilizada, o preco de mercado dos animais, os potenciais
compradores e fornecedores etc.

3.2 ANALISE AS CONDICOES TECNICAS DA
PROPRIEDADE

Para que a adocao dessas biotécnicas obtenha sucesso,
é necessario, também, avaliar as condicdes técnicas da
propriedade. Tal procedimento objetiva avaliar a propriedade
nao sé com relacdo a estrutura e instalacdes necessarias e
adequadas para a conducao das atividades das biotécnicas, mas
também com relacao ao tipo de manejo adotado nas vacas do
rebanho. Essa avaliacao do manejo é realizada para verificar
se 0s animais multiplicados terao condicao de expressar seu
potencial genético e alcancar a producao esperada. Como
citado anteriormente no capitulo sobre melhoramento genético,
as condicdes ambientais (manejo, nutricao, temperatura,
instalacdes etc.) limitam a expressao do potencial genético dos
animais. Assim, algumas vezes € necessario investir inicialmente
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na melhoria do manejo, da nutricao e das instalacoes, para
que, entdo, possam ser adotadas, com sucesso, biotécnicas
como a TE e a PIVE.

3.3 CONTRATE O SERVICO ESPECIALIZADO

Os procedimentos relativos a conducao de um programa
de multiplicacdo de animais pelo uso da TE ou da PIVE sao
realizados exclusivamente por médico veterinario especialista.
A adocao de tal programa exige, assim, a contratacdo desse
profissional. Atualmente, podem ser contratadas empresas
especializadas ou veterinarios auténomos.

3.4 IDENTIFIQUE AS DOADORAS EM
POTENCIAL

Apobs a contratacao do veterinario, o proximo passo
é a identificacao das doadoras em potencial, selecionadas
inicialmente por seu mérito, ou seja, por serem grandes
produtoras de leite ou por possuirem caracteristicas morfolédgicas
que as destacam dentro do padrdo racial. Apds essa selecao
fenotipica, o veterinario deve avaliar o historico reprodutivo
de cada animal e proceder a avaliacdo ginecolégica, para
diagnosticar sua situacao reprodutiva e recomenda-la ou nao
como doadora de odcitos (no caso da PIVE) ou de embrides
(no caso da TE).

3.5 FACA O ACASALAMENTO ADEQUADO DAS
DOADORAS

Além da selecdo de doadoras, é necessario realizar
um adequado acasalamento. Alguns critérios de selecao de
touros para acasalamento ja foram discutidos no capitulo
[l — “Melhoramento genético”. A escolha do touro adequado
para a fémea é ponto de extrema importancia para o sucesso
do programa, em que sao observados, além dos aspectos
produtivo e morfolégico, aspectos econémicos e comerciais, de
acordo com o objetivo da selecao. Recomenda-se a contratacao
de técnico especializado em acasalamento genético, que possua
bom conhecimento da raca que est4 sendo trabalhada e dos
touros com sémen disponivel para venda.

3.6 DEFINA A ESTRATEGIA PARA AS
RECEPTORAS

As receptoras representam um dos maiores custos de um
programa de multiplicacdo de animais superiores. Os custos sdo
decorrentes de sua compra e, também, da manutencao, que,
além da alimentacdo, envolve a implementacdo de manejo
sanitario, com a realizacdo de exames e vacinacao contra
as principais doencas que afetam a reproducao, conforme
orientacao do médico veterinario que esteja acompanhando a
implementacao do programa no rebanho.

3.6.1 USE RECEPTORAS DO PROPRIO REBANHO

Fémeas do proprio rebanho podem ser utilizadas como
receptoras de embriao. Podem ser usadas novilhas ou vacas

em lactacao ou secas. Entretanto, novilhas virgens apresentam
a maior fertilidade, sendo a primeira opcao de escolha.
Vacas apresentam menor fertilidade, maior susceptibilidade
ainfeccoes uterinas, além dos efeitos decorrentes do balanco
energético negativo caso estejam em lactacao. O uso de
receptoras do proprio rebanho apresenta como vantagem o
menor investimento, mas, como o nimero de receptoras do
préprio rebanho pode ser limitado, pode-se ter menor selecao
de receptoras aptas e, consequentemente, menor taxa de
gestacao apos a transferéncia dos embrides.

3.6.2 ADQUIRA AS RECEPTORAS

A compra de animais para serem utilizados como
receptoras € outra opcao que o produtor tem para implantar
um programa de multiplicacao de animais superiores. Apesar
do maior investimento inicial, é possivel uma maior selecdo
das receptoras, em termos de tamanho e padrao racial.
Preferencialmente, utilizam-se novilhas virgens, com peso
minimo de 300 kg e bom desenvolvimento corporal no
momento da aquisicao. Assim, ap6s a aquisicao, ha tempo
para a realizacao de exames sanitarios e para a vacinacao das
novilhas, até que comecem a dar cio.

3.6.3 TERCEIRIZE AS RECEPTORAS

A terceira opcao de uso de receptoras é a terceirizacao.
Atualmente, existem empresas especializadas no fornecimento
de receptoras, geralmente ligadas as empresas que realizam
os servicos veterinarios de TE ou PIVE. Geralmente, essas
empresas se responsabilizam pela transferéncia dos embrioes,
pelo diagnostico de gestacao e pela determinacdo do sexo
fetal. O produtor, nesse caso, adquire apenas as receptoras com
gestacao confirmada, de acordo com os critérios estabelecidos
pela empresa.

3.7 ELABORE UM CRONOGRAMA DE
TRABALHO

Ap6s a definicao dos passos anteriores, é necessario
elaborar um cronograma de trabalho junto com o veterinario
responsavel pela execucdo das técnicas. A TE e a PIVE
envolvem atividades de sincronizacdo: a) de cio de doadoras
e receptoras, na transferéncia de embrides; b) do cio das
receptoras com o dia da fecundacao in vitro, na producao in
vitro. A programacao das atividades, além da necessidade
de que os eventos ocorram de forma simultanea, faz com
que seja necessaria a implementacdo de um cronograma
de trabalho que presuma os prazos para a realizacao das
diferentes atividades.

3.8 ADQUIRA O MATERIAL NECESSARIO

Apds o estabelecimento do cronograma de trabalho, o
passo seguinte é a aquisicao do material necessario. O material
a ser adquirido é especifico para a atividade e envolve material
de laboratério, horménios e sémen, conforme solicitado pelo
médico veterinario.
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3.9 IMPLEMENTE PROTOCOLOS HORMONAIS
NAS DOADORAS E RECEPTORAS

O inicio das atividades do programa em si comeca com a
implementacao de protocolos hormonais para a sincronizacao
de receptoras. Na transferéncia de embrides, é necesséaria a
implementacao de protocolos hormonais para a sincronizacao
do cio e superovulacao das doadoras. Na producao in vitro
de embrides, pode ser realizada ou nao a sincronizacao das
doadoras antes da aspiracao folicular. Tanto na TE quanto na
PIVE, é necessario realizar a sincronizacao do cio das receptoras,
para que seja concomitante com o cio das doadoras na TE
e com o dia da fecundacao in vitro, no caso da PIVE. De
acordo com a disponibilidade e custos, podem ser adotados
protocolos hormonais a base de analogos da prostaglandina ou
de progestagenos, de acordo com recomendacao do médico
veterinario.

Na TE, os protocolos hormonais das doadoras consistem
na sincronizacao inicial do cio, denominado de cio base, com
aplicacao de analogos da prostaglandina. Alternativamente,
esse cio base pode ser dispensado pela adocao de protocolos
hormonais baseados em progestagenos. Apés essa sincronizacao
inicial, procede-se a superestimulacao para multipla ovulacao,
conhecida como superovulacao, a base de hormoénio foliculo-
-estimulante (FSH), de acordo com o protocolo e a dose
recomendados pelo médico veterinario.

3.10 OBTENHA OS EMBRIOES

Apds a adocao de protocolos hormonais para a sincronizacao
de doadoras e receptoras, a proxima etapa do programa é a
obtencao dos embrides, por TE ou por PIVE.

310.OBTENHA OS EMBRIOES POR TRANSFERENCIA
DE EMBRIOES

Antes de obter os embrides por TE, conheca mais sobre a
técnica, suas vantagens e limitacdes e seus procedimentos.

a) Conheca o histérico daTE

A possibilidade de coletar e transferir embrides em
mamiferos foi demonstrada no final do século 19; entretanto,
a aplicacao comercial desta técnica sé foi possivel apds o
desenvolvimento dos protocolos hormonais de superovulacao
e, principalmente, das técnicas de coleta e transferéncia sem
a necessidade de cirurgia. A TE foi a primeira tecnologia de
embrides com aplicacdo comercial expressiva em todo o
mundo.

No Brasil, a transferéncia de embrides comecou a ser
empregada na década de 70, e foi gradualmente ganhando
expressao nas décadas seguintes. As vantagens da técnica
como ferramenta de multiplicacao de animais de alto valor foi
rapidamente reconhecida pelo setor produtivo, e um nimero
crescente de criadores passou a adota-la, resultando em
significativa expansao no uso da TE a partir da década de 90.
Hoje, o Brasil ¢ um dos paises que, no mundo, mais empregam
a transferéncia de embrides em bovinos.

Contribuiram para o crescimento da transferéncia de
embrides o0 aumento no nimero de veterinarios qualificados
para realizar a técnica e a disponibilidade de meios, horménios
e materiais descartaveis fabricados por empresas nacionais,
o que reduziu o custo e simplificou os procedimentos,
diminuindo a dependéncia de laboratérios com infraestrutura
fisica e equipamentos sofisticados. Existem hoje diversos
veterinarios prestando este servico a campo, assim como
empresas conhecidas como Centrais de Transferéncia, que
podem oferecer os servicos de hospedagem das doadoras e
fornecimento de receptoras.

h) Conhecas as vantagens e aplicacdes da TE

Na reproducdo natural, uma vaca pode produzir, no
maximo, uma cria por ano; em média, isso significa oito a dez
crias em toda a vida reprodutiva. Pelo uso da transferéncia de
embrides, uma doadora pode produzir essa quantidade em
apenas um ano. Desta forma, fémeas de alto valor genético
podem ser utilizadas de forma intensiva para promover o
melhoramento genético dos rebanhos, assim como é feito com os
touros. A principal diferenca é que, neste caso, pela inseminacao,
0 progresso genético envolve todos os animais do rebanho,
e 0 ganho ocorre a cada geracao. Pelo uso da TE, o processo
de melhoramento ocorre por substituicao, com as fémeas de
menor valor sendo usadas como receptoras e apenas gestando
os embrides dos melhores animais, as doadoras. O progresso
genético, neste caso, € bem mais rapido.

A transferéncia de embrides abriu novas perspectivas para
os programas de selecdo e de melhoramento genético, antes
limitados ao uso da IA. Na espécie bovina, programas de selecao
genética baseados na transferéncia de embrides, conhecidos
como Nucleos MOET (Mdltiplas Ovulacdes e Transferéncia
de Embrides), tém sido implantados concomitantemente
ao esquema de teste de progénie, otimizando o processo
de melhoramento. Hoje, praticamente, todos os grandes
criatérios de animais de elite usam a transferéncia de embrides
rotineiramente.

A TE também apresenta outras vantagens e potenciais.
A técnica vem sendo utilizada, por exemplo, na conservacao
e multiplicacdo de animais ou racas ameacadas de extincao;
também é fundamental na reducao do risco de transmissao
de doencas no comércio internacional de material genético
bovino, sendo a forma mais segura de se introduzir novas
racas em uma regiao. A TE pode até ser utilizada como uma
alternativa de manejo para reduzir os efeitos negativos do
calor em rebanhos puros de racas europeias, pela coleta nas
épocas mais frias, congelamento dos embrides e transferéncia
nas épocas mais quentes.

c¢) Conheca as limitagoes da TE

A transferéncia de embrides deve ser vista como uma
ferramenta para o alcance de determinadas metas, e nao
como um objetivo por si s6. O que garante o sucesso de uma
propriedade nao é o uso de uma determinada tecnologia, mas
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como ela é empregada, e a TE ndo é excecao. Do ponto de
vista econdmico, por exemplo, o sucesso da TE é computado
considerando-se a relacao entre o custo da execucdo da técnica
e o retorno obtido com os animais nascidos. Uma propriedade
que implemente um programa e produza muitos embrides e
gestacoes, mas que nao consiga colocar os produtos nascidos
no mercado, estd fadada ao fracasso. Por isso, as primeiras
questdes a serem colocadas sao: Quanto custa produzir um
animal por TE? Qual o seu valor de mercado?

Em relacao a técnica propriamente dita, a TE ainda apresenta
algumas limitacdes importantes e que devem ser consideradas
antes de se implementar um programa; a principal delas é que a
resposta aos tratamentos hormonais é imprevisivel, e nem todos
os animais respondem adequadamente e produzem embrides
viaveis, mesmo apresentando bom histérico reprodutivo.
Apesar de a média mundial ser de 5 a 6 embrides viaveis
por coleta, existem animais que produzem mais de 30 ou 40
embrides viaveis por coleta, assim como animais que nunca
produzirao embrides. Como complicante adicional, ndo existe
uma forma confiavel de se estimar com antecedéncia se uma
determinada doadora ira ou nao responder.

Essa restricdo tem um impacto direto no custo do processo,
uma vez que, para cada doadora superovulada, é necessario
preparar com antecedéncia um certo nimero de receptoras.
Como isto é imprevisivel, é muito dificil adequar o ndmero
de receptoras ao de embrides disponiveis, e tanto a falta
como o excesso de receptoras significam perdas econémicas.
O congelamento seria uma alternativa, mas s6 pode ser usado
em embrides de melhor qualidade, e a taxa de gestacao obtida
com embrides congelados é sempre menor que a obtida
mediante transferéncia direta. Uma estratégia para minimizar
esta dificuldade é trabalhar com mais de uma doadora em
cada procedimento, buscando equilibrar os resultados de boas
e mas doadoras. Em determinadas racas, a inconstancia dos
resultados da TE tem levado os criadores a optarem por outras
tecnologias de embrides, como a fertilizacao in vitro.

Outra importante limitacao da transferéncia de embrides
estd relacionada ao nivel tecnolégico e de manejo da
propriedade. As etapas de superovulacao, formacao dos
embrides e gestacao ap6s a transferéncia sdo muito sensiveis
a fontes de variacao externas, particularmente relacionadas a
nutricao e sanidade tanto de doadoras como de receptoras.
Da mesma forma, a execucao dos procedimentos necessarios
requer mao de obra qualificada e motivada e com um minimo
de experiéncia em manejo reprodutivo, particularmente
guanto a observacao de cios e inseminacao. A complexidade
do processo também requer um bom registro zootécnico e
coordenacao de informacdes entre as pessoas envolvidas. Dessa
forma, é altamente recomendavel que um programa de TE
seja implementado apenas se associado a outro de assisténcia
técnica e manejo reprodutivo e conduzido considerando-se
outros indicadores de eficiéncia do rebanho.

Por fim, é importante lembrar que a transferéncia de
embrides é uma ferramenta que possibilita multiplicar o

numero de descendentes de um determinado animal, seja ele
de valor ou nao. Dessa forma, se for orientada adequadamente
e utilizada em animais geneticamente inferiores, pode ocorrer
retrocesso genético, na mesma velocidade em que poderia
haver progresso. Erros na orientacdo de um programa de
TE podem ter consequéncias graves para a estrutura de um
rebanho a médio e longo prazos. E é importante lembrar que a
caracterizacao do potencial genético de um animal requer uma
avaliacao técnica, pois nem sempre um animal que tenha uma
caracteristica de interesse ird transmitir esta caracteristica aos
seus descendentes, particularmente em animais mesticos.

d) Conheca aTE passo a passo

A TE é uma biotécnica que envolve as seguintes etapas
durante sua execucao.

= Retina o material

« agulha;

« alcool 70%;

* anestésico;

o circuito em Y para colheita de embrides;

« estante para tubos;

« filtro de colheita de embrides;

* lupa;

« luvas de palpacao retal;

« luvas de procedimento;

» mandril;

« papel-toalha;

« placa aquecedora;

« placas de Petri;

 pinca
hemostatica;

« pipetadores;

e seringa;

« solucdo (meio)
para colheita de
embrides;

« sonda de Foley;

tubos tipo Falcon
de 50 mL.
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= Faca a selecéao
de doadoras

A TE baseia-se na
selecido de doadoras,
que podem ser vacas
ou novilhas que estejam
dando cio regularmente
e de acordo com seu
historico reprodutivo.

= Estabeleca os protocolos hormonais

As fémeas selecionadas sao submetidas a protocolos
hormonais para induzir a superovulacao, ou seja, a ocorréncia
de multiplas ovulacdes ao mesmo tempo. Podem ser
utilizados diferentes hormonios e doses, de acordo com a
recomendacao do veterindrio responsavel pelas atividades.
Uma caracteristica importante desse tratamento hormonal
é que devem ser mantidos intervalos de 12 horas entre as
aplicacoes dos hormonios da superovulacdo. Diferencas nesse
intervalo comprometem o processo, fazendo com que a vaca
nao responda ao tratamento hormonal.
[

S N

Material para tratamento hormonal

L i f Q
N
X

B
Preparacdo do aplicador de horménios

= Faca a inseminacao artificial

Ap6s o tratamento hormonal, as fémeas entram em cio,
que é semelhante a um cio normal. Contudo, como varios foli-
culos se desenvolveram, apenas uma inseminacdo geralmente

nao é suficiente para
garantir que todos
0s 00citos sejam fe-
cundados. Assim,
estabelecem-se dife-
rentes protocolos de
inseminacao, em que
sdo realizadas duas ou
trés inseminacoes, em
diferentes intervalos,
de acordo com a reco-
mendacao do veteri-
nario responsavel.

m Colha os embrides

A colheita dos embrides ocorre sete dias apds a inseminacao
artificial; ela é realizada mediante lavagem uterina, utilizando-se
um circuito de colheita de embrides. Esse circuito de colheita
utiliza um meio de lavagem, geralmente uma solucao salina
tamponada fosfatada (PBS), que é infundido no Gtero da vaca
com o auxilio de uma sonda de Foley. Essa sonda possui um
balao que pode ser inflado com ar, o que permite sua fixacao
no Utero e impede que o meio de lavagem retorne para fora
do atero. Ela é acoplada a um tubo em Y, em que uma parte
é ligada ao meio de lavagem e outra a um filtro de coleta de
embrides. O filtro é composto de uma fina malha de néilon,
que retém os embrides. Além disso, esse tubo em Y é equipado
com manoplas que permitem controlar o fluxo de entrada e
de saida do meio de lavagem do Utero.

Coleta de embribes
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m Selecione os embrides, classificando-os

Apos a lavagem, o veterinario verte o contetido residual
do filtro em uma placa de Petri e, com o auxilio de uma lupa
(estereomicroscopio) procura os embrides lavados. Os embrides
recuperados sao selecionados e classificados pelo veterinério
responsavel em viaveis ou inviaveis, conforme seu estadio de
desenvolvimento e sua qualidade, de acordo com critérios
internacionais. Esse procedimento classifica os embrides
recuperados quando eles séo selecionados para a transferéncia
(ou inovulacao) ou para o congelamento, caso haja sobra de
embrides. Devido a uma producdo acima da esperada, ou
uma baixa taxa de sincronizacao das receptoras, os embrides
produzidos podem ser preservados por congelamento ou outro
método de criopreservacao, como a vitrificacdo. Atualmente,
sao obtidas taxas de gestacao satisfatorias ap6s o congelamento
de embrides produzidos in vivo (TE).

31020BTENHA OS EMBRIOES POR PRODUCAO DE
EMBRIOES IN VITRO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) ou fecundacao in
vitro (FIV) é outro método utilizado para a obtencao de embrioes,
que envolve odcitos recuperados de doadoras. Apesar de uma
fémea bovina possuir capacidade de gerar somente um filho
por ano, o seu Ovario possui, ao nascimento, em torno de
70.000 odcitos, que poderao ser utilizados para a producao de
bezerros. O aproveitamento desses odcitos aumenta a capacidade
de uma fémea de alto valor produtivo em gerar descendentes
de também alto valor produtivo. A PIVE permite uma maior
eficiéncia na producdo de embrides de uma mesma fémea,
quando comparada com a TE, podendo proporcionar mais de
uma centena de filhos na vida reprodutiva de uma vaca.

a) Conheca o histérico da PIVE

O primeiro nascimento de um bezerro com a utilizacao
da fecundacao in vitro foi relatado em 1982, porém somente
em 1987 é que nasceram bezerros oriundos de embrides
totalmente produzidos in vitro. Antes disso, os embrides eram
cultivados em oviduto de ovelhas ou de coelhas, de onde
eram recuperados apos seis a sete dias e transferidos para as
receptoras. No Brasil, as pesquisas com a PIVE comecaram em
1990, sendo as primeiras gestacoes confirmadas em 1993;
em 1994, nasceram os primeiros bezerros, da raca Nelore, a
partir de embrides produzidos in vitro.

0 avanco do conhecimento sobre as necessidades de odcitos
e embrides durante o cultivo in vitro e o desenvolvimento de
aparelhos ultrassonograficos apropriados para a obtencao de
o0citos em bovinos permitiu que a PIVE passasse da pesquisa
para 0 campo nessa espécie. Atualmente, no Brasil, a PIVE é a
principal técnica utilizada para a producdo de embrides, com
195.920 embrides transferidos para receptoras em 2007 contra
41.420 embrides produzidos por TE. Esta elevada producao
de embrides pela PIVE coloca o Brasil como o principal pais a
fazer uso dessa técnica massivamente, tornando-o referéncia
mundial em tecnologia reprodutiva.

b) Conheca as vantagens e aplicacoes da PIVE

A principal vantagem da PIVE é seu poder de gerar um
grande nimero de bezerros de uma mesma fémea. Enquanto na
TE pode-se obter, em média, de oito a dez crias por ano, na PIVE
esse valor é multiplicado, podendo chegar a centenas. Com
esse potencial de multiplicacao, a PIVE permite que fémeas de
elevado valor produtivo tenham inimeras filhas que, espera-se,
sejam melhores do que as maes, aumentando o ganho genético.
Contudo, a técnica deve ser usada com critério, evitando-se
que animais com caracteristicas indesejaveis também sejam
multiplicados.

Entre as vantagens praticas associadas a PIVE, destacam-se:

1) possibilidade de fazer acasalamentos de uma fémea
com varios touros, permitindo varias combinacdes touros e
vacas, de acordo com a necessidade do rebanho;

2) economia no uso da dose de sémen congelado, quando
uma palheta de sémen que seria usada para a inseminacao
de um animal pode ser usada em odcitos de varias fémeas,
principalmente em se tratando de sémen muito caro;

3) uso mais eficiente do sémen sexado do que as outras
técnicas disponiveis, porque possibilita o direcionamento para
a producao de bezerros do sexo desejado, de acordo com a
atividade pecuaria — leite ou carne;

4) uso em animais de alto valor produtivo que nao mais
seriam usados na TE por nao responderem a superovulacao
ou com problemas de fertilidade adquiridos, como alteracoes
no oviduto, Utero ou cérvice;

5) a possibilidade de se aplicar a PIVE em bezerras
impuUberes, que nao apresentam uma boa resposta a TE
convencional. Na PIVE seus o6citos podem ser aspirados,
fecundados e cultivados in vitro sem grandes dificuldades. Isso
permitiria que fémeas de um ano de idade tivessem filhos ou
filhas nascidas de receptoras, o que reduziria o intervalo entre
geracoes e aumentaria o ganho genético.

c) Conheca as limitagdes da PIVE

A exemplo de qualquer tecnologia, a PIVE também
possui suas limitacoes. Como varias etapas sao realizadas in
vitro, a técnica requer a instalacdo de um laboratério bem
estruturado e equipado, procedimentos exigentes de higiene,
para evitar contaminacdes, e equipe técnica especializada. Essas
exigéncias requerem elevado investimento inicial, mas que
pode ser compensado por uma elevada producao de embrides.
Atualmente, existem dezenas de laboratérios comerciais que
podem produzir os embrides de acordo com a demanda da
fazenda. Pelo lado do produtor, a PIVE exige um bom nivel
de manejo na fazenda, com mao de obra qualificada e manejo
reprodutivo eficiente de doadoras e receptoras, para que se
possa maximizar a producao de embrides, obter uma boa
taxa de gestacdo e, assim, apresentar um retorno rentavel. A
técnica deve ser aplicada visando melhorar geneticamente um
plantel de uma fazenda, e sua relacao custo/beneficio deve ser
estudada caso a caso.
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Existem também as limitacdes técnicas. A principal delas
é a menor congelabilidade dos embrides produzidos in vitro
associada a falta de um procedimento padrao que permita
que eles sejam congelados e estocados em nitrogénio liquido,
tal como ocorre com o sémen. Esta deficiéncia limita o uso
de embrides para se evitar uma baixa taxa de gestacdo.
Como exemplo dessa dificuldade, somente 4% dos embrides
produzidos in vitro em 2007 no Brasil foram transferidos
para receptoras ap6s a congelacao. A falta da congelacdo nos
embrides PIVE impede que eles sejam conservados por longos
periodos e transportados por longas distancias, o que também
limita sua comercializacdo. Com isso, muitos rebanhos tém
se especializado em formar animais receptores para receber
embrides a fresco, possibilitando, assim, a comercializacao
dos embrides PIVE na barriga das receptoras. Espera-se que,
em breve, com a melhora nos procedimentos de cultivo in
vitro e com o estabelecimento de uma técnica de congelacao
apropriada, principalmente ao gado zebuino, a congelacdo de
embrides PIVE se torne amplamente utilizada.

Dois outros problemas podem surgir com a PIVE:

1) maior incidéncia de bezerros nascendo com peso
acima da média;

2) mais bezerros machos.

Aparentemente, essas alteracdes podem surgir devido ao
cultivo in vitro dos embrides, entretanto, com o avanco das
pesquisas, elas tém diminuido. Por outro lado, a disponibilidade
de sémen sexado para fémea para a PIVE tem também evitado
a maior incidéncia de nascimento de bezerros machos.

d) Conheca a PIVE passo a passo

A PIVE envolve algumas etapas semelhantes a TE, como
a selecao de doadoras e o estabelecimento de protocolos
hormonais em receptoras, entretanto, possui etapas diferentes,
como a aspiracao folicular para a recuperacao de odcitos, feita
na propria fazenda, além da parte laboratorial da producao in
vitro dos embrides em si.

= Faca a selecao de doadoras

A selecao de doadoras para a PIVE baseia-se nos mesmos
critérios utilizados para a TE; entretanto, a PIVE pode ser
aplicada em animais que nao sao aptos a TE, como novilhas
impuberes e vacas no terco inicial de gestacao. Além disso, va-
cas com problemas de
fertilidade adquiridos,
que impecam o desen- =
volvimento normal de
uma gestacao, e vacas
que nao respondem
aos protocolos hormo-
nais para a superovu-
lacao na transferéncia
de embrides sao can-
didatas a doadoras de
odcitos na PIVE.

= Implemente protocolos hormonais para a
sincronizac¢ao de receptoras
Na TE sdo feitos protocolos hormonais em doadoras
e receptoras; ja na PIVE, eles sdo necessarios apenas nas
receptoras. Os protocolos a serem implementados deverdo
seguir a orientacdo do médico veterinario responsavel pela
conducao do processo.

® Relina o material para realizar a aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia

Nos ovarios das vacas, os odcitos estao localizados em
estruturas denominadas foliculos. Para a sua recuperacao,
utiliza-se a técnica de aspiracao folicular guiada por
ultrassonografia. Nesse sistema, o veterinario utiliza um
aparelho de ultrassonografia para visualizar os foliculos
ovarianos, que sdo puncionados utilizando-se um dispositivo
(guia de puncao) acoplado a uma agulha, a um circuito de
coleta e a uma bomba de vacuo, que gera uma pressao negativa
no sistema para aspirar o contetildo dos foliculos.

Eis a lista do material necessario:

« agulha;

« agulha descartavel para puncao folicular;

* anestésico;

« aparelho de ultrassonografia;

« bomba de vacuo;

« circuito de aspiracao folicular;

« gel de ultrassonografia;

« luvas de palpacao retal;

« luvas de procedimento;

° seringa;

« transdutor vaginal acoplado a guia de puncao;

« tubo tipo Falcon.
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= Faca a aspiracao folicular guiada por
ultrassonografia

Enquanto com uma das maos o veterinario manipula o
ovario via retal, com a outra manipula a sonda com guia de
puncao e agulha colocada no fundo da vagina e acoplada ao
aparelho de ultrassom, onde se visualiza a imagem do ovario
com os foliculos. Com ajuda de uma bomba de vacuo, o
liquido do foliculo contendo o odcito é aspirado para um tubo
aquecido, que, entdo, segue para o laboratério.

: N

vitro dos odcitos

= Faca a maturacgao in ]}

No laboratério, o odcito
recém-coletado é cultivado por
24 horas em liquido en-
riquecido com nutrientes,
chamado meio de cultivo,
colocado em placas ou tubos
dentro de uma incubadora
com condicdes atmosféricas
ideais, para que se torne
maturado e pronto para ser
fecundado.

v

Odcito pronto para ser fecundado

® Faca a fecundacao in vitro dos odcitos

A fecundacao ocorre com sémen bovino preparado
previamente e misturado com os od6citos ja maturados,
seguindo uma proporcao espermatozéides-oécitos adequada.
O periodo de cultivo para a fecundacao pode durar de 12
a 24 horas dentro de incubadoras, também em meio de
cultivo apropriado para manter a viabilidade e vigor dos
espermatozoides por mais tempo, garantindo uma melhor taxa
de fecundacao dos odcitos.

Odcitos em meio de cultura

Odcitos maturados in vitro em gotas de fecundagdo
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Preparagédo do sémen

® Faca o cultivo in vitro dos possiveis zigotos

Ap6s o periodo de fecundacdo, os obcitos que dardo
origem aos embrides sao removidos do liquido de fecundacao e
transferidos para outro meio, mas agora de cultivo embrionario.
Esse cultivo embrionario é feito por sete ou oito dias em
placas ou tubos dentro de uma incubadora com condicoes
atmosféricas ideais, onde, entao, atingem os estadios de
blastécistos, quando sao transferidos para as receptoras.

3.11 PROCEDA A SELECAO, CLASSIFICACAO,
INOVULACAO OU CONGELAMENTO DE
EMBRIOES

Apds a obtencao dos embrides, procede-se a sua selecao
e classificacao. Os embrides sao classificados como viaveis ou
inviaveis. Aqueles embrides classificados como vidveis podem
ser transferidos para receptoras sincronizadas. Na sincronizacao,
deve-se observar que a data do cio da receptora seja a mesma
do cio da doadora, no caso da TE, ou da fecundacao in vitro, no
caso da PIVE, podendo ser utilizadas receptoras que deram cio
até um dia antes ou depois, ou de acordo com a recomendacao
do médico veterinario responsavel.

Caso haja sobra de embrides, devido a uma producao
acima da esperada, ou uma baixa taxa de sincronizacdo das
receptoras, os embrides produzidos podem ser preservados

Gado de Leite
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por congelamento ou outro método de criopreservacao,
como a vitrificacao. Atualmente, sao obtidas taxas de gestacao
satisfatorias apos o congelamento de embrides produzidos in
vivo (TE). Por outro lado, embrides produzidos in vitro (PIVE)
sS40 muito sensiveis a criopreservacao, nao havendo, até o
presente momento, método que resulte em taxas aceitaveis
de prenhez.

Para a implantacao na vaca dos embrides PIVE, preenche-se
uma palheta de 0,25 mL, semelhante a utilizada para sémen,
com solucdo propria contendo o embrido. Essa palheta é
montada em um inovulador, que é parecido com o aplicador
de sémen, porém de menor diametro e maior comprimento,
revestido por uma bainha de transferéncia de embrides.
Além da bainha, utiliza-se uma camisa sanitaria, que é uma
camisa plastica que envolve a bainha, para evitar a sua
contaminacao.

Os embrides sao inovulados no Gtero das receptoras.
Ao contrario da inseminacao, em que se deposita 0 sémen
no corpo uterino, na inovulacao o embrido é depositado na
ponta do corno uterino, por médico veterinario treinado.
Além disso, o médico veterinario deve identificar a presenca
de corpo lateo no ovario direito ou esquerdo e colocar o
embriao do lado em que se encontra o ovario com corpo
[Gteo. Durante o processo, promove-se 0 rompimento da

camisa sanitaria ap6s a passagem do primeiro ou segundo
anéis cervicais, puxando-a para tras. Dessa forma, garante-se
gue o inovulador nao tenha sido contaminado e possa ser
introduzido até o corpo do Gtero da vaca sem o risco de
provocar infeccao uterina.

3.12 COMUNIQUE OS PROCEDIMENTOS
REALIZADOS A ASSOCIACAO DE CRIADORES

Apds a transferéncia ou congelamento dos embrides, é
necessario comunicar a associacao de criadores sobre todos
os procedimentos realizados, informando os detalhes de
cada doadora, do sémen do touro utilizado para inseminacao
ou fecundacao in vitro, dos embrides produzidos e se foram
inovulados ou congelados. Cada associacdo de raca possui
normas proprias que devem ser consultadas previamente e,
dentro do prazo estipulado, o médico veterinario responsavel
deve informar sobre as atividades realizadas.

3.13 REALIZE O DIAGNOSTICO DE GESTACAO E
DO SEXO FETAL

De acordo com a programacao do médico veterinario,
devem ser realizados diagnésticos de gestacao aos 30 e aos
60 dias, considerando-se como referéncia a data do cio da
doadora ou da fecundacao in vitro. Ainda, por questdes
comerciais, € importante determinar o diagnostico de sexo
fetal, por ultrassonografia. Preferencialmente, a determinacao
do sexo fetal deve ser realizada aos 65 dias ap6s o cio ou apés

a fecundacao in vitro.

Ultrassom
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3.14 MONITORE AS GESTACOES E OS PARTOS

Ap6s o diagnoéstico de gestacdo, deve-se monitorar
as gestacOes, para evitar possiveis abortos. Além disso, as
receptoras devem ser acompanhadas ao parto, devido ao
risco da ocorréncia de partos dificeis, para evitar a perda dos
bezerros produzidos com elevado custo.

3.15 AVALIE OS RESULTADOS

A avaliacao dos resultados é etapa importante de
um programa de multiplicacao de fémeas geneticamente
superiores. Os resultados devem ser avaliados quanto ao
nimero de embrides produzidos, resposta da doadora,
eficiéncia da sincronizacao de receptoras e taxa de prenhez.
Entretanto, as avaliacdes devem estender-se até o parto, para,
efetivamente, serem contabilizados os produtos nascidos e o
resultado dos acasalamentos realizados nas doadoras.

Como sao técnicas de custo elevado, os resultados devem
ser acompanhados de perto, a cada etapa. Assim, garante-se
um maior nimero de produtos obtidos, com um acasalamento
correto que, efetivamente, promova o melhoramento genético
do rebanho, e a producdo de animais superiores para
comercializacao.

SENAR]
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