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Parametros que afetam a taxa de prenhez de receptoras bovinas
de embrides produzidos in vitro
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Resumo

Objetivou-se avaliar taxas de prenhez de embrides produzidos in vitro, considerando o grau de desenvolvimento do embrido,
sincronia entre receptora e embrido, bem como de acordo com a classificagdo do corpo lGteo. Foram utilizadas 134 novilhas
como receptoras selecionadas de acordo com a conformagdo pélvica, escore de condi¢do corporal e estado sanitario. Os
ovdcitos das doadoras Nelore foram coletados por aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom e a producdo dos
embrides foi realizada pela empresa InVitro®. A taxa de prenhez dos embrides classificados como desenvolvidos (57,14%)
apresentou melhores indices (P < 0,05) do que os classificados como jovens (25,00%). As taxas de prenhez resultantes da
sincronia embrido/receptora foram de 68,42% (-1), de 88,88% (0) e de 41,50% (+1), verificando-se que a taxa da sincronia
+1 foi menor (P < 0,01) do que as demais. Com relagdo a prenhez segundo o tamanho do corpo liteo foram registrados
valores de 46,83% (CL1), 55,88% (CL2) e de 42,85% (CL3), ndo sendo observada diferenca (P > 0,05). Conclui-se que para
um programa de transferéncia de embrides oriundos de FIV é necessario considerar a sincronia do embrido com a receptora,
bem como o grau de desenvolvimento do embrido, todavia, o tamanho do corpo lateo ndo é relevante.
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Abstract

The work was aimed to evaluate the pregnancy rate of in vitro produced embryos considering embryonic stage of
development, synchrony between recipient cow and embryo, as well as corpus luteum classification. A total of 134 heifers
were selected as recipients based upon pelvic conformation, body condition score and sanitary condition. The oocytes were
collected from Nelore donor cows by ultrasound guided transvaginal follicular aspiration and in vitro embryo production was
performed by InVitro® company. The pregnancy rate from embryos classified as developed (57.14%) showed better rates (P
< 0.05) than those classified as young (25.00%). The pregnancies resulting from embryo/recipient synchrony were 68.42% (-
1), 88.88% (0) and 41.50% (+1), where the pregnancy rate of +1 synchrony was lower (P < 0.01) then the remaining groups.
In regards to pregnancy rate based upon corpus luteum, the resulting rates were 46.83% (CL1), 55.88% (CL2) and 42.85%
(CL3), with no difference between groups (P > 0.05). In conclusion, in an embryo transfer program it is necessary to consider
the synchrony between embryo and the recipient cow, as well as embryo stage of development, however, the size of the
corpus luteum is not relevant.
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transferéncia de embrides produzidos in vivo e
in vitro como principais biotécnicas (VIEIRA,
2012).

A fecundag&o in vitro (FIV) tornou-se
uma alternativa vidvel para a producdo de
embries na espécie bovina, especialmente nas
racas zebuinas (VIANA et al., 2012). A
expansdo da producdo in vitro no Brasil tem
sido utilizada ndo somente na pesquisa
cientifica, sobretudo no &ambito comercial
através da aspiracdo folicular ovariana guiada
por ultrassom (RUBIN et al., 2009).

Com o advento de novas tecnicas de
reprodugdo assistida, os problemas de
mortalidade embrionaria precoce tornaram-se
mais evidentes, principalmente  aqueles
relacionados aos defeitos intrinsecos do
embrido que tem aumentado
proporcionalmente a sofisticacdo da técnica
(SARTORI e DODE, 2008).

O estddio de desenvolvimento
embrionario, a sincronia entre
embrides/doadoras/ receptoras, bem como a
qualidade do embrido e do corpo lGteo sdo
aspectos importantes a serem considerados
num programa de transferéncia de embrido,
tanto produzidos in vivo quanto in vitro, por
influenciarem diretamente sobre a prenhez
(PEIXOTO et al., 2007; ANDRADE et al.,
2012; HASLER et al., 1987, DIAS et al., 2006,
LEAL et al., 2009, SPELL et al., 2001).

Com esse trabalho objetivou-se avaliar
a prenhez de receptoras de embrides bovinos
produzidos in vitro através da determinacéo da
influéncia do grau de desenvolvimento
embrionério, da sincronia entre receptora e
embrido e do tamanho do corpo luteo sobre a
taxa de prenhez.

Material e Métodos

O trabalho foi submetido e aprovado
pela CEUA-UFRPE sob licenga n°® 009/2012,
obedecendo as normas do comité de ética e
experimentagdo animal.

Utilizou-se, como receptoras, 134
novilhas mesticas (Red Angus x Zebu) que
apresentavam ciclo estral regular, peso méedio
de 350 kg e estado de condicdo corporal
equivalente a 3, numa escala de 1 a 5,
conforme classificagdo de Lowman et al.
(1976). As fémeas eram criadas em piquetes
formados por pastagens de Brachiaria

decumbens e Brachiaria brizantha CV. GM5,
além da oferta de sal mineral proteinado e agua
ad libitum.

A aspiracdo folicular foi realizada por
via transvaginal guiada por ultrassom. Os
ovocitos  aspirados foram  classificados,
segundo Palma (2001), em escala variando de
1 a 4, colocados em meio de cultivo e
transportados ao laboratdrio em incubadoras
portateis a 38,5 °C contendo 5% CO,. No
laboratério foram transferidos para estufa de
cultivo visando completar a maturagdo durante
24 horas. Posteriormente, foram expostos aos
espermatozoides e apds a fecundacdo foram
cultivados durante sete dias conforme
recomendagdo da  empresa  InVitro®.
Finalizado o cultivo, os embrides selecionados
foram aqueles classificados como grau 1,
segundo Wright (1998).

As receptoras foram submetidas ao
protocolo de transferéncia de embrido em
tempo fixo. Receberam, no dia zero (DO0), o
dispositivo intravaginal de progestageno,
juntamente com a administracdo intramuscular
de 2 mg de benzoato de estradiol. No sétimo
dia (D7) foi administrado 200 Ul de eCG e
0,150 mg de D-cloprostenol e no oitavo (D8)
procedeu-se a retirada do dispositivo e foi
aplicado 0,5 mg de benzoato de estradiol
intramuscularmente. No décimo sétimo dia
(D17) foi realizada a transferéncia em tempo
fixo pelo método ndo cirtrgico por técnico
habilitado.

Imediatamente antes da transferéncia,
as receptoras foram avaliadas, por palpacdo
retal, quanto & presenca de corpo lateo (CL) e
em seguida distribuidas nos trés grupos
experimentais. Antes da transferéncia, o CL foi
palpado e avaliado conforme seu tamanho para
classifica-lo em grande (CL1), médio (CL2) e
pequeno (CL3), segundo Leal et al. (2009). Os
embrides  produzidos in  vitro  foram
depositados no terco final do corno uterino
ipsilateral ao ovario com corpo luteo presente.

A sincronia (S) entre embrido e
receptora foi definida de acordo com o dia de
exteriorizagdo do estro, sendo um dia apds a
FIV (S/-1), no dia da FIV (S/0) e um dia antes
da FIV (S/+1).

O estddio de  desenvolvimento
embrionario foi classificado de acordo com
Fonseca et al. (2001), em estadio inicial
(moérula: Mo; blastocisto inicial: Bli) e estadio
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desenvolvido (blastocisto: BI; blastocisto
expandido: BIx).O diagnostico de prenhez foi
realizado entre o 30° e o 35° dia apds a
transferéncia  por  ultrassonografia ~ com
aparelho Mindray® DP2200Vet.

As taxas de prenhez foram avaliadas
por teste ¥* utilizando o programa StatPlus®
2009, considerando P < 0,05 como
significativo.

Resultados

Dos 134 embrides transferidos, obteve-
se uma taxa de 48, 50% de prenhez. As
Tabelas 1, 2 e 3 contém os dados relativos ao
desenvolvimento embrionario, a sincronia
entre receptora e embrido e ao tamanho do
corpo lateo.

Tabela 1. Taxa de prenhez de receptoras de embrides bovinos PIV, de acordo com o estadio de desenvolvimento

do embrido
Prenhez
Desenvolvimento Embrido n/n % Valor de P
Estadio Inicial (Mo, Bli) 9/36 25% 0,019
Estadio Desenvolvido (BI, BIx) 56/98 57,14%

Resultado significativo para P < 0,05.

Tabela 2. Taxas de prenhez de receptoras de embrifes bovinos PIV, de acordo com a sincronia entre estro e FIV

Prenhez
Sincronia n/n % Valor de P
S/-1 13/19 68,42% 0,004
S/0 8/9 88,88%
S/+1 44/106 41,85%

Resultado significativo para P < 0,05.

Tabela 3. Taxa de prenhez de receptora de embrides PIV, de acordo com o tamanho do corpo liteo

Prenhez
Tamanho do Corpo LUteo n/n % Valor de P
Grande (CL1) 37179 46,83 0,577
Médio (CL2) 19/34 55,88
Pequeno (CL3) 9/21 42,85

Resultado significativo para P < 0,05.

Discussao

Existem varios relatos sobre taxas de
prenhez de receptoras bovinas com embrifes
produzidos in vitro variando de 30 a 51%
(HASLER, 2000; FARIN et al., 2001; LANE
et al., 2003; DIAS et al., 2006; SCHMIDT,
2007; ANDRADE et al., 2012), as quais sdo
inferiores aquelas obtidas com o0s produzidos
in vivo (HASLER et al., 2003). Segundo Farin

et al. (2001), o mecanismo de reconhecimento
materno da gestacdo de parte desses embrides
é mais tardio, consequentemente, infere
menores taxas de prenhez do que os
produzidos in vivo.

Alguns relatos mostram que a taxa de
prenhez resultante da transferéncia de
embrides produzidos in vivo é maior quando
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sdo utilizados aqueles nos estadios de
desenvolvimento inicial (HANEKAMP, 1999;
PEIXOTO et al., 2007; BO et al., 2012), apesar
de Jainudeen et al. (2004) citarem que estadios
de desenvolvimento muito precoces ou muito
tardios contribuem para baixas taxas de
prenhez. Embrides de ruminantes tém
desenvolvimento semelhante até o estadio de
oito células, tanto in vivo quanto in vitro,
todavia, a partir deste momento, o0
desenvolvimento in vitro é mais lento
(THOMPSON, 2000; FONTANIER-RAZZAQ
et al., 2001), além do cultivo poder exercer
efeito significativo sobre o metabolismo
embrionario que altera sua qualidade (RIZOS
etal., 2002).

Segundo Hasler et al. (2003), as
diferencas bioquimicas e metabolicas podem
afetar os resultados das taxas de prenhez ap6s a
transferéncia, afirmacdo corroborada nesse
trabalho, ao ter sido observado que a prenhez
foi superior com os embrides transferidos em
estadios mais avancados de desenvolvimento.
Esse fato evidencia que aqueles transferidos
em estadios iniciais deviam apresentar
alteracdo bioguimica ou metabolica que
retardou o desenvolvimento e comprometeu o
resultado de prenhez.

A sincronia do embrido com a
receptora foi outro pardmetro que influenciou a
taxa de prenhez, corroborando os dados de
Andrade et al. (2012). Possivelmente, tal
comportamento seja devido o embrido
transferido na sincronia S/0 e S/-1 ter tido
maior tempo de desenvolvimento no ambiente
uterino e desse modo ter inibido a lutedlise de
forma adequada. Segundo Binelli et al. (2001),
a lutedlise inicia entre 0 15° e 0 17° dia do
ciclo estral e, se nesse periodo, 0 embrido ndo
tiver produzido concentracdo adequada de
interferon-t, ndo ocorrera o reconhecimento
materno da gestacdo.

O fato do tamanho do CL ndo ter
exercido influéncia sobre as taxas de prenhez
evidencia que seu tamanho ndo pode ser
responsabilizado de forma isolada pela perda
embrionaria. Resultado similar foi verificado
por Vieira et al. (2002) e Leal et al. (2009), os
quais ainda afirmaram que o CL de maior
tamanho produz maior concentracdo de
progesterona do que aqueles classificados
como de tamanho médio e pequeno, entretanto,
sem interferir na taxa de gestagéo.

Comentaram adicionalmente que um CL
diagnosticado como pequeno, por palpacao
retal, ndo significa que seu tamanho no
estroma ovariano seja também pequeno e que
um CL com projecao maior pode conter pouca
massa lUtea. Assim, € possivel sugerir que sua
presenca é mais importante do que sua
classificagdo quanto ao tamanho.

Os resultados permitem concluir que a
qualidade do desenvolvimento do embrido
transferido, bem como que a sincronia da FIV
com o estro da receptora sdo aspectos
determinantes que devem ser considerados
num programa de transferéncia de embrides
produzidos in vitro por interferirem
diretamente nos resultados de prenhez.
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