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RESUMO

Bovinos da raga Flamenga, originarios da Franga, chegaram ao Brasil em 1945 oriundos
da Argentina, sendo alocados em Lages, no Estado de Santa Catarina. Esta raca é de dupla aptidao
e que, devido a perfeita adaptacdo as condi¢Bes edafocliméticas regionais, acabou compondo
inimeros rebanhos na regido Sul do Brasil. Porém, a introducdo de racas especializadas no
decorrer das ultimas décadas ocasionou desinteresse pela raca Flamenga, resultando na reducéo
dréastica do rebanho, com cerca de cinqiienta animais ainda remanescentes e lotados na EPAGRI
de Lages. O risco de extingdo imposto a este rebanho e sua importancia para a biodiversidade
justificam a necessidade de sua preservacdao. Dentre as biotécnicas reprodutivas que podem ser
utilizadas para a expansao desta raca destacam-se a Ovum Pick Up (OPU)/producao in vitro de
embrides (PIV) e a producdo in vivo de embrides pela maltipla ovulagdo, inseminacao artificial
(IA) e transferéncia de embrides (TE). Informac6es sobre a eficiéncia de recuperacdo de odcitos
obtidos por OPU para a PIV ou mesmo de embrides produzidos por TE na raca Flamenga sao
praticamente inexistentes. O objetivo deste estudo foi comparar as eficiéncias de producdo in vitro
vs. in vivo de embrides da raca Flamenga, utilizando-se a raca Holandesa como controle. Oito
fémeas da raca Flamenga e oito da raca Holandesa foram subdivididas em dois subgrupos de
quatro animais/raga. Cada subgrupo foi submetido a um bloco de 10 se¢es de OPU/PIV com
intervalo semanal ou a duas secBes de TE, em um intervalo de 63 dias. Passado este primeiro
periodo de 63 dias, ambos os procedimentos (OPU/PIV e TE) foram repetidos em um segundo
periodo de 63 dias, invertendo-se os subgrupos de animais para cada procedimento. A OPU foi
realizada por ultrassonografia transvaginal para a aspiragdo de foliculos com didmetro acima de 3
mm. Todos os CCOs foram avaliados morfologicamente e submetidos a PIV, a qual incluiu as
etapas de maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro até o Dia 7 de desenvolvimento. Para a TE,
realizou-se protocolo padrdo com doses decrescentes de FSH, seguida de 1A, com recuperacédo de
embrides realizados por procedimento ndo-cirirgico no dia 7 apds a inseminagdo. Sémen
congelado do mesmo touro da raca Flamenga foi utilizado em todo o experimento. Os dados
quantitativos foram analisados pelo PROC MIXED ou pelo teste de Friedman (SAS). Os dados
qualitativos foram analisados pelo teste do ¥, e analisou-se os dados de morfologia embrionaria e
cinética de desenvolvimento pelo teste de Kruskal-Wallis (Minitab), para P<0,05. Ap6s 20 secOes
de OPU/raca, o numero total de odcitos vidveis e a media de odcitos/animal/secdo na raga
Flamenga (n=635 e 8,0 + 0,7) foram superiores a raca Holandesa (n=543 e 7,3 £ 0,7),
respectivamente. O numero médio de blastocistos obtidos por rotina de PIV (39 £ 1,5 vs. 2,1 +
1,2) e a taxa de blastocistos pela PIV (11,8% vs. 7,2%) foram maiores para fémeas da raca
Flamenga se comparadas a fémeas da raca Holandesa, respectivamente. Apos quatro se¢des de TE
(32 coletas/recoletas totais), produziram-se 111 embrifes viaveis na raca Flamenga, com média de
7,5 £ 1,8 embrides/fémea, sendo superior a raca Holandesa, a qual obteve um total de 48
estruturas viaveis, com média de 3,7 + 1,4 embrides viaveis/fémea. Desta maneira, conclui-se que
as fémeas Flamengas forneceram mais o0citos viaveis por OPU e mais embriBes viaveis por PIV
ou TE do que fémeas Holandesas. Além disso, o procedimento de TE apresentou maior eficiéncia
que a OPU/PIV para a produgdo de embrides, independente da ragca. Contudo, ambas as
biotécnicas se mostraram eficazes como ferramentas Uteis para a conservacdo genética de animais
da raca Flamenga.

Palavras-chave: Flamenga; embrido; bovino; OPU; biotécnicas da reproducéo.
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ABSTRACT

The Flemish cattle breed, originarily from the Northeast region of France, was imported to
Brazil from Argentina in 1945, being allocated to an experimental Station in Lages, State of Santa
Catarina (SC). The Flemish is a double purpose breed very well adapted to the altiplane. Such
features contributed to a quick dissemination of this breed in the Southern region of Brazil.
However, the introduction of more specialized breeds in the past decades caused a loss of interest
in the Flemish breed, resulting in a drastic reduction in the herd size, with only about fifty animals
still remaining, all located at the EPAGRI Experimental Station in Lages, SC. The high risk of
extinction imposed to this small herd, along with its importance to biodiversity, justifies the need
for its preservation. For that, the Ovum Pick Up (OPU)/in vitro embryo production (IVP) and the
multiple ovulation and embryo transfer (MOET) procedures are among the available reproductive
biotechnologies that could be readily applied for the maintenance and expansion of the breed.
However, data regarding the oocyte retrieval efficiency by OPU and embryo yield either by VP
or MOET for Flemish cattle are still lacking. The aim of this study was to compare the efficiency
of the in vivo and in vitro embryo production systems for the Flemish breed, using Holstein
females as control counterparts. Eight multiparous Flemish females and eight Holstein females
were allocated to two subgroups of four animals per breed. Each subgroup was subjected to 10
OPU sessions, at weekly intervals, or two MOET protocols, for two periods of 63 days. After the
conclusion of one 63-days long period of OPU and MOET sessions, both procedures were
repeated in a second period of 63 days, inverting the subgroups of animals for each procedure.
The OPU was performed by ultrasonography for the transvaginal aspiration of >3 mm follicles.
Recovered oocytes were morphologically graded and subjected to IVP procedures, including the
in vitro maturation, fertilization and culture steps, up to Day 7 of development. For the MOET
subgroups, a standard decreasing FSH dose treatment was used followed by Al, with embryo
recovery performed by nonsurgical procedures on Day 7 after Al. Frozen semen from the same
Flemish bull was used for the entire experiment. Quantitative data were analyzed using the PROC
MIXED or by the Friedman test (SAS), whereas qualitative data were analyzed by the ¥ test, and
data on the embryonic morphology and kinetics of development by the Kruskal-Wallis test
(Minitab), for P<0.05. After 20 OPU sessions per breed, a total of 635 viable oocytes were
obtained from Flemish females, with 8.0 £ 0.7 oocytes/animal/section, which was significantly
higher than from Holstein cows (543 viable oocytes, 7.3 + 0.7 oocytes/animal/section). The mean
number of blastocysts per IVP procedure (3.9 £ 1.5 vs. 2.1 + 1.2) and blastocyst rates (11.8% vs.
7.2%) were higher in Flemish than in Holstein females, respectively. After four MOET sessions
(total of 32 flushings), Flemish females yielded more viable embryos than Holstein animals (111
vs. 48 viable embryos, with 7.5 £ 1.8 vs. 3.7 + 1.4 embryos/female, respectively). In conclusion,
Flemish females yielded more viable oocytes by OPU and more viable embryos by IVP or MOET
than Holstein females. Also, MOET procedures were more efficient than OPU/IVP for the
production of embryos, irrespective of the breed. Nevertheless, both reproductive biotechnologies,
OPU/IVP and MOET procedures, were efficient as useful tools for the genetic conservation of
Flemish cattle.

Keywords: Flemish; embryo; bovine; OPU; biotechnologies of reproduction.
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1. INTRODUCAO

Bovinos da raca Flamenga, originarios da Franca, foram introduzidos no Brasil no ano
de 1945 (ELIAS, 2006), no antigo Posto Zootécnico de Lages, atual Estacdo Experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural do Estado de Santa Catarina (EPAGRI).
A perfeita adaptacdo as condicOes edafoclimaticas sul-brasileiras permitiram que durante anos
0s animais da raca Flamenga compusessem inimeros rebanhos nesta regido (THALER NETO

etal., 1996).

A introducéo de ragas mais produtivas e especializadas em carne ou leite em rebanhos
comerciais nas Ultimas décadas causou uma diminuigdo gradual no interesse em animais de
racas de dupla aptiddo. A raca Flamenga, que possui a caracteristica de produzir carne e leite
de forma equilibrada, sofreu uma reducgdo drastica de seu rebanho, e atualmente conta com
apenas cinquenta animais puros, lotados na EPAGRI de Lages, em risco de extingdo. Devido
a importancia deste trabalho para a biodiversidade, e ao risco de perda deste recurso genético,

justifica-se os esfor¢os para a conservagdo genética da raca Flamenga.

Pelo menos quatro geracdes de biotécnicas da reproducdo podem auxiliar na
multiplicacdo de animais, com o enfoque maior no macho (1A), na fémea (TE, OPU/PIV) ou
mesmo em ambos, como a clonagem e a transgenia (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009;
WAGTENDONK-de LEEUW et al., 2000). A manutencdo do rebanho da raca Flamenga em
Lages tem quase que exclusivamente potencializado o uso de machos para a disseminagéo
genética por meio da inseminacdo artificial (IA) com sémen importado da Franga ou de touros
produzidos na EPAGRI, ou mesmo da monta natural, principalmente para o repasse de fémeas
repetidoras de estro. Porém, em adigdo a IA, distintas biotécnicas da reproducdo animal que
maximizem o potencial reprodutivo da fémea também poderiam auxiliar na diminuicdo do
intervalo entre geracdes (HUMBLOT et al., 2010; MOORE e THATCHER, 2006) nesta raca

destacando-se a multipla ovulagdo, IA e transferéncia de embrides (TE), e a producéo in vitro



(PIV) de embrides através da fecundacdo in vitro (FIV), associada ou ndo a aspiracédo folicular
transvaginal guiada por ultrassonografia (Ovum Pick Up, OPU), ou mesmo da clonagem por
transferéncia nuclear de célula somética (TNCS). Com exce¢do da TNCS, que apresenta uma
baixa eficiéncia (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009), tanto a TE quanto a OPU-PIV podem
apresentar resultados satisfatdrios a excepcionais como ferramentas de multiplicagdo genética
em bovinos, 0 que parece ser mais dependente da origem das ragas (Bos taurus var. taurus vs.
Bos taurus var. indicus) do que do efeito racial propriamente dito (BARROS e NOGUEIRA,

2001; BARUSELLI et al., 2006).

O Brasil ja ocupa espaco destacado no mundo no uso das distintas geracdes de
biotecnologias reprodutivas, conforme descritas acima, sendo responsavel pela transferéncia
de mais de 200 mil embriGes produzidos por OPU-PIV em 2008, o que representa 86% da
atividade na area no mundo (THIBIER, 2009). Porém, esta atividade em OPU-PIV no Brasil
resume-se quase que exclusivamente a racas zebuinas ou cruzas zebuinas, com ragas bovinas
européias sendo preferencialmente destinadas a TE (PONTES et al., 2009). Isso ocorre
principalmente devido a presenca de um pool maior de foliculos de didmetro reduzido em
animais com ascendéncia zebuina (SEGERSON et al., 1984), 0 que promove uma maior
rendimento na OPU e, por conseguinte, uma maior eficiéncia na PIV, potencialmente
determinando um nimero maior de produtos nascidos/ano se comparada a TE (HANSEN,
2006). Por outro lado, fémeas de racas de ascendéncia européia apresentam uma populacéo
folicular menor e consequentemente uma eficiéncia menor na PIV do que as ragas zebuinas.
Desta forma, a PIV nas ragas européias vem sendo utilizada como complemento a TE e outras
biotécnicas, em especial para aqueles animais que ndo respondem adequadamente ao
tratamento superovulatério ou que apresentam distlrbios reprodutivos (CALLESEN;
LIBORIUSSEN; GREVE, 1996; FABER et al., 2003; THIBIER, 2005). Para a multiplicacéo

eficaz de bovinos em risco de extin¢do, como a raga Flamenga no Brasil, de ascendéncia
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européia, ha a necessidade da determinagdo da eficiéncia de uso das biotécnicas reprodutivas
como ferramentas auxiliares na multiplicacdo de animais de interesse. No entanto,
informacdes cientificas sobre a dindmica folicular, da eficiéncia da OPU-PIV e da TE na raca
Flamenga ainda sdo inexistentes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi comparar as
eficiéncias de producdo in vitro (OPU/PIV) e in vivo (TE) de embrides em animais da raca
Flamenga, avaliando-se o numero de odcitos recuperados, 0 nimero de o6citos vidveis e a
quantidade de embriGes viaveis produzidos por OPU-PIV e por TE, comparando-se 0S

resultados com animais da raca Holandesa.

Devido ao grande apelo atual em relacdo a biodiversidade, com este estudo inserido
neste contexto, buscamos convergir a missdo da EPAGRI em Lages, a necessidade de
preservarmos animais puros da raca Flamenga e a oportunidade de comparacao da eficiéncia
de biotécnicas reprodutivas, como a OPU/PIV e a TE, a nossa formacdo académica. Para tal,
lancando méo destas duas biotécnicas, conseguimos avaliar o nimero de 00citos recuperados,
0 numero de odcitos viaveis e a quantidade de embribes viaveis produzidos por OPU-PIV e
por TE na raca Flamenga, comparando-se os resultados com animais da raca Holandesa, o que
repercutiu no inicio da caracterizacdo da raca no ponto de vista reprodutivo para fins

preservacionistas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21  ASPECTOS HISTORICOS E PRODUTIVOS DA RACA FLAMENGA

A raca Flamenga € originaria da Franca e faz parte do grupo de bovinos vermelhos das
planicies do Norte Europeu. O registro genealdgico da raca em seu pais de origem foi
estabelecido em 1886. A partir daquele momento, estimava-se que o rebanho Flamengo
contava com 25.000 a 30.000 animais. A raga foi praticamente extinta ap6s a 1* Guerra
Mundial, mas com o passar dos anos, a raca retomou forca e ganhou novos criadores, sendo
gue em 1968 ja contava com um efetivo aproximado de 230 mil reses, sendo destas, 12 mil
inscritas no registro genealdgico. Porém, a raga sofreu uma nova retracdo nas décadas
seguintes, com apenas 674 animais estando registrados no Herd Book francés em 1988, e 310

animais em 1994 (ELIAS, 2006).

A raca Flamenga foi introduzida no Brasil em janeiro de 1945 através de importacao
do Ministério da Agricultura brasileiro de animais originarios da Argentina (ELIAS, 2006).
Este nucleo foi estabelecido no antigo Posto Zootécnico de Lages, sob administracdo do
Ministério da Agricultura, o qual iniciou suas atividades nos idos de 1912. Atualmente, o
local sedia a Estacdo Experimental da EPAGRI de Lages. O primeiro produto nacional
registrado desta raca foi uma fémea de nome “Heliaca de Lages” nascida no dia 03 de julho
de 1954 (ELIAS, 2006). Em 1995, ocorreu a Unica importacdo de sémen de touros franceses
da raca Flamenga, diminuindo assim a possibilidade de consanguinidade (informacéo
verbal). Porém, hoje este problema se acentua devido & diminuicdo do nimero de doses de
sémen disponiveis desta raca no Brasil e na Franca e pelo reduzido nimero de animais

existentes, que praticamente derivam dos mesmos ascendentes. Atualmente no Brasil, a raca

!Informacéo fornecida por Vilmar Francisco Zardo, Chefe da EEL, 2011.



conta com um efetivo de apenas 50 animais, em todas as categorias de producéo, e ao que se

tenha conhecimento, todos sdo mantidos na Estacdo Experimental da EPAGRI em Lages.

Bovinos da raca Flamenga sdo animais designados como de dupla aptiddo, apresentam
predominantemente a cor vermelha acentuada e possuem caracteristicas importantes do ponto
de vista zootécnico, como uma elevada habilidade materna, alta fertilidade, precocidade
sexual, longevidade e rusticidade, além de destacada facilidade de parto e maior quantidade
de gordura e proteina no leite, com valores médios de 3,94% e 3,42%, respectivamente
(ELIAS, 2006). Por suas caracteristicas produtivas favoraveis, este tipo de animal tem sido
recomendado para sistemas de producdo com limitacdo de area (pequenas propriedades), e
para o cruzamento com gado geral quando se pretende obter um aumento na producéo leiteira

(informagcéo verbal)®.

Fémeas da raga Flamenga parecem ter uma producdo leiteira e precocidade menores
do que animais Holandés, quando em condi¢des semi-intensivas similares. Em estudo de
Thaler Neto et al. (1996), vacas da ragca Flamenga, em sistema de producdo de leite a base de
pasto com pequena suplementacdo de concentrado, produziram em média 3.959 kg de leite
aos 305 dias, analisando-se 104 lactacOes de 57 vacas, com vacas holandesas produzindo
4.763 kg de leite, ou seja, 24,5% a mais na producdo leiteira. Naguele estudo, a raca
Flamenga apresentou um desempenho 8% menor em relacdo ao periodo de lactacdo de vacas
da raca Holandesa. Em adicdo, constatou-se que vacas da raca Flamenga atingiram o pico de
producdo em lactacbes aos 96 meses de idade, diferentemente da raca holandesa, que
apresenta este indice aos 69 meses de idade. JA em seu pais de origem, vacas da raca

Flamenga produziram em média 6.463 kg de leite em 314 dias de lactagdo (ELIAS, 2006).

?Informacéo fornecida por Vilmar Francisco Zardo, Chefe da EEL, 2011.
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2.2 UTILIZACAO DAS BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUCAO NA
CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS ANIMAIS EM RISCO DE
EXTINCAO

2.2.1 Biodiversidade genética e preservacionismo animal

Durante as Ultimas decadas ocorreram avangos extraordinarios nas técnicas de
reproducdo assistida em mamiferos. Em 1784, o abade Lazzaro Spallanzani, realizava 0s
primeiros experimentos em FIV, em anfibios. Neste mesmo ano, Spallanzani obteve o
primeiro produto oriundo de IA em mamiferos, na espécie canina (FOOTE, 2002), ap6s
determinar o papel dos espermatozoides (animéalculos) na fecundagdo. A partir dai, novos
trabalhos e investigacBes vem possibilitando o desenvolvimento de novas biotecnologias,
gerando inUmeras possibilidades para sua utilizacdo, para o aumento na produtividade e

producdo animal (WAGTENDONK-de LEEUW, 2006).

A extincdo de espécies animais no decurso da vida em nosso planeta faz parte do
processo natural de evolugdo, e uma vez ocorrido, é irreversivel. Porém, a extingdo pela mao
do homem esta ocorrendo em processo acelerado para muitas espécies animais e vegetais no
planeta (ANDRABI e MAXWELL, 2007). Atualmente, existem cerca de 162 espécies de
mamiferos ameacadas de extincdo e 70 espécies praticamente extintas, sendo destas, quatro

especies extintas no seu habitat natural (ANDRABI e MAXWELL, 2007).

A introducdo de espécies especializadas na producdo de subprodutos é um fator
importante para a perda da biodiversidade (COMIZZOLI; MERMILLOD; MAUGET, 2000;
BURRIEL et al., 2007). Geralmente animais de uma mesma raca sdo selecionados para as
mesmas caracteristicas fenotipicas ao longo das geraces, elevando sobremaneira a pressdo de

selecdo sobre este rebanho (TABERLET et al., 2008), o que promove drastica perda da
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variabilidade genética (ROOSEN; FEDLAOUI; BERTAGLIA, 2005; LEON-QUINTO et al.,

2009).

O objetivo da conservacdo de pequenos rebanhos ou grupos de animais em extincao é
manter e, se possivel, aumentar a biodiversidade (LEON-QUINTO et al., 2009). Programas
de conservacao in situ e ex situ visam a manutencdo da biodiversidade animal, e dependem
diretamente do desenvolvimento e do dominio das biotecnologias reprodutivas. Porém, os
programas de conservacdo genética necessitam de condicGes especificas para funcionarem
adequadamente, principalmente em relacdo a area no habitat original de espécie ou raca a
preservar (TABERLET et al., 2008). A abordagem ideal para atingir este objetivo é através da
preservacdo do habitat natural (LOI et al., 2001). No entanto, as estratégias de conservacgéo in
situ sdo, muitas vezes, insuficientes para a propagacdo destas pequenas populacdes, bem
como para a manutencdo da diversidade genética adequada (COMIZZOLI; MERMILLOD;
MAUGET, 2000). Uma alternativa bastante difundida para diminuir estes inconvenientes € a
criopreservacdo de gametas, embriGes e células, metodologia que permite a formacdo de
bancos de germoplasma animal (HOLT e PICKARD, 1999; McEVOY et al., 2006),
auxiliando assim a manutencdo de espécies ou racas em risco de extincdo (ANDRABI e
MAXWELL, 2007), além de possibilitar o processamento de material biolégico para usos
diversos, como a clonagem e a transgénese (LEON-QUINTO et al., 2009). Neste mesmo
contexto de manutencgdo da biodiversidade, a criopreservacao de o6citos possibilita uma gama
maior de utilizagbes, porém com uma viabilidade menor se comparado a embrides
(SARAGUSTY e ARAYV, 2011). Ndo obstante, antes de podermos criopreservar gametas,
embrides e células necessita-se do conhecimento da fisiologia da reproducdo de cada espécie
de interesse e da possibilidade de aplicacdo de distintas biotecnologias da reproducdo que
podem, em diferentes niveis, assegurar 0 sucesso nos programas de preservacao genética

animal.
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2.2.2 Quatro geracOes de biotecnologias reprodutivas

Desde o marco histérico de Walter Heape, de abril de 1890, que produziu o primeiro
mamifero por meio de coleta e transferéncia de embribes (HEAPE, 1890; BETTERIDGE,
2003), uma gama enorme de outras biotécnicas foram desenvolvidas e utilizadas
principalmente para aumento da producdo (GALLI et al., 2003; FABER et al., 2003), mas
também como ferramenta para a conservacdo genética animal (BETTERIDGE, 2006). Os
avancos biologicos e tecnoldgicos observados principalmente durante as Ultimas seis décadas,
ou durante o p6s-22 Guerra Mundial, geraram o desenvolvimento gradual de quatro geracdes
de tecnologias de reproducdo assistida (THIBIER, 2005). Historicamente, além da mera
curiosidade cientifica, o surgimento e o desenvolvimento das tecnologias reprodutivas tém
sido impulsionados pelo ganho econdmico oferecido pelo possivel aumento do nimero de
descendentes de animais geneticamente superiores ou, simplesmente, para salvaguardar o
patrimdnio genético dos animais inférteis ou subférteis (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009).
Por um lado, as tecnologias reprodutivas foram desenvolvidas para oferecer possibilidades de
uma maior utilizacdo de germoplasma superior (MOORE e THATCHER, 2006). Por outro
lado, as tecnologias de reproducdo assistida tém fornecido a base necessaria a pesquisa
cientifica para a compreensdo de complexos mecanismos fisiologicos da fémea e do macho e
0s seus ciclos reprodutivos. Com o surgimento de novas descobertas, novas perspectivas e
aplicacdes sdo propostas, testadas, refinadas e, finalmente, colocadas em pratica. Desta forma,
0 uso de tecnicas de reproducdo assistida tem sido de grande importancia na producéo
pecuaria (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009; MOORE e THATCHER, 2006; THIBIER,

2005).

Em termos gerais, as trés primeiras geracdes de biotecnologia da reproducéo, incluem
(1) a 1A e a congelagdo de gametas e embrifes; (2) a TE, com a evolucdo também da

ultrasonografia; e (3) a FIV. Todos estes procedimentos amadureceram em aplicacfes
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comerciais bem sucedidas, facilitando o aumento da producédo através da genética, a reducéo
do intervalo entre geragdes, o controle de enfermidades e a reducdo dos custos de producao
(BERTOLINI e BERTOLINI, 2009; THIBIER, 2005). A quarta geracdo de biotecnologias
engloba os processos que estdo ainda no nivel mais experimental, que inclui a clonagem por
transferéncia nuclear com células embrionarias ou somaéticas, a transgénese, a biologia das
células-tronco e a sexagem de espermatozoides e embrides. Com o uso das biotecnologias
avancadas de reproducdo (quarta geracdo), tem-se o potencial de aumentar a influéncia de
animais superiores na producdo, mas as suas aplicacbes comerciais tém sido limitadas
(BERTOLINI e BERTOLINI, 2009). O advento das ferramentas moleculares, do diagnostico
molecular e da biologia de sistemas trouxe a tona um patamar de desenvolvimento que
promete alavancar ainda mais 0 nosso conhecimento dos sistemas biol6gicos, o que
seguramente ira se traduzir em beneficios a produgdo animal e a salde humana ainda maiores
dos que hoje sdo observados. Além disso, 0 uso de gendmica, protebmica, metabolémica e
bioinformética no estudo de reproducdo vai permitir uma maior compreensao das limitagoes
de eficiéncia nos processos reprodutivos (MOORE e THATCHER, 2006). No entanto, muitos
desafios ainda dificultam o desempenho reprodutivo maximo de animais nos sistemas
produtivos, afetando a produtividade e lucratividade. E claro que a aplicacio das tecnologias
reprodutivas como atividades lucrativas permanecera questionavel se ndo for associada a
outros componentes da producdo animal, como a saude animal, nutri¢do e praticas de criacao

adequadas (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009; THIBIER, 2005).

O conhecimento da fisiologia reprodutiva e o desenvolvimento de equipamentos
auxiliares para utilizacdo na préatica animal, como os de ultrassonografia e laparoscopia, por
exemplo, além do avancgo da estrutura laboratorial, trouxeram outra dimensao para a aplicacdo
das novas biotecnologias no setor produtivo. Avancadas biotecnologias da reprodugdo como a

TE, a OPU/PIV, sexagem de embrides e sémen, injecdo intracitoplasmética de
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espermatozéides (ICSI) e a clonagem por transferéncia nuclear sdo, sem duvida, ferramentas
importantes para a multiplicacdo genética com enfoque comercial ou mesmo preservacionista,
pela diminuicdo da perda da diversidade genética contida em racas e espécies animais de
menor interesse global (ANDRABI e MAXWELL, 2007; BERTOLINI e BERTOLINI, 2009;

MOORE e THATCHER, 2006).

As tecnologias reprodutivas sdo interligadas entre si, sendo totalmente
interdependentes. Por exemplo, a combinagdo de TE que utiliza-se da IA para a producdo de
embribes, representa para a fémea relativamente o que a IA tem sido para o macho,
permitindo a producdo de descendentes de véarias fémeas geneticamente superiores
(BERTOLINI e BERTOLINI, 2009). Da mesma forma, a OPU-PIV tem se tornado uma
biotécnica de intensa aplicacao para a espécie bovina (GALLI et al., 2001), ou pelo menos em
algumas racas, como as zebuinas, tanto para a multiplicacdo animal, quanto para a
conservacdo de recursos genéticos. Em adicdo, a possibilidade de obtencdo de odcitos
recuperados in vivo de fémeas pré-plberes, inférteis ou mesmo prenhez torna esta tecnologia
extremamente versatil e com cunho importante tanto comercial quanto para a conservagado

genética (FABER e FERRER, 2004; BETTERIDGE, 2006).

A aplicacéo das biotecnologias da reproducéo para a preservacdo de espéecies ou ragas
animais, como a Flamenga, depende das caracteristicas do pool genético que se deseja
preservar (COMIZZOLI; MERMILLOD; MAUGET, 2000). A utilizacdo da criopreservacao
de sémen para a IA potencializa tremendamente 0 uso de machos existentes como reserva
genética. Porem, nem sempre se dispdem de reprodutores higidos, em numero ou de
qualidade genética necessarios para a utilizacdo como disseminadores de genes (HIEMSTRA,;
LENDE; WOELDERS, 2005). Portanto, torna-se claro que a utilizacéo adicional do potencial
da fémea como reserva genética ocupa papel chave na preservacdo da biodiversidade
genética, em especial para racas como a Flamenga, de dupla aptiddo, mas com forte vocacéo
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leiteira. Para tanto, a aplicacdo da segunda e terceira geracOes das biotecnologias
reprodutivas, em associa¢cdo ao uso de sémen congelado para a IA ou PIV, dependem do
entendimento dos fatores que interferem na obtencdo de gametas e embrides na espécie ou

raca de interesse (COMIZZOLI; MERMILLOD; MAUGET, 2000).

23 FATORES QUE INTERFEREM NA OBTENCAO DE OOCITOS E
PRODUCAO DE EMBRIOES

2.3.1 invivo: Fator “fémea”

Varios fatores como a sanidade e o estado nutricional do rebanho, as técnicas e
equipamentos utilizados, as doses inseminantes, e 0 manejo dos animais, podem interferir na
obtencdo e na qualidade de gametas e embriGes, contudo, estas varidveis podem ser
controladas adequadamente (BARROS e NOGUEIRA, 2001; ALLER et al., 2010). Nao
obstante, o fator “fémea” ¢ normalmente um dos mais determinantes da eficiéncia reprodutiva

nos rebanhos e, principalmente, na aplicacdo de biotecnologias da reproducao.

2.3.1.1 Foliculogénese, reserva folicular ovariana e fator racial

Ovérios sdo glandulas pareadas repletas de foliculos, estando suspensos na parede
dorsal do abdémen pelo mesovario e que determinam o desenvolvimento dos o0citos e a
producdo de hormdnios (REECE et al., 2008). O ovério é dividido didaticamente em trés
partes: a primeira parte dividida em epitélio tipo pavimentoso e/ou cilindrico e a tinica
albuginea, camada de tecido conjuntivo denso que recobrem a parte externa do ovario; cortex,
gue compreende uma massa de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento; e
finalmente a medula ou estroma, formado de tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e

linfaticos e tecido nervoso.
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Primordialmente, o desenvolvimento dos ovérios fetais depende da migracdo de
células germinativas primordiais oriundas do saco vitelinico para a crista genital, o que ocorre
entre o dia 28 a 32 de gestagdo (AERTS e BOLS, 2010 apud RUSSE e SINOWATZ, 1991),
sendo que estas células povoam a regido cortical das gonadas embrionérias (STABENFELD e
DAVIDSON, 2004). Estas células, posteriormente a migracao, formam as células foliculares e
as da granulosa, que circundam o odcito (THIBAULT; LEVASSEUR; HUNTER, 1993) e a
parte mesenquimal da crista genital dara origem entdo, posteriormente, as células da teca
(FORTUNE, 2003).

Os foliculos ovarianos sdo as unidades morfofuncionais dos ovarios e podem ser
classificados em foliculos pré-antrais (FOPA), sendo aqueles que ndo possuem antro

(cavidade repleta de liquido folicular que circunda o odcito), e antrais (SANTOS et al., 2008).

Os FOPA constituem-se basicamente de um od6cito circundado por ceélulas da
granulosa e dividem-se em: a) primordiais, que apresentam apenas uma camada de células da
granulosa de forma pavimentosa e estdo em estado de quiescéncia; b) primarios, que sdo
formados por um odécito também circundado por uma Unica camada de células da granulosa,
porém em formato cuboide e podem apresentar zona pellcida em formacéo; ¢) secundarios,
caracterizam-se pela presenca de um odcito circundado pela zona pelicida e pelo menos duas
camadas de células da granulosa de morfologia cubdide (KATSKA e RYNSKA, 1998;
MATOS et al., 2007; SANTOS et al., 2008). Tanto nos foliculos primarios quanto nos
secundarios os odcitos sdo primarios, encontrando-se na préfase | da meiose I. Conforme van
Wezel e Rodgers (1996), o inicio do crescimento folicular ocorre com a ativacdo folicular,
que consiste da transicdo de foliculos primordiais para primarios através da proliferacdo e
diferenciacdo da forma das células da granulosa de achatada para cubdide concomitante com
0 aumento de volume dos odcitos. A grande maioria destes foliculos primarios evolui para a

fase antral, caracterizada previamente pela formagdo da membrana basal, que separa a teca
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interna das células da granulosa, seguida pela formacdo de uma cavidade (antro) e pela
presenca da camada de células do cumulus oophorus que envolve o odcito (AERTS e BOLS,

2010).

Os foliculos antrais podem ser classificados em terciarios (subordinados a dominantes)
e pré-ovulatorios ou de Graaf (SANTOS et al., 2008). Ambos ja apresentam corona radiata,
células do cumulus oophorus, células da granulosa e células da teca interna e externa
(FORTUNE, 2003; SANTOS et al., 2008; SCHOEVERS; COLENBRANDER; ROELEN,

2007).

Na espécie bovina, o estoque de foliculos primordiais se desenvolve durante a vida
fetal (AERTS e BOLS, 2010) e estd intimamente ligado ao estado nutricional da fémea
gestante, especialmente no terco inicial de gestacdo, onde vacas que sofrem certa restrigéo
alimentar originam filhas com uma menor populacéo folicular quando comparadas a fémeas
que ndo passaram por restricdo (EVANS et al., 2010). Aos 110 dias de gestacdo, o nimero
médio de foliculos nos ovérios de um feto bovino é de aproximadamente 2,7 x 10° (BOLS et
al., 1997), decrescendo até o nascimento para cerca de 130.000 FOPA, por meio de processos
degenerativos, apoptéticos ou atrésicos, sendo que a estimativa € de que apenas 0,1% destes
odcitos cheguem a ovulacdo (GORDON, 2003).

Segundo Ireland et al. (2011), a quantidade de foliculos e odcitos nos ovarios € muito
variavel ao longo da vida reprodutiva de bovinos. Segundo o autor, ha evidéncias de que
vacas com uma contagem de foliculos antrais relativamente baixa tém inUmeras
caracteristicas fenotipicas geralmente associadas a infertilidade. A contagem de foliculos
antrais é associada positivamente com o tamanho do ovério e quantidade total de foliculos e
odcitos em ovarios de animais adultos jovens, sendo que vacas com um baixo nimero médio
de foliculos antrais geralmente respondem mal a superovulacdo (EVANS et al., 2010;
IRELAND et al., 2011). Outra hipdtese a ser considerada € a renovacéo folicular, defendida
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por Johnson et al. (2004, 2005). Contudo este novo conceito precisa ser melhor investigado
antes de ser considerado uma realidade.

O fator racial parece influenciar dramaticamente o sucesso na recuperagdo de 00citos a
partir da OPU. Animais de ragas zebuinas (Bos taurus var. indicus) apresentam um maior
namero de foliculos recrutados por onda, em comparagdo com vacas de ragas européias, ou
Bos taurus var. taurus (DAYAN; WATANABE; WATANABE, 2000). Por este motivo,
muitos autores relatam uma maior quantidade de odcitos recuperados por aspiracdo de
animais zebuinos quando comparados a taurinos (PONTES et al., 2009; SENATORE et al.,
2010), o que parece ter impulsionado o Brasil para a lideranga na aplicacdo da OPU-PIV em
bovinos com relagdo ao resto do mundo (THIBIER, 2009). Interessantemente, em recente
estudo realizado por Pontes et al. (2011), ndo foram encontradas diferencas entre o nimero de
foliculos pré-antrais (primordiais, primarios ou secundario) em ovarios de fetos de novilhas
Bos taurus var. indicus ou Bos taurus var. taurus, sugerindo que o nimero total de foliculos
ndo foi a razdo para a diferenca de rendimento na producdo de odcitos em programas de
OPU/PIV, sendo que isto pode estar associado a taxa de atresia folicular menor em vacas Bos

taurus var. indicus.

2.3.1.2 Manipulacdo e controle hormonal do ciclo reprodutivo e ovariano

A resposta de fémeas bovinas aos tratamentos hormonais em procedimentos
superovulatérios para coleta de embrides apresenta uma variabilidade expressiva, sendo um
dos maiores problemas nos programas de transferéncia de embriGes, tanto na area comercial,
quanto para a preservacdo de recursos geneticos (BARUSELLI et al., 2006). A variabilidade
na quantidade e qualidade de embrides produzidos in vivo pela TE parece estar mais
relacionadas ao fator animal, com énfase especial ao ambiente uterino (GALLI et al., 2003).
AfeccBes como endometrites e salpingites podem prejudicar ou até mesmo impossibilitar a

producdo de embrides por esta metodologia (LUCY et al., 2001).
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Diferentes protocolos de estimulagdo ovariana e de controle do ciclo reprodutivo e
ovariano e diferentes doses de farmacos foram e continuam sendo testados para otimizar a
producio in vivo de embrides (THATCHER et al., 2001; BO et al., 2010), ja tiveram como
foco o controle do crescimento folicular e 0 momento da ovulagdo (LUCY et al., 2004).
Contudo, parece que os protocolos recomendados ainda sofrem com variaveis intrinsecas aos
animais, onde as respostas aos protocolos de superovulagdo permanecem em patamares
relativamente estagnados ha anos (COSTA; SILVA; SILVA, 2001; BO; GUERRERO;
ADAMS, 2008). Dentre as drogas utilizadas para determinar a ovulagdo multipla estdo a
gonadotrofina coribnica equina (eCG), muito utilizada no passado, e o horménio foliculo
estimulante (FSH), este Gltimo proveniente da purificagdo a partir do extrato de pituitarias de

suinos, ovinos e equinos (BO; GUERRERO; ADAMS, 2008).

Muitos trabalhos evidenciaram que a presenca de um foliculo dominante no inicio do
tratamento superovulatério pode determinar uma diminuicdo da producdo de embrides in vivo
(GUIBAULT et al., 1991; LUSSIER; LAMOT; PACHOLEK, 1995). Para evitar tal
inconveniente, pesquisadores como Goulding et al. (1990) e Roberts; Grizzle; Echternkamp
(1994) preconizaram a utilizacdo de FSH no primeiro dia do ciclo estral, ou seja, sem a
presenca do foliculo dominante. A aspiracdo ou ablacdo do foliculo dominante também foi
proposta por Bergfelt; Lightfoot; Adams (1994) e por Bodensteiner et al. (1996) como
alternativa para o inicio do protocolo de superovulagdo (SOV) sem a presenca do foliculo
dominante. Outra maneira bastante difundida para inicio de protocolos de SOV seria
sincronizar o inicio das ondas foliculares, evitando-se assim a presenga do foliculo dominante,
0 que tem sido amplamente utilizado atualmente (BO et al., 1995; BO; BARUSELLI;
MARTINEZ, 2003). Ndo obstante, protocolos hormonais para estimulacdo de mdltipla
ovulagdo com respostas previsiveis e elevadas para a maioria das fémeas doadoras ainda séo

elusivos em bovinos.
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Em adicdo a variabilidade na taxa ovulatoria apo6s tratamentos superovulatorios,
destaca-se também a variabilidade observada nas taxas de recuperacdo embrionaria ap6s a
coleta de embrides de fémeas doadoras. Um procedimento interessante utilizado para
melhorar os indices de recuperacdo de embrides produzidos in vivo é a recoleta ou dupla
lavagem uterina, que consiste em uma nova lavagem uterina em um periodo de
aproximadamente 30 min apos coleta primaria (CASTRO NETO et al., 2005). Um dos
aspectos deste processo, e que o diferem de relatos de tentativas anteriores de recoleta, é o
fato de haver o preenchimento dos cornos uterinos com meio de coleta antes da liberagdo do
animal, para a execucdo da segunda lavagem uterina subseqiiente. Com este procedimento,
Castro Neto et al. (2005) e Cruz et al. (2008) conseguiram aumentar a eficiéncia da
recuperacdo de estruturas, que muitas vezes poderiam ficar retidas e por conseguinte perdidas

no trato reprodutor da fémea.

2.3.2 in vitro: Fatores ambientais e técnicos, e sistemas de obtencédo de odcitos para a
PIV

A aspiracdo folicular transvaginal in vivo de ovérios de fémeas bovinas, descrita pela
primeira vez por Pieterse et al. (1988), foi desenvolvida por adaptacdo desta mesma técnica
desenvolvida para humanos. Este procedimento primeiramente foi recomendado para animais
com alto potencial genético como alternativa a TE (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009;
FABER e FERRER, 2004). Porém, a PIV de embrides pela OPU torna possivel a utilizacéo
de animais jovens e senis, de fémeas em inicio de gestacdo, em periodo pds-parto inicial, em
doadoras que ndo respondem a SOV ou em fémeas inférteis (BERTOLINI e BERTOLINI,

2009; FABER e FERRER, 2004).
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2.3.2.1 Fatores ambientais ou adquiridos

Katska e Smorag (1984), trabalhando com ovarios de matadouro, ndo encontraram
diferencas na qualidade dos odcitos entre animais jovens (a partir de 18 meses) e senis (até 17
anos), embora tenham notado reducdo na producdo de gametas nos animais mais senescentes.
Looney et al. (1994) relataram a possibilidade de aspiracdo folicular em animais bastante
jovens, mesmo pré-puberes. De fato, Brogliatti e Adams (1996) obtiveram odcitos de bezerras
com apenas 6 semanas de idade com a utilizacdo de um transdutor adequado. No entanto,
animais jovens (pré- ou peri-puberes) produziram odcitos com reduzida competéncia para o
desenvolvimento embrionario até blastocisto apos a PIV (REVEL et al., 1995). Por outro
lado, Meintjes et al. (1995) constataram que vacas gestantes podiam ser submetidas a técnica
durante o primeiro trimestre de prenhez, enquanto Sauvé (1998) demonstrou viabilidade na
OPU-PIV em fémeas até o sexto més de prenhez, sem que fosse percebido qualquer prejuizo a

prenhez ou as fémeas.

Parece haver um consenso quanto ao escore de condigdo corporal das fémeas doadoras
submetidas a OPU, com animais subnutridos fornecendo o6citos com menor capacidade de
desenvolvimento in vitro até o estadio de blastocisto (RUIZ et al., 1996). Em adicéo, animais
submetidos a situacOes de estresse tambeém seriam doadores de odcitos com menor

competéncia para a PIV de embrides (SENEDA et al., 2000).

2.3.2.2 Fatores técnicos

No ponto de vista técnico, as primeiras agulhas utilizadas na OPU eram as do tipo
longas, ndo descartaveis e produzidas especificamente para este fim (PIETERSE et al., 1988).
Este tipo de agulha apresentava & época um alto custo e rapida perda do “fio”, prejudicando

sobremaneira a recuperagdo dos odcitos (BOLS et al., 1995). A utilizacdo de agulhas “cegas”
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diminuiu a capacidade de penetracdo nos tecidos, podendo implicar em lesfes maiores
durante a puncgdo, em especial ao estroma e a regido peri-ovariana, ocorrendo a posterior
cicatrizacdo e formacdo de tecido fibroso. Outro aspecto negativo é a menor recuperagdo de
odcitos, pela ndo perfuracdo do foliculo de forma rapida e precisa. Desta maneira, Bols et al.
(1997) demonstraram a viabilidade da utilizacdo de agulhas hipodérmicas descartaveis de 18 e
19 Gauge (G) e 50 mm de comprimento. Os autores também verificaram o comprimento do
bisel da agulha e a taxa de recuperacdo de odcitos. Acreditava-se que as agulhas com bisel
curto apresentariam melhores taxas de recuperacéo, pela facilidade de serem introduzidas no
foliculo. Entretanto, ao contrario do que se esperava, as agulhas de bisel longo apresentaram
melhor recuperacdo e qualidade de odcitos, possivelmente, por serem introduzidas de forma
mais rapida e precisa, evitando-se o extravasamento de conteudo folicular. Atualmente,
preconiza-se a utilizagcdo de uma agulha para cada fémea, ou mesmo por ovario, em especial
naqueles animais com um maior nimero de foliculos aspiraveis. Desta forma, o procedimento
de recuperacdo dos odcitos pode ser realizado com minimos danos ao estroma ovariano

(SENEDA e BALSCHI, 2004).

Outro aspecto essencial na aspiracdo folicular e que esta diretamente ligado a
guantidade e qualidade dos odcitos é a pressdo negativa (vacuo) utilizada durante a OPU.
Historicamente, a pressdo utilizada tem sido expressa em milimetros de mercurio (mm Hg),
variando de -40 a -400 mm Hg, embora, na préatica, esta pressdo seja relativa, ja que fatores
como o didmetro e o comprimento das conexdes, a localizacdo do equipamento de vacuo e o
didmetro da agulha, interfiram diretamente nestes valores. Bols et al. (1996) demonstraram
que pressdes baixas (-50 mm Hg) foram pouco efetivas na recuperacdo dos oocitos, e que
pressdes elevadas (-120 mm Hg), diminuiam a qualidade dos odcitos, aumentando o0 nimero
de odcitos desnudos ap0Os a coleta. Atualmente, uma forma mais pratica e realista de se

quantificar a pressdo negativa € através da mensuracdo da quantidade de fluido aspirado por
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minuto (PIETERSE et al., 1988). Muitos autores relatam como o intervalo mais adequado

entre 10 e 20 mL de fluido por minuto (ALLER et al., 2010).

As primeiras aspiracdes foliculares in vivo em bovinos foram realizadas com sucesso
utilizando transdutores setoriais (PIETERSE et al., 1988), com a posterior adaptagédo de
transdutores lineares (SENEDA et al., 2003). Bols et al. (1996) relataram a utilizacdo de
transdutores convexos ou setoriais para aplicacdo na OPU, apresentando vantagens em
relacdo aos transdutores lineares. O espacgo limitado entre o transdutor linear e a agulha de
puncdo dificulta a aspiracdo livre e facil de todas as regides do ovario, mesmo quando
modificado o posicionamento da gbnada, tornando a realizacdo do processo dificultada e
menos eficiente. Hashimoto et al. (1999) citaram o uso de diferentes frequéncias de
transdutores para a OPU, variando de 3,5; 5,0; 6,5; e 7,5 MHz, apresentando os melhores

resultados com transdutores de frequéncias de 6,5 e 7,5 MHz.

O intervalo entre as sessdes de aspiracao folicular in vivo também parece influenciar a
quantidade e a qualidade de odcitos coletados (MERTON et al., 2003). Animais aspirados
uma ou duas vezes por semana tendem a ter uma diminui¢cdo do nimero de foliculos de
tamanhos menores e aumento do ndmero de foliculos de tamanhos maiores com o passar do
tempo (ROOVER et al., 2008). Hasler et al. (1995), aspirando odcitos de fémeas Holandesas
semanalmente, observaram uma tendéncia a diminuicdo do nimero de o00citos apds sessoes
repetidas de aspiracdo em uma mesma doadora, onde utilizando 6 fémeas, observaram que nas
5 primeiras aspiracdes obtiveram uma média de 8,6 odcitos por animal, e nas 5 ultimas

sessOes aspiraram apenas 4,0 oocitos por doadora.

Alguns resultados de campo tém demonstrado que a qualidade dos odcitos ndo se
altera com a fase do ciclo estral ao qual a doadora se encontra (SENEDA e BALSCHI, 2004).
No entanto, o numero de foliculos disponiveis para a aspiracdo apresenta consideravel
variacdo, sendo o inicio de onda o momento mais favoravel para a execucdo da OPU, pelo
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maior nimero de foliculos aspiraveis e pela melhor eficiéncia de captacdo dos od6citos

(SENEDA et al., 2001).

Pieterse et al. (1988) e Goodhand et al. (1999) relataram uma melhor taxa de
recuperacdo de odcitos quando predominavam foliculos pequenos no ovéario, e menor
recuperacdo de odcitos por sessdo quando havia o predominio de foliculos maiores que 6 mm
de didmetro. A relagéo inversa entre um maior didmetro folicular e a taxa de recuperacéo de
odcitos por sessdo tem sido relatada por diversos pesquisadores e justificada de diversas
formas, como alteracbes morfoldgicas nos complexos cumulus-odcito (CCO), viscosidade do
fluido folicular, quantidade de material a ser aspirado e pressao intrafolicular (SENEDA e

BALSCHI, 2004).

Considerando-se os aspectos técnicos e fisiologicos, Aller et al. (2010) reconhecem
que o momento mais eficaz para a realizacdo da OPU é no inicio da onda de desenvolvimento
folicular. Os mesmos autores comentam que, com a utilizagdo de programas de sincronizagdo
da onda folicular, pode-se controlar a presenca de foliculos pequenos e o crescimento
folicular, pelo uso de gonadotrofinas, como o FSH, eCG ou mesmo da somatotrofina bovina

(bST).
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3. CAPITULO UNICO

EFICIENCIA DE SISTEMAS DE PRODUCAO IN VIVO E IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS DA RACA FLAMENGA

3.1 INTRODUCAO

A extincdo de algumas espécies de mamiferos é parte do processo natural da evolucao
(ANDRABI e MAXWELL, 2007). Porém, nas Gltimas décadas ocorreu uma rapida perda da
diversidade genética animal principalmente devido a extincdo de algumas espécies e racas
animais, sendo que atualmente cerca de 40 espécies animais formam a base da producao
animal no mundo (LONG, 2009). Neste contexto de despreocupacdo com a reducdo de
recursos genéticos, o homem vem buscando o aumento da producéo de subprodutos derivados
da espécie bovina, o que promove indiretamente a diminuicdo gradativa da capacidade
reprodutiva com indices de fertilidade menor (HASLER, 2006), traduzindo-se em menor
naumero de animais produzidos (CHAGAS et al., 2007; ETHERINGTON; KINSEL; MARSH,

1996).

O Brasil, em funcdo de sua dimensédo continental e das particularidades nas distintas
regides, & portador de uma das mais amplas biodiversidades do mundo. Entretanto,
importantes perdas de espécies, racas e gendtipos tem ocorrido nos ultimos anos. Em Santa
Catarina existem rebanhos naturalizados que estdo em risco de extingdo, como a raga bovina
Flamenga, os quais poderiam ser utilizados tanto para conservagdo de recursos genéticos e
perpetuacdo de suas caracteristicas, como de forma comercial. Bovinos da raga Flamenga,
originarios da Franca, foram introduzidos no Brasil no ano de 1945 (ELIAS, 2006), no antigo
Posto Zootécnico de Lages, atual Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural do Estado de Santa Catarina (EPAGRI). A perfeita adaptagédo

as condicdes edafoclimaticas sul-brasileiras permitiram que durante anos os animais da raca



Flamenga compusessem diferentes rebanhos nesta regido (THALER NETO et al., 1996).
Porém, a introducdo de ragas mais produtivas e especializadas em carne ou leite em rebanhos
comerciais nas Ultimas décadas causou uma diminuigdo gradual no interesse em animais da
raca Flamenga, que possui a caracteristica de dupla aptiddo, com a capacidade de producéo de
carne e leite de forma equilibrada. Devido ao desinteresse pela raga, ocorreu uma redugéo
drastica de seu rebanho, o qual conta atualmente com apenas cerca de cinquenta animais
puros, estando todos lotados na Estacdo Experimental da EPAGRI de Lages, em risco de
extingcdo. Devido a importancia para a biodiversidade e ao risco de perda deste recurso
genético, justifica-se a necessidade e os esforcos para a conservagdo genética da raca
Flamenga, estando esta de acordo com a missdo da Estacdo Experimental da EPAGRI em

Lages.

As diferentes geracGes de biotécnicas da reproducdo animal, como a inseminacao
artificial (1A), a mdltipla ovulacédo e transferéncia de embribes (TE), ovum pick up (OPU) e
producdo in vitro de embribes (PIV), a clonagem animal e transgenia, entre outras, sustentam
a possibilidade de obtermos um aumento da producéo, aliada a conservacgdo e preservacao de
recursos genéticos (ANDRABI e MAXWELL, 2007; BERTOLINI e BERTOLINI, 2009;
BETTERIDGE, 2003; WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000). Porém, para a
multiplicacdo eficaz de bovinos em risco de extingdo, h4 a necessidade da determinacdo do
potencial das biotécnicas reprodutivas como ferramentas auxiliares. No entanto, informacdes
cientificas sobre a dindmica folicular e a eficiéncia da OPU/PIV e da TE na raca Flamenga
ainda sdo inexistentes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi comparar as eficiéncias de
producdo in vivo (TE) e in vitro (OPU/PIV) de embrides em animais da raga Flamenga,
avaliando-se 0 numero de odcitos recuperados, o numero de odcitos vidveis e a quantidade de
embrides viaveis produzidos por OPU/PIV e por TE, comparando-se 0s resultados com

animais da raca Holandesa.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram provenientes da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St.

Louis, MO, EUA), salvo os que sdo indicados a parte.

3.2.1 Comité de ética

O projeto de pesquisa que embasa este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do estado

de Santa Catarina (CAV/UDESC) no ano de 2010, com protocolo nimero 1.15.10.

3.2.2 Manejo nutricional dos animais

Todos as animais utilizados no experimento estavam sob regime alimentar extensivo
com pasto nativo e suplementacdo nutricional com racdo a base de milho, soja, além de

mineralizacao.

3.2.3 Local

As etapas do Experimento envolvendo animais foram realizadas na Estacéo
Experimental da EPAGRI de Lages (EEL), incluindo as atividades relacionadas as sec¢Ges de
OPU e de TE com fémeas doadoras, a pesquisa e selecdo dos odcitos oriundos de OPU, e
procedimentos de superovulacdo e processos de coleta, pesquisa e selecdo de embrides apos a
SOV. A manipulagdo dos ciclos reprodutivos de fémeas receptoras selecionadas e a
transferéncia de embribes produzidos in vivo ou in vitro também foram conduzidas na EEL.

As etapas referentes a producdo in vitro dos embrides, incluindo as etapas de maturacdo in
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vitro (MIV), fecundagdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), foram realizadas no

Laboratorio de Reproducdo Animal Assis Roberto de Bem do CAV/UDESC, em Lages, SC.

3.2.4 Animais

Foram utilizadas 16 fémeas bovinas multiparas higidas, sendo oito da raca Flamenga e
oito da raca Holandesa, de propriedade da EPAGRI. Os animais utilizados foram
caracterizados e selecionados quanto a condi¢des zootécnicas, reprodutivas, produtivas e
nutricionais para comporem grupos pareados divididos em dois grupos experimentais (A e B)
em um delineamento em split-plot. Cada grupo foi composto de quatro animais de cada raca,
distribuidos da forma mais homogénea possivel em termos de idade, condi¢do corporal, peso,
namero de lactacGes e dias em producdo de leite (Tabela 1). Devido a raga Flamenga possuir
poucos exemplares, 0 pareamento dos grupos transcorreu baseado na disponibilidade de

animais no periodo que imediatamente antecedeu o inicio do experimento.

Tabela 1. Caracteristicas zootécnicas, nutricionais e produtivas de fémeas bovinas das ragas
Flamenga (n=8) e Holandesa (n=8) selecionadas como doadoras para a produ¢éo in vivo e
in vitro de embrides bovinos (média + d.p.)

Raca
Caracteristica
Flamenga Holandesa
Idade (anos) 8.1+43 6.2+21
Escore de condicéo corporal (1 a 5) 24+05 2306
Peso (kg) 583.0 + 117.5 588.5+79.1
Numero de lactacoes 28121 24+1.3
Dias em leite 293.3 £ 85.0* 267.5+94.1

*Baseado em seis fémeas em lactacao
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3.2.5 Grupos Experimentais

Na primeira etapa do experimento (P1), as fémeas do grupo A (quatro fémeas de cada
raca) foram submetidas a dez sessfes consecutivas de OPU, na frequéncia de uma secao por
semana. As estruturas obtidas foram entdo submetidas aos procedimentos de PIV de
embrides, incluindo MIV, FIV e CIV. As fémeas do grupo B (quatro de cada raga) foram
submetidas a dois programas de TE, com intervalo de 63 dias. Os animas de ambos 0s grupos
foram submetidos a um periodo de repouso de cinco dias antes da segunda etapa do
experimento (P2), quando os tratamentos foram trocados entre os grupos de animais, com as
fémeas do grupo A sendo submetidas a duas se¢des de TE e os animais do grupo B a dez
secdes de OPU/PIV. Ao final do Experimento, cada animal de cada raca foi submetido a dez
sessOes de OPU e a duas sessdes de TE, totalizando 80 aspiracdes foliculares e 16 TE por

raca.

3.2.6 Producéo in vivo e in vitro de embrides

Todas as doses de sémen utilizadas para a producdo in vivo e in vitro de embrides foram
oriundas da mesma partida de congelacdo de um ejaculado de um unico touro da raca
Flamenga, apresentando concentracéo final de 30 x 10° espermatoz6ides por dose (500 pL). O
congelamento foi executado utilizando o meio Tris-gema (3,028g de Tris-hidroximetil-amino
metano, 1,675g de &cido citrico monohidratado, 0,2g de glicose, 20mL de gema de ovo em

100mL de agua bi-destilada) e glicerol a 7%.
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3.2.6.1 Producdo in vitro de embrides (PI1V)

(a) Puncéo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia ou “Ovum Pick Up” (OPU)

As vacas utilizadas neste procedimento foram contidas em local apropriado, sendo em
seguida executada a retirada das fezes do reto. Efetuou-se a limpeza da regido perineal com
agua corrente. Para a anestesia epidural foram utilizados 5 mL de cloridrato de lidocaina a
2%.

A aspiracdo in vivo dos oocitos foi realizada utilizando a metodologia descrita
primeiramente por Pieterse et al. (1988) e adaptada por Seneda et al. (2003) com o auxilio de
um aparelho de ultrassonografia com transdutor linear de freqiiéncia de 6,0 MHz (Falcon 100,
Pie Medical, Holanda) acoplado a uma guia transvaginal com tubulacdo de silicone de 5 mm
para a aspiracdo folicular (WTA Ltda., Brasil). O dispositivo de aspiracdo folicular (guia
transvaginal e transdutor linear) foi envolto por uma camisa sanitéria e introduzido no canal
vestibulo-vaginal até o fornix cervical. Por manipulacdo retal, cada ovario foi posicionado
junto a parede cranial da vagina, proximo ao transdutor. Para a puncdo foram utilizadas
agulhas descartaveis 21 G (WTA Ltda., Brasil), sendo puncionados foliculos com diametro
minimo de 3 mm, com uma pressao de vacuo correspondente a suc¢do de 10-20 mL/min de
meio de coleta, exercida por uma bomba de infusdo continua hospitalar adaptada para esta
finalidade (Nutrimat 11°, B/Braun, Sd0 Gongalo, Brasil). A agulha foi conectada & tubulacéo
de silicone, que por sua vez foi conectada a um tubo conico de 50 mL, contendo D-PBS
suplementado com 25.000 UI/L de heparina sodica (Hepamax-S, Blausiegel, Cotia, Brasil). A
mesma solucéo foi utilizada para lavar o sistema de coleta em intervalos regulares para evitar
0 entupimento do sistema por codgulos sanguineos. Apos a puncao de cada par de ovarios, o
tubo de 50 mL contendo os odcitos foi encaminhado ao laboratoério para a pesquisa, selegéo e

processamento dos complexos cumulus-odcito (CCOs) obtidos.

41



No laboratorio, o conteudo folicular foi filtrado em filtro de coleta de embrides,
efetuando-se lavagem com meio de coleta a temperatura de 35 °C em quantidade suficiente
para a remocao de debris teciduais, sangue e coagulos. Em seguida, o contetdo residual foi
depositado em placa de Petri de 100 mm para a pesquisa sob lupa estereomicroscopica. Os
CCOs encontrados foram lavados sucessivamente, contados, avaliados de acordo com a
qualidade morfoldgica em Graus |, 11, 11 e IV, conforme Leibfried e First (1979), com os que

apresentaram Graus de qualidade I, 11 e 11l sendo considerados viaveis.

Ovérios bovinos obtidos em um abatedouro regional eram coletados em paralelo as
sessOes de OPU para serem utilizados como controle nos procedimentos de PIV de embrides,

de acordo com Ribeiro et al. (2009).

(b) Maturacéo in vitro (MIV)

Os CCOs selecionados foram agrupados de acordo com a raca doadora e submetidos a
MIV em grupos de 10 a 15 CCOs em gotas de 50 pL de meio M1V, sob 6leo mineral, durante
22 a 24 h em incubadora a 39°C, 5% de CO; e 95% de umidade relativa. O meio de maturacao
era composto por TCM199 com sais de Earle, suplementado com 26,2 mM de NaHCOs3, 0,2
mM de piruvato de sédio, 0,5 ng/mL de FSH (Folltropin, Bioniche, Animal Health, Canada),
5 ug/mL de LH (Lutropin, Bioniche, Animal Health, Canada) e 10% de Soro de Egua em

Estro inativado (SEEi). As placas de MIV eram pré-estabilizadas em incubadora durante pelo

menos 2 h.

(©) Fecundacao in vitro (FIV)

Apbs a MIV, os CCOs foram co-incubados com 2 x 10° espermatozdides/mL, em

gotas de 50 pL de meio Fert-TALP adicionado de 30 ug/mL de heparina sédica, 0,72 pg/mL
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de penicilamina, 0,26 ug/mL de hipotaurina e 0,04 ug/mL de epinefrina (PARRISH et al.,
1988), sob 6leo mineral. Para a segregacdo espermatica e indugédo da capacitacdo espermatica
in vitro, os espermatozoides foram selecionados em gradiente descontinuo (45%/90%) de
Percoll® (Nutricell, Campinas, SP) em microtubos de 1,5 mL, mediante centrifugacdo em
mini centrifuga (MINI SPIN Eppendorf, Alemanha) a 13.100 RPM por 2 min. Desprezou-se 0
sobrenadante e centrifugou-se novamente o pellet em meio Sperm-TALP (PARRISH et al.,
1988) por 45 s. Novamente se desprezou o sobrenadante, e uma amostra do novo pellet foi
analisado quanto a motilidade total e ao vigor de motilidade espermatica. Apenas amostras
gue possuiam um minimo de 70% de motilidade foram utilizadas no experimento. A
concentracdo espermatica utilizada foi obtida atraves da contagem de células em camara de
Neubauer. A co-incubacdo dos CCOs e espermatozoides foi realizada por um periodo de 18 a

22 h, nas mesmas condicGes de incubacdo da MIV.

(d) Cultivo in vitro (CIV)

Ao final do periodo de FIV, os presumiveis zigotos foram submetidos a remocéo das
células do cumulus, por pipetagens sucessivas, e em seguida as estruturas foram lavadas e
transferidas para o meio de CIV, composto de SOFaaci (HOLM et al., 1999), acrescido de 5%
de SEEi. Os embri6es foram cultivados em grupos de 10 a 15 em gotas de 50 pL sob o6leo
mineral, em incubadora a 39 °C, com atmosfera controlada de 5% de CO,, 5% de O, 90% de
N, por 7 dias, em recipiente plastico hermeticamente fechado. A taxa de clivagem foi
avaliada apos 48 h de CIV. A taxa de blastocistos foi verificada no Dia 7 de desenvolvimento,
considerando o dia da FIV como Dia 0. Os embrides PIV foram classificados de acordo com o
estadio de desenvolvimento e a qualidade morfoldgica, de acordo com Stringfellow e Seidel

(1998) e Ribeiro et al. (2009).
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3.2.6.2 Producdo in vivo de embrides

€)] Protocolo de mdltipla ovulagcdo (SOV), inseminacao artificial e coleta de embrifes
(TE)

Para a producéo in vivo de embrides, as fémeas doadoras foram contidas e preparadas
de forma semelhante & empregada para a aspiracdo folicular in vivo. Para o protocolo de SOV,

as fémeas foram submetidas ao tratamento hormonal e procedimentos técnicos, conforme

abaixo:

Dia O: Colocacdo de dispositivo intravaginal impregnado com 1,55 g de progesterona
(PRID®, Ceva Sante Animale, Franca) e administracdo de 2 mg de benzoato de
estradiol (Estrogin®, Farmavet, Brasil) por via intramuscular (IM).

Dia 4: Inicio da superovulacdo (SOV), com a administracdo de 20% da dose total (250,

300 ou 350 mg) de FSHp (Folltropin®-V, 400 mg, Bioniche Animal Health Inc.,
Canada) as 7:00 h e 20% da dose as 19:00 h, por via IM.

Dia 5: Administracdo de 15% da dose total de FSHp as 7:00 h e 15% as 19:00 h, por via
IM.

Dia 6: Administracdo de 10% da dose total de FSHp as 7:00 h e 10% da dose total de
FSHp as 19:00 h, por via IM, concomitante a administracdo de 0,150 mg de d-
cloprostenol (analogo da PGFo,, Prolise®, Arsa S.R.L., Argentina) e remocdo do
dispositivo vaginal de progesterona.

Dia 7: Administracdo de 5% da dose total de FSHp as 7:00 h, concomitante a
administracdo de 0,150 mg de d-cloprostenol e 5% da dose total de FSHp as 19:00
h, por via IM.

Dia 8: Observacao de estro das doadoras, com a inseminacdo artificial (1A) realizada 12
h ap6s o inicio do estro.

Dia 9: Observacéo de estro das doadoras, com a IA realizada 24 h apds o inicio do estro.

Dia 15: Coleta dos embrides por via cervical.

A dose total de FSH administrada durante o tratamento superovulatorio foi definida
tomando-se por base a idade e peso dos animais: oito animais de idade mais avangada (>7
anos) e/ou com maior peso (>550 kg) receberam uma dose de 350 mg; quatro fémeas com

peso (520 a 580 kg) e idade (5 a 7 anos) intermediarios receberam uma dose de 300 mg; e
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quatro fémeas mais jovens (<5 anos) e com menor peso (480 a 520 kg) receberam a dose total

de 250 mg de FSH.

(b) Coleta, pesquisa, avaliacdo e armazenagem dos embrides

No Dia 7 de desenvolvimento embrionario (15° dia do protocolo de TE, conforme
acima), as fémeas doadoras foram submetidas ao procedimento de coleta de embriBes por via
cervical, conforme Cruz et al. (2008). Para tanto, as fémeas foram contidas em sequéncia
aleatéria em tronco de contencdo adequado, onde foram avaliadas quanto a resposta
superovulatéria pela contagem estimada do numero de corpos luteos (CL) e foliculos
anovulatérios por ovério e por fémea, por meio de palpacdo retal e ultrassonografia.
Procedeu-se entdo a retirada das fezes do reto, a limpeza da regido perineal com &gua corrente
e antissepsia com alcool 70°GL, também sendo realizada a anestesia epidural com 5 mL de

cloridrato de lidocaina a 2% (Anestésico L, Eurofarma, Brasil).

Para a coleta, foi utilizado um cateter de Foley no. 16 ou 18, com um mandril metalico
adaptado em seu interior para conferir rigidez e permitir a introducéo do instrumento no Utero
por via cervical. Apds a passagem do cateter pela cérvix, posicionou-se a regido do “baldo” no
corpo do Utero, onde entdo o baldo foi inflado com ar em volume de aproximadamente 5 a 20
cm®, até a adequada fixacdo do cateter ao 6rgdo. Em seguida, procedeu-se a retirada do
mandril e a conexdo do cateter ao sistema de lavagem em sifdo, com o meio de coleta sendo
composto por uma solucdo de D-PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Nutricell,

Brasil) aquecida a 37°C.

Seguindo os procedimentos preconizados por Robertson e Nelson (1998), foram
procedidas lavagens uterinas com volume suficiente para preencher os cornos uterinos tantas

vezes quantas necessarias para o emprego de 1 L da solucdo de coleta. O liquido oriundo da
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lavagem dos cornos uterinos foi recolhido em um filtro de coleta, com o excedente de fluido
sendo filtrado. No final do procedimento de coleta, procedeu-se a recoleta uterina, conforme
Cruz et al. (2008); para tanto, as fémeas coletadas continuaram com o cateter posicionado no
corpo do Utero, sendo que 0s cornos uterinos permaneceram repletos de meio de coleta, sendo
liberadas até o final das coletas, quando passaram novamente no tronco de contencao para a

re-lavagem uterina com até 500 mL de meio de coleta.

No laboratério, o contedo de cada filtro de coleta ou recoleta foi depositado em
placas de Petri de 100 mm com marcacdes quadriculadas no fundo para a pesquisa dos
embribes sob lupa estereomicroscopica, sendo as estruturas lavadas e transferidas para uma
placa de Petri de 35 mm contendo meio TQC Holding plus (Nutricell®, Brasil), onde os
embrides foram classificados em viaveis e inviaveis, com os embrifes viaveis sendo ainda
classificados segundo a qualidade morfoldgica e o estadio de desenvolvimento embrionario,

de acordo com Stringfellow e Seidel (1998).

3.2.7 Sincronizagéo do ciclo estral de fémeas receptoras de embrides e transferéncia de

embrides produzidos in vivo e in vitro

Grupos de embrides da raca Flamenga em diferentes estadios de desenvolvimento
(mérula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido) de diferentes graus de
qualidade morfologica (I, 1l ou ) produzidos in vivo ou in vitro foram transferidos
individualmente por via cervical para fémeas receptoras com ciclos estrais sincronizados, de

acordo com a disponibilidade, conforme protocolo de sincronizagao abaixo:

Dia 0: Colocacéo de dispositivo intravaginal (PRID®, Ceva Sante Animale, Franca) e
administracdo de 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Farmavet, Brasil)
por via IM.

Dia 8: Retirada do inserto vaginal de progesterona, concomitante a administracdo de
0,150 mg de d-Cloprostenol (andlogo da PGF, Prolise®, Arsa S.R.L.,
Argentina).
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Dias 9-11:  Controle do estro, por meio de duas observacdes diarias de 45 a 60 min cada, a
cada 12 h.

Dia 17: Inovulacdo de um embrido por receptora na porcdo anterior do corno uterino
ipsilateral ao ovario com CL.

3.2.8 Criopreservacao de embrides da raca Flamenga produzidos in vivo e in vitro

Embribes viaveis remanescentes da raca Flamenga (ndo transferidos) e todos os
embribes provenientes de fémeas da raga Holandesa foram submetidos a criopreservacao pelo
método convencional (embrides produzidos in vivo a partir de TE), de acordo com Voelkel e
Hu (1992) utilizando 1,8 M (10%) de etileno glicol como agente crioprotetor, ou pelo
processo de vitrificagcdo (embrides produzidos in vitro a partir de OPU-PIV), segundo BUNN

et al. (2005) , sendo armazenados em botijao criogénico.

3.2.9 Diagnéstico e monitoramento das prenhezes

O diagnostico de prenhez e o diagnéstico do género fetal (sexagem fetal) das
receptoras foi realizado por ultrassonografia nos dias 30 e 60 de prenhez, respectivamente,
sendo as prenhezes monitoradas quinzenalmente por ultrassonografia até o final do primeiro
trimestre de prenhez. Posteriormente, as receptoras foram monitoradas por palpacédo retal em

intervalos mensais até o parto.
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3.3  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As varidveis quantitativas estudadas (nimero de CLs ou foliculos, numero de
embrides viaveis e inviaveis, nimero de foliculos aspirados, numero de CCOs coletados)
foram submetidas aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de Assimetria e Curtose, por
meio do procedimento UNIVARIATE, com as opcdes NORMAL e PLOT do SAS® (SAS
Institute Inc., EUA, 2002). Variaveis que se encontraram fora da curva normal de distribuicédo
foram submetidas a procedimentos de transformacédo. Os dados percentuais foram submetidos
a transformacdo angular (arco-seno (V(X/100)) e os dados ndo percentuais transformados
logaritmicamente (log (X+1)) para aproxima-los da distribuicdo normal. Em seguida, as
analises foram realizadas utilizando o PROC MIXED do pacote estatistico SAS (LITTELL et
al., 1998). Os dados quantitativos foram analisados em fatorial 2 x 2, por raca (Flamenga,
Holandesa) e/ou por biotécnica reprodutiva (OPU/PIV, TE), com comparagdo pareada entre
grupos pelo teste de Tukey. Os dados transformados que ndo se enquadraram na curva normal
mesmo apos a transformacao foram considerados ndo-paramétricos (SAMPAIQ, 2002). Desta
forma, as variaveis ndao normalizadas foram comparadas pelo teste ndo-paramétrico de
Friedman (SAMPAIO, 2002), onde, inicialmente, foi realizado o ordenamento das
observacdes por meio do PROC RANK do SAS e, em seguida, a analise dos ordenamentos
pelo PROC MIXED. Adicionalmente, para avaliar a variagdo nas respostas as dez secdes de
OPU ou procedimentos de TE consecutivos ao longo do tempo, foi realizada uma avaliacdo
individual para cada tratamento em cada tempo, utilizando o teste Duncan por meio do
procedimento GLM do SAS. Os dados qualitativos relativos as taxas de clivagem e de
blastocistos foram analisados pelo teste do ¥. A variacdo na distribuicdo quanto & morfologia
embrionaria de acordo com o estadio de desenvolvimento e qualidade morfoldgica no dia 7
foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis (Minitab, EUA). As analises levaram em

consideracdo um nivel de significancia de 5%.
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34 RESULTADOS

3.4.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

O resultado de 80 sessdes de aspiracdo folicular (OPU) nos dois grupos de 8 animais
por raca (Flamenga e Holandesa) e por periodo de aspiracdo (P1 e P2) estdo sumarizados na
Tabela 2. Os tempos de aspiracdo (total e efetivo) apresentaram pequenas variagoes, tanto
entre racas quanto entre periodos experimentais. Numeros absolutos de foliculos aspirados,
odcitos recuperados e viaveis apresentaram diferencas estatisticas significativas entre as duas
racas em estudo, sendo maiores na raga Flamenga. Entretanto, esta diferenca ndo ocorreu
quando medimos as eficiéncias tanto de aspiracdo total quanto de CCOs viaveis. O total de
CCOs viaveis recuperados foi a Unica varidvel que apresentou diferenca significativa entre 0s
periodos, sendo maior no P1. Ocorreu tambeém diferenga estatistica entre os diferentes
periodos experimentais dentro da raca Flamenga apenas em relacdo a eficiéncia de aspiracdo
total, enquanto que na raca Holandesa o nimero de foliculos aspirados, o6citos recuperados

totais e viaveis, bem como a eficiéncia de aspiracao, apresentaram diferenca significativa.
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Tabela 2.  Eficiéncia da OPU de fémeas bovinas das racas Flamenga e Holandesa, por raca e/ou por periodo de aspiragcdo*

Raca Periodo Flamenga Holandesa
Eficiéncia
Flamenga Holandesa P1 P2 P1 P2 P1 P2

Tempo médio de aspiragao total/animal (min) 26.7+0.8° 28.1+0.8" 27.7+1.0% 27.1+0.6° 278+1.3" 256+08° 276+13* 28.6+0.8°
Tempo médio de aspiracdo efetiva/animal (min) 15.7 £ 0.6" 145+0.6" 156+0.7° 146 +0.4° 166+1.0° 148+0.6% 146+1.0® 143+0.6°
Total de foliculos aspirados (n) 9614 860° 924° 897" 483° 478 4412 419°
Total de odcitos recuperados (n) 7184 609° 670" 657% 342% 376° 328" 281°
Eficiéncia de aspiracdo total (%) 7477 70.8% 72.5¢ 73.2° 70.8™ 78.7° 74.4%® 67.1°
Total de CCOs viaveis recuperados (n) 635" 5438 612" 566° 3132 3222 299° 244°
Eficiéncia de aspiracio de CCOs viaveis (%) 66.1° 63.14 66.2" 63.1¢ 64.8° 67.4° 67.8° 58.2°

*Total de 80 sessBes de OPU de cada raga, subdivididas em oito animais por raca em dois periodos diferentes

AB Numeros seguidos de letras desiguais na linha para a raca diferem estatisticamente, para P<0.05.

“’E: Numeros seguidos de letras desiguais na linha para o periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.

a,n:
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A Tabela 3 sumariza a quantidade média de foliculos ovarianos visualizados e
aspirados nas duas racas e nos diferentes periodos experimentais, demonstrando também os
tamanhos dos foliculos e o lado dos ovarios. Foliculos pequenos foram aqueles que
apresentaram de 3 a 6 mm; foliculos médios apresentavam de 7 a 11 mm; e foliculos grandes
apresentavam acima de 12 mm de didmetro. Ndo houve diferenca estatistica entre os
diferentes tamanhos de foliculos visualizados entre as racas. Contudo, quando foram
comparados os periodos experimentais, ocorreram diferencas significativas nos totais de
foliculos visualizados. Além disso, pode ser observada certa prevaléncia de foliculos
pequenos quando relacionados com médios e grandes. Pode-se afirmar que houve diferenca
significativa nos totais de foliculos aspirados entre racas e entre periodos, sendo o Periodo 1 e
a Raca Flamenga os que apresentaram maior numero de foliculos aspirados.

Durante os dois periodos experimentais houve variacBes importantes tanto na média
de foliculos visualizados, quanto de foliculos aspirados. Na Tabela 4 pode-se perceber que as
fémeas das racas Flamenga e Holandesa apresentaram diferencas estatisticas quanto as médias
de foliculos visualizados entre os diferentes periodos experimentais dentro da mesma raca,
com valores significativamente maiores para o Periodo 1. Em relacdo aos foliculos aspirados,
houve diferenca entre os periodos apenas na raca Holandesa, com valores significativamente

maiores para o Periodo 2.
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Tabela 3. Frequéncia média por animal (LSM + SEM) de foliculos ovarianos visualizados e efetivamente aspirados por OPU em fémeas bovinas das racas
Flamenga e Holandesa, por raca ou por periodo de aspiracdo

) Raca Periodo
Ovario Foliculos Praca Pperiodo
Flamenga Holandesa P1 P2
Pequenos 7.0 +0.4% 7.3+0.4" 9.0 +0.4° 5.3%0.4° 0.2265 <0.0001
o Meédios 03+01% 05+01% 05+0.1" 03£0.1° 0.2219 0.0014
Visualizados™ A A
Esquerdo Grandes 02+0.1 03£0.1 01£0.1° 04+0.1° 0.5294 0.0569
Totais 75+0.4° 8.1+0.4" 9.6 +0.4° 6.0 £ 0.4P 0.0926 <0.0001
Aspirados totais’ 6.2+0.2" 58+0.2° 6.4 +0.3" 5.6+0.2° 0.7932 0.0777
Pequenos 6.9+0.4" 6.5+ 0.4 8.0+ 0.4 53£0.4 0.3315 <0.0001
o Médios 07+02% 07+02% 0.9%0.2 0.5+0.2 0.6034 0.2699
Visualizados* A A
Direito Grandes 02£0.1 03£0.1 02£0.1° 05+0.2" 0.5784 0.0021
Totais 7.8+04% 75+04% 9.1+04" 6.3 0.4 0.4971 <0.0001
Aspirados totais’ 6.1+03" 5.6+0.3° 6.10.3" 5.6 0.2 0.0220 0.1752
Pequenos 138+0.7% 13.8£0.7% 17.0+0.7" 106 +0.7° 0.8114 <0.0001
o Meédios 1.1£028 1.2+02% 1.5+0.2° 0.8+0.2° 0.5362 0.0325
Esquerdo e Visualizados* A A
Sirei Grandes 0.4£0.1 06£0.1 02+0.1° 0.8 £0.1™ 0.1315 <0.0001
ireito
Totais 15.3+0.7% 156 +0.7% 18.7£0.7* 122 0.7 0.5248 <0.0001
Aspirados totais’ 12.3+0.4% 11.4+0.4° 12.5+0.5" 11.2+0.4F <0.0001 0.0356

*Dados coletados em dez se¢Bes de OPU (secBes 6 a 10) para todos os animais aspirados

"Dados coletados em 20 secdes de OPU (se¢des 1 a 10) para todos os animais aspirados

AB NUmeros seguidos de letras desiguais na linha para a raca diferem estatisticamente, para P<0.05.

P Nameros seguidos de letras desiguais na linha para o periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 4. Frequéncia média por animal (LSM + SEM) de foliculos ovarianos visualizados e efetivamente aspirados por OPU em fémeas bovinas das racas
Flamenga e Holandesa por raca e periodo de aspiracdo
. Flamenga Holandesa
QOvaério Foliculos P raga*periodo
P1 P2 P1 P2
Pequenos 8.6 +0.4° 5.4+0.6° 9.3+0.6 52+0.6° 0.6076
o Médios 0.6 +0.2° 0.1+0.2° 0.5+0.2% 0.5+0.2% 0.2741
Visualizados*
Esquerdo Grandes 0.1+0.1° 0.2+0.1° 0.1+£0.1° 05+0.1% 0.7974
Totais 9.3+0.6° 5.7 £0.6° 9.9+0.6° 6.2 0.6 0.9800
Aspirados totais’ 6.1+0.3° 5.2+0.3% 5.7+0.3%® 5.0+0.3° 0.1112
Pequenos 8.1+0.6% 5.6 +0.6° 8.0+0.6° 5.0 0.6° 0.2628
Médios 1.0+0.2° 0.4+0.2° 0.8+0.2° 0.5+0.2° 0.1692
Visualizados* b b b
Direito Grandes 0.1+0.1 0.4+0.1° 0.1+0.1 0.6+0.1° 0.3605
Totais 9.2+05° 6.4+0.5° 89+05° 6.1+0.5° 0.9430
Aspirados totais’ 6.0+0.3 59+0.3 6.0 £0.3° 51+0.3 0.2558
Pequenos 16.7 +1.0° 11.0+£1.0° 17.3+1.0° 102 £1.0° 0.0845
o Médios 1.6 +0.3 05+0.3° 1.3+0.3% 1.1+03% 0.0447
Visualizados* b
Esquerdo e Direito Grandes 02+0.1° 06+0.1 02+0.1° 1.0+0.1° 0.2062
Totais 18.5+0.9% 12.1+£0.9° 18.8 +0.9° 123+0.9° 0.7722
Aspirados totais’ 121+0.7° 12.0£0.4° 8.7+0.7° 10.5+0.4° 0.0161

*Dados coletados em dez se¢Bes de OPU (secGes 6 a 10) para todos os animais aspirados
"Dados coletados em 20 secdes de OPU (se¢des 1 a 10) para todos os animais aspirados

ab:

Numeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Os CCOs recuperados durante o procedimento de OPU foram classificados quanto ao
grau de qualidade conforme critérios definidos por Leibfried e First (1979) e estdo
apresentados na Tabela 5. N&o foram observadas diferencas significativas entre as duas racas
estudadas nos diferentes graus de qualidade oocitaria, com excecdo de odcitos Grau Il, onde
fémeas da raca Flamenga apresentaram um namero médio de estruturas maior em relacdo a
fémeas da raca Holandesa (Tabela 5). Quando comparamos os diferentes periodos
experimentais, ocorreram diferencas significativas entre odcitos classificados como Graus Il e
I1I; entretanto, isto ndo se refletiu em diferenca entre oocitos totais e viaveis. Quando
analisados os dados por raca e periodo, pode-se observar que foram recuperados menos CCOs
totais e viaveis no Periodo 2 para a Raca Flamenga.

Na Tabela 6 percebe-se que ocorreram diferencas estatisticas entre as racas com relacao
ao percentual de odcitos Graus Il e 111, sendo que vacas da raca Flamenga apresentaram maior
percentual de estruturas Grau Il comparado com vacas da raca Holandesa, enquanto que
estruturas Grau Il tiveram um percentual menor em vacas da ragca Flamenga. Neste mesmo
sentido, odcitos classificados como Graus Il e Il apresentaram maior frequéncia de
recuperacdo quando comparados com estruturas classificadas como Graus | e IV na raga
Flamenga, enquanto que na raga Holandesa apenas o percentual de oocitos classificadas como

Grau Il foram superiores aos demais.
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Tabela5. Numero médio de estruturas recuperadas por animal (LSM = SEM) ap6s a OPU de fémeas bovinas das racas Flamenga e Holandesa por raca e/ou
por periodo de aspiracdo

Raca Periodo Flamenga Holandesa
CCO P raga*periodo
Flamenga Holandesa P1 P2 P1 P2 P1 P2

Totais 9.2+0.7% 82+0.7" 9.0+£12% 94407 93+12®  7.0£07° 92+09° 8.2+0.5° 0.0850
Viaveis 8.0+0.7% 7.3+07% 80+11* 81407 84+11° 6107 8.2+0.9° 7.1+05 0.0828
Grau | 0.6 +0.2" 0.6 +0.2" 0.4+0.3" 0.7+0.2° 0.6+0.3" 0.7+02* 05+020° 0.7+0.12° 0.5803
Grau Il 3.6 £0.4" 2.5+0.4° 29+08"  44+05" 23£08° 27+05° 2.6 £0.6° 35+0.3° 0.0516
Grau Il 3.8+0.5" 41+05" 47+08" 30%05° 55+08  27+05" 51+06° 2.8+0.4° 0.2923
Grau IV 1.2+02" 0.9+0.2" 1.0+£04*  13+02° 09%04° 09+02° 09%03° 1.1+0.2° 0.4905

AB NUmeros seguidos de letras desiguais na linha para a raca diferem estatisticamente, para P<0.05.
P Nameros seguidos de letras desiguais na linha para o periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.
b Nameros seguidos de letras desiguais na linha para cada raga em funcéo do periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 6. Numero total de estruturas recuperadas por OPU e proporcao de recuperacao baseada na
gualidade oocitéria entre as ragas bovinas Flamenga e Holandesa e entre os graus de
gualidade oocitéria conforme classificagdo morfologica

Raca
Qualidade oocitéria Flamenga Holandesa
n % n %
Grau | 54 7.5 48 7.9
Grau Il 301 41.9% 202 33.1°8
Grau IlI 280 39.0%® 293 48.2°¢
Grau IV 83 13.1%¢ 66 10.8*4

2P Nmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0.05.
ABC Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.

N&o houve diferenca entre racas e/ou entre periodos com respeito ao nimero médio de
foliculos aspirados ou de CCOs recuperados por animal ao longo de dez secBes de OPU,
conforme ilustrado na Figura 1 e apresentado na Tabela 7, possivelmente pela existéncia de
uma grande variacdo na resposta individual em cada grupo. Quando analisado o fator racial,
independente do periodo de aspiracdo, fémeas da raca Flamenga tiveram um maior nimero de
foliculos aspirados na secdo 1 de OPU 1 do que fémeas Holandesas nas secdes 2, 3 e 9 de
OPU, mas tal diferenca ndo se refletiu no numero de CCOs totais ou viaveis obtidos (Tabela
8). Quando se levou em consideracdo o efeito periodo, independente do fator racial (Tabela
9), o numero de foliculos aspirados na se¢do 1 de OPU no P2 foi superior aos foliculos
aspirados nas secOes 8 e 10 do P2, ndo havendo diferenca significativa entre as demais sec¢oes
e dentro do P1. N&o obstante, houve um nimero menor de CCOs totais e viaveis obtidos nas
primeiras duas se¢cdes de OPU no P1 quando comparadas & quarta se¢do, para 0 mesmo

periodo (P1), ndo havendo diferenca entre as demais se¢des ou mesmo dentro do P2.
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Figural. Namero médio de foliculos aspirados e CCOs recuperados por animal (LSM + SEM) ao
longo de dez se¢des de OPU de fémeas bovinas das ragas Flamenga e Holandesa, por raca
e por periodo de aspiragdo. (a) Foliculos aspirados, (b) CCOs totais, e (c) CCOs viaveis.
Para avaliacdo de comparac0es estatisticas, vide Tabela 7.
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Tabela7. Numero médio de foliculos aspirados e estruturas recuperadas por animal (LSM £ SEM)
ao longo de dez secBes de OPU de fémeas bovinas das racas Flamenga e Holandesa, por
raca e por periodo de aspiracdo

. . . CCOs

Raca Periodo OPU Foliculos aspirados Totas Viavers

1 13.5+1.5% 4.0 +2.4° 35+23°

2 135+ 15° 7.3+2.4° 6.0+2.3°

3 10.3+1.52 10.8 + 2.4° 10.8 £ 2.3

4 12.8 +1.52 11.3 +2.4° 10.8 £ 2.3

p1 5 10.8 £ 1.52 8.3+24° 7.8+23°

6 12.8 +1.52 11.3+24% 10.0 £ 2.3%

7 98+1.52 9.8+24% 8.0+23°

8 10.8 +1.52 75+24% 6.8+2.3°

9 14.0 £ 1.52 7.8+24% 7.0+23°

10 12.8 +1.52 7.8 +2.4° 7.8+23°

Flamenga 3 3 a
1 17.3+15 13.0+24 9.0+£23

2 13.8+1.5° 8.8 +2.4° 7523

3 11.5+15% 9.0+24% 9.0+23°

4 11.5+15% 8.5 +2.4° 78+23°

P2 5 10.3+1.5° 9.5+24° 7.8+2.3°
6 13.0+1.5% 11.3+24% 98+23°

7 125+ 1.5° 8.8 +2.4° 7.3+23°

8 10.0 + 1.5° 11.8 + 2.4° 10.0 £ 2.3

9 10.3+1.5° 53+24° 5.0%23°

10 95+ 15 8.3+ 24° 7523

1 10.0 £ 1.5% 4.3 +2.4° 3.8+23°

2 10.0 £ 1.5% 3.5+24° 3.0+2.3°

3 9.8+15° 53+24° 50+2.3°

4 11.3+1.5% 15.3+2.4% 14.8 +2.3%

p1 5 11.0+1.5° 8.0 £ 2.4° 6.8 +2.3°
6 12.0+ 1.5° 7.0+ 2.4° 6.0+ 2.3

7 11.0+1.5° 11.5 + 2.4° 105+ 2.3

8 10.8 + 1.5° 75242 7523

9 12.3+1.5% 7.8+24% 6.5+2.3°

10 12.3+1.5% 12.0+2.4% 11.0+2.3%

Holandesa 5 . a
1 13.3+15 83+24 8.0+23

2 7.3+15° 4.0 2.4 3.0+23°

3 9.8+ 15 8.8 £ 2.4° 8.3+23°

4 125+ 1.5° 5.3+ 2.4° 40+23%

P> 5 12.0+ 1.5° 9.0 £ 2.4 7.8+23°
6 125+ 1.5° 7.3+24° 58+2.3°

7 10.8 £ 1.5% 7.3+24% 7.0+23°

8 9.0+15° 9.0+24° 7.0+23°

9 10.0 £ 1.5% 7.0+24% 6.0 +2.3°

10 78+ 15 4.5+ 2.4° 43+23

2P“Nameros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela8. Numero médio de foliculos aspirados e estruturas recuperadas por animal (LSM £ SEM)
ao longo de dez secbGes de OPU de fémeas bovinas das racas Flamenga e Holandesa,
independente do periodo de aspiracdo

] ) CCOs

Raca OPU Foliculos aspirados Tomis Vidvers
1 154 +1.1° 85+1.7° 6.3+1.7°

2 13.6+ 1.1% 8.0+ 1.7 6.8+1.7°

3 10.9 + 1.1 99+1.7° 99+1.7°

4 12.1+1.1% 99+1.7° 9.3+1.7°

5 10.5 + 1.1 8.9+1.7° 78+1.7°

Flamenga b a a
6 12.9 +1.12 11.3+1.7 99+1.7

7 11.1+1.1%® 9.3+1.7° 76+1.7°

8 10.4 + 1.1 9.6+1.7° 84+1.7°

9 12.1+1.1%® 6.5+1.7° 6.0+1.7°

10 11.1+1.1% 8.0+ 1.7 76+1.7°

1 11.6+1.1%® 6.3+1.7° 59+1.7°

2 8.6+1.1° 38+1.7° 30+1.7°

3 98+1.1° 70+1.7° 6.6 +1.7°

4 11.9+1.1%® 103+ 1.7 94+1.7°

5 11.5+1.1%® 85+1.7° 73+1.7°

Holandesa 6 12.3+1.1% 71+1.7° 5.9+1.7°
7 109+ 1.1%® 8.8+ 1.7 76+17°

8 9.9+1.1° 94+1.7° 8.8+1.7°

9 11.1+1.1% 74+1.7° 6.3+1.7°

10 10.0+1.1%® 83+1.7° 76+1.7°

3P"Nameros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.

Tabela9. Nuamero médio de foliculos aspirados e estruturas recuperadas por animal (LSM + SEM)
ao longo de dez se¢des de OPU por periodo de aspiragdo, independente do fator racial

. . . CCOs
Periodo OPU Foliculos aspirados Towmis Vidvers

1 11.8+1.1%® 41+1.7° 3.6+1.6°
2 11.8+1.1%® 5.4 +1.7% 45+1.6°
3 10.0+1.1%® 8.0+1.7% 7.9+16%
4 12.0+1.1%® 13.3+1.7° 12.8+1.6°

p1 5 109+ 1.1%® 8.1+1.7% 7.3+16%
6 12.4+1.1% 9.1+1.7® 8.0+1.6®
7 10.4 +1.1® 10.6 +1.7%® 9.3+1.6®
8 10.8 +1.1® 75+1.7® 71+1.6®
9 13.1+1.1® 78+1.7® 6.8+ 1.6%
10 125+ 1.1%® 9.9+1.7% 9.4 +1.6%
1 153+ 1.1% 106+ 1.7% 8.5+ 1.6%
2 105+ 1.1%® 6.4+ 1.7 5.3 +1.6%
3 107 +1.1%® 89+1.7% 8.6 +1.6%
4 12.0+1.1%® 6.9+1.7% 59+1.6%

P2 5 11.1+1.1%® 9.3+1.7% 7.8+ 1.6%
6 12.8+1.1%® 9.3+1.7% 7.8+ 1.6%
7 11.7+1.1%® 8.0+ 1.7% 7.1+1.6%
8 95+1.1° 104 +1.7%® 8.5+ 1.6%
9 10.1+1.1%® 6.1+1.7% 5.5+ 1.6%
10 8.7+11° 6.4 +1.7° 5.9 + 1.6%

4P Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Foram submetidos a MIV e FIV um total de 608 CCOs oriundos de vacas da raca
Flamenga, 514 de vacas da raca Holandesa e 641 provenientes de ovéarios de abatedouro
(controle). Ap6s o desnudamento, estruturas consideradas degeneradas pelo aspecto
morfologico (grau IV) foram descartadas e ndo foram submetidas a CIV. A taxa de clivagem
diferiu estatisticamente entre os trés grupos, assim como a taxa de blastocistos baseada no
numero total de estruturas colocadas no CIV. Quando utilizamos como parametro a taxa de
blastocistos baseada no nimero de embrides clivados, as duas racas em estudo apresentaram-
se semelhantes (Tabela 10). As taxas de clivagem e blastocistos do grupo controle foram
semelhantes as observadas na literatura e demonstram que o sistema de PIV utilizado no
experimento foi adequado para sustentar o desenvolvimento embrionario in vitro até o estadio
de blastocisto, com diferencas estando relacionadas ao fator racial ou a técnica de obtencdo e

selecdo de CCOs.

Tabela 10. Taxas de desenvolvimento embrionario a partir da FIV de COCs de fémeas bovinas da
raca Flamenga e Holandesa utilizados para a PIV de embrides

Clv Clivagem Blastocisto
Raca
N n % n %’ %*
Flamenga 532 264 49.6° 63 11.8° 24.0°
Holandesa 467 153 32.8° 34 7.2° 23.4°
Controle 596 364 61.1° 169 28.4% 46.4°

2“N(meros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
"Taxa de blastocistos baseada no nimero total de estruturas colocadas em CIV
*Taxa de blastocistos baseada no niimero de embrides clivados

A taxa de clivagem dos embrides das vacas da raca Flamenga apresentou diferenca
estatistica entre periodos. Porém, esta mesma variavel ndo diferiu estatisticamente entre
periodos na raca Holandesa (Tabela 11). As taxas de clivagem do 1° periodo experimental da

raca Flamenga foram semelhantes as taxas de clivagem para a raca Holandesa nos dois
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periodos experimentais. Ndo obstante, a taxa de clivagem do 2° periodo experimental da raca
Flamenga foi superior as taxas de clivagem da raca Holandesa quando comparamos os dois
periodos experimentais (Tabela 11).

Podemos observar na Tabela 11 que as taxas de blastocistos baseadas no total de
estruturas cultivadas da raca Flamenga obtidas no 2° periodo experimental foram superiores
aquelas encontradas no 1° periodo na mesma raga e nos dois periodos da raca Holandesa. Por
outro lado, as taxas de blastocistos da raca Holandesa no 2° periodo experimental foram
superiores a taxa de blastocisto do Periodo 1. Em adicdo, o niumero de blastocistos produzidos
da raca Flamenga no Periodo 2 superaram em quantidade todos os blastocistos produzidos nos
2 periodos por fémeas da raca Holandesa. Quando comparamos as taxas de blastocistos
baseadas no nimero de embriBes clivados, as duas racas foram estatisticamente semelhantes
entre periodos, sendo que as taxas de blastocistos obtidas no Periodo 2 foram melhores que as
obtidas no Periodo 1 para as duas racas em estudo. Este comportamento néo foi observado no

grupo controle, onde as taxas de blastocistos ndo diferiram entre periodos.

Tabela 11. Taxas de desenvolvimento embrionario de COCs de fémeas bovinas da raca Flamenga e
Holandesa utilizados para a PIV de embrides, por periodo experimental

Clv Clivagem Blastocisto
Raca Periodo
N n % n %' %t

P1 278 108 38.8° 18 6.5% 16.7°
Flamenga

P2 254 154 60.6%° 45 17.7° 29.2°

P1 259 72 27.8° 12 4.6° 16.7°
Holandesa

p2 208 73 35.1° 22 10.6° 30.1°

P1 299 168 56.2° 79 26.4° 47.0%
Controle

p2 196 297 66.0° 90 30.3° 45.9°%

2 N(meros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.

"Taxa de blastocistos baseada no ntimero total de estruturas colocadas em CIV

*Taxa de blastocistos baseada no niimero de embrides clivados

P1>P2 em embribes grau I; sem diferenca entre grupos em cada periodo ou em ambos periodos combinados na
qualidade.
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A maioria dos embrides produzidos aos 7 dias pds FIV das duas racas estudadas se
concentraram nos estadios de blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido (Figura
2). Nesta mesma figura, pode-se perceber que ndo houve diferenca estatistica entre as ragas
nos diferentes estadios de desenvolvimento embrionario. O numero de blastocistos e
blastocistos expandidos diferiram estatisticamente dos demais estadios nas duas ragas, com
excecdo de blastocisto inicial na raca Flamenga (Figura 2). No 1° periodo experimental, foram
produzidos mais blastocistos de estddio de desenvolvimento 4 a 6 (moérulas compactas,
blastocistos iniciais e blastocistos) se comparados aos de estadio 7 a 9 (blastocistos
expandidos, em eclosdo e eclodidos) dentro da mesma raca. Contudo, este comportamento

néo foi observado no 2° periodo experimental (Figura 3).
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Figura2. Taxa de desenvolvimento embrionério (%), com base no estadio de desenvolvimento, para
embriBes produzidos in vitro a partir de odcitos aspirados in vivo por OPU de fémeas das
racas Flamenga e Holandesa ou a partir de odcitos de ovarios de abatedouro (Controle).
Estaddios 4: morula compacta; 5: blastocisto inicial; 6: blastocisto; 7: blastocisto
expandido; 8: blastocisto em eclosdo; 9: blastocisto eclodido. **Colunas com superscritos
desiguais diferem estatisticamente, P<0.05.
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Figura3. Taxa de desenvolvimento embrionario (%) por periodo experimental, ap6s o agrupamento
de estadios de desenvolvimento mais precoces e mais avancados, para embrides
produzidos in vitro a partir de odcitos aspirados in vivo por OPU de fémeas das ragas
Flamenga e Holandesa ou a partir de odcitos de ovarios de abatedouro (Controle).
Estadios 4 a 6: morula compacta, blastocisto inicial e blastocisto; Estadios 7 a 9:
blastocisto expandido, blastocisto em eclosdo e blastocisto eclodido. ab:Colunas com
superscritos desiguais diferem estatisticamente, P<0.05.
Em relagdo a qualidade embrionaria, ocorreu diferenca significativa entre embriGes de
Graus |, Il e 11l dentro da mesma raca. Porém, esta diferenca ndo ocorreu entre as ragas
(Figura 4). O nimero de embrides Grau | superaram estatisticamente os de qualidade 1, que
subsequentemente superaram os classificados como Grau Il (Figura 4).
Quando analisamos a proporcdo de embrides levando-se em consideracdo os dois
periodos experimentais dentro de cada raca, as taxas de embrido de Graus | e Il foram
semelhantes entre si e superiores aos classificados como Grau 111, com excec¢do dos obtidos de

vacas da raca Holandesa no 1° periodo experimental, quando a proporcdo de embrides de

Grau | foi maior que os de Grau Il e Il (Figura 5).
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Taxa de desenvolvimento embrionario (%), com base na qualidade morfoldgica, para
embrides produzidos in vitro a partir de o6citos aspirados in vivo por OPU de fémeas das
racas Flamenga e Holandesa ou a partir de odcitos de ovarios de abatedouro (Controle).
Qualidade morfoldgica - Grau I: excelente; Grau II: bom; Grau I11: pobre. *“Colunas com
superscritos desiguais diferem estatisticamente, P<0.05.
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Periodo 1 Periodo 2

Taxa de desenvolvimento embrionario (%) por periodo experimental, com base na
qualidade morfoldgica, para embrides produzidos in vitro a partir de odcitos aspirados in
vivo por OPU de fémeas das ragas Flamenga e Holandesa ou a partir de odcitos de ovarios
de abatedouro (Controle). Qualidade morfoldgica - Grau I: excelente; Grau Il: bom; Grau
[11: pobre. **Colunas com superscritos desiguais diferem estatisticamente, P<0.05.
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3.4.2 PRODUCAO IN VIVO DE EMBRIOES

Concomitante ao procedimento de OPU/PIV ocorreram as coletas de embriGes
produzidos in vivo por TE, com os resultados sumarizados nas Tabelas 12 e 13.

Pode-se observar na Tabela 12 que existiu diferenca estatistica entre racas em favor da
raca Flamenga quando comparamos o total de CLs, o total de embrides recuperados, a
eficiéncia de recuperacdo total, o total de embrifes viaveis recuperados e a eficiéncia de
recuperacdo de embrifes viaveis em relacdo a estimativa de CLs. Quando comparamos 0s
periodos experimentais, independentemente das racas testadas, observou-se uma melhor
eficiéncia de recuperacgéo de embrides totais e viaveis no 1° periodo experimental (Tabela 12).
Ao compararmos as duas racas e os dois periodos experimentais, observamos que fémeas da
raca Flamenga foram estatisticamente superioras as fémeas Holandesas quanto ao total de
estruturas recuperadas, a eficiéncia de recuperacdo total e ao total de embriGes vidveis
recuperados (Tabela 12).

As taxas de recuperacdo e o total de estruturas embrionarias produzidas in vivo
recuperadas sdo apresentados na Tabela 13. Ocorreu diferenca significativa dentro da mesma
raca entre as variaveis estudadas, ou seja, embriBes viaveis, estruturas degeneradas e
estruturas ndo fecundadas, com a predominancia de estruturas viaveis sobre as ndo viaveis.
Porém, mesmo com um numero elevado de estruturas a mais observado na raca Flamenga,
ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as duas racas em relagdo ao nimero de estruturas

recuperadas.
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Tabela 12. Eficiéncia da producdo in vivo de embrides apos a SOV de fémeas bovinas das racas Flamenga e Holandesa, por raca e/ou por periodo*

Raca Periodo Flamenga Holandesa
Eficiéncia
Flamenga Holandesa P1 P2 P1 P2 P1 P2
Estimativa do total de CLs (n)** 2094 1688 180° 197¢ 1142 95° 66° 102
Total de estruturas recuperadas (n) 1787 808 133" 125% 962 82? 37° 43°
Eficiéncia de recuperacéo total (%) 85.2% 47.68 73.9% 63.5" 84.2° 86.3° 56.1° 42.2°
Total de embriGes viaveis recuperados (n) 1114 488 87" 72% 60° 51° 27° 21°
Eficiéncia de recuperacdo de embrides vidveis (%)
) o 53.1% 28.6° 48.3" 36.5" 52.6° 53.7 41.0° 20.6°
(em relacéo a estimativas de CLs)
Eficiéncia de recuperacdo de embribes vidveis
62.4" 60.0" 65.4* 57.6* 62.5% 62.2% 73.0° 48.8

(%)(em relacéo ao total de estruturas recuperadas)

*No total de quatro se¢des de SOV, dois grupos de quatro fémeas de cada raca foram submetidos a duas se¢es consecutivas por animal com intervalo de 60 dias

AB: Ntmeros seguidos de letras desiguais na linha para a raca diferem estatisticamente, para P<0.05.
P NUmeros seguidos de letras desiguais na linha para o periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.

ab:
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Numeros seguidos de letras desiguais na linha para a raca em funcdo do periodo diferem estatisticamente, para P<0.05.
**Na contagem da estimativa de CLs, 0s ovarios que apresentavam um nimero de estruturas incontaveis foram contabilizados dez CLs.



Tabela 13. Taxas de recuperacao de estruturas embrionarias apds duas lavagens uterinas em fémeas bovinas da raca Flamenga e Holandesa submetidas a TE

Estruturas recuperadas

Raca Viaveis Degeneradas N&o-fecundadas Total
N % n % n % n
Flamenga 111 62.2** 47 27.3%® 20 11.2%¢ 178
Holandesa 48 60.0** 25 31.3%® 7 8.7¢ 80
Flamenga A B c
+ 159 61.9 71 27.6 27 10.5 257
Holandesa

2b¢ N(meros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
ABC Nimeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Na Tabela 14, podemos observar as taxas e o total de estruturas embrionarias
recuperadas ap0s procedimentos de coleta e recoleta de fémeas das racas Flamenga e
Holandesa submetidas a TE. Pode-se perceber neste contexto que fémeas da raca Flamenga
apresentaram um numero maior de estruturas viaveis quando comparadas a fémeas
Holandesas no procedimento de coleta. Outra diferenca apresentada foi quando comparamos
as duas técnicas, onde a coleta superou a recoleta de estruturas viaveis para a raca Flamenga,
0 que nao foi observado na raca Holandesa. Esta diferenca estatistica também esteve presente
guando tomamos por base a soma de estruturas viaveis das duas racas. Para estruturas
degeneradas, ocorreram diferencas entre coleta e recoleta dentro das racas. Ndo houve
diferenca significativa entre os procedimentos de coleta e recoleta em relacdo a estruturas ndo
fecundadas.

Ocorreram diferencas estatisticas relevantes quando comparamos estruturas viaveis
com degeneradas e ndo fecundadas no processo de coleta na raca Flamenga e na recoleta na
raca Holandesa. Nos procedimentos de recoleta de fémeas da raca Flamenga e coleta de
fémeas da raca Holandesa ocorreram diferengas significativas apenas quando comparamos
estruturas ndo fecundadas com as outras duas variaveis. Da mesma forma, ndo ocorreram
diferencas significativas entre racas, entre periodos e entre SOVs em relacdo as médias de
estruturas viaveis, degeneradas e ndo fecundadas. Contudo, podemos perceber certas
diferencas estatisticas quando comparamos embrides viaveis, estruturas degeneradas e nédo
fecundadas dentro da mesma raca e dentro dos mesmos periodos experimentais, onde na
grande maioria das vezes, 0 numero de embrifes vidveis superou 0 numero de estruturas

degeneradas e ndo fecundadas (Tabela 15 e 16).
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Tabela 14. Taxas de recuperacdo de estruturas embrionarias no Dia 7 p6s-inseminagdo ap6s a lavagem uterina primaria (coleta) e secundaria (recoleta) de
fémeas bovinas da raca Flamenga e Holandesa superovuladas

Estruturas recuperadas

Raca Procedimento Viaveis Degeneradas Nao-fecundadas Total
N % n % n % n %
Coleta 88 79.3A 28 59.6"° 10 50.0%® 126 70.8°
Flamenga
Recoleta 23 20.7A 19 40.4°A 10 50.0%8 52 29.2°
Coleta 25 52.1°4 18 72.0% 4 57.1% 47 58.8°
Holandesa
Recoleta 23 47.9°A 7 28.0 3 42.9% 33 41.2°
Flamenga Coleta 113 71.1%4 46 64.8% 14 51.9% 173 67.3°
+
Holandesa Recoleta 46 28.9%A 25 35,28 13 47.1%® 84 32.7°

2P¢ Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.
ABC Nameros seguidos de letras desiguais na linha, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 15. Numero de estruturas embrionarias recuperadas no Dia 7 po6s-inseminacdo apds a lavagem uterina de fémeas bovinas da raca Flamenga e
Holandesa superovuladas para a raca, periodo e seqiiéncia de TE

Estruturas recuperadas

Raca Periodo TE Viaveis Degeneradas Nao-fecundadas Total
Média* n % Média* n % Média* n % Média* n
1 87+49 26 59.1°A 30+1.3 9 2058 3.0+1.3 9 205%  14.7+56° 44
P1
2 85+43 34 65.4°A 28+1.22 11 21.2%® 1.8+1.22 7 13.5%  13.0+4.9° 52
Flamenga
1 48+43 19 59.4° 28+1.22 11 34.4°A 05+1.28 2 6.3%8 8.0+4.9° 32
P2
2 80+43 32 64.0°4 40+1.22 16 32.0"B 05+1.22 2 4.0°C 12.5 + 4.9 50
1 83+4.9 25 89.3% 0.0 £1.32 0 0.0%® 1.0+1.32 3 10.7%®  9.3+5.6° 28
P1
2 0.5+4.32 2 22.2°8 1.8+1.22 7 77.84 0.0+1.22 0 0.0® 2.3+4.9% 9
Holandesa
1 2.7+4.9 8 50.0°A 27+1.38 8 50.0®A  0.0+1.32 0 0.0® 5.3 +5.6% 16
P2
2 33+43 13 48.1%A 25+1.28 10  37.0* 1.0+1.22 4 14.8% 6.8 +4.9% 27

*Média de estruturas recuperadas por doadora (LSM * SEM)
abed Nimeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
ABC Nameros seguidos de letras desiguais na linha, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 16. Numero de estruturas embrionarias recuperadas no Dia 7 poés-inseminacdo apds a lavagem uterina de fémeas bovinas da raca Flamenga e
Holandesa superovuladas, considerando-se o fator raga, periodo ou seqiiéncia de TE

Estruturas recuperadas

Aspecto Viaveis Degeneradas Nao-fecundadas Total
Média* N % Média* n % Média* n % Média* n
Fla 75+2.2¢ 111 62.4" 3.1+0.6° 47 26.4%°8 1.4 +0.6° 20 11.2%¢ 12.0 + 2.5° 126
Raca
Hol 3.7+2.3% 48 60.0%A 1.7 £ 0.6 25 31.3%4 0.5+0.6" 7 8.8%c¢ 5.9 + 2.6 47
P1 6.5+ 2.3¢ 87 65.4% 1.9+ 0.6% 27 20.3"8 1.4 +0.6% 19 14.3% 9.8 +2.6“ 98
Periodo
P2 47 +22° 72 57.6%4 3.0+0.6" 45 36.0%8 0.5+0.6" 8 6.4°¢ 8.1+2.5% 75
1 6.1+ 2.4° 78 65.0 2.1+0.7° 28 23.3%B 1.1+0.7¢ 14 11.7%¢ 9.3+2.7° 85
TE
2 51+2.1°% 81 58.7%A 2.8 + 0.6 44 31.9%8 0.8+0.6" 13 9.4%¢ 8.6 + 2.4 88

*Média de estruturas recuperadas por doadora (LSM = SEM)

B Nimeros seguidos de letras desiguais na coluna, para comparacdes entre raca, periodo e TE, diferem estatisticamente, para P<0.05.
&b Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.

ABC Nmeros seguidos de letras desiguais na linha, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05
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Os diferentes graus de qualidade dos embrides recuperados durante o experimento séo
apresentados nas Tabelas 17 e 18. Nao foram observadas diferencas nos diferentes graus de
qualidade quando as variaveis raca, periodo e TE foram analisadas separadamente (Tabela
17). Entretanto, quando uma destas varidveis é agrupada, observou-se diferenca significativa
dentro de cada categoria de qualidade embrionaria (Tabela 18), onde fémeas da raca
Flamenga produziram mais embrides de Graus | e 11l do que fémeas da raca Holandesa. Além
disso, variacGes entre os diferentes graus de qualidade foram observadas, onde na maioria das
vezes 0s embrides de Grau | recuperados superaram os classificados como Grau Il e Grau IlI,
independente de raca, periodo e TE.

Na Tabela 19 sdo apresentadas as quantidades e as percentagens de estruturas viaveis
(mérulas compactas e blastocistos) recuperados em todas as sessdes de TE do experimento.
Podemos observar que, salvo algumas excecOes, o estddio de mérula compacta superou em
valores absolutos o nimero de blastocistos obtidos no experimento. Além deste dado, é
importante ressaltar que fémeas da raca Flamenga produziram mais que o dobro de estruturas

viaveis produzidas in vivo que fémeas da raca Holandesa (111 vs. 48, respectivamente).
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Tabela17. Numero de estruturas embrionarias recuperadas no Dia 7 pds-inseminacdo, de acordo com a qualidade morfoldgica embrionaria apés a lavagem
uterina em fémeas bovinas da raca Flamenga e Holandesa superovuladas, considerando-se a raca, o periodo e a sequéncia de TE

Qualidade embrionaria

Raca Periodo TE Grau | Grau 1 Grau 11
Média* n % Média* n % Média* n %
1 6.3 + 3.0° 19 43.2%2 2.3+1.5 7 15.9%8 0.0 +1.8 0 0.0
P1
2 20+2.6° 8 15.4% 28+1.38 11 21.2%A 38+1.6° 15 28.8%
Flamenga
1 0.5+ 2.6 2 6.38 23+1.38 9 28.1%A 20+1.6° 8 25.0%A
P2
2 4.8 +2.62 19 38.0°* 1.8+1.3° 7 14.0%8 15+1.6° 6 12.0°8
1 7.3+3.0° 22 78.6 1.0+ 15 3 10.7"8 00+1.8° 0 0.0®
P1
2 0.0 £2.6% 0 0.0 0.5+ 1.3 2 22.2%A 0.0 + 1.62 0 0.0°A
Holandesa
1 0.0 +3.0° 0 0.0® 1.3+15° 4 25.0%A 1.3+1.8° 4 25.0%A
P2
2 0.0+ 2.6 0 0.0%® 23+1.3° 9 33.3" 1.0+1.6° 4 14.8%0A8

*Média de estruturas recuperadas por doadora (LSM + SEM)

b Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.
ABC Nimeros seguidos de letras desiguais na linha, para cada raca, diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 18.  Numero de estruturas embrionarias recuperadas no Dia 7 pds-inseminacdo, de acordo com a qualidade morfol6gica embrionaria ap6s a lavagem
uterina em fémeas bovinas da raca Flamenga e Holandesa superovuladas, considerando-se o fator raca, periodo e TE individualmente

Qualidade embrionaria

Aspecto Grau | Grau Il Grau Il
Média* n % Média* N % Média* n %
Fla 3.4+1.4" 48 27.0%A 23+0.7" 34 19.1%8 1.8 +0.8° 29 16.3%
Raca
Hol 1.8+ 1.4° 22 27.5%A 1.3+0.7% 18 22.5% 0.6+0.9° 8 10.0%®
P1 39+14° 49 36.8%4 1.6+0.7% 23 17.3%® 09+0.9° 15 11.3%®
Periodo
P2 1.3+1.4° 21 16.8°4 1.9+0.7% 29 23.2% 1.5+0.8" 22 17.6*4
1 35+15° 43 35.8%4 1.7+0.7% 23 19.2% 0.8+0.9° 12 10.0%
TE
2 1.7+1.3° 27 19.6°4 1.8+ 0.6% 29 21.0% 1.6 +0.8" 25 18.1%4

*Média de estruturas recuperadas por doadora (LSM + SEM)

P Nimeros seguidos de letras desiguais na coluna, para comparacdes entre raca, periodo e TE, diferem estatisticamente, para P<0.05.
b Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.

ABC Nimeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0.05.
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Tabela 19. Numero de estruturas embrionarias viaveis (mdrulas compactas e todos os estadios de blastocistos) recuperadas no Dia 7 pds-inseminacdo, de
acordo com a qualidade morfoldgica embrionaria ap6s a lavagem uterina em fémeas bovinas da raca Flamenga e Holandesa superovuladas

Raca Periodo TE Mérula Compacta Blastocistos TOTAL
n % n % n
b1 1 25 96.23': 1 3.86‘2 26
Flamenga 2 32 94.1:A 2 5.9abB 34
. 1 17 89.5b 2 10.5 19
2 7 21.9°® 25 78.1% 32
o1 1 25 100.0° 0 0.0 25
Holandesa 2 2 100.0° 0 0.0 2
P2 1 8 100.0° 0 0.0° 8
2 8 61.5" 5 38.5% 13
Flamenga P1 57 95.02’: 3 5.0":A 60
P2 142 24 47.1 27 52.9 51
Holandesa P1 27 1oo.bob 0 0.0° 27
P2 16 76.2°4 5 23.8"8 21
Flamenga 1 42 93.3:: 3 6.7bBB 45
P14PD 2 39 59.1 27 40.9 66
Holandesa 1 33 1oo.bo: 0 o.o:B 33
2 10 66.7 5 33.3 15
Flamenga 81 73.0" 30 27.0%® 111
Holandesa 1+2 142 43 89,67 5 10.4% 48
1 84 96.6™" 3 3.4 87
Flamenga + Holandesa ) 1+2 40 55 A 32 44,47 -
1 75 96.2%* 3 3.8 78
Flamenga + Holandesa 1+2 5 49 49.4% 32 50.6% 81

D Nmeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem estatisticamente, para P<0.05.
AB-Nameros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0.05.
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3.4.3 PRODUCAO IN VIVO VS IN VITRO DE EMBRIOES

Durante a fase experimental, que ocupou um periodo de 21 semanas, foram produzidos
in vivo um total de 111 embrides viaveis da raca Flamenga e 48 da raca Holandesa, com uma
média de 7,5 estruturas viaveis por doadoras da raca Flamenga e 3,7 da raca Holandesa. Da
producdo in vitro de embrifes, foram obtidos 63 estruturas viaveis de fémeas da raca
Flamenga, com uma média de 3,9 embrides viaveis por doadora, e 34 embrifes da raca
Holandesa, em uma média de 2,1 estruturas viaveis produzidas por fémea em todo o periodo
experimental (Tabela 20). A raca Flamenga superou a raca Holandesa em nimero de
embrides vidveis produzidos in vivo (111 vs. 48, respectivamente), sendo que diferenca
semelhante também pbde ser observada proporcionalmente na producéo in vitro de embriGes
(63 vs. 34, respectivamente), o que representa na raca Holandesa uma producéo de 43% e
54% dos embrides produzidos in vivo e in vitro na raga Flamenga, respectivamente.
Observando-se a Tabela 20, pode-se perceber que fémeas da raca Flamenga geraram até o
dobro do nimero de embrides vidveis comparadas as fémeas da raca Holandesa, para cada
procedimento. Além disso, podemos observar na mesma tabela que, dentro das condi¢bes
experimentais deste estudo, os procedimentos de TE produziram cerca do dobro de embrides

viaveis que a OPU-PIV, dentro de cada raca.
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Tabela 20.  Comparacdo entre estruturas ovarianas, estruturas recuperadas e producdo in vivo e in vitro de estruturas embrionérias viaveis em fémeas da
raca Flamenga e Holandesa de acordo com o sistema de producdo de embrides

Estruturas ovarianas* Estruturas recuperadas’ Embrides viaveis (Dia 7)*
Sistema de
Raca producéo de Meédia por doadora Meédia por doadora Meédia por doadora
embrides N n n
Por periodo Por secéo Por periodo Por secdo Por periodo Por secdo
OPU-PIV 961 120.1 12.34 718 89.8 9.2 63 7.9 3.9
Flamenga
TE 209 29.9 7.5 178 25.4 12.0 111 15.9 7.5
OPU-PIV 860 107.5 11.4 609 76.1 8.2 34 4.3 2.1
Holandesa
TE 168 28.0 7.0 80 13.3 5.9 48 8.0 3.7

*Estruturas ovarianas: nimero de foliculos aspirados pela OPU-PIV ou estimativa do nimero de CLs no Dia 7 pela TE
tEstruturas recuperadas: nimero de complexos cumulus-0écito recuperados pela OPU-PIV ou de estruturas recuperadas pela lavagem uterina no Dia 7 pela TE
1Embrides viaveis: numero de blastocistos obtidos no Dia 7 de CIV pela OPU-PIV ou de embrides viaveis (mérulas compactas e blastocistos) no Dia 7 pela TE
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3.44 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES, PRENHEZES E BANCO DE EMBRIOES

No periodo que compreendeu o experimento (janeiro a junho de 2010), foi executado
um total de 47 transferéncias de embrides, sendo 24 transferéncias de embrides produzidos
por TE (14 a fresco e 10 congelados), e 23 transferéncias de blastocistos produzidos por
OPU/FIV (18 a fresco e 5 vitrificados). Somente foram transferidos embrides da raga
Flamenga.

Dos 14 embrides produzidos por TE e transferidos a fresco, quatro receptoras
emprenharam (28,6%), com todas fémeas chegando a termo. Ja das 10 transferéncias de
embrides TE congelados, 3 receptoras emprenharam (30%). Porém, uma fémea abortou no
62° dia de prenhez.

Das 18 transferéncias provenientes de embrides de OPU-PIV a fresco, foram obtidas
seis prenhezes (33,3%), com dois abortos, uma aos 45 dias e outra com 6 meses de prenhez.
Né&o foi obtida nenhuma prenhez das cinco transferéncias de blastocistos PIV vitrificados.

Um banco de embrides criopreservados em N,L contendo um total de 87 embrides
provenientes da TE, congelados pelo método convencional, e 40 blastocistos vitrificados de
OPU-PIV, todos da raca Flamenga, encontra-se a disposi¢do para transferéncias. Em adicéo,
todos os embribes produzidos por TE ou OPU-PIV (n=82) da cruza Flamenga (touro) vs.
Holandesa (fémeas) permanecem criopreservados em N,L, também fazendo parte do banco de

embrides da EPAGRI de Lages.
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Tabela 21. Transferéncias, prenhezes, nascimentos e banco de germoplasma da raca Flamenga conforme o processo de producdo de embrides

Nascimentos

Banco de germoplasma

Sistema de Transferéncias Prenhez
Raca producéo de Tipo
embrides n n % % n
Fresco 14 4 28.6 100 -
TE
Congelado 10 3 30 66.6 87
Flamenga
Fresco 18 6 33.3 66.6 -
PIV S
Vitrificado 5 0 0 0 40
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35 DISCUSSAO

35.1 EFICIENCIA DA OPU-PIV EM FEMEAS DAS RACAS FLAMENGA E
HOLANDESA

Em recente estudo, Aller et al. (2010), utilizando vacas da raca angus, sem qualquer
tratamento hormonal, visualizaram ao ultrassom uma média de 8,4 foliculos/vaca/sesséo,
sendo esta média relativamente menor do que aquelas encontradas em nosso experimento,
onde foram visualizados em média 15,3 e 15,6 foliculos/vaca/sessdo nas racas Flamenga e
Holandesa, respectivamente. Da mesma forma, o ndmero médio de foliculos
aspirados/vaca/sessao para fémeas da raca Flamenga (n = 12,3) e Holandesa (n = 11,4) foram
superiores aos obtidos por Chaubal et al. (2006) em fémeas cruzadas Angus (n = 7,8).

Neste experimento, a média de foliculos aspirados por OPU diferiu significativamente
entre as racas em estudo, com a raca Flamenga apresentando um nimero maior de foliculos
aspiraveis do que as fémeas Holandesas, mesmo que a meédia do numero de foliculos
visualizados entre as racas tenhas sido semelhante. Apesar disto, pode-se observar a
existéncia de uma associacdo positiva entre 0 numero de foliculos visualizados e o nimero de
foliculos aspirados, o que corrobora com as mesmas observacgdes realizadas por Bols et al.
(2004) e Aller et al. (2010). Porém, ndo ficou evidente se de fato fémeas da ragca Flamenga
apresentam uma populacéo folicular maior ou mesmo se mais foliculos sdo recrutados por
onda de desenvolvimento folicular, quando comparadas as Holandesas. Além disso, o perfil
de dindmica folicular das fémeas da raca Flamenga era desconhecido, ou seja, desconhece-se
a proporcdo na raca de fémeas com uma, duas, trés ou mesmo quatro ondas foliculares por
ciclo, o que pode influenciar dramaticamente a eficiéncia na aspiracdo folicular por OPU, pois
guanto maior o nimero de ondas, maior a probabilidade de encontrarmos um maior numero

de foliculos aspiraveis de tamanhos menores (PONTES et al., 2009). Ainda permanece, entao,
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a necessidade da execucdo de estudos futuros que visem a caracterizacdo da dinamica
folicular em fémeas da raca Flamenga. Para as duas ragcas em estudo neste experimento, em
torno de 90,0% dos foliculos aspirados eram de tamanho pequeno, 7,0% de tamanho médio e
3,0% de tamanho grande. Nao foi possivel definir com exatiddo se as taxas de recuperacao de
estruturas das fémeas destas racas acompanharam a proporcdo de tamanho folicular.
Entretanto, Seneda et al. (2001), em estudo realizado com vacas Holandesas, observou que
64,2% do total de foliculos aspirados eram menores que 4 mm, sendo a taxa de recuperacao
de odcitos a partir de foliculos menores que 4 mm maior quando comparada a foliculos
maiores que 4 mm.

As taxas de recuperacdo de odcitos variam bastante de estudo para estudo,
principalmente em fémeas Bos taurus var. taurus (SENEDA et al., 2001; ROOVER et al.,
2005), onde estes percentuais tendem a ser mais baixos quando comparados a fémeas Bos
taurus var. indicus (VIANA et al., 2010). Em nosso experimento, a eficiéncia de recuperacéo,
tanto para Flamenga quanto para Holandesa, p6de ser considerada adequada, com taxas de
recuperacdo de 74,7% e 70,3%, respectivamente. Seneda et al. (2001) e Roover et al. (2008),
com fémeas da raca Holandesa e Belgian Blue, respectivamente, obtiveram uma eficiéncia de
aspiracdo de 64,4% e 58,0% de taxa de recuperacdo oocitaria, valores abaixo dos observados
em nosso estudo, que se assemelhou mais aos experimentos de Viana et al. (2010), com
fémeas Bos taurus var. indicus (Nelore), os quais obtiveram 70,0% de taxa de recuperacdo de
odcitos. As variadas fontes literarias sugerem a existéncia de grande variabilidade na taxa de
recuperacdo de odcitos em vacas Bos taurus var. taurus, sendo que esta variabilidade nao
parece estar marcadamente presente em fémeas Bos taurus var. indicus. Nossos estudos ndo
demonstraram uma grande variabilidade de resposta nas fémeas Flamenga e Holandesa, as
quais apresentaram valores de recuperacao oocitaria que se assemelharam mais aos padrdes
de fémeas Bos taurus var. indicus.
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A quantidade de odcitos viaveis obtidos atraves da aspiracdo por OPU apresentou-se
similar aos resultados encontrada em outros estudos realizados com Bos taurus, com as
fémeas da raca Flamenga e Holandesa apresentando valores médios de recuperacao de 8,0 e
7,3 odcitos viaveis por fémea por coleta, semelhantes aos encontrados por Chaubal et al.
(2007) (n = 7,8 odcitos/fémealcoleta) utilizando vacas cruzadas Red Angus, e Bordignon et
al. (1997) (n = 9,9 odcitos/fémea/coleta) utilizando fémeas Holandesas. Porém, Lopes et al.
(2006), trabalhando com vacas Holandesas e Vermelhas da Dinamarca, e Hasler et al. (1995),
trabalhando com vacas Holandesas, encontraram valores menores (n = 2,8 e n = 4,1
odcitos/fémealcoleta, respectivamente) aos encontrados neste estudo, utilizando metodologia
semelhantes.

A qualidade dos COCs viaveis diferiu entre as duas ragas neste estudo, com vantagem
para a raca Flamenga, o que pode demonstrar uma maior reserva folicular. Sabe-se que a
qualidade dos odcitos oriundos de OPU possui uma alta variabilidade (ROOVER et al.,
2008), tendo certa predominancia de oocitos com graus de qualidade desejaveis (RIZOS et
al., 2005). Em estudo de aspiracdo folicular por OPU de fémeas Holandesas a intervalos
semanais, Lopes et al. (2006) demonstraram que, em média, 18,5% dos odcitos obtidos por
OPU eram GlI; 27,0% GlI; 31,5% GlII; e 23,0% GIV, ou seja, quase metade dos odcitos eram
de excelente a boa qualidade (Gl e GlII), com 77,0% dos odcitos sendo viaveis. Resultados
ainda mais expressivos de viabilidade foram observados por Tamassia et al. (2003), que
obtiveram 51,3% GI; 30,8 GlI; 10,1% Glll; e 7,8% GIV. Tais resultados contrastam aos
obtidos em nosso estudo, pois observamos uma menor proporcdo de odcitos de excelente
qualidade (Gl), apesar do total de odcitos viaveis ser elevado (raca Flamenga: 7,5% GI;
41,9% GlI; 39,0% GllI; e 13,1% GIV; raca Holandesa: 7,9% Gl; 33,1% Gll; 48,2% GlllI; e

10,8% GI1V) e semelhante ao observado por Tamassia et al. (2003). Desta forma, apesar da
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recuperacao oocitaria ter sido adequada, o0 nimero de odcitos de maior competéncia foi menor
neste estudo.

Devido a raca Flamenga encontrar-se em risco eminente de extinc¢do, durante o inicio
do P1, todos as estruturas eram colocadas na PIV, mesmo as classificadas como grau 1V. A
taxa média de clivagem obtida apo6s a PIV de odcitos oriundos de OPU, na raca Flamenga
(49,6%), foi semelhante aos valores achados por Rizos et al. (2005) em vacas da raca
Holandesa, o qual apresentou 48,7%. Este resultado foi superior ao obtido por Aller et al.
(2010), com fémeas da raca Angus, com 16,6% de taxa de clivagem, e inferior ao obtido por
Tamassia et al. (2003), que utilizando animais da raca Holandesa, obtiveram uma taxa de
clivagem média de 79,2%. Em nosso estudo, vacas Holandesas apresentaram uma baixa taxa
de clivagem, com média de 32,8%. As baixas taxas de clivagem neste estudo parecem estar
associadas a uma menor quantidade de odcitos de excelente a boa qualidade, resultando, por
conseguinte, em baixas taxas de blastocistos, sendo de 11,8 e 7,2% para animais das racas
Flamenga e Holandesa, respectivamente. Apesar de baixos, os resultados de producédo de
embribes viaveis ap6s PIV neste estudo foram semelhantes as encontradas por Rizos et al.
(2005) e Aller et al. (2010), que obtiveram em seus estudos taxas de 8,1 e 5,5%,
respectivamente, mas ainda significativamente menores que as taxas de Tamassia et al.
(2003), que utilizando vacas Holandesas, obtiveram uma media de 28,8% de blastocistos, e de
Pontes et al. (2011), que obtiveram 37,3% de blastocistos de vacas Nelore.

O oacito fecundado in vivo geralmente é doado pelo foliculo saudavel, durante uma
fase especifica do ciclo estral, enquanto que oocitos colhidos para a producdo in vitro séo
obtidos de foliculos em diferentes etapas do desenvolvimento e em fases distintas do ciclo
estral, portanto, expostos a diferentes concentracfes de estrégenos e gonadotrofinas, sendo
que fatores como estes podem afetar a competéncia oocitaria para o desenvolvimento de
embrides in vitro (WIT; WURTH; KRUIP, 2000). As taxas de clivagem e blastocistos de
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odcitos oriundos de ovarios de abatedouro neste estudo nos permitem dizer que o sistema de
producdo de embrides in vitro estava adequado ao experimento. Portanto, quando baseamos
esta taxa de clivagem sobre o total de COCs cultivados, o que demonstra o potencial de
desenvolvimento de embrides habeis em serem fecundados, as taxas de blastocisto mais uma
vez demonstram o efeito da qualidade oocitaria ndo somente sobre o potencial de
desenvolvimento, mas também sobre a fertilidade dos gametas frente a FIV. Conforme
observado em nosso experimento e na literatura, as taxas de clivagem e blastocistos para
fémeas Bos taurus var. taurus sdo comparaveis as taxas obtidas com fémeas Bos taurus var.
indicus (PONTES et al., 2010), com divergéncias de resultados estando mais provavelmente
relacionadas a qualidade oocitaria do que o fator racial per se, 0 que parece ter sido observado
neste estudo.

A variabilidade individual também tem papel fundamental na recuperacdo de
estruturas a partir de OPU (PONTES et al., 2009; SENEDA et al., 2001). A quantidade e
qualidade de odcitos podem estar relacionadas com a idade dos animais, onde animais mais
velhos tendem a ter uma quantidade maior de odcitos e estruturas de pior qualidade
recuperadas em cada secdo de aspiracdo, o que pode afetar o desenvolvimento embrionario
subsequente aos procedimentos de PIV de embrides (SU et al., 2009). No presente trabalho,
tanto as vacas Flamengas quanto as Holandesas apresentaram uma variacdo individual
bastante pronunciada. Contudo, percebeu-se que animais mais jovens pareceram ter uma
variabilidade maior em relacdo a quantidade e qualidade de estruturas recuperadas, mas com
um numero maior de estruturas recuperadas (LEROY et al., 2005; SU et al., 2009). Neste
estudo, uma fémea da raca Flamenga apresentava mais de 7 anos e outra estava com 3,5 anos
de idade, sendo que estes animais foram 0s que apresentaram uma quantidade maior de
odcitos viaveis apos cada secdo de OPU. Da mesma forma, vacas da raca Holandesa com 7,5
anos e 4,4 anos também apresentaram taxas adequadas de recuperacao de estruturas viaveis.
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Interessantemente, estas foram as fémeas que apresentaram o maior potencial de producdo de
embrides viaveis apds a PIV, demonstrando que a qualidade oocitaria ap6s a OPU apresenta-
se como um fator de importancia na obtencdo de embrides PIV, corroborando com Krisher
(2004). Entretanto, a variacdo individual pode ter influenciado no resultado final, no caso de
fémeas da raca Flamenga, pois a fémea que mais forneceu oocitos apds a OPU nao foi a que

mais gerou embrides apds a PIV.

3.5.2. EFICIENCIA DA TE E COMPARACAO DE EFICIENCIA ENTRE OS
SISTEMAS DE PRODUCAO DE EMBRIOES PARA FEMEAS DAS RACAS
FLAMENGA E HOLANDESA

Na América do Sul, incluindo o Brasil sdo coletados, em média, seis embrides viaveis
por procedimento de SOV (THIBIER, 2009). Em estudos prévios realizados por Hansen e
Block (2004) e Castro Neto et al. (2005), a partir de fémeas de origem uropeia, e por
Peixoto et al. (2006) com animais zebuinos, as médias de embrides viaveis produzidos in vivo
se situam entre 4 e 6 estruturas por animal, e entre 4 a 8 estruturas vidveis por animal,
respectivamente para cada background genético, conforme acima. Estes valores se
assemelham aos resultados obtidos em nosso experimento, utilizando procedimentos
semelhantes, alcangando-se as médias de 7,5 e 3,7 embriGes vidveis para as ragas Flamenga e
Holandesa, respectivamente, o que demonstrou ndo existir uma grande variacdo nas médias
obtidas a partir destas ragas, conforme esperado, estando o experimento em conformidade
com a literatura atual.

Semelhante ao que ocorreu com a PIV, fémeas da raca Flamenga produziram mais
embrides vidveis através da producéo in vivo quando comparadas a fémeas da raca Holandesa.
Desta forma, fémeas da raca Flamenga parecem serem mais eficientes para a producdo de

embrides viaveis a partir dos dois métodos de producdo de embrides, nas nossas condi¢es
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experimentais. Variagfes individuais parecem estar menos presentes pela TE quando
comparada a OPU/PIV (PONTES et al., 2009). Neste sentido as duas técnicas poderiam ser
utilizadas de forma adequada a cada animal, sendo os melhores individuos identificados para
aplicacdo da técnica mais eficiente. Outro dado importante que pode determinar a opc¢éo por
tecnologias sdo as diferencas morfoldgicas, bioquimicas e metabdlicas entre embrides
produzidos in vivo e in vitro (HANSEN e BLOCK, 2004). Embri6es produzidos in vitro de
fémeas da raca Holandesa, por exemplo, possuem um alto grau de apoptose durante o
desenvolvimento ao estadio de blastocisto quando comparado com embrides obtidos pelo
método in vivo (GJJRRET et al., 2003). Baseado nisto, podemos observar que embrides
produzidos in vivo possuem uma melhor qualidade morfolégica do que os produzidos in vitro,
0 que apresenta uma relacdo direta com a viabilidade embrionaria apés a TE (FARIN e
FARIN, 1995).

A utilizacdo da técnica de recoleta aumentou a taxa de recuperacao final de estruturas
totais e viaveis neste experimento, corroborando com os resultados relatados em outros
estudos como os realizados por Castro Neto et al. (2005) e Cruz et al. (2008), os quais
observaram um aumento médio de 3 a 4 estruturas nos procedimentos de recoleta. Para a raca
Flamenga, obteve-se uma média de 11,1 embrides recuperados, sendo 70,8% (n = 126) na
coleta e 29,2% (n = 52) na recoleta. A taxa de recuperacao total de estruturas foi menor na
raca Holandesa, com uma média de 5,0 estruturas/animal/sesséo. Porém, recuperaram-se mais
estruturas na recoleta, sendo 58,8% (n = 47) de embrides coletados e 41,2% (n = 33) de
embrides recuperados na recoleta. Cruz et al. (2008), utilizando vacas da raga Jersey,
obtiveram em média 10,8 estruturas embrionarias provenientes de SOV, sendo coletados
75,0% (n = 8,1) dos embrides na coleta e 25,0% (n = 2,7) na recoleta, semelhante aos dados

de recuperacdo observados para a raca Flamenga. O fator raca, 0 maior numero de animais
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coletados neste estudo e a execucdo da técnica per se podem ter influenciado os resultados
neste experimento.

Em termos de nimero total de embriGes vidveis no Dia 7 de desenvolvimento, e dentro
de intervalos fisiologicos aplicaveis para a obtencdo de embrides por TE (duas se¢des de SOV
com intervalo de 63 dias) ou OPU-PIV (10 secdes a intervalos semanais ao longo de 63 dias),
a TE resultou em quase o dobro de estruturas viaveis do que a OPU/PIV, para ambas as racas.
A raca Flamenga demonstrou um maior potencial de producdo in vivo de embrides quando
comparado ao sistema in vitro, com a obtencdo de 111 (n = 15,9 embrides/fémea por periodo)
e 63 (n = 7,9 embrides/fémea por periodo) embrides viaveis, respectivamente, sendo também
quase duas vezes mais eficiente, em ambos os sistemas do que a raca Holandesa (n = 48
embrides, ou 8,0 embrides/fémea por periodo para a TE, e n = 34, ou 4,3 embribes/fémea por
periodo para a OPU/PIV). Com vacas da raca Holandesa, Pontes et al. (2009) demonstraram
gue a producdo de embriGes viaveis por TE e a obtencdo de odcitos por OPU foram
diretamente proporcionais, onde a que mais produziu odécitos viaveis por OPU foi a que mais
produziu embries viaveis através da TE, sendo esta relagdo semelhante ao encontrado em
nosso experimento utilizando vacas da raca Holandesa, e diferente do observado para vacas
da raca Flamenga.

Em sintese, pelos resultados apresentados no presente trabalho, a producdo in vivo de
embrides parece ser a biotécnica mais adequada para a multiplicacdo de animais da raca
Flamenga. Em adicdo, dentre todos os parametros estudados, esta raca também demonstrou
um melhor desempenho em relacdo a raca Holandesa no que diz respeito ao numero de
foliculos visualizados e aspirados e na taxa de blastocistos obtida ap6s a PIV, e na producéo
in vivo de embrides viaveis pela TE. Contudo, com o melhoramento e aprimoramento das

técnicas e procedimentos, a OPU/PIV também poderd alcancar niveis eficientes para a
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preservacdo da raca Flamenga. Futuras investigacbes a respeito das caracteristicas

reprodutivas da raca Flamenga ainda se fazem necessarias.
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3.6

(@)

(b)

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitiram chegar as seguintes conclusdes:
Fémeas da raca Flamenga foram mais eficientes que fémeas da raca Holandesa quanto a
aplicacdo das biotecnologias reprodutivas utilizadas nestes experimentos (OPU/PIV e
TE), resultando em um maior nimero de foliculos aspirados, numero (total e viaveis) e
qualidade morfoldgica de CCOs recuperados por sessdo de OPU, e nimero de embribes
viaveis produzidos por OPU/PIV ou pela TE.

O procedimento de TE apresentou uma maior eficiéncia do que a OPU/PIV para a
producdo de embrides bovinos, independente da raca. Contudo, ambas as biotecnologias
reprodutivas (TE e OPU/PIV) se mostraram eficazes como ferramentas Uteis para a

conservacao genética e multiplicacdo de animais da raca Flamenga.
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