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RESUMO

Avaliou-se a viabilidade do transporte e cultivo em incubadoras portéteis de embrides
produzidos in vitro, por 24, 48 e 72 horas por meio das taxas de producdo de
blastocistos e de concepcéo dos respectivos embrides. Na producao de embrides in vitro
obteve-se taxa de blastocisto de 18,19%, 22,28% e 22,72% nos transportes-cultivo por
24, 48 e 72 horas, respectivamente, com diferenca estatistica para o transporte-cultivo
por 24 horas. Os resultados de taxa de concepcdo aos 30 e 60 dias foram semelhantes
em todos os dias de transporte e cultivo dos embrides, obtendo-se taxas de 44,51%,
42,82% e 44,66% aos 30 dias pés TE, nas 24, 48 e 72 horas de transporte e cultivo,
respectivamente, e 41,12%, 40,99% e 42,42% aos 60 dias pds TE, nas 24, 48 e 72 horas
de transporte e cultivo, respectivamente, ndo diferindo entre os grupos. O transporte e
cultivo de embrides por 24, 48 ou 72 horas antes da transferéncia, em incubadoras
portateis, mostraram-se viaveis, quanto as taxas de concepcdo, entretanto a taxa de

producdo de blastocisto foi menor quando o transporte e cultivo ocorreram por 24 horas.

Palavras chave: Aspiracdo, Gir, Incubadora Portatil, Sémen sexado.



ABSTRACT

It was evaluated the feasibility of the transport and cultivation in portable incubator of
embryos produced in vitro by 24, 48 and 72 hours by assessing blastocyst rates and
conception of the respective embryos. In vitro production of embryos obtained
blastocyst rate of 18.19%, 22.28% and 22.72% in transport-cultivation for 24, 48 and 72
hours, respectively, with statistical difference for transport-cultivation by 24 hours. The
results of conception rate after 30 and 60 days was similar on all days of cultivation and
transportation of embryos, yielding rate 44.51%, 42.82% and 44.66% at 30 days post
ET in 24, 48 and 72 hours of transportation and cultivation, respectively, and 41.12%,
40.99% and 42.42% at 60 days post ET in 24, 48 and 72 hours of transportation and
cultivation, respectively. The transport and cultivation of embryos for 24, 48 or 72
hours before the transfer in portable incubators, were viable, regarding the conception
rate, however the rate of blastocyst production was lower when transport and cultivation
occurred for 24 hours.

Keywords: Ovum pick up, Gir, Portable Incubator, sexed semen.



INTRODUCAO

Dentre os avancos cientificos e tecnoldgicos no contexto da produtividade na
pecudria, varias biotécnicas aplicadas ao melhoramento genético bovino vém sendo
aprimoradas. Tais biotécnicas, como inseminacéo artificial, transferéncia de embrides,
producdo in vitro de embrides, tem como objetivo aumentar o nimero de descendentes
de um animal de alto valor genético e interesse econébmico (SAMPAIO; SANTOS,
2006), melhorar a eficiéncia reprodutiva dos bovinos, aumentar a produtividade e
diminuir os custos de producdo (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2001;
RENESTO, 2004; VARAGO; MENDONCA; LAGARES, 2008).

A biotécnica que se destaca € a producdo in vitro de embrides (PIVE), sendo a
terceira geracdo de biotécnicas utilizada atualmente em larga escala (TESSMANN et
al., 2004; VARAGO; MENDONCA; LAGARES, 2008). A PIVE consiste na
manipulacdo dos gametas, onde os processos fisioldgicos que acontecem naturalmente
na fémea, sdo reproduzidos em condicdes laboratoriais (GALLI et al., 2001).

A utilizacdo da PIVE em larga escala nos rebanhos comerciais é restrita devido
ao alto custo operacional, ao tempo requerido na rotina de producdo e a variacdo dos
resultados obtidos pelos laboratérios. Além disso, 0 monitoramento das doadoras, das
receptoras e dos embriGes deve ser rigoroso para garantir a eficiéncia da técnica
(MARINHO et al., 2012).

O sucesso da PIVE esté associado a diversos fatores, como: genética, raca, idade
dos animais (ROCHA et al., 1998), estacdo do ano (AL-KATANANI; PAULA-LOPES;
HANSEN, 2002), origem e qualidade dos ovécitos (R1ZOS et al., 2002), condi¢des de
cultivo dos ovocitos e experiéncia do técnico (WATSON et al., 2000; LONERGAN;
R1ZOS; KANKA, 2003).

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de propiciar condi¢bes de
maturacdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario in vitro mais adequado
(PONTES et al., 2010; BARUSELLI et al., 2012; MARINHO et al., 2012). Os métodos
de transporte, de ovécitos e embribes, utilizados pelos laboratérios vdo desde criotubos
a tubos de ensaio em estufas portateis (KAISER et al., 1999). O pH dos meios €
controlado pelo sistema bicarbonato/CO, (GORDON, 1994). O transporte dos ovdcitos
também pode ser feito em meios que contenham tampdo organico (Hepes), que nédo

necessita do controle da atmosfera, mas apenas do monitoramento da temperatura (SHI;



AVERY; GREVE, 1998) e do tempo de transporte (WARD; ENRIGHT; BOLAND,
2000).

O dominio da PIVE colocou o Brasil em uma posicéo de destaque no segmento,
despertando o interesse de outros paises ndo s6 pelas biotécnicas envolvidas, mas
também pelo fato do pais possuir o maior rebanho do mundo e ser o principal
exportador de carne bovina (O EMBRIAO, 2013).

De acordo com a tendéncia de mercado algumas ragas estdo se destacando
dentro da producdo in vitro (THIBIER, 2006). Sem mencionarmos a raca Nelore, que
obtém o maior numero de embrides produzidos, a raca Gir vem ganhando mercado na
producdo de embribes e foi a Unica que manteve registros de crescimento ano apds ano,
ganhando espago no total de embrides produzidos (RODRIGUES et al., 2010a). Essa
tendéncia € um direcionamento ou sequéncia de eventos, com certa forca ou
durabilidade (KOTLER, 2006), se fizermos uma analise mais profunda, observaremos
que houve um aumento no consumo de produtos lacteos no Brasil e no mundo (VILA,
2010), o que impulsionou ainda mais a busca por uma producdo barata, porém de
qualidade.

Cada vez mais o produtor terd que se adequar sanitariamente para atender
legislacbes e mercados exigentes, preparando-se ainda mais para 0 mercado
internacional (VILA, 2010). O aumento na producdo de embrides ainda é conservador,
pois temos de levar em consideracdo que a producdo de embrides ndo esta diretamente
ligada ao oferecimento do produto final ao consumidor e sim € apenas a primeira etapa
do processo de producdo (RODRIGUES et al., 2010a). Porém, existe uma tendéncia de
aumento desta producdo, atrelada obviamente a demanda e aos mercados — interno e
externo — que pode fazer com que a producdo de embrifes aumente ainda mais nos
préximos anos (VILA, 2010; RODRIGUES et al, 2010).

No Brasil, em funcdo da grande extensao territorial, principalmente das regides
Norte e Centro Oeste, consideradas as regiGes de maior extensdo territorial do pais,
(IBGE, 2012) as condicdes de transporte dos ovocitos até o laboratério de PIVE quanto
o transporte dos embribes do laboratério de PIVE até as fazendas, sdo consideradas
como fatores limitantes a produgdo comercial, pois, em muitos casos, 0 transporte pode
demorar varias horas ou até dias (LEIVAS et al., 2001).

Analisando a distribuicdo do rebanho bovino, segundo as grandes regides do
Brasil, observa-se que a regido Centro Oeste se destaca, como tendo o maior rebanho
bovino do pais (72.662.219 de cabecas) seguida da regido Norte (43.238.310 cabecas) e



regido Sudeste (39.334.869 de cabecas) (IBGE, 2012). Dessa forma, torna-se importante
0 estudo de novos métodos de transporte tanto dos ovocitos quantos dos embrides, para
utilizacdo de novas biotécnicas reprodutivas nas regifes do pais onde se encontra a
maior concentracdo do rebanho bovino brasileiro.

Objetivou-se com este estudo avaliar a viabilidade do transporte e cultivo em
incubadoras portateis de embrides produzidos in vitro, por 24, 48 e 72 horas, por meio
da andlise das taxas de produgdo de blastocistos e de concepcdo resultantes da

transferéncia dos respectivos embrides.



REVISAO DE LITERATURA

As biotécnicas associadas a reproducdo tem apresentado crescimento
extraordinario nos ultimos anos, tanto nos aspectos basicos quanto nos aspectos
aplicados (BARUSELLI et al., 2012; MAREI; GHAFARI; FOULADI-NASHTD, 2012;
GAO et al., 2013). A busca pelo maior aproveitamento dos gametas femininos faz com
que as pesquisas no ambito das biotécnicas reprodutivas procurem desenvolver sistemas
cada vez mais eficientes visando maior producdo de embrides viaveis (PONTES et al.,
2010; BARUSELLI et al., 2012; RASMUSSEN et al., 2013).

A PIVE é hoje uma técnica de uso rotineiro no Brasil. No entanto, as taxas de
producdo de blastocistos provenientes de ovdcitos fertilizados in vitro sdo bastante
variaveis (0 a 50%) (NAGAO; IIJIMA; SAEKI, 2008; SARENTONGLAGA et al.,
2012). Muitos fatores afetam a qualidade dos ovdcitos: fase do ciclo estral, fase do
crescimento folicular, estado das células do cumulus (HAGEMANN et al., 1999; WIT;
WURTH; KRUIP, 2000; THOMPSON; LANE; GILCHRIST, 2007) e a saude das
doadoras (SARENTONGLAGA et al., 2012).

A raca

A cadeia produtiva do leite no Brasil vem enfrentando mudancas significativas
nos ultimos anos. Dessa forma, a profissionalizacdo passa a ser vital no sistema de
producdo, bem como a eficiéncia da empresa rural. Os avancos tecnoldgicos na
bovinocultura leiteira tem recebido crescente atencao por parte dos varios segmentos do
setor lacteo. Alguns dos aspectos e etapas que podem evoluir estdo correlacionados ao
tipo do rebanho explorado, a reproducdo, a sanidade do rebanho e a nutricdo (NANZER,
2010).

A raca girolando é usada em sistemas de producdo de leite a pasto no Brasil,
unindo a alta producdo da raca Holandesa (Bos taurus) com a rusticidade e adaptacédo
térmica da raca Gir (Bos taurus indicus). Dentre as diversas caracteristicas do gado
girolando pode-se destacar a produtividade, a rusticidade, a precocidade, a longevidade
e a fertilidade (ABCG, 2014).

Destaca-se a importancia da raca na pecuaria leiteira, sendo responsavel por

aproximadamente 80% do leite produzido no Brasil, gragas a sua alta capacidade de



adaptacdo a diferentes tipos de manejo e clima, podemos encontrar animais girolando de
norte a sul, sem comprometer sua producdo (ABCG, 2014).

A raca Gir exerce destacado papel neste contexto por ser uma raga que incorpora
rusticidade, produtividade e docilidade, sendo ainda eficiente na producdo de leite a
baixo custo, principalmente quando utilizada em cruzamentos com animais de racas
especializadas para a producdo leiteira, sendo por isso uma das principais racas zebuinas
utilizadas para esse fim (GOMES, 2006).

Diversas racas tém sido utilizadas para PIVE. Embora seja descrito que a
fertilidade entre racas bovinas pode variar, poucos estudos tém sido conduzidos com a
finalidade de avaliar as variagbes entre as racas, sendo dificil a comparacdo pela
diversidade de métodos utilizados (SENEDA et al., 2002).

Animais da raca Nelore, ou vacas zebuinas em geral, apresentam maior nimero
de foliculos nos ovarios, em comparacdo com vacas de racas européias, com médias
variando entre 18 e 25 ovadcitos recuperados por sessdo de OPU (WATANABE et al.,
1999).

A fertilidade entre as racas na producdo in vitro de embrides bovinos pode
variar. Abraham et al. (2010) objetivaram determinar a influéncia da raca da doadora de
ovécitos sobre o desenvolvimento de embriGes apés a MIV, FIV e CIV. Os autores
compararam animais das ragas sueco bermelho e branca (SRB), sueco holandesa (SLB)
e racas de corte mesticas, e constataram que as taxas de clivagem e o percentual de
embribes desenvolvidos, além de duas células, ndo diferiram entre as racas de corte
mesticas e a SRB, sendo que a SLB foi significativamente maior do que as demais
racas.

Segundo Ramos et al. (2006a) quando analisamos a producdo in vitro de
embribes da raca gir, que é a precursora da raca girolando observamos uma média de
10,68+6,50 ovdcitos recuperados por sessdo de OPU, com um indice de 18,07% de
producdo de blastocistos, em doadoras gir ndo lactantes sem suplementacdo na dieta. Ja
segundo Ferreira (2011) que avaliou nimero de ovdcitos viaveis aspirados e blastocistos
produzidos, obteve 20,0 £ 10,6 e 5,70 + 4,9, respectivamente em doadoras da raga gir
lactantes, com suplementacdo na dieta. Dessa forma, podemos observar que had uma
grande variacdo de producéo dentro da raca e lactacao, dieta e manejo sdo variaveis que

influenciam na producéo de ovocitos e embrides.

Producéo in vitro de embrides



A PIVE em bovinos é mais uma alternativa a ser utilizada nos programas de
reproducdo, pois além de sua relevancia em estudos biotecnoldgicos, possui fundamento
comercial, e tem potencial para alcancar grandes avancos genéticos, selecionando
animais geneticamente superiores (MERTON et al., 2003; PONTES, 2009; PONTES et
al., 2010).

O grande beneficio dessa biotecnologia é utilizar embribes de vacas de alto valor
genético em receptoras comuns com o objetivo de acelerar o processo de melhoramento,
gerando aumento de produtividade e lucratividade para toda a cadeia de producdo de
carne e de leite (O EMBRIAO, 2013).

Estima-se que no mundo séo realizadas mais que 1,1 milhdes de transferéncias
de embribes, sendo desses, 36,5% provenientes de PIVE. O Brasil é lider do mercado
mundial de embriBes in vitro, com 58,7% de participacdo. Em 2011 a producdo de
embrides bovinos no Brasil alcangou a marca histérica de 350.762, dos quais 90,7%
produzidos in vitro, isto representa um aumento de 15,7% em relacdo ao total de
embrides produzidos em 2010 (O EMBRIAO, 2013).

Dos embriBes produzidos in vitro, 93,3% foram transferidos a fresco. O nimero
de embriBes congelados mantém-se constante desde 2006 (5 a 7%). A criopreservacdo
de embrides produzidos in vitro, ainda ndo apresenta consisténcia de resultados que
possibilite o uso comercial em larga escala. Essa limitacdo fica evidente quando se
compara o percentual de embrides congelados produzidos in vitro e in vivo, 4,9 e
23,6%, respectivamente (O EMBRIAO, 2013).

O crescimento dos embrides produzidos in vitro (PIVE) confirma que, além de
substituir a transferéncia de embrides convencional (TE) como técnica de eleicdo para
producdo de embrides, possibilitou a expansdo do mercado. Isso porque a PIVE, mais
que otimizar a producdo de embrides por doadora, tem efeitos positivos na escala de
uso, na reducdo de custos e na criacdo de novas possibilidades de aplicagdo da
transferéncia de embrides na producio animal (PONTES, 2009; O EMBRIAO, 2013).

O processo da PIVE comercial abrange varias etapas e basicamente pode ser
dividido em duas principais: a obtengdo dos ovocitos, pela aspiragdo folicular ou ovum
pick up (OPU), que é feita na fazenda e a etapa laboratorial que compreende trés fases
distintas, a maturacgéo, a fecundacédo e o cultivo in vitro dos embrides. O processo de
producdo € conduzido em estufas com atmosfera gasosa, temperatura e umidade
controlada (BUENO; BELTRAN, 2008; PONTES, 2009).



Maturacéao in vitro

Os ovdcitos aspirados necessitam passar pela maturacdo in vitro (MIV) do
nucleo e do citoplasma para adquirirem capacidade fecundante. No interior dos foliculos
ovarianos 0s ovocitos ndo encontram se aptos a serem fecundados, sendo necessaria
uma série de transformagdes que consiste na maturagdo ovocitaria (GALLI et al., 2003).
Em condic¢Bes in vivo, a maturacdo tem inicio logo ap6s o pico pré ovulatério de LH
enguanto que no caso da aspiracao folicular, este processo se inicia com a remocao do
ovocito do fluido folicular (HOSHI, 2003).

No laboratério os ovécitos sdo transferidos para placas contendo meios de
maturagdo onde terminam o processo de maturagdo em incubadora, por periodo entre 18
e 22 horas (TWAGIRAMUNGU et al. 1998). Esse periodo é necessario para que ocorra
a maturacdo nuclear, passando do estadio de diploteno da préfase | da primeira divisdo
meidtica para o estadio de metafase 11 (THOMPSON et al., 2000).

As modificacbes citoplasmaticas estdo relacionadas a reorganizacdo das
organelas citoplasmaticas, migracdo dos granulos corticais e as alteracfes significativas
dos padrdo de sintese proteica, sendo que a transcricdo de genes s6 voltara a ocorrer
apos a ativacdo genémica do embrido (YOUNG; SINCLAIR; WILMUT, 1998).

Para que todos os eventos da maturacdo ovocitaria ocorram in vitro, € necessario
que os meios utilizados durante este periodo mimetizem as condi¢bes encontradas
durante o processo de maturacdo in vivo (SANGILD et al., 2000). Existem varios
métodos diferentes que podem ser utilizados e que ja foram testados durante a MIV em
bovinos, sendo que a grande maioria dos laboratérios tem optado pela suplementacéo do
meio de matura¢do com soro fetal bovino (SFB), gonadotrofinas (FSH, LH) e estradiol
em condicBGes controladas de atmosfera gasosa e temperatura (RODRIGUES et al.,
2000).

Sabe-se que o potencial de desenvolvimento dos ovocitos poés-maturacdo pode
ser afetado por uma série de fatores, como osmolaridade, temperatura, pH, tensdao de
CO; e Oy, e uso do soro e células somaticas (SANGILD et al., 2000). Apés o tempo de
incubacdo da MIV, os ovocitos completam a maturacdo com a extrusdo do primeiro

corpusculo polar e estando prontos para a fecundagdo (AVELINO et al., 2002).

Fertilizacdo in vitro



Para o sucesso da fertilizacdo in vitro (FIV), duas condi¢des sdo essenciais: a
completa maturagdo do ovocito e a capacitacdo do espermatozoide (modificacBes que
possibilitam a penetracdo do espermatozoide no ovdcito) (RHEINGANTZ et al., 2002).

O descongelamento da dose de sémen ou mesmo um ejaculado, recém obtido
ndo garante aos espermatozoides a habilidade ou capacidade de fertilizar o ovocito. No
laboratorio, o sémen criopreservado ou fresco € processado de maneira que sejam
obtidos apenas 0s espermatozoides vivos, livres de impurezas ou fatores indesejaveis,
podendo ser processados pelo gradiente percoll, método mais comum (GALLI,
LAZZARI, 1996) ou outros métodos como swim-up (RHEINGANTZ et al., 2002).

Em seguida, os espermatozoides sdo avaliados quanto a concentracdo e
motilidade para ajuste da dose inseminante (2 x 10° espermatozoides / ml) calculada de
acordo com a motilidade e concentracdo da fracdo viva obtida apos a centrifugacdo em
gradiente percoll (YOUNG; SINCLAIR; WILMUT, 1998; RHEINGANTZ et al.,
2002). O periodo de incubacdo dos ovdcitos com os espermatozoides varia entre 12 a 20
horas (RHEINGANTZ et al., 2002).

Cultivo in vitro

O cultivo in vitro (CIV) corresponde a etapa de desenvolvimento do ovdcito
fertilizado até o estadio de blastocisto (SANGILD et al., 2000). E durante este periodo
de desenvolvimento pré-implantacdo que ocorrem eventos como ativacdo do genoma
embrionario, divisdo celular, compactacdo dos blastdmeros no estadio de mérula, inicio
da diferenciacdo embrionéaria com a formag&o da blastocele (HOSHI, 2003).

Assim, como nas etapas anteriores, diferentes protocolos tém sido usados
durante a CIV (GALLI; LAZZARI, 1996). As condicBes da CIV sdo consideradas
muito importantes para que boas taxas de producdo de embrides sejam alcancadas,
razdo pelas quais inumeras pesquisas tem sido realizadas visando avaliar o efeito que
diferentes fatores, intrinsecos e extrinsecos, podem exercer sobre o metabolismo e a
capacidade de desenvolvimento embrionario (FERRO et al., 2009).

O desenvolvimento embrionério é avaliado no 6° dia de cultivo visualizando-se
a compactacdo dos blastdmeros e inicio da formacéo da blastocele, sendo que no 7° dia
é feita a classificagdo dos embrides para a transferéncia a fresco ou para congelamento
(THOMPSON, 2000).



Sémen sexado na FIVE

Com o advento do sémen sexado, 0 uso da biotécnica de producdo in vitro de
embrides (PIVE) vem se consolidando como importante ferramenta para producdo de
animais F1, aumentando o impacto da eficiéncia reprodutiva de carne e leite,
possibilitando o aumento dos produtos gerados a partir de matrizes puras de interesse
zootécnico, além da fixagdo do grau de sangue desejado em (OLIVEIRA et al., 2013).
Além de produzir uma proporc¢éo ideal de machos e fémeas de acordo com o objetivo
do produtor, a fim de se obter vantagens das caracteristicas que sdo limitadas ou
influenciadas pelo sexo, e com isso facilitar as praticas de manejo (RATH e JOHNSON
et al., 2008).

A elevada proporcdo de machos entre os embribes mamiferos produzidos in
vitro pode limitar a aplicacdo da técnica de PIVE, sobretudo em rebanhos bovinos com
aptidéo leiteira, e o0 uso do sémen sexado pode reverter essa situagdo (RHEINGANTZ et
al., 2004). Essa inversdo é benéfica quando as fémeas possuem um maior valor de
mercado do que os machos, como nas exploracdes econdmicas leiteiras (RATH et al.,
2009).

Porém, o procedimento de sexagem espermaética afeta algumas caracteristicas
estruturais do espermatozoide bovino, mas ndo elimina sua capacidade de gerar
embribes in vitro, apesar da sua reduzida motilidade progressiva e integridade de
membrana acrossomal e mitocondrial (CARVALHO et al., 2010). Fato esse que pode
explicar os menores indices de prenhez quando utilizado sémen sexado, comparando
com utilizagdo de sémen convencional (SA FILHO et al., 2011). A produc&o in vitro
empregando o sémen sexado tem sido investigada em varios estudos, e algumas
diferencas tem sido atribuidas a diversos fatores (ARRUDA et al., 2011; SA FILHO et
al., 2011).

Alguns estudos tem relatado baixas taxas de clivagem e de Dblastocisto
(STINSHOFF et al.,, 2012), enquanto outros nao tem observado diferencas no
desenvolvimento de blastocistos entre 0 sémen sexado e o ndo-sexado (LU e SEIDEL,
2004; CARVALHO et al., 2010). Essas diferencas podem ser devidas aos varios
métodos de selecdo dos ovocitos, qualidade do sémen sexado ou tipo de cultivo
(ARRUDA et al., 2011). Contudo, diferengas individuais também foram observadas,
mostrando que o sémen de alguns touros é mais negativamente afetado do que outros

touros pelo processo de sexagem espermatica (BLONDIN et al., 2009).
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Estudos vém sendo realizados, visando obter melhores resultados na producéo
de embriBes in vitro, como a utilizagdo de um glicosaminoglicano, a heparina, para
capacitar espermatozoides bovinos (GONCALVES et al., 2008). Palma et al. (2008),
verificaram que alguns touros produziam altas porcentagens de blastocisto com somente
2ug/mL de heparina no cultivo, enquanto outros touros necessitavam de mais heparina
(5-10pg/mL) para produzirem altas taxas de blastocisto, indicando que um ajuste nas
concentragcdes de heparina para cada touro poderia aumentar estas taxas em sistemas
PIVE. No entanto, em casos de producdo in vitro comercial, esse procedimento nem
sempre é possivel, em razdo do custo e da disponibilidade de doses de sémen
(GONGCALVES et al., 2008).

Tempo e condi¢bes de transportes de ovocito e embrides

Devido a grande extensdo territorial brasileira, as condi¢bes de transporte dos
ovacitos bovinos aos laboratorios de PIVE sdo consideradas fatores limitantes em escala
comercial. Muitas fazendas com grandes rebanhos bovinos em que o0s animais sdo
utilizados como receptoras, estdo localizadas em areas novas de producdo, como no
norte e nordeste do Brasil, enquanto que os grandes centros de producéo in vitro estdo a
grandes distancias, nas regies sul e sudeste (MARINHO et al., 2012). Em algumas
ocasides o tempo de transporte pode interferir diretamente na viabilidade dos ovdcito e
dos embrides, e para o sucesso da técnica a qualidade dos ovécitos e dos embrides € de
extrema importancia (BARUSELLI et al., 2012; MARINHO et al., 2012; LOIOLA,
2013).

O transporte dos ovaocitos, das fazendas até os laboratérios de PIVE, vem sendo
testado, para garantir a viabilidade e competéncia ovocitaria, preservando sua
capacidade de sofrer maturacdo, fecundacdo e assim produzir embriGes viaveis
(LEIVAS et al., 2004; TESSMANN et al., 2004; MIRANDA et al., 2007; LOIOLA,
2013). Os testes para transporte tem sido realizados em tubos de poliestireno (BYRD et
al., 1995; KAISER et al., 1999), estufas portateis (SUZUKI et al., 1997; DONG et al.,
2001; SILVA, 2009), placas de cultivo mantidas em bolsas plésticas seladas e
gaseificadas, em banho maria (VAJTA et al., 1997; OLIVIER; PALMA; ALBERTO,
1998; PALMA et al., 1998; KURTZ FILHO et al., 2002); em criotubos com diferentes
meios de transporte e maturacdo (TWAGIRAMUNGU et al., 1998; KAISER et al.,
1999; MIRANDA, 2004; TESSMAN et al., 2004; SILVA, 2009).
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O uso de incubadoras portateis ligadas a uma bateria para transporte dos
ovécitos e embrides tem como objetivo, simular a MIV e a CIV em laboratério,
permitindo assim, tanto a maturacdo dos ovocitos, quanto o cultivo dos embries
enguanto estes sdo transportados, o que possibilita a execucdo de todo o processo de
producdo in vitro sem nenhuma interrupcdo até o momento de transferéncia para as
receptoras (MAX et al., 2012). Esse processo € realizado em estufa de cultivo com 5%
de CO,, em meios que contenham bicarbonato como tampé&o para o controle do pH
(GORDON, 1994). Por outro lado, quando ndo se tem uma atmosfera gasosa
controlada, é necessaria a adi¢do, no meio de maturacdo e de cultivo, de um tampéo
organico como o Hepes (WOLF et al., 1998; WARD; ENRIGHT; BOLAND, 2000).

Poucos sdo os estudos envolvendo transporte de embrides e os resultados
apresentados na literatura ainda sdo controversos (ALVES et al., 2003; ARRUDA et al.,
2012). Sendo assim, o estudo de estratégias de transporte de ovdcitos e de embrides por
longas distancias, assim como, a inovulagdo do embrido transportado por longas
distancias em diferentes sincronias receptora-embrido sobre os resultados destes
procedimentos, possibilitara um melhor entendimento e elementos auxiliares ao
emprego desta tecnologia por técnicos e criadores (PONTES et al., 2010).

O transporte de embrides a longas distancias e 0 uso de sémen sexado s&o
importantes procedimentos para o uso racional de receptoras de embrido, melhorando a
eficiéncia dos programas de producdo de embrides em larga escala, principalmente
quando se trata de embrides de gado de leite (PONTES et al., 2010).

Varios estudos foram conduzidos buscando simular o transporte de embriGes em
diferentes condices e por variados periodos (YANG et al., 1991; HASLER et al., 1997;
MEZALLIRA et al., 2004). De acordo com Ramos et al. (2006), a simulacdo de
transporte em palhetas de 0,25mL por até 12 horas, ndo interferiu na viabilidade
embrionéria, quando analisada a taxa de eclosdo dos embrides.

Também simulando o transporte em palhetas, Brum et al. (2002) ndo
encontraram diferenca em relacdo a taxa de eclosdo e nimeros de células quando
comparado com o cultivo em placas, afirmando ser uma forma pratica, na qual os
blastocistos bovinos podem continuar o seu desenvolvimento enquanto sao
transportados por longas distancias para serem transferidos.

Apos o transporte por seis horas em meio TCM-Hepes + 10% de soro de vaca
em estro (SVE) em temperatura ambiente (22-25°C), blastocistos produzidos in vitro

foram transferidos para receptoras, obtendo-se taxa de gestagdo de 33,3%
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(MEZZALIRA et al., 2004). Contudo, Yang et al. (1991) mostraram que a taxa de
gestacao para embrides produzidos in vitro estd inversamente proporcional ao tempo de
transporte.

Uma alternativa para longas distancias entre os laboratorios e as fazendas onde
estdo as receptoras é o transporte de embrides durante estadios iniciais de
desenvolvimento, no proprio meio de cultivo. De acordo com a distancia, e o tempo
necessario para a viagem faz-se o transporte dos embriGes em diferentes estadios do
desenvolvimento, de forma que o fim do transporte coincida com o fim do cultivo, ou
seja, 0 dia sete do CIV, sendo o dia 0 o dia da FIV. Assim as ultimas etapas de
desenvolvimento ocorrem durante o transporte, sendo este realizado em incubadoras

portéateis simulando as condic¢Ges do laboratério (PONTES et al., 2010).

Sincronia receptora — embrido

A variabilidade nos resultados das transferéncias de embriGes produzidos in
vitro também €é um dos entraves para a sua expansao, e parte dos problemas esta
relacionada com as receptoras (MARINHO et al., 2012). Entre os fatores que afetam as
taxas de gestacdo, a sincronia entre o trato reprodutivo da receptora e o embrido no
momento da inovulagdo é de grande relevancia (ANDRADE et al.,, 2012). O
crescimento folicular final e o didmetro do foliculo dominante sdo fatores chaves que
podem interferir significativamente na qualidade do ovdcito, ovulacdo, ambiente uterino
e, consequentemente, nos resultados de gestacdo (BARUSELLI et al., 2012).

Considerando-se que a taxa de sobrevivéncia embrionéria ap6s a TE envolve
complexas inter-relacdes entre embrido, ambiente uterino e corpo luteo (CL), as
menores taxas de gestacdo utilizando embriGes produzidos in vitro podem estar
associadas ao subdesenvolvimento de alguns embrides, a assincronia Utero embrionaria
e a ma qualidade do CL das receptoras, resultando em uma falha no reconhecimento
materno da gestacdo (REIS et al., 2006; HAAS et al., 2007).

As taxas de blastocistos bovinos oriundos de ovocitos maturados e fertilizados in
vitro sdo relativamente baixas, visto que somente em torno de um terco (LONERGAN
et al, 1994; DAYAN; WATANABE; WATANABE, 2000), 15 a 20%
(HENDRIKSEN; VOS, 2000), 35% (DAYAN, 2001) ou 31 a 45% (WATANABE et
al., 2010) dos ovdcitos selecionados morfologicamente, antes de serem submetidos a

maturagdo in vitro, resultam em embrifes viaveis (RENESTO, 2004). Essa variacdo
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pode estar diretamente relacionada ao fato de que o ovocito para ser fertilizado in vivo é
obtido por meio da ovulacdo de um foliculo saudavel, durante uma fase especifica do
ciclo estral e os ovocitos aspirados para a producdo in vitro sdo obtidos de foliculos em
diferentes estagios do desenvolvimento (LONERGAN et al., 1994; HENDRIKSEN;
VOS, 2000), em fases distintas do ciclo estral, portanto expostos a diferentes
concentragfes de FSH, podendo levar a uma diminuicdo na competéncia ovocitaria
(MACHATKOVA, et al., 2004).

Sakaguchi et al. (2002) encontraram variacdo nos resultados quando os embrides
foram inovulados em momentos diferentes, obtendo maior taxa de gestacdo em
receptoras que deram cio no dia da FIV. Dias et al. (2006) descreveram que a taxa de
gestacdo foi influenciada pela sincronia embrido-receptora e consideraram esta variavel
como uma das mais importantes na selecdo das receptoras em programas de producéo
de embrides.

Maiores conhecimentos da fungdo ovariana, por meio da ultrassonografia
(BARUSELLI et al, 2004), permitiram a elaboragdo de protocolos eficientes em
controlar o crescimento folicular em fémeas bovinas, possibilitando uma eficiente
sincronizacdo, com altas taxas de aproveitamento de receptoras (85-90%)
(RODRIGUES et al, 2010) e viabilizando programas de transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) em larga escala (BARUSELLI et al., 2004; BO et al., 2004).



14

MATERIAL E METODOS

Local

As aspiracOes foliculares foram realizadas na Fazenda Douradinho, localizada
no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, nos periodos de outubro de 2012 a
maio de 2013. A producéo in vitro de embribes foi realizada no laboratério Vitrogen
em Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Os embrides foram transferidos para receptoras na
Fazenda Paraiso, localizada no municipio de Sao José do Xingu, Mato Grosso, Brasil,

distante 1.600 quildmetros de Uberlandia.

Animais

Foram utilizadas 96doadoras da raca Gir, de diferentes idades, para realiza¢do do
processo de aspiracdo folicular, sendo todas as doadoras com escore de condi¢do
corporal igual ou superior a trés. Durante todo o periodo do experimento, as doadoras
foram mantidas em pasto de capim Brachiaria brizanthae Panicum maximum cv.
Tanzania, com suplementagdo mineral, racdo e agua ad libitum. Todas as doadoras
recebiam a dose de 10 ml de suplemento com vitamina B12 (Catosal® B12 — Pfizer) e
10 ml de suplemento com vitamina A, D, E (ADEThor — Tortuga) de 15 em 15 dias.

Foram utilizadas novilhas da raca Nelore e cruzamentos de Nelore com Caracu,
como receptoras de embrides, com peso corporal igual ou superior a 320 quilos e escore
de condicdo corporal igual ou superior a trés. Durante todo o periodo do experimento, as
receptoras foram mantidas em pasto de Brachiaria brizantha, com suplementacao
mineral e &gua ad libitum.

Todas as receptoras foram previamente avaliadas por meio de exame
ginecoldgico com auxilio de aparelho de ultrassonografia (Aloka SSD - 500), vacinadas
contra rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia viral bovina (BVD), leptospirose,
parainfluenza tipo 3 (PI13), virus respiratério sincicial bovino (BRSV) com a vacina
CattleMaster® 4 + L5 (Pfizer), contra botulismo com a vacina Linovac® (Merial),
carbdnculo sintomatico, gangrena gasosa, tétano, morte subita por clostrideos, doenca
do rim polposo, enterotoxemia hemorragica, hepatite necrotica infecciosa, com a vacina
Sintoxan® T (Merial), febre aftosa e vermifugo (Dectomax® — Pfizer) 30 dias antes de

iniciar os protocolos de TETF.
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Aspiracéo folicular

As aspiracdes ocorreram respeitando-se um periodo minimo de 21 dias entre
elas. Realizadas sempre pelo mesmo profissional, utilizando aparelho de
ultrassonografia Aloka SSD - 500, com guia de aspiracdo e bomba de pressdo, com
aquecedor de tubo da WTA. As aspiracdes eram realizadas sob presséo de 80 mmHg.

As doadoras foram anestesiadas, higienizadas e com o transdutor do ultrassom
acoplado a guia de aspiracdo, os foliculos ovarianos foram visualizados e aspirados
mediante introducdo de um cateter de 18 G (Jelco® Plus). Por meio do sistema de
bomba de véacuo (WTA), os ovocitos foram recuperados juntamente com liquido
folicular para um tubo coletor.

A selecdo e classificacdo dos ovocitos foram realizadas na propria fazenda, em
local apropriado, também sempre pelo mesmo profissional. O local para procura e
selecdo dos ovdcitos era higienizado, com solucdo de Lysoform®, um dia antes das
aspiracoes. A procura e selecdo foram feitas utilizando-se esteriomicroscopio Nikon®
SMZ-1, com aumento de 10X. Os ovdcitos eram selecionados e classificados de acordo
com o numero de camadas de células do cumulus e os aspectos do citoplasma do
ovocito em grau I, Il, I, sem cumulus, degenerados e atrésicos, somente 0s
considerados viaveis eram armazenados (Grau I, 1l e 111). Apos a selecdo os ovocitos
eram armazenados em criotubos, contendo 500 microlitros de meio de maturacao e 300
microlitros de 6leo mineral e passados por uma mistura de gases de dioxido de carbono
5%, oxigénio 5% e balanco em nitrogénio, esse gas é mistura padrdo primaria, gas
comprimido. Os criotubos foram devidamente identificados, fechados e armazenados
em transportadora de ovécitos TO — 16i da WTA, com controle de temperatura a
38,0°C.

As aspiracdes foliculares foram feitas em sete programacdes com intervalo de 21
dias entre elas. Cada programacao foi realizada em trés dias de aspiracédo, com trés dias
de transferéncia a distancia, correspondentes. Todos os embrifes sairam de Uberlandia
para serem transferidos, no sétimo dia de cultivo. Dessa forma eram transportados no 6°,
5° e 4° dia de cultivo permanecendo 24, 48 e 72 horas, respectivamente, sob condic¢des
de cultivo em incubadora portatil (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de programacdo de aspiracdo folicular, realizadas na Fazenda
Douradinho em Uberlandia, Minas Gerais e transporte de embrides com transferéncia na
Fazenda Paraiso em Sdo José do Xingu, Mato Grosso, Brasil.

Producao in vitro

No laboratério de PIVE, os ovdcitos foram transferidos para placas com meio de
maturacdo e colocados em estufa com temperatura de 38,5°C, com uma atmosfera
gasosa de CO, (5%), O (20%) e balanco em nitrogénio.

Ap0s 24 horas do inicio da aspiracdo os ovocitos eram fertilizados com sémen
referente ao acasalamento estabelecido. Todos os ovocitos foram fertilizados com
sémen sexado para fémea. Apos a FIV, os ovocitos eram transferidos para placas com
meio de cultivo do laboratorio Vitrogen de Uberaba.

Para realizacdo da transferéncia a distancia os embrides eram enviados nos dias
6, 5 e 4 do cultivo, permanecendo 24, 48 e 72 horas, respectivamente, sob condicfes de
cultivo na incubadora portatil, de acordo com os dias que ocorreram as aspiracdes. Os
embrides eram colocados em criotubos, identificados com o numero da doadora e
transportados em incubadoras portateis — LABMIX — WTA, com controle de CO, e
temperatura de 38,8°C e trocas de gas ocorrendo de 4 em 4 horas, para garantir melhor
desenvolvimento dos embrides.

Os embrides eram retirados das placas com meio de cultivo e colocados em
criotubos, também com 500 microlitros de meio de cultivo e 300 microlitros de 6leo
mineral, com tampas furadas, para passagem do gas da incubadora, para dentro dos
criotubos (Figura 2). Dentro da incubadora também era colocado um tubo contendo
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agua, para garantir a umidade do ambiente, simulando o ambiente da estufa do
laboratério de PIVE.

Figura 2: Criotubo com embrifes em dia 5 de cultivo com tampa furada para passagem

de gés da incubadora para cultivo dos embrides.
Envase dos embrides a distancia

Para realizacdo do envase dos embrides no dia 7 do cultivo, foi montado um
local para manipulagéo, classificagéo e envase dos embrides, com meio TE, sendo esse
0 mesmo utilizado no laboratério. Esse local foi higienizado com Lysoform®, um dia
antes de iniciar os trabalhos de envase. Os embriGes foram classificados de acordo com
os critérios da IETS (1998) e Cenargen e Embrapa (2001), em blastocisto inicial (Bi),
blastocisto (BL), blastocisto expandido (Bx), blastocisto em eclosdo (BN), blastocisto
eclodido (Be), envasados e devidamente identificados com as respectivas doadoras.

Protocolo de TETF

As receptoras foram sincronizadas com implante intra vaginal de progesterona
(DIB — Schering Plought®) e 2 ml de benzoato de estradiol (RIC —BE — Tecnopec®) no
dia zero, no dia cinco, foram aplicados 2 ml de prostaglandina (Clocio - Mogivet®) e
1,5ml de eCG (gonadotrofina coridnica equina) (Folligon - Intervet®) (300 UI). No dia
nove foram retirados os implantes intra vaginais e aplicado 0,5 ml de cipionato de
estradiol (ECP - Pfizer®), com a transferéncia dos embrides em tempo fixo no dia 17
(Figura 3).
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Figura 3: Protocolo de sincronizacdo das receptoras, Fazenda Paraiso em S&o José do

Xingu, Mato Grosso, Brasil.

Transferéncia dos embrides

A qualidade do corpo lateo das receptoras foi avaliada por palpacdo retal no
momento da transferéncia dos embriGes, de acordo com a localizacéo: ovério direito ou
esquerdo e qualidade 1, 2 e 3, sendo 3 — grande, 2 — médio, 1 — pequeno.

Nas receptoras tratadas para TETF que possuiam CL, realizou-se a anestesia
epidural com deposicdo de 5 mL de cloridrato de lidocaina a 2% com 0,04% de
cloridrato de xilazina (BLOC® — J. A. Salde Animal) no espago sacro-coccigeno.
Enquanto isso, o aplicador foi preparado introduzindo a palheta contendo o embrido no
interior do mesmo e envolvendo-o com bainha para TE e camisa sanitaria. Todas as
inovulacdes dos embrides produzidos in vitro foram realizadas no corno ipsilateral ao
corpo luteo, por médico veterinario, com grande experiéncia com a técnica de
transferéncia de embrides em bovinos.

Apds 30 dias da transferéncia, foi realizado o primeiro diagnostico de gestacdo
por ultrassonografia (Aloka SSD — 500), com transdutor linear de 5,0 MHz de
frequéncia, e 60 dias apos a transferéncia foi realizado outro diagndéstico de gestacao

para avaliar a taxa de perda de gestacédo aos 60 dias.
Analises estatisticas
Na anélise estatistica realizou-se o0 teste ndo paramétrico binomial de duas

proporg¢des, com significancia de 5%, para se determinar a ocorréncia das diferengas de

taxas de producdo de blastocistos e taxas de gestagdo, dos embrides transportados em
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cultivo por 24, 48 e 72 horas. Esta analise foi realizada pelo Biostat (Biasi; Ferreira,
2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As aspiracdes foliculares foram feitas em sete programacoes, sendo trés dias de
aspiracdo em cada uma. Um total de 9.375 ovdcitos viaveis foi recuperado em 535
aspiracdes, realizadas em 76,42 +9,28 doadoras em cada programacao, com média de

17,49 + 0,97 ovacitos viaveis por doadora (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de doadoras da raca Gir aspiradas por programacao e producdo de

ovocitos por doadora/aspiracdes, com médias e desvio padrao realizadas em Uberlandia,

Minas Gerais.

Quantidade
Doadoras / programacéo 76,42 £ 9,28
Ovacitos viaveis / programacao 1.339,29 + 195,80
Ovacitos viaveis / doadora / aspiracao 17,49 £ 0,97

Diversos autores tem relatado a recuperacdo dos ovacitos viaveis por doadoras
da raca Gir, com as seguintes taxas 10,9 (RENESTO, 2004), 11,6 (VIANA et al., 2004),
12,1 (PONTES et al., 2009), 17,1 (PONTES et al., 2010), 7,0 (VIANA et al., 2010) e
10,8 (SALES, 2011), resultados estes inferiores aos obtidos nesse programa. Esse fato
pode estar relacionado com a preparacéo feita nas doadoras com aplicacdo de vitaminas
A, D e E, e suplemento vitaminico, assim como Evangelista (2010), que obteve
aumento médio de 3,9 +1,6 ovocitos por aspiracdo, quando realizado o tratamento das
doadoras com vitamina A e E.

Hidalgo et al. (2005) relataram o efeito da vitamina A nos ovdcitos bovinos
durante o crescimento e maturacdo folicular, proporcionando maior recrutamento dos
foliculos. Essa vitamina pode ser um dos principais fatores controladores do
recrutamento, selecdo e crescimento dos foliculos dominantes (SCHWEIGERT;
ZUCKER, 1988) com acdo sobre as células da granulosa do foliculo ovariano (SHAW
et al., 1995; SALES, 2005). As células da granulosa tem um papel importante durante a
aquisicdo da competéncia ovocitaria na maturacéo in vitro (VARAGO; MENDONCA;
LAGASRES, 2008) e in vivo (GILCHRIST, 2008).

Para a realizacdo das transferéncias dos embrides, os mesmos foram

transportados e cultivados por 24, 48 e 72 horas em incubadoras portateis, sendo
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aspirados 2.755, 3.195 e 3.425 ovocitos, respectivamente (Tabela 2). Em meédia 3.125 +
340,44 ovacitos por dia de transporte e cultivo, com coeficiente de variagdo de 10,89%,
0 que demonstra que a distribui¢do dos ovécitos ao longo dos periodos de transporte e

cultivo foi homogénea.

Tabela 2: Aspiracfes e producdo de ovdcitos vidveis para transporte e cultivo por 24,
48 e 72 horas de doadoras da raca Gir aspiradas em Uberlandia, Minas Gerais.

24 horas 48 horas 72 horas Média Total
NUmero de 145 194 196 178,33 + 28,88 535
aspiracoes
Ovaocitos 2.755 3.195 3.425 3.125 + 340,44 9.375
viaveis

Na producdo de embrides in vitro obteve-se taxa de blastocisto de 18,19%,
22,28% e 22,72% nos transportes e cultivo por 24, 48 e 72 horas, respectivamente, com
diferenca estatistica para o tempo de 24 horas (p< 0,0001). As médias de embrides
produzidos por aspiracdo foram de 3,46, 3,67 e 3,97 nos periodos de 24, 48 e 72 horas

de transporte e cultivo, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Taxas de blastocistos poOs-transporte/cultivo por 24, 48 e 72 horas de

doadoras da raca Gir aspiradas em Uberlandia, Minas Gerais.

24 horas 48 horas 72 horas Total
Embrides 18,19° 22,282 22,722 21,24
produzidos (%) (501/2.755) (712/3.195) (778/3.425) (1.991/9.375)
Média embrides 3,46 3,67 3,97
/ aspiracao (501/145) (712/194) (778/196)

Letras diferentes nas linhas diferem entre si, pelo Teste binomial de duas proporc¢oes,
com significancia de 5% (p < 0,05), pelo programa Biostat.

Pontes et al.(2010) obtiveram producdo de 18,9% de embrides, em doadoras da
raca Gir, acasaladas com sémen sexado de touro Holandés, em um programa de
transferéncia em larga escala, transportando os embriées por um periodo de 24 a 72

horas, em microtubos contendo 40001 de meio de cultura e 30001 de 6leo mineral.
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Além disso, Pontes et al. (2010) obtiveram producéo de embrides de doadoras de outras
racas (18,7% em Holandesa e 17,4% edoadoras %2 Holandes % Gir).

A raca pode influenciar significativamente na eficiéncia da OPU e PIVE
comercial. Entretanto, o efeito das diferentes racas ainda ndo é muito bem elucidado
(BARUSELLI et al.,, 2012), mas alguns ja foram identificados, incluindo idade
(SARTORI et al., 2004), estado nutricional (OLIVEIRA et al, 2002), nimero de partos
(LUCY et al., 1991; GINTHER et al., 1996), estresse térmico (WOLFENSON et al.,
1995) e nimero de procedimentos de aspiracdo folicular (PONTES et al., 2009).

Quando se comparam as racas podemos observar que existem diferencas nas
taxas de producdo in vitro de embrifes. Para doadoras holandesas, Bousquet et al.
(1999) conseguiram média de 4,3 embribes/aspiracdo, enquanto Pontes et al. (2010),
conseguiram média de 2,1 embrides/aspiracdo em doadoras holandesas. Quando
aspiraram doadoras da raca Gir, Pontes et al. (2010) obtiveram 3,2 embrides/aspiracdo
e Sales (2011) obteve 3,8 embrides/aspiracdo. Ja em doadoras da raca Nelore, Pontes et
al. (2009) obtiveram 5,1 embrides/aspiracdo. Quando aspiradas doadoras Y2Holandés
Y%Gir, Pontes et al. (2010) obtiveram média de 3,9 embriBGes/aspiracdo. No presente
estudo, as médias de embrides por aspiracdo foram semelhantes as dos outros estudos
em doadoras Gir. Vale lembrar que as condi¢Oes de transporte dos embrides do presente
estudo foram semelhantes as de Pontes et al. (2010), porém Bousquet et al. (1999),
Viana et al. (2004), Sales (2011) e Silva (2011) trabalharam o cultivo dos embrides
apenas em laboratorio. Silva et al. (2011) observaram que quanto maior o tempo de
transporte dos ovdcitos até o laboratério, menores foram as taxas de producdo de
blastocistos. Em relacdo ao transporte de embrides, observamos o contréario, 0s
embrides que tiveram menor de tempo de transporte obtiveram menor taxa de producéo
de blastocistos (24 horas — 18,19%, 48 horas — 22,28%, 72 horas — 22,72%).

Se observarmos os resultados de producdo de embrides nesse experimento, e 0s
resultados de outros estudos em que a producdo de embrides e envase sdo feitos no
laboratério (31,8% (VIANA et al., 2004), 34,3% (SILVA, 2009), 34,2% (SILVA et al.,
2011), 37,29% (PONTES et al., 2011)), verificamos que os resultados foram menores
que as producdes de embrides pelo método tradicional. A diferenca da producdo de
embrides entre os tempos de transporte e cultivo e os valores abaixo das médias gerais,
pode ser explicada pela logistica de transporte dos embrides sobre diferentes tempos de

cultivo em incubadoras portateis.



23

Quando comparamos a producdo de embrifes entre os tempos de transporte e
cultivo, observamos que o transporte por 24 horas de cultivo em incubadoras portéateis
obteve menor taxa de produgdo de embrides. Sabe-se que é durante o periodo de cultivo
in vitro ou in vivo (SANGILD et al., 2000), que ocorrem eventos como ativacdo do
genoma embrionario, processo de divisdo celular, compactacdo dos blastdmeros no
estadio de morula, inicio da diferenciacdo embrionéria com a formacgdo da blastocele
(HOSHI, 2003). No 6° dia de cultivo se visualiza a compactagdo dos blastobmeros e
inicio da formacdo da blastocele (THOMPSON, 2000). Dessa forma, podemos supor
que a menor producdo de embrides no transporte e cultivo por 24 horas tenha ocorrido,
por terem sido manipulados, ou seja, transferidos das placas e estufas do laboratorio,
para os criotubos e incubadora portatil, em um momento importante para o
desenvolvimento embrionario, fase de compactacdo dos blastdmeros e ndo tiveram
tempo suficiente para se recuperarem, visto que a mesma manipulacdo ocorreu nos
outros tempos de transporte e cultivo, porém esses permaneceram sob as condi¢des da
incubadora portatil por mais tempo.

Do total de embrides produzidos (n=1.991), foram transferidos 1.923 embrides
em receptoras da raca Nelore e cruzadas. Os resultados de taxa de concepg¢édo aos 30 e
60 dias foram semelhantes em todos os dias de transporte e cultivo dos embrides,
obtendo-se taxas de 44,51%, 42,82% e 44,66% aos 30 dias p6s TE, nas 24, 48 e 72
horas de transporte e cultivo, respectivamente e 41,12%, 40,99% e 42,42% aos 60 dias
pos TE, nas 24, 48 e 72 horas de transporte e cultivo, respectivamente (Tabela 4).

Resultados semelhantes foram obtidos por Pontes et al. (2009), com transporte
semelhante ao utilizado nesse estudo (40% de taxa de gestacdo, com embrides de
doadoras Gir aos 60 dias p6s TE). Andrade et al. (2012) obtiveram 39,1% de taxa de
concepcao com embrides da raca Nelore e 37,6% em embrides da raca Senepol, em
condigcdes de transporte tradicional. Rebelo (2008) e Andrade et al. (2012), néo
observaram diferenca nas taxas de concep¢do quando compararam racas de embrides.
Brum et al. (2002) visando observar o desenvolvimento embrionario do D7 ao D9,
utilizaram métodos diferentes de cultivo (em placas e em palhetas de 0,25) e
observaram que blastocistos bovinos produzidos in vitro podem ser cultivados
individualmente do D7 ao D9, ndo havendo efeito se cultivados em placas ou palhetas

sobre a taxa de eclosdo e o nimero de células.
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Tabela 4: Taxas de concepcdo dos embrides produzidos in vitro de doadoras da raca
Gir, no transporte e cultivo por 24, 48 e 72 horas, aos 30 e 60 dias pds TE, na Fazenda
Paraiso, S&o José do Xingu, Mato Grosso, Brasil.

24 horas 48 horas 72 horas Total
Total embrides

transferidos 501 710 712 1.923

Concepgéo 44,51 42,82 44,66 43,94
30 dias (%) (223/501) (304/710) (318/712) (845/1923)

Concepcao 41,12 40,99 42,42 41,55
60 dias (%) (206/501) (291/710) (302/712) (799/1923)

Perda gestacional 7,62 4,27 5,03 5,44

(%) (17/223) (13/304) (16/318) (46/845)

Teste binomial de duas propor¢des, com significancia de 5% (p < 0,05), pelo programa

Biostat.

Os resultados de perda gestacional no diagnostico aos 60 dias foi inferior aos
obtidos por Galli et al. (2001) que obtiveram taxa de 10 a 12% de perda gestacional nos
60 dias p6s TE e Rodrigues et al. (2010) que obtiveram 9,0 e 11,9% de perda
gestacional aos 60 dias pds TE. Pontes (2009) obteve uma taxa de perda gestacional
inferior ao desse estudo, de 3,5% (Tabela 4). Em todos os estudos descritos acima, a
producdo in vitro de embrides foi realizada em laboratorio.

Sendo assim, provavelmente, o0 método de transporte dos embrides ndo altera a
taxa de gestacédo, desde que o embrido seja de boa qualidade. Sabe-se que embriGes com
qualidade inferior tém baixas taxas de implantagdo devido a varias razdes, dentre elas a
producdo de intereferon tau e menor contato com a superficie do epitélio endometrial,
devido ao insuficiente alongamento do embrido, resultando em perda embrionaria,
devido ao ndo reconhecimento materno (SPENCER et al., 2004; BINELLI, 2000;
BAUERSACHS, 2013).

Quando se fala de cultivo in vitro de embrides, se baseia muito na composi¢éo
dos meios de cultivo (BLUME et al., 1997; MACHADO, 2011), condicbes de
temperatura (DONG et al., 2001), atmosfera gasosa (MIRANDA, 2004), adicdo de
aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento (DONG et al., 2001) e uso de soro
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(NAGALI, 2001), porém poucos estudos falam de transporte dos embrides durante o

cultivo e como esse transporte e cultivo podem interferir na producéo de blastocistos.
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CONCLUSAO

O transporte e cultivo de embrides por 24, 48 ou 72 horas antes da transferéncia,
em incubadoras portateis, mostraram-se Vvidveis, quanto as taxas de concepcao,
entretanto a taxa de producdo de blastocisto foi menor quando o transporte e cultivo

ocorreram por 24 horas.
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