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Resumo

A produtividade dos rebanhos bovinos, seja de corte ou de leite, tem sido ampliada consideravelmente
através do aperfeigoamento das biotécnicas de manejo reprodutivo. Entre estas, a producgdo in vitro (PIVE) de
embrides tem sido utilizada com o objetivo de se produzir um maior numero de descendentes por fémea doadora,
aumentando a vida util desta. No entanto, apesar dos enormes avangos nos ultimos anos, esta biotécnica ainda
apresenta grandes limitagdes, pois diversos fatores podem interferir nos resultados finais, tornando viavel ou ndo
sua implementacdo a nivel comercial. O objetivo deste trabalho de revisdo é apontar algumas fontes de variagdo
ligadas a doadora na produg@o in vitro de embrides bovinos.

Palavras-chave: doadora,estagcdo do ano, OPU.
Abstract

Productivity of livestock cattle, either beef or milk, has been expanded greatly through the improving of
reproductive biotechnologies. Among these, in vitro production (EIVP) of embryos have been used in order to
generate a larger number of offspring per female, extending the life cycle of them. However, despite the greater
advances in most recent years, this biotech still has major limitations, because many factors may interfere on the
final results, making feasible or not their implementation on a commercial level. The aim of this review is
highlight some sources of variation for in vitro production of embryos in cattle.

Keywords: donor, season of the year, OPU.
Introducao

A atual e crescente necessidade de incremento da produtividade pecuaria tem conduzido a aplicagdo de
varias biotécnicas de manejo reprodutivo, principalmente quanto a espécie bovina, que apresenta um baixo
numero de descendentes e longo intervalo de geragdes. Neste sentido, a producdo in vitro de embrides (PIVE) é
uma ferramenta que vem sendo largamente utilizada no Brasil, proporcionando um aumento na possibilidade de
multiplicagdo do material genético obtido de fémeas bovinas, contribuindo de forma decisiva para melhorar a
qualidade e a quantidade do produto final, seja este carne ou leite (Mocé et al., 2006; Gongalves et al., 2007;
Silva et al., 2015). O principal objetivo da PIVE consiste na obten¢do de um maior numero de descendentes, e
vem demonstrado maiores vantagens em relagdo a transferéncia de embrides in vivo (TE) por apresentar maior
flexibilidade, dispensando a utililizagdo de tratamentos hormonais para a recuperagdo dos oocitos. Além disso, a
fertilizagdo in vitro de odcitos recuperados permite a utilizagdo de touros diferentes para doadoras individuais,
assim como viabiliza a utilizagdo do sémen sexado, permitindo sua utilizagdo em escala comercial (Rath e
Johnson, 2008; Varago et al., 2008; Mello et al., 2016). No entanto, existem diversos fatores que podem
interferir nos resultados na PIV de embrides bovinos, como os relacionados a propria doadora, tais como
gendtipo, idade, peso, categoria animal, estdgio do ciclo estral, condigdo fisiologica e nutri¢do, relacionados ao
clima, tais como foto periodo, temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica, relacionados aos
procedimentos da PIV, tais como os diferentes meios utilizados para a maturagao, fertilizacdo e cultivo in vitro, e
relacionados a receptora (Peixoto et al., 2006; Andrade et al., 2012; Ferreira et al., 2014; Mello et al., 2016).
Portanto, os objetivos da presente revisao ¢ relatar alguns fatores ligados a doadora que podem interferir na
eficiéncia de um programa de produgao in vitro de embrides (PIVE).

Fatores que influenciam a producio in vitro de embrides
Gendtipo da doadora

De acordo com diversos trabalhos na literatura, fémeas Bos taurus indicus recrutam maior naimero de
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foliculos por onda de crescimento folicular e possuem maior populagdo de foliculos menores que 5 mm em
comparagdo as fémeas Bos taurus taurus (B6 et al., 2003; Baruselli et al., 2007; Carvalho et al., 2008; Pontes et
al., 2009). Grazia et al. (2012) sugeriram que a maior populacdo de foliculos que emergem em cada onda de
crescimento folicular em Bos faurus indicus pode ser devido a elevada concentragdo de IGF-1, que mesmo na
presenca de baixos niveis de FSH, pode promover maior mobilizacdo e crescimento folicular nesses animais.
Essa caracteristica tem influéncia direta na eficiéncia da técnica de OPU-PIV, indicando vantagem de fémeas
zebuinas em relacdo as taurinas (B6 et al., 2003; Baruselli et al., 2007; Silva et al., 2015).

Outro fator a ser relacionado sdo as concentragcdes do hormonio anti-mulleriano (AMH), que tem como
uma das suas fungdes promover uma reducdo na expressao do mRNA no receptor de FSH, exercendo um
feedback negativo no desenvolvimento folicular e na proliferacdo das células da granulosa (Pellatt et al., 2011).
As concentragdes plasmaticas de AMH tém sido utilizadas como um marcador da reserva folicular ovariana em
bovinos, pois 0 mesmo apresenta um padrdo de expressdo (foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais)
(Rico et al., 2011).

Em estudo realizado por Rico et al. (2012), os autores observaram que com apenas uma amostra de
sangue coletada varios meses antes da OPU ou tratamento superestimulatorio, foi possivel a determinacdo da
concentragdo plasmatica de AMH, podendo, assim, selecionar animais que responderam melhor a essas
biotecnologias.

Desse modo, tem sido observada grande variagdo na eficiéncia da coleta dos complexos cumulus-oocito
(CCOs) e subsequente producao de embrides in vitro entre os diferentes genotipos e ragas de bovinos (Lopes et
al., 2006; Baruselli et al., 2007; Hirata et al., 2008; Silva et al., 2015). Algumas diferencas relatadas entre os
gendtipos foram associadas ao ntimero e qualidade dos CCOs recuperados por sessdo de aspiracao, sendo que
fémeas zebuinas podem ter maior nimero de odcitos recuperados e, consequentemente, maior niumero de CCOs
aptos ao cultivo para passarem pelas etapas de maturagdo, fertilizagdo e cultivo embrionario in vitro (Pontes et
al., 2009; Viana et al., 2010; Ratto et al., 2011; Satrapa et al., 2011; Silva et al., 2015).

Categoria da doadora

O aumento do mérito genético, associado as mudangas no manejo nutricional levando ao baixo escore
de condicdo corporal e alta produgdo de leite tém efeitos detrimentais sobre a producdo e a qualidade de odcitos
e embrides (Rizos et al., 2005; Grimard et al., 2013). Os experimentos que investigam as relagdes entre produgao
de oocitos e fertilidade tém levado em consideragdo também a parigdo, ou seja, a diferenga entre as categorias
primiparas e multiparas. A taxa de concepgdo a primeira IA ¢ mais alta ap6s a primeira pari¢do quando
comparado a pari¢des sucessivas, e as concentragdes plasmaticas pos-parto de IGF-1 e NEFA sdo mais altas em
vacas primiparas do que vacas multiparas, sendo que a parigdo exerce influéncia na qualidade dos odcitos e na
sua capacidade para se desenvolver in vitro (Walters et al., 2002; Taylor et al.; 2004; Lopez et al., 2005; Grimard
et al., 2006; Barbat et al., 2010). Os trabalhos na literatura associam as mudangas relacionadas ao nimero de
parigdes a populacdo e a qualidade dos odcitos e embrides produzidos in vitro, pressupondo-se diferencas na
producdo de odcitos e embrides entre novilhas, primiparas e multiparas (Sartori et al., 2002; Meikle et al., 2004;
Wathes et al., 2007; Grimard et al., 2013). Swangchan-Uthai et al. (2011), observaram que o oviduto de uma
novilha no momento do estro ¢ no inicio da fase litea é exposto a alta concentragdo de IGF-I, em contraste, uma
vaca em lactagdo tem menor circulagdo IGF-I e reduzida expressio de proteina de ligagdo do fator de
crescimento semelhante a insulina no oviduto (IGFBP). Sartori et al. (2002) observaram maior niimero de
embrides recuperados de novilhas do que de vacas, sendo que também novilhas tiveram uma maior porcentagem
de embrides viaveis do que vacas (P < 0,05). Walters et al. (2002) encontraram maior niimero de foliculos em
vacas de segunda parigdo até¢ 85 dias pds-parto, onde o nimero de foliculos foram medidos repetidamente nas
mesmas vacas, sugerindo que o recrutamento e o crescimento dos foliculos aumentaram conforme o niimero de
dias no periodo pos-parto. Os autores também verificaram que o nimero de foliculos e os o6citos recuperados
em vacas de terceira pari¢do diminuiram conforme a lactacdo avangou em estdgio. Ainda nesse mesmo estudo,
as primiparas tiveram maiores concentragdes de NEFA do que as multiparas, provavelmente relacionado as
mudangas no escore de condigdo corporal, o que pode refletir na capacidade de producdo de odcitos e embrides.
Do mesmo modo, Nogueira et al. (2012) realizaram um estudo com a suplementacdo de AGPs em novilhas da
raca Nelore e observaram aumento no nimero de odcitos recuperados dessas novilhas.

Idade da doadora

De acordo com alguns autores, tem sido observado um declinio na contagem dos foliculos antrais
durante as ondas de crescimento folicular, resposta ovariana aos tratamentos superestimulatorios reduzida,
menor recuperagdo dos odcitos e consequentemente menor producdo embrionaria em fémeas mais velhas em
relacdo as mais jovens. Da mesma forma, fémeas mais velhas tendem a ter um menor nimero de foliculos apos
superestimulagdo ovariana com gonadotrofinas, apresentando mudangas no perfil hormonal e tamanho folicular
em comparacdo com as fémeas mais jovens (Malhi et al., 2005; Rizos et al., 2005; Malhi et al., 2006; Su et al.,
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2012; Ferreira et al., 2014).

O inicio da queda da eficiéncia reprodutiva ¢ caracterizado por mudangas no perfil hormonal, detectadas
por altera¢des na dindmica folicular ovariana (Ferreira, 2011). Desse modo, observa-se que altas concentragdes
plasmaticas de FSH e LH aumentam o estimulo ao desenvolvimento folicular, causando perda acelerada dos
foliculos. Assim, essas mudangas se refletem na baixa qualidade e capacidade dos foliculos velhos em produzir
concentragcdes adequadas de inibina, que exerceria efeito de retroalimentacdo negativa na secre¢do de FSH.
Desse modo, sem a agdo ou com a baixa atividade da inibina, as vacas mais velhas teriam maiores concentragdes
plasmaticas de FSH, o que causaria uma acelerag@o no processo de foliculogénese (Caetano et al., 1997; Flaws et
al., 1997; Packer et al., 1998; Malhi et al., 2008).

Desse modo, relatos na literatura associando odcitos de qualidade inferior com animais mais velhos sdo
bastante frequentes (Dayan, 2001; Rizos et al., 2005; Peixoto et al., 2006; Malhi et al., 2008). Mermillod et al.
(1992), ao avaliarem os efeitos da idade na produgdo de blastocistos in vitro, observaram maior produgdo de
embrides em animais entre 1 e 3 anos de idade do que em animais mais velhos. De acordo com Su et al. (2012),
animais mais velhos produzem menor nimero de odcitos e com baixo percentual de desenvolvimento, além da
baixa qualidade devido ao menor numero de camadas de células do cumulus, gerando obcitos com menor
capacidade de desenvolvimento.

Ciclo estral da doadora

A fémea bovina ¢ classificada como poliéstrica anual, tendo o ciclo estral duracdo de aproximadamente
21 dias, variando entre 18 e 24 dias. O ciclo estral bovino pode ser dividido didaticamente em quatro fases, de
acordo com a ocorréncia de eventos fisiologicos e enddcrinos sendo, estro, metaestro, diestro e proestro (Caetano
e Caetano Jr., 2015).

O estagio do ciclo estral no momento da OPU influencia as taxas de recuperagdo ¢ a qualidade oocitaria
em programas PIV (Merton et al. 2003; Vassena et al. 2003; Hendriksen et al. 2004). Contudo, devido aos
resultados inconsistentes, a fase folicular ideal para maximizar a performance da OPU ainda permanece
desconhecida. Tém sido relatadas melhores taxas de recuperagdo quando a OPU ¢ realizada préximo a
emergéncia folicular, sendo também descritas melhores capacidades de desenvolvimento da competéncia in vitro
quando odcitos sdo obtidos durante a fase precoce de dominancia folicular (Merton et al. 2003; Hendriksen et al.
2004; Machatkova et al. 2004).

A aquisi¢do da competéncia oocitaria ¢ adquirida gradualmente e aumenta com o desenvolvimento
folicular. Sabe-se que esta competéncia esta relacionada ao tamanho do foliculo, estagio do ciclo estral e nivel de
atresia influenciado pelo foliculo dominante, sendo que aqueles podem adquirir a capacidade de competéncia se
os foliculos procedentes alcangarem 7 mm em tamanho (Pavlock et al., 1992). Além desses aspectos, tém sido
observadas diferencgas na competéncia durante o ciclo estral em termos de presencga ou auséncia de um foliculo,
independente do tamanho do foliculo, sendo que o desenvolvimento ao estagio de blastocisto foi melhor quando
os odcitos foram obtidos durante a fase de crescimento em comparacdo com a fase de dominédncia (Hagemann,
1999; Machatkova et al., 2004; Ferreira, 2011).

Nutrigdo da doadora

Dentre os fatores que exercem influéncia na reprodugdo, a nutricdo tem um papel importante por afetar
diretamente aspectos do metabolismo, fisiologia e desempenho reprodutivo na fémea bovina (Beam e Butler,
1997; Sinclair et al., 2002; Diskin et al., 2003; Gottschall et al., 2012; Torres et al., 2015). Na literatura, varios
estudos associam o excesso ou falta de nutrigdo a reducdo da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras e
identificaram como causas determinantes o balango energético negative (BEN), evidenciado pela diminui¢do do
escore da condigdo corporal no pds-parto e pela propria condi¢do corporal ao parto (Moreira et al., 2000; Lopez-
Gatius et al., 2002; Chagas et al., 2007; Ferreira, 2011).

A nutri¢do influencia a fungdo reprodutiva em bovinos sobre muitos aspectos, entre as quais a produgéo
e a qualidade de oocitos e embrides produzidos in vitro em animais superestimulados e nao-superestimulados,
sendo que efeitos deletérios do elevado consomem de energia ou ingestdo de matéria seca (MS) no
desenvolvimento e qualidade embriondria sdo evidentes nesses animais (Nolan et al., 1999; Boland et al., 2001;
Sales et al., 2015). O aumento da ingestdo de MS causa aumento do fluxo sanguineo para o figado, onde ha
grande metabolizacdo dos hormonios esterdides progesterona e estradiol. Portanto, quanto maior a ingestdo de
MS, menores concentragdes sanguineas desses hormdnios sdo observadas (Sangsritavong et al., 2002;
Vasconcelos et al., 2003).

Sales et al. (2015) mostraram que animais Bos taurus indicus que receberam uma dieta de alta energia
por um tempo prolongado teve a produgdo de embrides in vitro afetada comparada com animais que receberam
uma dieta de mantenca. Ainda neste estudo notou-se que os odcitos de doadoras Bos taurus taurus sofriam
menos influéncia da dieta com alta quantidade de energia. Dietas tém sido testadas a fim de tentar melhorar a
eficiéncia na produgfo in vitro de embrides. Como mostrado por Domingues et al. (2014), que observaram uma
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diferenca significativa na taxa de eclosdo dos embrides vitrificados dos animais que ndo receberam a dieta com
canola sendo menor quando comparados aos animais que receberam a dieta com canola.

Sanidade

A cada nova biotecnologia que surge na area de reproducdo animal, observa-se um crescente interesse
no controle da transmissdo de doencas infecciosas. Do ponto de vista epidemioldgico, os novos ambientes
favoraveis ao crescimento de microorganismos e a manipulagdo excessiva do material, possibilitam a
contaminagdo e disseminacdo de patdogenos (Stringfellow et al., 2004).

A maioria dos sistemas usados para producao de embrides in vitro requer meios complexos com algum
tipo de soro ou células de suporte, que provém um ambiente favoravel para o desenvolvimento embrionario, mas
podendo permitir facilmente a introdugdo e manutengdo de micro-organismos no sistema (D’Angelo et al.,
2003). Doengas infecciosas como a brucelose, leptospirose, campilobacteriose, rinotraqueite infecciosa bovina,
diarreia viral bovina e tricomoniase afetam diretamente a reprodugéo animal (Eaglesome et al., 1992).

E importante e necessario o aprimoramento continuo de métodos de controle sanitario do rebanho e das
biotécnicas ligadas a reprodugdo, uma vez que as mortalidades embrionaria e fetal tém um grande impacto na
rentabilidade de qualquer sistema de produgdo animal (Magajevski, 2007).

Sazonalidade

Os principais efeitos da sazonalidade na producao e desenvolvimento de embrides in vifro referem-se
tanto aos parametros climaticos quanto aos nutricionais. Estes efeitos sdo especificamente relativos a
disponibilidade e qualidade dos alimentos, ocorrendo principalmente em sistemas de produgdo onde os animais
sd0 manejados a pasto, como ¢ comumente observado na maior parte do territorio brasileiro (Fernandes et al.,
2001; Marquez et al., 2005; Gama Filho et al., 2007; Dourado et al., 2012; Ferreira et al., 2014). A qualidade
oocitaria ¢ dependente da sazonalidade, em virtude das alteracdes celulares como diminuicdo da maturagao
nuclear, desorganizacdo do citoesqueleto e apoptose, serem oriundas de periodos em que o animal encontrava-se
em hipertermia (Lima, 2012).

Dourado et al. (2012) realizaram um estudo para avaliar o efeito da sazonalidade em vacas da raga Gir e
observaram que o nimero de embrides produzidos in vivo em vacas da raga Gir superovuladas nao foi afetado
pelo clima de verdo e inverno sob condi¢des tropicais, o porcentual de odcitos fecundados in vivo (SOV) em
vacas da raga Gir superovuladas foi maior no verdo e o percentual de embrides degenerados em vacas da raga
Gir superovuladas foi menor no inverno.

Tribulo et al. (1991) realizaram um estudo para se avaliar o efeito da sazonalidade em vacas da raca
Brahman mantidas a pasto, e observaram que as fémeas produziram maior nimero de estruturas totais e
fecundadas em coletas realizadas nos meses do verdo quando comparadas com aquelas realizadas nos meses do
inverno, sendo verificado, nesta estacdo do ano, menor numero de odcitos viaveis e embrides por coleta. Do
mesmo modo, em um trabalho realizado por Rubin et al. (2005) em doadoras da raca Nelore, os autores
relataram que as fémeas produziram maior propor¢do de odcitos viaveis na época da primavera ¢ verdo quando
comparado com a época do outono e inverno.

Rocha et al. (1998), ao avaliarem fémeas Bos taurus e Bos indicus submetidas a OPU durante o verdo e
inverno, observaram que Bos faurus apresentaram menor porcentagem de odcitos normais durante o verdo em
relag¢@o ao inverno, sendo que nenhum embrido chegou ao estadio de morula ou blastocisto. No entanto, para Bos
indicus, ndo foi visto diferenga na porcentagem de odcitos normais ou no desenvolvimento embrionario entre as
estacdes do ano, concluindo que a alta temperatura e umidade ambiental durante o periodo do verdo resultaram
em declinio na qualidade embrionaria em Bos faurus, ndo se observando o mesmo efeito em Bos indicus.

Consideracoes Finais

A produgdo in vitro de embrides (PIV) vem demonstrando grandes avangos em termos de
procedimentos tedricos e praticos, o que tem permitido aumentos na sua eficiéncia. O conhecimento dos diversos
fatores que influenciam na PIV ¢é de grande importancia para se melhorar os indices finais, seja em laboratdrio
ou a campo. Mais estudos sdo necessarios para se compreender melhor o efeito dos diversos fatores ligados a
doadora na PIV de embrides bovinos.
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