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RESUMO

A primeira parte desta tese faz uma abordagem sobre generalidades da transferéncia de
embrides (TE) em bovinos leiteiros, como a sua histéria e evolugdo, vantagens e
desvantagens da técnica, caracterizacdo de dadoras e receptoras, protocolos de
tratamentos superovulatérios (TS), avaliacdo da resposta superovulatéria (RS),
sincronizacao de cios, estratégias de beneficiacdo da dadora particularizando a utilizacéo de
sémen sexado, referéncia a factores que podem influenciar a RS, descricdo de técnicas
como a de recolha, manipulacao e avaliagdo embrionaria e TE.

A segunda parte foca o tema da criopreservacdo embrionaria. Faz um resumo historico da
sua evolucdo, menciona a sua importancia, faz a descricdo dos principios criobiolégicos, dos
crioprotectores e dos procedimentos de congelagao.

A terceira parte do trabalho constitui a componente experimental da tese, que resultou da
analise retrospectiva de dados referentes a TE de uma equipa licenciada (denominada de
equipa A) cuja actividade foi desenvolvida na regido de Entre Douro e Minho e Beira Litoral.
Avaliou-se a fertilidade global da equipa A e tentou analisar-se até que ponto, factores como
o intervalo de tempo entre o final da recolha e o inicio da congelagéo, ou a época do ano em
que foram realizadas as recolhas e as transferéncias embrionarias, poderiam influenciar a
viabilidade do embri&o transferido.

Os resultados dos ensaios mostraram que as novilhas eram significativamente (p<0,05)
melhores receptoras de embrides do que as vacas, sendo estas Ultimas um sério factor de
risco aquando da sua utilizagdo como receptoras.

A medida que o intervalo de tempo final da recolha-inicio da congelagcio aumentava, houve
tendéncia numérica para a diminuicdo da TG. Porém, as diferencas ndo foram significativas
(p>0,05).

O stress hipertérmico parece afectar a TG, quer nas novilhas, quer nas vacas, sobretudo
gquando as recolhas/congelacéo e as TE séo realizadas nos meses quentes. No entanto, ndo

houve diferencas significativas com o grupo controlo (p>0,05).

Palavras Chave: Superovulagdo, Holstein-Frisia, criopreservagdo, stress hipertérmico,

intervalo final da recolha-inicio da congelacao.



ABSTRACT

The first part of this thesis is a general approach to embryo transfer (ET) in dairy cattle,
including its history and evolution, advantages and disadvantages of the technique,
characterization of donors and recipients, superovulatory treatment protocols (ST),
evaluation of superovulatory response (SR), synchronization of estrus, strategies for
improvement of donor mating, particularly by the use of sexed semen, reference to factors
that may influence the SR, description of techniques such as collection, handling, embryonic
evaluation and ET.

The second part focuses on the issue of embryo cryopreservation. It summarizes the
historical evolution of this technique, mentions its importance, describes the cryobiologic
principles, the cryoprotectors and procedures of freezing.

The third part of the work consists of the experimental component of the thesis, which
resulted from the retrospective analysis of data on ET collected by a licensed team
(designated by team A) whose activity was developed in the region of Entre Douro e Minho
and Beira Litoral. We evaluated the overall fertility of team A and tried to analyze to what
extent factors such as the time interval between the end of the collection and the beginning
of the freezing, or the time of the year in which the collections and the embryo transfers were
made could influence embryo viability after the transfer. The test results showed that the
heifers were significantly (p <0.05) better recipients than the cows.

With the increase of the time interval between the end of the collection and the beginning of
freezing, there is a tendency of reduction of the PR, however the differences are not
significant (p >0.05).

The hyperthermic stress appears to affect the PR, both in heifers and cows, especially when
the collection / freezing and ET are held in warm months, however, no significant differences

with the control group were found (p >0.05)

Keywords: Superovulation, Holstein-Friesian, cryopreservation, hyperthermic stress, interval

end collection - initiation of freezing.
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1 GENERALIDADES SOBRE TRANSFERENCIA DE EMBRIOES
(TE) EM BOVINOS LEITEIROS






1.1 DEFINICAO E CONCEITO DE TE

Classicamente, a transferéncia de embribes é uma técnica de maneio reprodutivo atravées da
qual um ou varios embrides sao recolhidos de uma fémea designada como dadora e,
depois, transferidos para outras fémeas designadas como receptoras, nas quais decorrera a
gestacdo até termo. Actualmente, esta definicdo revela-se pouco precisa. Hoje, e de um
modo mais abrangente, a TE é considerada uma técnica reprodutiva através da qual
embrides ou odcitos fertilizaveis in vitro sdo recolhidos do tracto genital de uma fémea
(dadora) e, ap6s processamento, sdo colocados em local adequado do trato genital de
fémeas receptoras previamente seleccionadas, nas quais decorrera a gestacdo até termo
(Mapletoft, 2006).

Deve-se a George John Romanes (1848-1894) a primeira TE, sem registo de sucesso
(Betteridge, 2003).

Mais tarde, Walter Heape em Abril de 1890 foi o primeiro a registar éxito através da TE,
utilizando coelhos de racas diferentes para tal efeito. A historia desta transferéncia acabou
também por revelar outros aspectos: ficou demonstrado que coelhos de uma dada raca
podiam ficar gestantes de coelhos de outra, sem que houvesse interferéncia do ambiente
uterino da receptora (Betteridge, 2003).

Em 1931 foram observados e manuseados os primeiros o4citos bovinos e em 1933 foram
igualmente descritas TE bem sucedidas em ratos (Betteridge, 2003).

A primeira TE em bovinos acabou por ocorrer apenas em 1949, realizada por Umbaugh e, o
primeiro nascimento de um vitelo através desta técnica ocorreu em 1951 (Betteridge, 2003).
No principio dos anos 70, a TE surge como técnica de “rotina”, no ramo da bovinicultura
guando, bovinos de ragas europeias de duplo propésito se tornaram populares na América
do Norte, Australia e Nova Zelandia ( International Embryo Transfer Society (IETS) , 1990).
O elevado custo de importacdo desses animais da Europa e os longos periodos de
guarentena que eram exigidos limitavam o numero de importa¢cdes de animais vivos. Desta
forma, as entidades envolvidas foram encorajadas a providenciar o capital necessario para
garantir a evolucdo da transferéncia de embries de uma técnica de laboratério para uma
técnica de campo (IETS, 1990).

A técnica de colheita e transferéncia de embrides era até ao inicio dos anos 70, realizada
por laparotomia, que frequentemente resultava em situacdes de fibrose e aderéncias com a
diminuicdo da capacidade reprodutiva, tanto de dadoras como das receptoras (IETS, 1990).
A partir dai, com o estabelecimento de técnicas ndo-cirargicas de recolha e transferéncia, a
TE passou a revelar menos riscos, tornou-se mais barata, mantendo a sua eficiéncia
(Chagas e Silva, 1991).



Em 1977, o mercado de compra de reprodutores da Europa para a América do Norte caiu
abruptamente como resultado da TE. Durante este periodo de tempo, as técnicas
actualizaram-se e os custos foram reduzidos. O desenvolvimento de técnicas de recolha e
TE ndo-cirurgicas, bem como, a criopreservacdo de embrides, foram passos notéveis para o

sucesso do procedimento (Seidel, 1981).

Tabela 1: Evolucdo da TE em mamiferos (adaptado de Jainudeen, Wabhid, & Hafez, 2000)

EVOLUCAO AUTOR, ANO
nascimento de coelho apds TE Heape, 1890
nascimento de rato apés TE Nicholas, 1933

nascimento de borrego e cabrito apés TE | Warwick & Berry, 1949

nascimento de suino apés TE Kvansnickii, 1951

nascimento de vitelo ap6s TE Willett et al., 1951

primeira  troca intercontinental de | Marden & Chang, 1952
embrides preservados a 10°C

primeira  companhia comercial de | Alberta Livestock Transplants Ltd., 1971
transferéncia de embrides para espécies

pecuarias

nascimento de ratos ap6s transferéncia | Whittingham et al., 1972

de embrides congelados

nascimento de vitelo apés transferéncia | Wilmut & Rowson, 1973

de embrido congelado (Frosty II)

nascimento de poltro apds TE Oguri & Tsutaimi, 1974
nascimento de menina atraves de PIV Steptoe & Edwards, 1978
nascimento de vitelo ap6s PIV Brackett et al., 1982
nascimento de bufalo através de TE Drost et al., 1983

nascimento de borrego clonado de | Willadsen, 1986

embrido de ovelha com 8 a 10 células

nascimento de vitelo clonado de moérula | Prather et al., 1987

de com 9 a 15 células

nascimento de borrega clonada através | Wilmut et al., 1996

de células somaticas de um animal adulto

Com estes progressos, aliados a motivacdo econémica, a utilizacao das técnicas de recolha,
transferéncia e congelagcdo de embrides tiveram um aumento da procura ao longo dos

tempos, em varios paises (Seidel, 1981), como esta representado na Tabela 2.



Tabela 2: Evolugdo mundial da técnica in vivo (Fonte: www.iets.org)

ANO RECOLHAS EMBRIOES TE AFRESCO | TE CONGELADOS
RECOLHIDOS
1997 82,307 456,258 168,373 192,283
1998 96,177 528,588 220,223 221,072
2000 113,058 664,068 246,256 282,284
2001 101,291 580,077 228,078 221,068
2003 108,166 693,787 290,567 250,228
2004 116,993 691,545 326,978 222,301
2005 130,861 789,972 332,407 279,771

Actualmente, a TE esta difundida por quase todo o planeta. Em 2006, mais de 100.000

vacas foram superovuladas e mais de 500.000 embrides bovinos foram transferidos. Cerca

de 70% da actividade foi aplicada em animais de aptidao leiteira (Mapletoft, 2006).

Tabela 3: Evolucao da técnica in vivo em bovinos em Portugal (Fonte: www.aete.eu)

ANO RECOLHAS EMBRIOES TE A FRESCO TE CONGELADOS
RECOLHIDOS

2004 92 876 342 159

2005 75 692 212 180

2009 28 370 111 103

2010 54 781 175 118




1.2 VANTAGENS DA TE

1.2.1 Progresso genético

A nivel de um dado efectivo, a TE permite uma maior intensidade de seleccao (maior
namero de descendentes de um menor numero de reprodutoras) e encurtamento do
intervalos entre geracdes, através da potencializagao reprodutiva de fémeas geneticamente
superiores de mérito ja confirmado ou previsivel (Nicholas, 1996).

Em programas de seleccao de touros para IA, a OMTE (ovulagdo multipla e transferéncia de
embrides) também comeca a estar associada a determinacdo de mérito genético através de
testes gendmicos, quer para determinacdo de gendtipos superiores de machos (futuros
reprodutores), como das fémeas (maes desses reprodutores ou colaterais, sujeitas a
programas de superovulagdo). Um reprodutor pode ter a sua prova genomica a nascenca e,
deste modo, 0 seu sémen pode comecar a ter livre pratica, logo que os ejaculados tenham
gualidade para serem processados e comercializados. Desta forma, podem ser utilizados
touros testados com 3,5 anos, em vez dos 5,5 anos, com os testes de descendéncia
classicos (Mapletoft, 2006).

A TE permite a obtenc&o de descendéncia de elevado mérito que, pela sua idade avancgada,
ja ndo conseguem manter uma gestacdo ou de fémeas pré-puberes, de modo a diminuir o
intervalo entre geracgdes (Nicholas,1996; Galli et al., 2003).

Enquanto a inseminacdo artificial (IA) € uma técnica que dissemina o potencial genético dos
touros, os programas de OMTE permitem também associar a selec¢ao pelo lado materno,
com mais rapida expanséao das caracteristicas desejadas (Nicholas, 1996).

Com atécnica de TE, o progresso genético conseguido € muito mais eficiente a nivel de um
dado efectivo do que de um pais, por ndo ter uma aplicagcdo massal como a IA (Chagas e
Silva, 1991).

A TE permite ainda a possibilidade de introdu¢céo de novos génotipos em qualquer pais, sem
os problemas inerentes ao transporte de animais vivos, a condicionalismos sanitarios ou ao
custo elevado do transporte (Atwell, 1987; Evans, 1998) e, a preservacdo de espécies
exoticas ou em perigo de extincdo, de modo a salvaguardar patriménio genético valioso
(Nienhaus, Sacher, Smidt & Niemann, 1990; Lopes da Costa, Chagas e Silva & Robalo
Silva, 2001).

Fémeas de elite que participam em concursos podem gerar descendéncia sem prejudicar a
sua participacdo nos mesmos, jA que os seus embrides podem ser transferidos para
receptoras adequadas.

Nas vacas repetidoras (animais que ndo ficaram gestantes, apds terem sido inseminadas 3
OuU mais vezes, sem causa aparente) o recurso a TE pode ultrapassar certas causas de

infertilidade, tais como falha na fertilizacdo ou morte embrionaria precoce principalmente em
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periodos de stress hipertérmico (Putney, Thatcher, Drost, Wright & Delorenzo, 1988;
Putney, Drost & Thatcher, 1989; Putney, Drost & Thatcher, 1998; Drost et al., 1999;
Amstrong, 2001; Dochi et al., 2008).

1.2.2 Controlo sanitario

Os embrides produzidos in vivo sao recolhidos por via ndo-cirargica, aos 7-7,5 dias apds o
cio. Este periodo de tempo € curto e apenas 0s agentes patogénicos que podem entao estar
no tracto genital, poderdo causar infec¢éo (Singh, 1988).

O facto de se usarem grandes volumes de meio de recolha, banhos sucessivos em meios
de manutencédo e a utilizacdo de antibiéticos conduz a diluicdo e diminuicdo da populacéo
microbiana eventualmente presente no Utero (Stringfellow & Givens , 2000; Givens & Marley,
2008).

Varios estudos provaram que embrides com zona pellcida (ZP) integra e correctamente
lavados, ndo transmitiam qualquer tipo de doenca. No entanto, ainda se colocam algumas
davidas quanto a diarreia viral bovina (BVD), leptospirose, paratuberculose, ureaplasma ou
micoplasma, dado estes agentes poderem promover a infec¢do intragamética (Guerin,
Nibart, Marquant-Le Guienne & Humblot, 1997; Stringfellow, 1998; Wrathall & Sutmoller,
1998; Stringfellow & Givens, 2000).

Como podemos constatar, a lista de vantagens da técnica € muito vasta, contudo é um
procedimento dispendioso. Requer méo-de-obra especializada, a utilizagdo de hormonas e
outros farmacos, meios de cultura, material descartavel e estéril, bem como equipamento de
laboratorio (lupas, congelador de embries, material para micromanipulagédo) (Seidel Jr,
1981).

Para além dos custos mencionados, a variabilidade das resposta superovulatéria (RS) é
muito grande, o que torna a TE muito mais dispendiosa e de utilizagdo mais limitada que a
IA (Alarcon, Galina, Corro & Asprén, 2010).



1.3 SELECCAO DAS DADORAS

1.3.1 Valor genético
As vacas e novilhas utilizadas como dadoras de embrides sdo seleccionadas com base em
informacgdes disponiveis no que diz respeito ao seu mérito produtivo ou a performance dos

ascendentes (Callesen, Liboriussen & Greve, 1996).

1.3.2 Idade

Novilhas virgens tendem a produzir menos embrides que as vacas jovens (Stroud & Hasler,
2006; Callesen et al., 1996). Contudo, Chagas e Silva, Lopes da Costa e Robalo Silva
(2002a) registaram resultados opostos. Por outro lado, dadoras com cerca de 10 anos ou
mais, tendem a ter RS mais fracas apdés tratamento superovulatério (TS) (Lerner et al., 1986;
Malhi, Adams, Roger & Singh, 2006; Stroud & Hasler, 2006; Malhi, Adams, Mapletoft &
Singh, 2008). Vacas secas tém tendéncia para produzir maior nimero de odécitos/embribes
gue as vacas da mesma idade em lactagdo, bem como menor nimero de o0citos néo
fertilizados (Hasler, Brooke & McCauley, 1981).

1.3.3 Condicao corporal

Tem sido observado que dadoras obesas (frequente em vacas que ja estdo em lactacdo ha
muito tempo) tendem a produzir menos embrides por recolha, parecem ter maior
predisposicdo para o desenvolvimento de foliculos anovulatorios e producdo de od6citos nao
fertilizados, quando estimuladas (Stroud & Hasler, 2006; Guerra, Rodriguez, Villareal,
Albrecht & Brogliatti, 2007).

1.3.4 Lactagéo

Animais em lactag&o revelam um elevado metabolismo do estradiol, que € essencial para a
fertilizacdo. Para além desta situagéo, nos periodos do ano de maior calor, as vacas leiteiras
apresentam temperatura corporal superior (aproximadamente de 0,2°C), quando expostas
ao calor, em comparag&o aos animais ndo lactantes.

O stress hipertérmico tem efeito mais evidente em animais em lactacdo e esta associado a
degenerescéncia das células tecais e da granulosa, a odcitos de fraca qualidade, baixa

fertilidade e baixa taxa de concepc¢éo (Chebel, Demetrio & Metzger, 2008).

1.3.5 Hereditariedade
Para alguns autores (Mapletoft, 2006; Stroud & Hasler, 2006; Monniaux et al., 2010), vacas

com boas RS tendem a gerar filhas que irdo ter também boas RS, conclusao esta que néo é



corroborada por outros (Tonhati, L6bo & Oliveira, 1999) que atribuem a RS uma baixa

hereditariedade.

1.3.6 Fertilidade/salde reprodutiva

Dadoras saudaveis tém tendéncia a ter melhores RS, maior taxa de fertilizacéo e producéo
de maior numero de gestacgfes, apos transferéncia dos seus embrides, do que as dadoras
consideradas inférteis (Hasler, McCauley, Schermerhorn & Foote, 1983).

1.4 SELECCAO DAS RECEPTORAS

As receptoras tém como funcdo fornecer o ambiente uterino adequado ao embrido que
acolhem para que este se possa desenvolver e a gestacdo chegue a termo. A sua seleccao

€ um passo fundamental para o sucesso do programa (Stroud & Hasler, 2006).

1.4.1 Vaca vs novilha

A taxa de gestacdo apos TE, sobretudo em ragas leiteiras, € mais elevada nas novilhas do
que nas vacas em producdo, sobretudo nas de altas producfes. Esta € uma decisédo
econdmica importante principalmente em vacas leiteiras superovuladas porque estas
produzem normalmente menos embrides que dadoras de raga de carne (Stroud & Hasler,
2006; Vasconcelos et al., 2006). Outro factor a ter em conta é o grau de dificuldade de TE
nas vacas relativamente as novilhas: ha maior probabilidade da transferéncia ser traumatica
(ap0s transposicdo do cérvix) no caso das primeiras, devido a dificuldade da manipulagéo
transrectal de aparelhos genitais de grandes dimensfes, o que conduz a diminuicdo da
eficiéncia da TE em relacdo as novilhas (Chagas e Silva, Cidad&o & Lopes da Costa, 1999).
No entanto, segundo Callesen, Liboriussen & Greve, citados por Stroud & Hasler (2006), as
vacas, em relagdo as novilhas, geralmente tém taxas de gestagcdo mais baixas. Porém
guando se toma em consideracdo a viabilidade e sobrevivéncia da cria, a taxa de sucesso

final é da mesma magnitude.

1.4.2 Sanidade e exame fisico

As receptoras devem ser sujeitas a um exame fisico completo, recolhendo-se informacéo
guanto a existéncia de doencas infecciosas. Deve ter-se em atencdo aspectos como a
idade, a condicdo corporal e sinais de doenca. O exame ginecoldgico através de palpacéo
rectal é imprescindivel para deteccdo de anomalias do tracto reprodutivo que impecam a
sua utilizagéo.

Com este conjunto de informacdes o técnico responsavel devera tomar a atitude correcta

(aprovar, isolar, tratar ou eliminar) (IETS, 1990).



1.5 SUPEROVULACAO

A primeira descri¢do da técnica de superovulacao foi feita em 1927 por Smith e Engle, que
aumentaram a taxa de ovulacdo em murganhos e ratos ap0s a administracdo de extractos
hipofisarios de espécies pecuérias (Gordon, 2002).

Entende-se a superovulacdo como a técnica de estimulacdo hormonal dos ovarios do animal
dador para se obterem ovulacdes adicionais as consideradas normais para a espécie. Tem
como objectivo produzir o maior nimero possivel de oocitos que posteriormente serdo
fecundados e dardo origem a uma gquantidade maxima de embribes de boa qualidade que
serdo transferidos para receptoras (Mapletoft, 2006).

O procedimento tem sido sujeito a muito trabalho de investigacdo durante os ultimos 50
anos. Apesar dos muitos progressos na compreensdo do crescimento folicular na vaca, a
variabilidade das RS das dadoras continua a ser dos factores mais limitantes do sucesso da
industria de TE (Staigmiller et al., 1992; Kohram, Bousquet, Durocher & Guilbault, 1998; Bo
et al., 2002; Hasler, Bilby, Collier, Denham & Lucy, 2003).

A utilizacdo de gonadotrofinas combinadas ou ndo com: GnRH (gonadoliberina),
prostaglandinas, progestagéneos, estrogéneos e somatotropina recombinante bovina (r-
BST), ndo revelou uma evolugéo significativa no processo de superovulagdo na vaca, nas

Ultimas duas décadas (Mapletoft, Steward & Adams, 2002).

1.6 FISIOLOGIA

O ciclo éstrico da fémea bovina é caracterizado por ondas de crescimento folicular (2 ou 3,
mais raramente, 4). Durante cada uma dessas ondas, um grupo de foliculos antrais (3-
5mm), reactivos a gonadotrofinas, é estimulado a iniciar o seu crescimento. Passadas as
fases de recrutamento e seleccdo, surge a emergéncia do foliculo dominante (FD) que
continua a crescer e segrega estradiol-17(3, inibina e outros factores que irdo causar atrésia
e regressao dos foliculos subordinados por falta de hormona foliculo estimulante (FSH). Na
presenca de corpo lateo (CL), a progesterona (P4) bloqueia o eixo hipotalamo-hipofisario
impedindo o pico de hormona luteinizante (LH), o que tem como consequéncia que o FD
permaneca funcional por alguns dias depois de atingir o0 seu tamanho maximo, sofrendo em
seguida atrésia, fazendo baixar a concentracao de estrogénios, permitindo assim uma nova
onda de crescimento folicular. As ondas de crescimento folicular repetem-se até que o
periodo de dominéancia folicular coincida com a regressédo do CL e entdo ocorre a ovulacdo
(ver figura 1). O objectivo do TS é estimular o crescimento do maior niumero possivel de
foliculos antrais (0 que s6 € possivel se o inicio do tratamento coincidir com a emergéncia
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de uma onda de crescimento folicular) para que atinjam todos a fase de dominancia (Webb
& Amstrong, 1998; Adams, Jaiswal, Singh & Malhi, 2008).

Esté provado que a presencga de FD no inicio do TS diminui o recrutamento folicular, a RS e
consequentemente o nimero de embrides recolhidos e a sua qualidade (Huhtinen, Rainio,
Aalto, Bredbacka & Maki-Tanila, 1992).

As células da granulosa do FD produzem inibina que em conjunto com o aumento de
estrogénios (devido a actividade da enzima aromatase) fazem reduzir a secrecdo de FSH, o
que conduz a atresia dos foliculos subordinados. O factor de crescimento insulinico (IGF-I),
activina e folistatina parecem ser os responsaveis pelo facto de o FD n&o regredir, como

acontece com os subordinados, aquando da queda da FSH (Wolfsdorf et. al., 1997).

Figura 1: Representagdo grafica de ciclos éstricos com duas e trés ondas de crescimento folicular
(extraido de Adams, Jaiswal & Malhi, 2008)
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A remogdo mecanica de foliculos de maiores dimensdes antes do inicio do TS (dando
origem ao crescimento de uma nova onda folicular), tem mostrado resultados satisfatorios
como a melhoria da RS e a quantidade e qualidade dos embrides. No entanto, este
procedimento exige equipamento especializado e operador com destreza suficiente para

levar a cabo o procedimento (Bo et al., 1995; Kim et al., 2000).
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A utilizacdo de GnRH ou LH exdgenos também tem sido usada para provocar ovulacédo do
FD e consequente sincronizacdo da emergéncia da onda folicular, contudo, esta dependente
das caracteristicas do foliculo na altura do tratamento (Bo, Guerrero & Adams, 2008).
Kohran et al. (1998), citados por Gordon (2003) referem a utilizacdo de GnRH para suscitar
a emergéncia de uma onda folicular sincronizada nas vacas em diferentes fases do ciclo
éstrico, o que permite promover um FD que pode ser removido por puncao 4 dias depois.
Fémeas bovinas imunizadas contra inibina revelam melhoria da RS, aumentando a
quantidade e qualidade dos embrides transferiveis, quando comparadas com outras nao
tratadas (Bleach, Muttukrishna, Cunningham, Knight & Glencross, 1996; Li et al., 2009).
Véarias manipulac@es experimentais visam anular este factor, incluindo: a administracédo de
hCG (gonadotrofina coriénica humana) para que haja luteinizacdo ou ovulacdo do FD
(Rajamahendran & Calden); FSH em doses baixas (“priming”) antes do TS (Touati, Beckers
& Ectors, 1991); fazer com que o inicio do tratamento coincida com a regresséo do FD (B0,
Adams, Pierson & Mapletoft, 1995); pré-tratamento com vacinas anti-inibina ( O"Shea et al.,

1994); aspiracao transvaginal do FD (Kim et al., 2000).

1.7 HORMONAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO SUPEROVULATORIO

1.7.1 Gonadotrofina corionica equina ( eCG)

A eCG é uma hormona glicoproteica produzida pelas células do trofoblasto de embrides
equinos. Por este motivo a designacdo Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG) foi o
termo utilizado inicialmente (Gordon, 2002).

As células do trofoblasto invadem o endométrio entre os dias 36 e 40 de gestacdo. A eCG
esta presente no sangue das éguas entre os dias 40 e 130 de gestacdo, sendo a Unica entre
as gonadotrofinas que possui as funcdes bioldgicas da FSH e LH (Gordon, 2002). Esta
hormona tem revelado uma variabilidade na actividade relativa de FSH e LH, ndo s6 de
égua para égua, mas também na mesma égua, em diferentes fases da gestacao.

A eCG em comparac¢do com a FSH ou com a menotropina (hMG) d& origem a ovarios de
maiores dimensdes, a um elevado nimero de foliculos anovulatérios e ao continuo
recrutamento de novos foliculos (hiperestimulagéo) para além do tempo desejavel, o que
possivelmente, estara relacionado com o seu elevado tempo de semi-vida (cerca de 40
horas), consequéncia da elevada concentracdo em 4cido siélico, que provoca uma alteragéo
no perfil endécrino e um ambiente estrogénico no Utero que, por sua vez, afecta a taxa de
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario. Para prevenir a hiperestimualacdo, anticorpos
contra eCG (anti- eCG) podem ser aplicados na altura da inseminacéo (Boland, Goulding &
Roche, 1991; Aerts & Bols, 2010).
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Uma das indicacdes para o uso da eCG ¢ a facilidade de execucéo do TS, com apenas uma
Unica injec¢do intramuscular (2000 — 2500 Ul de eCG) em animais em sistemas de
producdo extensiva ou agressivos (ver figura 2). Ao contrério, no tratamento com FSH s&o
necessérias varias administraces, devido ao seu menor tempo de semi-vida.

Segue-se a dupla administracdo de prostaglandina F2a (PGF2a) ou anélogo de sintese, 48-
72horas depois do inicio do TS, com 12 horas de intervalo (Aerts & Bols, 2010). Esta
estratégia parece conduzir a obtencdo de melhores resultados.

Espera-se que a dadora entre em cio dois dias depois (48 — 96 horas) ou seja, 4 dias depois
do inicio do TS (Ball & Peter, 2004).

Figura 2: Esquema de TS padrao com utilizacédo de eCG
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1.7.2 Anti-eCG

A aplicacdo de anti-eCG tem como objectivo interromper a accdo prolongada da eCG,
prevenindo a excessiva estimulacdo dos ovarios (a hiperestimulacdo é caracterizada pela
presenca de muitos foliculos anovulatorios) e consequente permanéncia de niveis elevados
de estradiol circulante (Boland et al., 1991).

O seu uso tem resultado em menor nimero de foliculos de grandes dimensdes na altura da
recolha dos embrifes, mas nem sempre essa redugédo tem sido acompanhada de aumento
do nimero de embrides transferiveis (Boland et al., 1991; Fernandes, 2005).

Chagas e Silva, Lopes da Costa & Robalo Silva (2002) ndo constataram diferencas
significativas nas RS do grupo de animais tratados com FSH-p em relacdo ao grupo de
animais tratados com eCG + anti-eCG.

A escolha da melhor ocasido para a administracédo de anti-eCG permanece pouco clara.

A inibicdo da eCG antes do pico pré-ovulatorio de LH j& demonstrou alterar a fung&o normal
dos foliculos estimulados (Vos, Bevers, Willemse & Dieleman, 1995). Saumande, Procureur
& Chupin (1984), administraram anti-eCG 12h ou 24h apls o inicio do estro a vacas
superovuladas com eCG e obtiveram uma percentagem maior de embrides de boa
qualidade relativamente ao grupo controlo. Contudo, os valores mostraram-se semelhantes
guanto a taxa de ovulacéo e ao niumero de embrides recolhidos.

Segundo Callesen, Bak & Greve (1992), a aplicacdo de anti-eCG em tempo fixo relacionada

com: a altura da aplicacédo de eCG, com a aplicacdo de PGF2a ou com a altura do estro, ndo
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produz resultados satisfatérios (ndo houve melhoria nem da quantidade, nem qualidade dos
embrides transferiveis) atribuindo a causa a variagdo de tempo que pode ocorrer entre 0
pico de LH e outros eventos (altura da aplicacdo de eCG, da PGF2q ou da altura da
manifestacdo do estro). A normalizacdo da func&o reprodutiva da dadora também n&o
apresentou melhoria apds a utilizacéo de anti-eCG.

1.7.3 Hormona foliculo estimulante (FSH)

A eCG foi utilizada durante muito tempo para superovular vacas. Contudo, e para tentar
reduzir a variabilidade da resposta, aumentar a taxa de ovulacdo e melhorar a qualidade dos
embrides, comecou a ter incremento a utilizacdo de extractos hipofisarios (Galli et al., 2003).
S&o0 muitas as evidéncias que reforcam a ideia de que uma melhor e mais consistente RS é
conseguida através da utilizacdo de FSH, em vez de eCG (Donaldson & Ward, 1987,
Goulding, Williams, Roche & Boland, 1991).

Devido ao seu reduzido tempo de semi-vida (inferior a 5 horas em vacas), 0s extractos
hipofisarios s@o administrados frequentemente, duas vezes ao dia, durante 3-4 dias
consecutivos (ver figura 3). E aconselhavel a aplicagdo de doses constantes ou
decrescentes, dia apds dia (Aerts & Ball, 2010).

Todas as preparacdes comerciais de FSH séo extractos hipofisarios de espécies pecuarias
(suinos na maioria das preparacfes, ou ovinos) e apresentam quantidades variaveis de LH.
A variacao dos racios FSH:LH tem sido apontada como uma das causas da variabilidade da
RS (Donaldson & Ward, 1987).

Donaldson e Ward (1985) referem que quando utilizaram preparacdes menos contaminadas
com LH, ou seja, mais purificadas, obtiveram embriées de melhor qualidade.

Sugere-se que 0 nivel maximo aceitavel de contaminacdo de LH nas preparacdes de

extractos hipofisario deveria ser entre os 15-20% da dose de FSH (Gordon, 2002).

Figura 3: Esquema do TS padrdo com utilizagdo de FSH

io FSH (AM e PM) 4 ou 5 dias ci 1A | recolha
“1 — 1 )
| > >

0 inicio entre 9a12 12H 12H
PGF2q (AM e PM)

\ 4

6,5a7,5dias

1.7.4 Menotropina (hMG)
A menotropina ou gonadotrofina da menopausa humana, produzida na hipéfise da mulher
em menopausa, tem uma grande actividade tanto de FSH, como de LH, podendo deste

modo ser utilizada como hormona superovulatoria. A sua producdo deve-se a auséncia do
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“feed-back” negativo por accdo de estrogénios, como consequéncia da drastica diminuicdo
de foliculos maduros no ovario.

A sua utilizacdo em programas comerciais € proibitiva devido ao seu custo, ao curto tempo
de semi-vida e a obtencdo de resultados menos favoraveis quando comparados com
tratamentos com extractos hipofisarios porcinos (FSH-p) (Alcivar, Maurer & Anderson, 1992;
Hunter, 1980 citado por Azevedo,1993).

1.7.5 Extracto hipofisario de equino

Com o intuito de diminuir a variabilidade da RS com a utilizagdo de FSH-p, foi testada a
utilizacdo de uma nova hormona. TS com extracto de hipéfise de equino (HAP) foram
realizados e avaliados. Os resultados foram melhores nos animais superovulados com
FSH-p (a taxa de ovulacdo e niumero de embribes recolhidos foram superiores) quando
comparados com animais tratados com HAP. Apesar de ndo se ter conseguido diminuir a
variabilidade da RS utilizando HAP, em comparagcdo com FSH-p, ficou demonstrado que a

superovulagdo também é possivel com HAP (Staigmiller et al., 1992).

1.8 OUTRAS ESTRATEGIAS DE TS

1.8.1 Aplicagdo unica de FSH

A aplicacao unica de FSH tem ganho credibilidade pelos resultados obtidos (mesmo nao
havendo diferengas significativas no que diz respeito ao numero total de odécitos recolhidos e
de embribes transferiveis, em comparacdo com o método padrdo), utilizando-se como
veiculo gel de hidroxido de aluminio (Kimura et al., 2007) ou polivinilpirrolidona (Yamamoto,
Ooe, Kawaguchi & Suzuki,1993). Na auséncia destes veiculos, Kelly et al. (1997)
compararam as RS de animais tratados com uma administracdo Unica de gonadotrofinas
com as de animais tratados com mdltiplas administracbes de gonadotrofinas.
Independentemente da gonadotrofina utilizada (Pluset® ou Folltropin®), animais tratados
com administracbes multiplas de gonadotrofinas apresentaram melhores resultados,

registando maior nimero de embrides recolhidos.

1.8.2 Pré-estimulagéo ou “priming”

Esta técnica consiste na aplicacdo de doses baixas de FSH no inicio do ciclo éstrico com o
objectivo de aumentar o numero de foliculos de pequenas dimensbes que irdo
posteriormente ser recrutados durante o TS dando origem a um ndmero maior de embrides
por TS. Contudo, ndo ha consenso entre os investigadores e, alguns estudos revelaram
melhoria da RS com “priming” (Rajamahendran, Canseco, Denbow, Gwazdauskas & Vinson,

1987; Touati, Beckers & Ectors, 1991), enquanto que outros ndo (Gray et al., 1992) e outros
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ainda, concluiram ser prejudicial (Grasso, Guilbault , Roy & Lussier, 1989; Guilbault, Lussier
& Grasso, 1992).

1.9 FASE DO CICLO ESTRICO EM QUE E FEITO O TRATAMENTO
SUPEROVULATORIO

1.9.1 Diestro

A altura do ciclo éstrico mais favoravel para iniciar-se o TS, tanto em vacas como em
novilhas, é o periodo entre o dia em que o FD da primeira onda folicular atinge o seu
didmetro maximo e inicia o processo de atrésia e a emergéncia da segunda onda folicular
(entre dia 9 e 13, em que o dia 0 é o dia do estro) (Nasser, Adams, Bo & Mapletoft, 1993; Bo
et al., 2002; Guerra, B9, Villareal, Albrecht & Brogliatti, 2007).

O exame ginecolégico antes do inicio do TS devera revelar um CL de boa qualidade e,
preferivelmente, auséncia de um FD.

Dadoras com ciclos de 21-23 dias tém normalmente 3 ondas de crescimento folicular
devendo assim iniciar-se o TS por volta do dia 9, altura em que ocorre a emergéncia da
segunda onda de crescimento folicular. No caso de dadoras com ciclos éstricos de 18-20
dias, o tratamento devera ter inicio no dia 10 (considerando o dia 0, o dia do cio) (Adams,
1994).

1.9.2 Inicio do ciclo éstrico

De forma a n&o iniciar o TS em presenca de FD, uma das hipGteses para além do
tratamento padrao podera ser o de calendarizar o TS para o inicio do ciclo éstrico. Nesta
altura, seria de esperar a presenca de numerosos foliculos antrais de pequeno tamanho que
viriam a ser recrutados agquando TS com FSH. No entanto, quando comparada com o
tratamento padréo esta estratégia revelou RS inferiores (Roberts, Grizzle & Echternkamp,
1994).

1.9.3 Utilizacdo de dispositivos de progesterona

Segundo Farin, Moore e Drost (2007), muitos técnicos que trabalham em TE utilizam
dispositivos intravaginais impregnados de P4 exdgena (CIDR), que actua como “CL”
artificial, com o objectivo de sincronizar um grupo de dadoras para iniciarem o tratamento
com FSH, em simultaneo, 10 dias apés o cio (ver tabela 4). Outro dos objectivos é o de
poder iniciar o TS em qualquer altura do ciclo éstrico, sendo fundamental que sejam animais
ciclicos e sem anomalias reprodutivas. Outros autores (Sawyer, Broadbent & Dolman, 1995)
defendem que iniciar o TS com utilizacdo de dispositivos de P4 sem ter atencao a altura do
cio ou do crescimento de nova onda folicular pode originar resultados variaveis. A
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justificacdo para tal resulta do facto do dispositivo de P4, por si sO, ndo ser suficiente para
provocar a atrésia do FD ou impedir o crescimento de nova onda folicular.

Lafri et al. (2002) colocaram CIDR em vacas dadoras ao 11° dia do ciclo éstrico (dia 0 = dia
do cio) e iniciaram TS ao 13° dia, com medic¢des frequentes da concentracdo sanguinea de
LH, tanto nas fémeas com CIDR como nas dadoras controlo que nédo receberam CIDR e,
concluiram que os valores maximos de LH eram semelhantes nos dois grupos (16-24
ng/mL). No entanto, o intervalo entre o final do tratamento e o pico de LH foi menos variavel
nos animais tratados com CIDR, colocando-se a hipotese de poder melhorar a qualidade
dos embrides, aquando de uma inseminagao artificial em tempo fixo (IATF).

Tabela 4: Calendarizacéo do TS com utilizacdo de CIDR (adaptado de Farin, Moore & Drost, 2007)

Dia do tratamento Tratamento
0 insercao do CIDR®
2 PM 100 pg Cystorelin®
4 PM 60mg (3.0cc) Folltropin-V®
5AM 60mg (3.0cc) Folltropin-V®
5PM 60mg (3.0cc) Folltropin-V®
6 AM 50mg (2.5cc) Folltropin-V®
6 PM 50mg (2.5cc) Folltropin-V®
7 AM 40mg (2.0cc) Folltropin-V®
40mg (2.0cc) Folltropin-V®, 35mg (7.0cc)
7 PM Lutalyse®
40mg (2.0cc) Folltropin-V®, 25mg (5.0cc)
8 AM Lutalyse® e remocao do CIDR®
9 AM estroe IA
9 PM estroe IA
recolha, transferéncia e congelacdo dos
16 embrides

1.9.4 Progesterona e estradiol

O tratamento com P4 associado a estrogénios, resulta na supressao/atrésia do FD podendo
iniciar-se 0 TS, 4 dias depois, altura do crescimento de nova onda folicular. Desta forma, ha
uma sincronizacdo de estro e de ovulacdo apds a aplicagdo da PGF2q, independentemente
da altura do inicio do TS, sendo os resultados obtidos semelhantes aos TS realizados a
meio do ciclo éstrico (Bo et al., 1995; B0, Barusseli, Pablo & Martins, 2006).

Guerra, B0, Villareal, Albrecht e Brogliatti (2007) realizaram um ensaio semelhante, em dias
diferentes do ciclo éstrico, utilizando para além do dispositivo intravaginal de P4 contendo

estrogénios, uma administracao intramuscular de 50mg de P4. Os autores concluiram que,
17



apesar de ndo serem significativas as diferencas, o grupo de animais que iniciou o
tratamento de sincronizacdo do crescimento folicular entre os dias 8 e 12 do ciclo éstrico,
(dia 0= dia do cio), com posterior inicio do TS 4 dias depois, apresentou melhor RS bem
como embrides de melhor qualidade, em comparagdo com outros grupos de dadoras que
iniciaram o tratamento de sincronizagdo de crescimento folicular, no inicio ou fim do ciclo

éstrico, facto que contrasta com os resultados obtidos por Bo et al., (1995 e 2006).

1.10 PREVISIBILIDADE DA RESPOSTA SUPEROVULATORIA

1.10.1 Expresséo de cio

De uma forma geral, as dadoras superovuladas entram em cio 36-48horas ap6s a primeira
injeccdo de PGF2a. Grandes variagfes deste intervalo, podem caracterizar o tipo da RS
(Greve et al., 1995; Dalessandro, 1999). Quando a dadora inicia o cio, antes das 36 horas
poderd ser indicador de uma excelente resposta, produzindo muitos odécitos, mas a maioria
podera vir a ndo ser fertilizada (Dalessandro, 1999). Se a dadora, revelar cio depois das 48
horas apos a primeira injeccdo de PGF2q, ou ndo apresentar cio, pode significar que a sua
RS é fraca ou negativa (Walsh et al., 1993; Greve et al.,1995; Dalessandro, 1999).

1.10.2 Niveis séricos de P4

A medicdo plasmética de P4, dias apés o cio superovulatério, tem demonstrado estar
directamente relacionada com a qualidade da RS: nimero de embribes viaveis, o0citos
fertilizados e néo fertilizados recolhidos (Chagas e Silva, Lopes da Costa, Robalo Silva,
2002).

1.10.3 Niveis séricos de estrogénio e de LH

Valores elevados de estradiol (E2), 30 horas apds a administracdo de PGF2a, séo
caracteristicos de animais que receberam TS e tiveram boa RS (Roberge et al.,, 1995).
Nestas fémeas, o nimero de foliculos é maior, 0 que ird contribuir para um aumento
significativo da concentragdo de E2, que pode levar & dessensibilizacdo da hipofise no
sentido da libertagdo de LH, o que por sua vez, pode ter efeitos adversos na maturagéo dos
odcitos, na ovulacgéo, fertilizagdo e desenvolvimento dos embrides. Roberge et al. (1995)
obtiveram resultados que permitiram correlacionar de forma positiva, os valores de E2 e a

frequéncia do pulso de LH, com a qualidade da RS.
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1.10.4 Hormona antimulleriana (AMH)

E uma hormona segregada pelas células da granulosa dos foliculos e cuja concentrac&o
plasmatica tem mostrado ser um bom indicador da presenca de foliculos pré-antrais
(Monniaux et al., 2010). Surge em concentragfes mais elevadas na presenca de foliculos
pré-antrais e antrais, diminui a medida que cessa o crescimento folicular e é baixa na
presenca de foliculos dominantes e pré-ovulatérios (Rico et al., 2009).

Em estudos recentes, a determinagdo da concentracdo plasmética da AMH, antes do TS,
demonstrou que dadoras com concentragdes elevadas de AMH tinham melhores respostas
foliculares e ovulatérias ao TS, quando comparadas com dadoras com baixos niveis de
AMH (Rico et al., 2009; Monniaux et al., 2010).

1.11 SINCRONIZACAO ENTRE DADORA E RECEPTORA

1.11.1 Importancia

Sinais bioquimicos precoces emitidos apds a expressado génica do concepto sdo essenciais
para evitar a lutedlise do CL e assegurar a manutencéo da gestacéo.

As secrec¢fes do concepto contribuem também para a tolerancia imunoldgica entre a mée e
o feto, para a inducdo de uma variedade de alteragbes bioquimicas no endométrio que
ajudam a manter a gestacao. Por seu lado, 0 endométrio também produz uma variedade de
substancias, entre as quais, factores de crescimento e nutrientes, que suportam o
desenvolvimento do concepto. Distlirbios na magnitude ou altura (assincronia) em que
ocorre a producdo dos sinais bioquimicos podem levar a que nédo se dé o “didlogo”
apropriado entre o endométrio e concepto, comprometendo a sobrevivéncia do embridao
(Ashworth, 1992): falha na implantagdo, mortalidade precoce, desenvolvimento e
crescimento retardados ou crescimento e desenvolvimento acelerados (Thatcher et al.,
1984; Plante, Bousquet, Guay & Goff, 1987; Barnes, 2000).

Tabela 5: Sincronia entre embrido e receptora e taxa de gestacéo (adaptado de Rorie et al., 2002)

Categoria da sincronizagéo do estro Numero de embrides Taxa de gestacao
(horas) transferidos (%)
-24 37 51,4+8,2
-12 67 58,2+ 6,1
0 9 66,7 + 16,6
+12 68 61,5+ 5,6
+24 37 48,6 + 8,2
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A assincronia pode ser negativa (quando o cio da receptora ocorre depois do cio da dadora)
ou positiva (quando o cio da receptora ocorre antes do cio da dadora) (Hasler, 2001).
Quando a assincronia ultrapassa as +24 horas, a TG das receptoras apés transferéncia de
embrido tem-se mostrado mais reduzida (ver tabela 5) (Rorie, Bilby & Lester, 2002; Stroud &
Hasler, 2006).

1.11.2 Cio induzido vs cio natural

Quando comparadas as TG entre receptoras a quem foram induzidos os cios e as que
fizeram cio natural com posterior transferéncia de embrido ao 7° dia, ha divergéncia de
opinido entre varios autores (Callesen, Liboriussen & Greve, 1996).

S&o vérios os métodos de sincronizacao de cio das receptoras:

- deteccdo de cios espontaneos (efectivos numerosos com fémeas ciclicas)

- dupla aplicagéo de PGF2a ;

- Sincronizacgdo de ovulagées para TE em tempo fixo (“Ovsynch’+TE).

- combinacao de progestageénios, estrogénios e PGF2a (com ou sem eCG)

1.11.3 Cio natural
Em exploragbes de grandes efectivos, onde o0s cios ocorrem espontaneamente pode
considerar-se que, por dia, cerca de 5% de fémeas estdo em condicbes de serem
detectadas em cio.

1.11.4 PGF2a ou anélogos de sintese

A inducao de lutedlise com PGF2a com o intuito de encurtar a fase lutea, s é efectiva na
presenca de CL funcional que esta presente entre os dias 7 a 17 de um ciclo éstrico normal
(estro = dia 0). Quando aplicada a dose luteolitica nesta altura do ciclo éstrico, o intervalo de
tempo entre a aplicacdo da PGF2a e 0 comportamento éstrico vai de 2 a 6 dias, variacao
esta que se deve as diferencas do desenvolvimento do FD na altura da administracdo e
directamente, com a fase da onda folicular. Novilhas com FD viavel entram em estro 48 a 60
horas ap6s administracdo da PGFzq, a0 passo que as novilhas que tém o foliculo em fase de
atrésia na altura da aplicacdo da PGF2a s6 apresentam estro, 5 a 7 dias depois. Este facto,
condiciona as taxas de gestagdo quando se pretende realizar TE em tempo fixo (Bo et al.,
2002; Macmillan, 2010). A sincronia da lutedlise ndo resulta em sincronia de estro e de
ovulagdo. Dai que a deteccdo visual de cios é um componente fundamental da
sincronizacdo de estro com PGF2a. No entanto, o grau de sincronizacdo da lutedlise foi
optimizado com a administragcdo de uma segunda dose de PGF2a 9 a 14 dias, apos a
primeira (ver tabela 6).

A colocacao de dispositivos de P4 intravaginais, 5 dias antes da segunda administracdo de

PGF2a aumentou 0 numero de animais em estro e a taxa de concepc¢ao, relativamente ao
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protocolo de apenas duas injec¢des de PGF2a, por evitar que, as fémeas a quem nédo tenha
sido provocada a lutedlise apds primeira administracdo de PGF2q, manifestem cio antes da

segunda administracdo de PGF2a por regresséo fisiologica do CL (Macmillan, 2010).

1.11.5 P4, E2 e PGF2q, com ou sem eCG

A PGF2a é frequentemente utilizada para a sincronizagdo de cios das receptoras, no
entanto, a sua capacidade de induzir lutedlise e o cio é condicionada pela fase do ciclo
éstrico, ndo tendo o efeito desejado nos primeiros e ultimos dias do ciclo (dO-d5 e d17-d21).
Dispositivos intravaginais de P4 tém tido sucesso, no que diz respeito a TG apos TE,
permitindo uma sincronizacao de cios de forma mais consistente (24 horas), relativamente
a sincronizacao apenas com PGF2q (B6 et al.,1995; B6 et al., 2002).

O tratamento com P4 (7 a 10 dias) e PGF2a pouco antes ou no final do tratamento, tem
demonstrado melhoria de fertilidade, ndo sendo porém, suficiente para a sincronizagéo do
estro/ovulacdo e posterior IATF. Para além disso, as TG sdo baixas nos casos de
tratamentos com P4 sem E2 (cuja utilizagéo é proibida na Unido Europeia), iniciados na fase
lutea (BO et al.,1995; B6 et al., 2002).

Baixa fertilidade estd associada a tratamentos prolongados com P4 ou a tratamentos de
curta duracéo iniciados no final do ciclo éstrico, implicando a manutencdo do FD e ovulagéo
de um odcito envelhecido. Este facto conduziu a necessidade de sincronizar o crescimento
folicular para nos assegurar a presenca de um FD viavel, na altura da remocédo da fonte de
P4 e/ou da administracao de PGF2a (B6 et al., 1995; B6 et al., 2002).

A utilizacdo de estradiol-17(3 a par da P4 provoca atrésia do FD, motivando o surgimento de
nova onda de crescimento folicular, 4 dias depois (B6 et al., 1995; Bo6 et al., 2002)

A administragéo de eCG durante o tratamento de sincronizagdo com P4 e estradiol, tem sido
associada a um maior numero de fémeas aceites para receptoras de embrido (B6 et al.,
2002), induz ovulagbes mdultiplas com formacdo de varios CLs, sendo a concentracédo
plasmatica de P4 superior, em comparagdo com fémeas ndo tratadas com eCG. Uma
concentracdo de P4 plasmética mais elevada tem sido associada a uma melhoria do
desenvolvimento do embrido, aumento da capacidade do concepto para segregar
interferdo-t1 € TG mais elevadas (Nasser, Reis, Oliveira, B6 & Baruselli, 2004). Esta
concluséo nédo é corroborada por ensaios realizados por outros investigadores em novilhas,
que concluiram, que o aumento dos niveis de P4 ndo melhorava a TG nas receptoras
(Chagas e Silva & Lopes da Costa, 2005), mas pelo contrario, diminuia & medida que os
niveis de P4 ultrapassavam um certo patamar (Nogueira et al., 2004). Porém, no caso das
receptoras vacas, a medicdo de P4 plasmatica ao 7° dia do ciclo éstrico revelou

concentracdes inferiores em comparacdo com as receptoras novilhas, o que poderia afectar
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a sobrevivéncia embrionaria nesse tipo de fémeas (Chagas e Silva, Lopes da Costa &
Robalo Silva, 2002).

1.11.6 GnRH e PGF2qa

As hormonas GnRH e PGF2a sdo utilizadas no protocolo denominado “Ovsynch”, o mais
utilizado nos Estados Unidos para a realizacdo de IATF, programa que foi desenvolvido por
Pursley e Wiltbank, no inicio da década de 90.

O protocolo consiste em 3 administragdes hormonais. A primeira administragdo de GnRH
deve causar ovulacdo ou luteinizacao se houver a presenca de FD, nos ovérios. Caso tenha
ocorrido ovulagdo, ha emergéncia de nova onda folicular 1,5 a 2 dias depois, que ir4 passar
pelas fases de recrutamento, selec¢do e dominancia e, 7 dias depois, surge novo FD. Nesta
altura, aplica-se a PGF2a que ird provocar lise do CL e permitir o crescimento e maturagéo
do FD. Quarenta e oito horas depois, faz-se a segunda administragdo de GnRH que ira
estimular a hipofise a produzir o pico pré-ovulatério de LH que, por sua vez, ira provocar a
ovulagdo do FD, 28 horas mais tarde (Pursley & Bello, 2007). O sucesso do protocolo esta
intimamente relacionado com a altura do ciclo éstrico em que é iniciado (Vasconcelos,
Silcox, Rosa, Pursley & Wiltbank, 1999). Se o tratamento tiver inicio nos dias 5-9 do ciclo a
probabilidade das vacas ficarem sincronizadas e gestantes é maior. A razdo para este facto
deve-se a presenca no inicio do tratamento de:

- FD que responde a GnRH durante a primeira onda folicular;

- CL que esteja funcional durante um periodo de 7 dias entre a GnRH e a PGF2a.

Quando o tratamento tem inicio entre os dias 1 a 4, a sincronizacao fica comprometida pela
presenca de foliculos pequenos que ndo sédo capazes de ovular aquando a aplicacdo da
primeira dose de GnRH. Estes foliculos em crescimento tém boas hipoteses de estarem em
atrésia antes da aplicacdo de PGF2qa. Outra das causas de ndo haver sincronizacdo é a
ocorréncia de lutedlise espontanea (final do ciclo) por producao de PGF2a pelo endométrio,
entre a primeira injec¢do de GnRH e a injeccdo de PGF2a (Thatcher et al., 2001; Bo et al.,
2002; Pursley & Bello, 2007).
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1.11.7 Sucesso de “Ovsynch” em vacas e novilhas

Para além dos condicionalismos do programa “Ovsynch” acima referidos que podem
conduzir ao insucesso da sincronizagao de ovulac¢des, os estudos de Thatcher et al. (2001)
e Bo et al. (2002) demonstraram que, para além disso, no caso de novilhas, o programa néao
é tdo eficaz como para as vacas, porque nem sempre ocorre a ovulacdo do FD aquando
injec¢ao de GnRH, ndo havendo sincronizagéo da emergéncia de nova onda de crescimento

folicular.

1.11.8 “Ovsynch” + dispositivo de progesterona

Uma forma de evitar a lise do CL antes da injeccdo da PGF2q, com consequente exibicdo de
cio e ovulacado, é conseguida através da aplicacdo de um dispositivo de P4 desde a primeira
administracdo de GnRH até a aplicacdo da PGFza (B6 et al.,2002; Bartolome et al., 2009;
Yoshida, Yusuf & Nakao, 2009; Galvéao & Santos, 2010).
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Tabela 6: Calendario de ovulagdo mdultipla na novilha dadora e de sincronizagdo de cios das

receptoras (Fonte: Chagas e Silva (2010)/ Programa OMTE juvenil da ilha Graciosa)

Data Manha Tarde
dia 1 08h- 2mL Veteglan® (IM)
as receptoras
dia 3 08h- colocacdo de CIDR®
as dadoras
dia 10 08h- 4mL de Pluset®+1mL | 20h- 4mL de Pluset®+1mL
de soro fisiologico (IM) as | de soro fisiolégico (IM) as
dadoras dadoras
dia 11 08h- 3mL de Pluset®+2mL | 20h- 3mL de Pluset®+2mL
de soro fisiolégico (IM) de soro fisioldgico (IM)
dia 12 08h- 2mL de Pluset®+3mL | 20h- 2mL de Pluset®+3mL
de soro fisiolégico (IM) as | de soro fisiolégico (IM) as
dadoras. dadoras.
2mL de Veteglan® (IM) as
receptoras
dia 13 08h- remocdo do CIDR® | 20h- 1mL de Pluset®+4mL
as dadoras+2mL de | de soro fisioldgico (IM) as
Veteglan® dadoras
1mL de Pluset®+4mL de | Inicio de deteccao de cio
soro fisiolégico (IM) as | as dadoras e receptoras
dadoras
dia 14 Deteccdo de «cios as |12 IA as dadoras (as
dadoras e receptoras 12horas ap6s o inicio do
cio superovulatério)
Deteccdo de cios as
dadoras e receptoras
dia 15 22 |A as dadoras (12horas
apos a 12 |A)
Deteccdo de cios as
receptoras
dia 21 Recolha de embribes as dadoras; transferéncia em
fresco para as receptoras seleccionadas e congelacéo
dos excedentérios
dia 59 Diagnéstico de gestacdo as receptoras (45 dias de

gestacao)

24




1.12 ESTRATEGIAS DE BENEFICIACAO DA DADORA
A beneficiacdo de dadoras pode ocorrer por cobricdo ou IA.

1.12.1 Altura da IA

A oportunidade de IA da dadora € um dos factores mais importantes para a obtencao de
bons resultados nas fémeas superovuladas sujeitas a recolha. O indicador de maior
confiangca da melhor altura para inseminar a dadora € quando esta € observada com reflexo
de imobilizacdo (RI), deixando-se montar pela primeira vez.

Taxas de fertilizagéo elevadas geralmente resultam de IA da dadora 12-14 horas depois do
RI, seguida de uma outra IA, 17-24 horas depois do RIl. Quando sé é possivel fazer-se uma
IA, dado o preco do sémen e/ou pela disponibilidade do inseminador, € aconselhavel
realiza-la 16-20 horas depois do RI (Stroud & Hasler, 2006).

1.12.2 |IA da dadora com protocolo de IATF

O recurso a hormonas como P4 e estradiol permitem a sincronizagdo da onda folicular, o
que torna possivel o inicio do TS em qualquer altura do ciclo éstrico bem como IATF e,
segundo alguns investigadores (B6 et al., 2006), ndo ha compromisso hem da RS, nem da
gqualidade dos embrides. O estradiol actua provocando a atrésia do FD, ao passo que a P4
bloqueia o eixo hipotalamo-hipdfiséario, criando as condigbes necessérias para que 4 dias
depois se possa iniciar o TS na auséncia de FD. A administracdo de GnRH (para estimular a
hipofise a produzir e a libertar LH) ou hormona luteinizante porcina, na altura da remocé&o da
fonte de P4, pode ser utilizada para diminuir a variagdo de tempo entre as ovulacdes (Bo et
al., 2006).

1.12.3 Qualidade do sémen

Para além da oportunidade da IA, a qualidade do sémen tem uma relacdo directa muito
significativa com a percentagem de odcitos fertilizados e de embribes transferiveis (ver
tabela 7) (Stroud & Hasler, 2006).

Como o TS altera o transporte gamético e provoca “stress” no tracto reprodutivo,
guantidades adequadas de sémen de boa qualidade séo cruciais para a obtencdo de boas
taxas de fertilizacdo (Hawk, 1988; Hyttel, Callesen, Greve & Schmidt, 1991; Mapletoft &
Stookey, 1998).
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Tabela 7: Relacdo entre qualidade do sémen utilizado em OMTE e a taxa de fertilizacdo e a qualidade

embrionéria (adaptado de Stroud & Hasler, 2006)

Qualidade do sémen % de odcitos fertilizados | % de embrides
(n=9732) excelentes (n=4035)

Excelente 82,1 61,2

Boa 67,6 55,7

Fraca 58,3 53,9

Pobre 51,8 33,7

1.13 UTILIZACAO DE SEMEN SEXADO

1.13.1 Vantagens

A utilizacdo de sémen sexado permite o aumento do numero de nascimentos de um
determinado sexo numa populacéo fechada, incrementando desta forma a intensidade de
seleccéo para aquele sexo (Nicholas, 1996).

A principal aplicagdo de sémen sexado, tem sido a sua utilizagdo em novilhas de leite para a
obtencao de crias fémeas, garantindo assim o niumero de futuras produtoras (Schenk, Suh &
Seidel, 2006).

Neste tipo de exploracbes, apenas interessa obter embribes do sexo feminino como
resultado de programas de OMTE, constituindo os embrides do sexo oposto um custo
adicional. Para além disso, € mais simples, préatico e eficiente pré-seleccionar o sexo dos
embrides utilizando sémen sexado num programa de OMTE, do que a sexagem do embrido

apos a biopsia e PCR (Polymerase Chain Reaction) (Schenk et al., 2006).

1.13.2 Desvantagens

Dada a lentiddo do processo de sexagem dos espermatozoéides, poucos sao utilizados por
dose seminal (=2x10°) quando comparado com o sémen convencional (=20x10°) e, por isso,
as TG sao quase sempre inferiores (Seidel, 1981; Garner & Seidel, 2008).

Os custos associados ao processo de sexagem dos espermatozéides, podem tornar
inseminagfes multiplas ndo viaveis.

Aliado ao facto de haver menos espermatozoides por dose seminal, 0s animais
superovulados revelam um transporte gamético atipico ao longo do tracto reprodutivo,
resultando em numero reduzido de espermatozoéides, no local de fertilizacdo (taxa de
fertilizacdo em vacas superovuladas é cerca de 65%, aproximadamente 20% inferior as
fémeas com ovulacdes simples) (Schenk et al., 2006).

Hayakawa, Hirai, Takimoto, Ideta & Aoyagi (2009) utilizando sémen do mesmo touro,

inseminaram as dadoras na mesma altura com o mesmo numero de espermatozéides
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sexados e ndo sexados. A taxa de embrides transferiveis obtida foi mais baixa e a taxa de
oocitos nao fertilizados mais alta, no caso das dadoras inseminadas com sémen sexado,
relativamente as inseminadas com sémen ndo sexado. Estudo semelhante realizado por
Balla et al., (2007) demonstrou da mesma forma que com ejaculados do mesmo touro e as
dadoras inseminadas com sémen sexado tinham taxas de embrides transferiveis inferiores e
taxas de oocitos ndo fertilizados superiores, quando em comparacdo com dadoras
inseminadas com sémen ndo sexado.

Peippo et al. (2009) constataram que, em programas de OMTE, utilizando sémen
convencional, a percentagem de odcitos ndo fertilizados era maior nas vacas (14,4%) do
que nas novilhas (10,6%). Porém, esta diferenca cresceu significativamente aquando da
utilizacdo de sémen sexado, 56,0% nas vacas e 21,1% nas novilhas.

A avaliacdo espermatica de sémen sexado e convencional demonstra que o Ultimo € de
melhor qualidade, revelando melhor motilidade e maior percentagem de células com
membrana e acrossoma intactos (Carvalho, Sartori, Machado, Mourédo & Dode, 2010).

No caso de fémeas com ovulacdo simples, para além da taxa de gestagao ser baixa quando
é utilizado sémen sexado, por falha na fertilizacdo dos odcitos, alguns estudos (Carvalho et
al., 2010; Underwood, Bathgate, Ebsworth, Maxwell & Evans, 2010) apontam para o
aumento da taxa de mortalidade embrionéaria aquando da utilizagdo de sémen sexado.

Nas dadoras superovuladas, a taxa de mortalidade embrionaria € também superior nas que
foram inseminadas com sémen sexado, em comparacdo com as inseminadas com sémen
convencional (53% vs 24%), situacdo que esta relacionada com o processo de sexagem,
que provoca danos na membrana plasmatica e ADN dos espermatozoides, (Mocé, Graham
& Shenk 2006).

Sao muitos os factores que podem influenciar o sucesso da utilizacdo de sémen sexado em
programas de OMTE: (a) qualidade, quantidade, pureza e potencial de fertilizacdo do
sémen; (b) resposta superovulatéria; (c) percentagem de fertilizacdo dos odcitos, recolha e
viabilidade dos embrides; (d) altura do ano; (e) intervalo entre partos; (f) idade e paridade da
dadora; (g) altura em que é efectuada e numero de inseminacgdes; (h) altura do ciclo éstrico
em que comegou 0 TS e dose de FSH; (i) local de deposicdo do sémen; (j) danos nos
espermatozoides causados pelo processo de selecgdo - seleccdo feita a baixa pressdo
hidrostética (40 psi), melhora as taxas de fertilizacdo quando comparado com selec¢édo a
pressdo mais elevada (50 psi) (Schenk et al., 2006); (k) nutricdo de dadoras e receptoras; (I)
controlo de doencas; (m) deteccdo do estro; (n) manipulacdo correcta do sémen (Seidel,
2007; Dejarnette, Nebel & Marshall, 2009).
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1.14 FACTORES QUE PODEM AFECTAR A RS

1.14.1 Desenvolvimento de foliculos persistentes durante TS

Métodos de sincronizagdo (mais frequentemente, P4 ou analogos de sintese) do cio sao
normalmente utilizados, juntamente com tratamentos com gonadotrofinas, para induzir o
crescimento folicular, com o proposito de superestimular a dadora. No entanto, estes
métodos de sincronizacdo podem alterar a dindmica ou crescimento folicular, levando ao
desenvolvimento de um FD (especialmente se a aplicacdo do dispositivo de P4 ocorrer em
presenca de foliculo de grandes dimensdes) que pode persistir por longos periodos de
tempo e, consequentemente, contrariar a RS (Wehrman et al., 1996).

Um namero excessivo de foliculos anovulatérios na presenca de CL parece afectar
negativamente a percentagem de embrides recolhidos devido a desfavoravel relacéo E2:P4,
gue por sua vez, afecta o transito dos gametas e dos embrides, no tracto reprodutivo
(Pursley & Bello, 2007).

1.14.2 Relacdo FSH:LH das preparacdes superovulatérias

Donaldson & Ward (1985) referem que os tratamentos com FSH purificada (auséncia de LH)
conduziram a uma RS melhor, com um maior numero de embrifes transferiveis. Resultados
de ensaios posteriores ndo foram coincidentes, pois que, a LH tem um papel fundamental na
fase final de maturacéo do foliculo e no processo de ovulacao.

Varios investigadores (Murphy, Reuben, Mapletoft, Manns & Humphrey, 1984; Herrler,
Elsaesser, Parvizi & Niemann, 1991) estdo de acordo que elevada contaminacdo de LH nas
preparacdes foliculo-estimulantes dao origem a mas respostas ovaricas, por ser prejudicial a
foliculogénese, provocar ovulagdes prematuras, luteinizagdo das células da granulosa e
condicionar o pico pré-ovulatério de LH. Por outro lado, preparagcbes puras ou com
quantidades de LH muito reduzidas ndo s&o benéficas para a maximizacdo da RS. E
necessaria quantidade minima de LH nas preparagdes foliculo-estimulantes para que
ocorram ovulagfes multiplas.

Preparacgfes purificadas de FSH revelam ainda taxa de ovulacdo inferior as suplementadas
com LH. Registou-se também que com este tipo de preparacdes ocorriam alteracdes no
citoplasma dos odcitos e na maturagdo dos nucleos. Essas alteracdes podem dar origem a

odcitos ndo fertilizados e a degeneracdo precoce dos embrides (Herrler et al., 1991).
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1.14.3 Somatotropina (GH — growth hormone)

Tratamentos capazes de fazer elevar a concentracdo de IGF-I no fluido folicular dos ovarios
de vacas dadoras tém sido associados ao aumento do numero de embrides viaveis
produzidos in vivo (Herrler, Einspanier, Schams & Niemann 1994; Velazquez, Zaraza,
Oropeza, Webb & Niemann, 2009).

A somatotropina é segregada pela hipéfise. O seu efeito mais evidente incide no
crescimento dos animais, induzindo o crescimento dos 0ssos longos dos animais jovens. A
maioria dos seus efeitos sd@o indirectos e sdo mediados pelo IGF-I que € produzido
principalmente pelo figado, mas também, por outros tecidos, como as células da granulosa
dos foliculos (que também possuem receptores para o IGF-1) quando estimulados por r-BST.
No ovario, IGF-I é encontrado em concentracdes elevadas no fluido folicular, principalmente
do FD (Gordon, 2003).

Um dos factores responsaveis pela variabilidade da RS é a populacdo de foliculos sensiveis
as gonadotrofinas, no inicio do TS. A aplicagdo de r-BST parece aumentar o niamero de
foliculos sensiveis as gonadotrofinas na altura do inicio do TS (Rieger, Walton, Goodwin &
Johnson, 1991; Gong, Wilmut, Bramley & Webb, 1996; Webb & Amstrong, 1998; Lucy,
2000), bem como melhorar o desenvolvimento embrionario precoce in vitro (Pers-Kamezic,
Warzych, Peippo & Lechniak, 2010), e in vivo (Cushman, DeSouza, Hedgpeth & Britt, 2001;
Thatcher et al., 2001; Moreira, Badinga, Burnley & Thatcher, 2002).

1.14.3.1 Aplicacéo de r-BST antes do tratamento superovulatério

Gong et al. (1996) sincronizaram novilhas com PGF2, ao 7° dia do ciclo éstrico
administraram 320 mg de r-BST (Somidobove®) e, 5 dias depois, iniciaram TS durante 4
dias com doses decrescentes de FSH. O grupo controlo recebeu 10 ml de soro fisiolégico.
Verificaram que o grupo de fémeas que recebeu r-BST revelou mais ovulagdes, odcitos e
embrides recolhidos e, mais embrides transferiveis. Herrler et al. (1994) ja tinham obtido

idénticos resultados com um ensaio semelhante.

1.14.3.2 Aplicacdo de r-BST na altura da inseminacéo da dadora

Thatcher et al. (2001) administraram r-BST (Posilac®, 500 mg) a fémeas dadoras, no dia da
inseminacdo e, em relacdo as fémeas controlo, aquelas apresentaram menor ndmero de
olcitos nao fertilizados, a percentagem de embrides dada como transferivel foi maior
(provavelmente devido a diminuicdo do nimero dos odcitos néo fertilizados), o numero de
embrifes recolhidos no estadio de blastocisto foi maior e a TG dos embrides que foram
congelados em etilenoglicol, com posterior transferéncia directa, foi também superior ao

grupo controlo.
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1.14.3.3 r-BST nas receptoras

A aplicacdo de r-BST as receptoras de embries aumentou a TG, em alguns estudos (Bilby
et al., 1999; Moreira et al., 2002). Sugeriu-se como explicacdo uma melhoria do ambiente
uterino para receber o embrido. No entanto, ndo é conhecido o mecanismo intimo de accao.
Em oposicéao, Hasler, Bilby, Collier, Denham & Lucy (2003) ndo obtiveram diferencas entre
as TG de receptoras de embrido apdés a aplicacdo de r-BST, relativamente ao grupo
controlo. Velazquez et al. (2005) n&o registaram igualmente qualquer relagdo entre IGF-I
circulante das receptoras e a TG.

1.14.3.4 r-BST em tratamentos superovulatorios repetidos
A aplicacao de r-BST tem demonstrado ser ineficaz na melhoria das RS a TS repetidos, no
gue diz respeito ao: numero de CLs, embrides transferidos, embrides degenerados e od4citos

nao fertilizados (Hasler et al., 2003).

1.14.3.5 Desvantagem da aplicagdo de r-BST

Segundo Velazquez et al. (2009), podera haver um limiar por determinar nas concentragfes
de IGF-I, a partir do qual, seria prejudicial para a embriogénese, aguando do TS. Este efeito
negativo estaria associado a RS elevadas, que levaria a um aumento das concentracdes de
E2 e de IGF-I, no tracto reprodutivo. Estes poderiam afectar a viabilidade do embrido
indirectamente, através da competéncia do odcito durante a fase folicular ou directamente,

durante o periodo de pré-implantagao.

1.14.4 Hormona luteinizante (LH)

A LH é libertada pela adeno-hip6fise de forma pulsatil e com uma determinada frequéncia. A
sua libertacdo e entrada na corrente sanguinea é estimulada pela GnRH através do eixo
hipotalamo-hipofisario.

Fase latea: as concentracbes de P4 produzidas pelo CL estdo elevadas e ha bloqueio do
eixo hipotalamo-hipdfisario. A frequéncia dos pulsos de LH é menor e as concentracdes de
estradiol mais baixas quando em comparagéo, com o inicio e fim do ciclo éstrico (Cupp et
al., 1995).

Fase folicular: as concentracdes de P4 estdo baixas e a amplitude dos pulsos de LH esta
aumentada devido ao aumento da concentracdo de E2, o que torna a hipdéfise mais sensivel
a GnRH e provoca o pico pré-ovulatorio de LH, necessario a ovulacdo (Rathbone et al.,
2001).

Superovulacdo: nos animais superovulados, a concentragdo de estradiol encontra-se a
niveis supra-fisioldgicos, devido a presenca de multiplos foliculos pré-ovulatérios, causando
a supressao da secrecdo de LH, que é essencial para manter o desenvolvimento dos

foliculos. Para além disso, o intervalo entre a aplicacdo da prostaglandina e o pico de LH é
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mais curto nas fémeas superovuladas que nas fémeas com ciclo éstrico normal (Roberge et
al.,1995; Soumano, Lussier & Price, 1998; Price, Carriérre, Grosselin, Kohram & Guilbault,
1999). Dai que alguns estudos tenham tido como objectivo aumentar o periodo pré-
ovulatério para melhorar o desenvolvimento e maturagédo dos foliculos, bem como recolher
embrides mais homogéneos e de melhor qualidade. Para tal feito, Van Leemput et al. (2000)
utilizaram implantes de P4 e aplicacdo de GnRH aguando da remocéao do dispositivo e, com
isso, obtiveram, em relacdo ao grupo controlo, um pico pré-ovulatério de LH
significativamente maior e uma maior taxa de ovulagdo. Outra forma de controlar o periodo
de ovulagdo, podera ser através da dessensibilizacdo da hipdéfise, com deslorelina (agonista
da GnRH), a estimulos endbégenos ou exdégenos, sendo a ovulacédo provocada pela injec¢ao
de LH exdégeno (D" Occhio et al.,1997).

1.14.5 Tratamentos superovulatérios repetidos

Para alguns autores tem-se tornado claro que as dadoras nao beneficiam em terem 2 ciclos
éstricos entre 0s TS sucessivos como antes se julgava ser necessario. As dadoras sao
actualmente superovuladas repetidamente por periodos de 1 a 2 anos, a cada 40 dias ou
menos, com resultados muito satisfatérios (Lubbadech, Graves & Spahr, 1980; Kafi, 1997;
Hasler, 2004). Para outros, intervalos inferiores a 60 dias podem influenciar os resultados,
(Chebel et al., 2008).

Quanto ao intervalo entre parto e inicio do TS, tem-se defendido que devera ser no minimo
de 50 dias e a fémea deverd estar ciclica e, a realizar um plano nutricional correcto
(Mapletoft, 2006).

1.14.6 Factores ambientais e/ou de maneio
O desenvolvimento de um foliculo desde a fase primordial até a fase pré-ovulatoria, leva
mais de 60 dias, periodo durante o qual, factores nutricionais e ambientais adversos, podem
por em causa a qualidade dos odcitos e consequentemente do embrido, o que podera
conduzir a uma quebra da fertilidade (Webb & Amstrong, 1998; DeRensis & Scaramuzzi,
2003).

1.14.7 Nutricdo
E sabido que a nutricdo esta directamente relacionada com a fertilidade, mas pouco se sabe
sobre os efeitos do estado nutricional e a importancia de cada nutriente em especifico na
RS, na qualidade dos od6citos e embrides, bem como nas gestacdes subsequentes a TE
(Santos, Cerri & Sartori, 2008).
A alimentagcdo pode influenciar a actividade ovarica, através do eixo hipotalamo-hipoéfiso-

ovarico. Alteracdes no plano nutricional podem afectar o crescimento folicular, por inducéo
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de alteracdes nos metabolitos do plasma e de hormonas, como a insulina e o IGF-I (Gong et
al., 2002; Freret et al., 2006).

Segundo alguns autores, a sobrealimentacdo energética e proteica em vacas € prejudicial e
deve ser evitada. Excesso de energia pode causar hiperinsulinémia e aumento de glucose e
do IGF-I, que podem interferir com o transporte da glucose nos embribes e aumentar a
apoptose. Excesso de proteinas e elevacdo de ureia e de amonia, nos fluidos corporais,
podem ser téxicos para os embrides (provavelmente por alterar o pH uterino e a funcdo das
células da granulosa), prejudicando o seu desenvolvimento (Freret et al., 2006; Santos et
al., 2008).

No entanto, é necessario ter em atencdo que fémeas diferentes podem ter necessidades
nutritivas diferentes. Por exemplo, vacas em pos-parto, altas produtoras, devido ao seu
défice energético e/ou nutritivo, comprometem a qualidade dos odcitos, a fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario (Gordon, 1995; Santos et al., 2008).

Freret et al. (2006) recomendam uma restricdo alimentar a curto prazo (pelo menos 6
semanas) antes do inicio de um programa de produgdo de embrifes in vitro ou in vivo,
guando as novilhas séo sobrealimentadas (e tém um elevado ganho médio diario ou uma
condigéo corporal elevada).

Gong et al. (2002) concluiram que novilhas dadoras a quem aumentaram a ingestéo diaria
(200%), melhoravam o recrutamento dos foliculos ovéricos e 0 seu numero era maior no
inicio do TS (efeito semelhante a utilizacdo r-BST), melhorando a RS, em termos do niUmero
de foliculos pré-ovulatérios e numero de ovulagBes, em compara¢cdo com 0 grupo controlo
(ingestéo de 100%).

Lambe et al. (2008) compararam as RS de novilhas da raga Aberdeen Angus que
receberam suplementos minerais organicos (grupol) e inorganicos (grupo2) durante 23 dias
sem, no entanto, terem registado diferencas no que diz respeito a quantidade e qualidade
dos embriGes entre estes grupos e o grupo que nao recebeu qualquer tipo de suplemento.
Porém, mais estudos necessitam de ser realizados para um melhor conhecimento sobre a
matéria.

Chorfi, Lanevschi, Dupras, Ginard & Tremblay (2007) realizando medi¢fes sanguineas as
dadoras na altura da recolha, constataram que os niveis elevados de magnésio e potassio
(elemento essencial nos meios de cultura de produgdo de embrides) e baixos de

creatininoquinase, estdo associados a um maior numero de embrides transferidos.
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1.14.8 Clima

O “stress” causado pelo calor ambiental tem forte impacto na reproducdo dos bovinos,
principalmente em vacas altas produtoras que tém a agravante da producdo de calor
metabdlico, consequéncia da sintese do leite, que aumenta & medida que aumenta a
producéo de leite (Cole & Hansen, 1993).

A producdo de embrides em programas superovulatérios € muitas vezes prejudicada pelo
stress hipertérmico. Baixas RS, taxas de fertilizacdo mediocres, ma qualidade dos odcitos e
embrides e reduzido nimero de embrides transferidos é um panorama frequente (Putney,
Drost, Thatcher, 1988; Bényei, Gaspardy & Barros, 2001; Hansen et al., 2001).

1.15 RECOLHA DOS EMBRIOES

Nos primeiros programas de OMTE, os embrides eram recolhidos e transferidos por via
cirdrgica, 4 dias ap6s o cio superovulatério (Mapletoft, 2006). Frequentemente resultavam
em decréscimo da capacidade reprodutiva de ambas, dadoras e receptoras, porque havia a
formacao de aderéncias no tracto genital. As TG variavam entre 50-60% (IETS, 1990).

As técnicas nao-cirurgicas séo preferiveis por ndo provocarem danos no tracto reprodutivo.
Podem ser repetidas no mesmo animal e serem efectuadas na exploracdo. Para além disso,
quando realizadas por técnicos especializados ndo héa diferencgas significativas nas taxas de
gestacao (Hasler, 2001).

A recolha faz-se geralmente no dia 7 apds o cio superovulatério, o que possibilita um estadio
de desenvolvimento do embrido adequado a congelacéo, se tal for necessario. Antes do dia
6, os embribes ainda se podem localizar nos oviductos e a partir do dia 8,5, a ZP, que
circunda a massa celular embrionaria, ruptura, deixando o embrido demasiado fragil para
ser congelado e sujeito a um maior risco de contaminacdo. As taxas de gestagdo com
embrides frescos, recolhidos e transferidos entre os dias 6 e 8 depois do cio, ndo diferem.
No entanto, para congelar os embrides de forma eficiente, as recolhas devem ser realizadas
ao 7° dia (ver figura 6) (Curtis, 1991; Hackettl, Durnfordl, Mapletoft & Marcus, 1993).

A aplicacdo préatica das técnicas ndo-cirurgicas de recolha e transferéncia de embribes
requer métodos simples e atraumaticos. O material utilizado deve ser de “confianga”, barato
e facil de esterilizar ou, descartavel. O operador deve possuir treino adequado e estar
familiarizado com o aparelho genital da fémea bovina, caso contrario a técnica ndo tera

sucesso (Greve, 1977).

1.15.1 Preparacgéo para a recolha
A dadora deve receber anestesia epidural baixa, cerca 1mL de lidocaina a 2%/100Kg peso

vivo, e 0s membros anteriores devem ser colocados a uma altura de cerca de 0,3 metros
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mais elevados em relacdo aos membros posteriores, para que 0s 0rgaos abdominais
retenham o tracto genital dentro da cavidade pélvica, facilitando a drenagem do meio e a
manipulacao do utero por parte do operador (Hay, Phelps, Hanks & Foote, 1990).

A regido vulvar, perineo e cauda devem ser devidamente lavadas. Esta Ultima deve ser
atada de forma a desimpedir o acesso a vulva (Greve, 1977).

Frequentemente utilizam-se cateteres de Foley que possuem um baldo com cerca de 30 mL
gue deve ser testado quanto a sua integridade.

A instilagdo de um pouco de meio no interior da cateter de Foley antes da colocagéo do
mandril, facilitard a sua remocdo ap0s se ter transposto o cérvix e o cateter estar fixado
(Curtis, 1991; Dallesandro, 1999).

Os cateteres de Foley podem ser de duas vias, como o cateter de Rush, em que numa via
had entrada e saida do meio e na outra ha passagem do ar. Este Ultimo possui uma
terminacdo Luer-Lock para ligacdo directa da seringa. Ha igualmente cateteres de trés vias:

para entrada de liquido, para a saida do liquido e uma ultima, para a passagem do ar.

1.15.2 Procedimento de recolha ndo-cirargica

O operador deve passar o cateter pelas pregas do cérvix e progredir sem causar
traumatismo até que a sua extremidade, onde se encontra o baléo, ficar localizada no terco
anterior do corno uterino a ser lavado, cranialmente a bifurcacdo externa, (cerca de 2 a 4
cm, para além da bifurcacdo), repetindo-se o procedimento para o corno oposto (Curtis,
1991; Dallesandro, 1999).

Sartori et al., (2003) comparam lavagens profundas do corno uterino com lavagens de todo
0 corno uterino e concluiram que, no Ultimo caso, a percentagem de embrides/odcitos
recolhidos relativamente ao niumero de embrides era maior e, a taxa de recolha de embrides
variou entre os 20-25% e os 60-80%, respectivamente.

Quando o cateter se encontra no local pretendido, o baldo devera ser insuflado de forma a
fixar o cateter as paredes do utero (Dallesandro, 1999), mas com cuidado para nao provocar
a ruptura do endométrio e consequente perda do meio e de embrides (Mapletoft, 2006).
Apos a fixacdo do cateter de Foley, retira-se 0 mandril e faz-se conexdo a um tubo que esta
ligado na extremidade oposta ao frasco com meio de recolha, que deve estar a 1 metro
acima do nivel do Utero. A outra via do cateter de Foley devera ser ligada através de outro
tubo a um frasco colector que estara ao nivel do chao (ver figura 7).

A entrada de meio de recolha no corno uterino é feita por gravidade até este ficar tdrgido (a
avaliacdo é feita por palpacgéo rectal), com cerca de 50 a 100mL, conforme o tamanho do
aparelho reprodutor da dadora. O Utero € esvaziado como o0 auxilio de massagem rectal
para o frasco colector e o procedimento é repetido até ao final da recolha (Hay et al., 1989).

Cada corno uterino deve ser sujeito a 6 ou 7 lavagens. As entradas e saidas do meio sdo
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controladas por pingas, uma em cada via que nao devem ser abertas em simultaneo durante
a lavagem (Betteridge, 1977).
No processo de lavagem dos cornos uterinos é necessario ter em conta alguns pormenores:
e 0 meio de recolha deve alcancar a ponta do corno uterino visto que provavelmente é
ai que se localizam a maioria dos embrides, uma semana depois do estro;
e deve ser levado a cabo com o minimo de stress e trauma para a dadora;
e 0 sucesso da lavagem estd directamente relacionado com o sucesso da recolha do

meio, que devera ser de 90 a 100% do volume introduzido (Gordon, 2002).

Figura 4: Recolha de embrides com sistema fechado ou por gravidade (original do autor)
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1.15.3 Variagbes nas metodologias de recolha
A realizacdo de uma segunda recolha, 24horas depois da primeira, demonstrou aumentar a
taxa de recolha de embrides em 30%. No entanto, trata-se de um processo demasiado
exigente em termos econOmicos para 0S programas comerciais. Em alternativa, apos a
primeira recolha, ndo é retirado o cateter de Foley e s&o instilados no Utero, 80-150 ml de
PBS, e é obliterada a saida do catéter. Trinta minutos depois, recolhe-se o PBS (segunda
lavagem). Esta estratégia pode melhorar a taxa de recolha dos embrides (Castro Neto et al.,
2005).
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Diferentes sdo as opinides quanto a recolha de embribes por lavagem de um corno uterino
de cada vez ou por lavagem do corpo e os dois cornos uterinos em simultaneo. No primeiro
caso, o procedimento ja foi anteriormente descrito, ao passo que na lavagem em simultaneo
de corpo do Utero e ambos os cornos uterinos, o baldo do catéter deve ser insuflado
imediatamente apds o cérvix. Aparentemente a eficacia da recolha parece ser semelhante
em ambas as abordagens (Dallesandro, 1999; Hasler, 2004) ou inferior, quando se faz a
lavagem dos dois cornos uterinos em simultaneo (Hay, Phelps, Hanks & Foote, 1990).

1.15.4 Meio de recolha

A maioria dos técnicos de TE utilizam uma grande quantidade de meio de recolha (1 a 2
litros) que é introduzido no utero por gravidade. Porém, outros utilizam apenas 0,5L por
corno uterino (Hasler, 2004).

O meio de recolha é uma salina de tampéo fosfato, frequentemente denominado por PBS
(“phosphate-buffered saline”) contendo 1 a 2% de soro fetal bovino (FCS) inactivado pelo
calor ou albumina sérica bovina (BSA), antibiéticos (normalmente 100 IU de penicilina,
100ug de estreptomicina e 25ug de anfotericina B por mL) (Thompson, 1996; Mapletoft,
2006).

1.15.5 Meio de manutencéo

Quanto ao meio de manutencao é semelhante ao de recolha, com a diferenca de ser mais
rico em fonte proteica, contendo cerca de 10% de FCS ou BSA e possuir glucose e piruvato,
como fonte de energia. Hoje em dia, o0 meio de recolha e de manutencao estdo disponiveis
comercialmente (Hasler, 2001; Nelson & Nelson, 2001; Mapletoft, 2006).

No inicio dos anos 70, o meio de cultura utilizado era o “bicarbonate buffered medium”
(Ham’s F-10 e TCM-199) e os embrides eram incubados com CO2 (dioxido de carbono).
Posteriormente, este meio foi abandonado, pois ndo era pratico em condicdes de campo
(Nelson & Nelson, 2001).

1.16 MANIPULACAO DOS EMBRIOES EM LABORATORIO

Ja em laboratério, ap6s a recolha, o conteudo do frasco colector é vertido para um filtro
descartavel (EM-COM) que possui uma malha com poros de 50 — 70um de didmetro, que
devera estar suspenso num suporte. Na auséncia do filtro, pode deixar-se o frasco colector
em repouso para que ocorra sedimentacdo dos embrides (Chagas e Silva, 1991). Pelo
menos duas placas de Petri de fundo quadriculado devem estar numa mesa térmica a 25-
30°C. Nelas é vertido o contetdo do filtro de EM-COM (ver figura 5). Este dispositivo é

lavado, com PBS, sobre as placas, de forma a transferir-se o contetdo para as mesmas. Os
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embrides sdo observados a lupa estereoscopica de base diascOpica, a uma ampliacao de
7,5-10X (Anne, Trouson, Aarts & McPhee, 1980; Curtis, 1991).

Figura 5: Transferéncia do meio contendo os embrides do filtro EM-COM para placas de Petri (original

do autor)
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1.16.1 Avaliacéo dos embrides

A classificacdo dos embribes é feita a uma ampliagdo de 50 a 100X (Hasler, 2001;
Mapletoft, 2006) e é uma avaliagdo subjectiva, dependendo da experiéncia do operador e
baseada nas caracteristicas morfoloégicas do embrido, de acordo com as indicacdes do

Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) (ver anexos).

1.16.2 Classificacdo dos embrides quanto ao estadio de desenvolvimento
Estadio 1- ndo fertilizado ou embrido de apenas uma célula;

Estéadio 2- embrido com 2 a 12 células;

Estadio 3- Jovem morula;

Estadio 4- Morula compacta;

Estadio 5- Jovem blastocisto;

Estadio 6- Blastocisto;

Estadio 7- Blastocisto expandido;

Estadio 8- Blastocisto eclodido;

Estadio 9- Blastocisto eclodido em expanséo.

Fonte: IETS, 1990
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O didametro total do embrido € de 150 a 190 um e mantém-se inalterado desde o estadio de
1 célula até ao estadio de blastocisto. O melhor indicador de viabilidade do embrido é este
estar no estadio de desenvolvimento que seria de se esperar, na altura da recolha
(Mapletoft, 2006).

1.16.3 Classificagdo dos embrides quanto a qualidade
Qualidade 1: Excelente ou Bom - massa embriondria simétrica e esférica com blastomeros
(células) individuais uniformes em tamanho, cor e densidade. Este embrido € consistente
com o estadio de desenvolvimento esperado.
As irregularidades devem ser relativamente pequenas, pelo menos 85% do material celular
deve estar intacto e ser viavel. Este julgamento deve ser baseado na percentagem de
células embrionarias eliminadas para o espago perivitelino. A ZP deve ser esférica e lisa e
nao cdncava ou achatada, o que pode provocar aderéncia do embrido a placa de Petri ou a
palhinha.
Qualidade 2: Razoavel - irregularidades moderadas em toda a massa embrionaria ou no
tamanho, cor ou densidade das células individuais. Pelo menos 50% do material celular
deve corresponder a massa embrionaria intacta e viavel.
Qualidade 3: Mediocre - maiores irregularidades na forma da massa embrionaria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais. Pelo menos 25% do material celular deve
ser constituido por massa embrionaria intacta e viavel.
Qualidade 4: Morto ou degenerado - embribes degenerados, od6citos ou embribes
retardados: ndo transferiveis.

Fonte: IETS, 1998

A qualidade dos embriBes esta directamente relacionada com a TG. Porém, ha embrides de
gualidade 1 que ndo mantém uma gestacdo, ao passo que embrides de qualidade inferior
podem fazé-lo. Este facto demonstra que o0 sucesso de um programa de OMTE nao passa
exclusivamente pela qualidade do embrido, mas também por outros factores igualmente
importantes como por exemplo, 0 maneio e a qualidade da receptora (Shea, 1981).

Ao comparar-se vacas e novilhas de aptiddo leiteira superovuladas, verificou-se que a taxa
de embrides de qualidade 1 das vacas em lactag&o é significativamente menor do que nas
novilhas e a sua coloragdo mais escura, possivelmente por acumulacdo lipidica, o que
poder& explicar em parte, os problemas de infertilidade das fémeas em producéo (Leroy et
al., 2005).
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Figura 6: Mérula/jovem blastocisto e blastocisto sdo os estadios de desenvolvimento esperados em

embrides com 7 dias (original do autor)

Morula/Jovem Blastocisto Blastocisto

1.17 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

Todas as novilhas com cio detectado e registo de reflexo de imobilizagdo sédo sujeitas a um
exame ginecoldgico prévio para a identificacdo, localizacdo e avaliacdo do CL, que se
espera que tenha desenvolvimento adequado relativamente ao dia da TE (dia 7 do ciclo
éstrico) (Hasler, 2001; Chagas e Silva, 2009). Caso seja seleccionada, a receptora é sujeita
a uma anestesia epidural baixa, de forma a bloquear o peristaltismo do recto e esfincter
anal, com o objectivo facilitar a técnica de TE e evitar a conspurcac¢éo com fezes.

O embrido a ser transferido € posteriormente aspirado para uma palhinha de 0,25 mL
juntamente com meio formando uma coluna que se separa de outras colunas por camaras
de ar. A palhinha é entdo colocada no “pistolet” de TE de Cassou (IMV, Franga), por sua vez
protegido por uma bainha plastica TE e camisa sanitaria. O “pistolet” deve passar
gentilmente através do cérvix e progredir o maximo possivel ao longo do corno uterino, até
atingir a sua extremidade distal, do mesmo lado do ovario que contém o CL, sem provocar
lesdo (ver figura 7). Caso haja lesdo do endométrio durante a progressdo do cateter ao
longo do corno uterino com consequente hemorragia, o embrido provavelmente néo
sobrevivera (Greve, 1980; Curtis, Elsden & Seidel, 1981). A experiéncia do operador é
determinante para a obteng&o de bons resultados (Curtis et al.,1981; Thompson et al. 1982).
Factores como a localizagéo da colocacao do embrido no corno uterino ipsilateral ao ovario
contendo o CL, a qualidade do embrido, lesdo do endométrio, tempo dispendido na
execucdo da técnica de transferéncia ou estatuto sanitario da receptora influenciam

significativamente os resultados (Shea, 1981; Thompson et al., 1982; Sreenan, 1988).
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Figura 7: Transferéncia nao-cirirgica de embrido (original do autor)
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2 CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES BOVINOS
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2.1 INTRODUCAO

O objectivo da congelacédo de embrides é a preservacdo do metabolismo celular em estado
de quiescéncia, para que o mesmo possa ser restabelecido e, apds descongelacéo e TE, o
embrido possa retomar o seu desenvolvimento normal. Isso é conseguido por meio do
armazenamento a baixas temperaturas, que induz a interrupcdo da actividade enzimatica,
do metabolismo e da respiracéo celular, possibilitando a conservagéo de células por tempo
indeterminado (Gordon, 1994) (ver tabela 8).

O desenvolvimento de tecnologias de criopreservacdo de embrides veio revolucionar a
bovinicultura. Na década de 70, quando a transferéncia comercial de embrides teve seu
inicio, a sincronizacdo dos estros ja era utilizada. Porém nem sempre havia receptoras em
numero suficiente para as transferéncias. Consequentemente, descartavam-se os embrides
excedentarios ou eram incubados a temperatura ambiente ou a 0°C, até um maximo de 24
horas, para posterior transferéncia (Hasler, Hurtgen, Jin & Stokes, 1997).

A criopreservacgao permite, deste modo, a preservacdo dos embries quando o seu nimero
excede o numero de receptoras disponiveis (Makarevich et al., 2010). Para além disso,
proporciona o transporte genético global, permite a preservacdo de germoplasma durante
longos periodos de tempo e, aumento da pressdo de selec¢do genética no efectivo, a
criacdo de uma linha de regeneracao e proliferacdo de animais e ainda, pode ser utilizada
para resgate de recursos genéticos (por desvio da selecgdo genética, doengas infecciosas,
catastrofes naturais, etc.) (Dobrinsky, 2002; Makarevich et al., 2010). No entanto, as TG
obtidas com embribes congelados séo inferiores as dos embrides frescos (Dobrinsky, 1996;
Hasler et al., 1997).
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Tabela 8: Primeiro nascimento apés transferéncia de embribes congelados (adaptado de Massip,
1999)

ESPECIES ANO REFERENCIA
Rato 1972 Whittingham et al.
Vaca 1973 Wilmut and Rowson

Coelho 1974 Bank and Maurer
Ovelha 1974 Willadsen et al.
Rato 1975 Whittingham
Cabra 1976 Bilton and Moore
Cavalo 1982 Yamamoto et al.
Homem 1983 Trounson and Moor
Hamster 1985 Ridha and Dukelow
Gato 1988 Dresser et al.
Porco 1989 Hayashi et al.
Macaco rhesus 1989 Wolf et al.

2.1.1 Principios criobiolégicos

Os embrides sao constituidos por mais de 80% de agua. O principio fundamental da
criopreservagdo baseia-se na necessidade de remocdo maxima de &agua do interior da
célula antes da congelacdo, para que ndo ocorra a formacédo de cristais de gelo e danos
celulares irreversiveis como a ruptura das membranas e a morte celular, possibilitando o
retorno do metabolismo celular, apés armazenamento do embrido a baixas temperaturas
(Seidel, 1986; Vajta & Kuwayama, 2006).

Todos os protocolos tém sido pensados de forma a proteger os oécitos/embrides contra a
formacédo de cristais de gelo durante a congelagédo e reaquecimento. Se os embrides forem
congelados em solugdes fisiolégicas, a formacdo de cristais de gelo intracelular e/ou
compressdes por formacdo de cristais de gelo extracelular iriam provocar lesdes
irreversiveis ao embrido. Para sua prevencao, é essencial a inclusao de crioprotectores na
solugdo. A agua presente no interior das células é substituida por crioprotectores e os
embrides sdo desidratados a medida que a temperatura vai baixando (ver figura 9). Para tal,
sdo utilizadas taxas de arrefecimento controladas e crioprotectores (que variam quanto ao
tipo e concentracdo) e, mesmo assim, as lesdes por formacgéo de cristais de gelo sdo as
mais frequentes (Palasz & Mapletoft, 1996; Leibo, 2008). Apds ser alcancada suficiente
desidratacdo, o embrido e a fraccdo de solvente extracelular ndo congelada, irdo ser

vitrificados ap6s serem mergulhados em azoto liquido (Saragusty & Arav, 2011).
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Segundo Karow (2001), o processo de congelacdo ocorre da seguinte maneira: quando a
0°C a presséao atmosférica normal, a 4gua pura encontra-se parcialmente congelada, sendo
este 0 seu ponto de equilibrio de congelacao, em que cristais de gelo e agua coexistem em
equilibrio e de forma homogénea. Uma vez iniciada a formacao de cristais, ocorre libertagdo
de energia sob a forma de calor (calor latente de fusdo) (ver figura 8), o que aumenta a
temperatura necessaria para atingir o ponto de equilibrio de congelacao (0°C), e quase toda
a 4gua liquida é convertida em gelo, continuando de seguida a descida de temperatura.

Figura 8: Representagdo das variagdes de temperatura ao logo do tempo, na congelacdo da agua

pura, dando énfase ao calor de fuséo (adaptado de Karow, 2001)
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A adicdo de crioprotectores ao meio faz com que a temperatura de congelagdo se torne
mais baixa, retardando o aparecimento dos cristais e diminuindo a temperatura em que se
da o equilibrio de congelagéo, para uma temperatura inferior a 0°C.

Tendo em conta que materiais biolégicos possuem diversos solutos e sais intra e
extracelulares, o ponto de fusdo é menor do que o da agua pura, e, a medida que esta a
haver congelagdo do solvente, ha aumento da concentragdo dos solutos na por¢ao liquida
remanescente, alterando a osmolaridade intra e extracelular. Desta forma, quando a taxa de
arrefecimento é baixa, a 4gua tem mais tempo para sair das células por osmose, antes que
se dé a formag&o de cristais de gelo (Seidel & Elsden, 1989). Porém, taxas de arrefecimento
demasiado baixas expdem as células embriondrias a condicbes ndo fisioloégicas e
desfavoraveis, como elevada concentracdo de crioprotector (0 que pode provocar o
chamado “efeito de solugdo”) e grande alteracdo do volume celular (“encolhimento”)
(Woelders & Chaveiro, 2004).
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A perda de agua pela célula quando exposta a solucdes hipertonicas depende de uma
caracteristica fundamental, que € a sua permeabilidade & agua. Esta caracteristica é
determinada pela composi¢cdo da membrana celular, pela temperatura, area da superficie do
embrido e pela diferenca de presséo de vapor intracelular e extracelular (o equivalente entre
diferenca de pressdo osmotica entre o meio intracelular e extracelular) (Leibo, 2008). A
permeabilidade ao crioprotector depende das caracteristicas do mesmo e dos mesmos
factores referidos para a permeabilidade a agua (Niemann, 1991).

Na mesma espécie, diferentes estaddios de desenvolvimento embrionéario, desde odcito a
zigoto, e mesmo Varios estadios de clivagem, variam na sua permeabilidade para o mesmo
crioprotector (Niemann, 1991; Leibo, Martino, Kobayashi & Pollard, 1996; Leibo, 2008). Para
espécies diferentes, odécitos ou embribes no mesmo estadio de desenvolvimento,

apresentam permeabilidade diferente para 0 mesmo crioprotector (Leibo, 2008).

Figura 9: Mérula a encolher-se quando apresentada a solu¢gdes com concentragbes crescentes
(adaptado de Leibo, 2008)
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A sensibilidade dos embribes as temperaturas de arrefecimento é variavel e depende da
espécie (isto é, embrides de suinos sdo mais sensiveis ao arrefecimento do que os
embribes de bovinos), modo de producao (in vivo ou in vitro), contetdo lipidico, tamanho,
estadio de desenvolvimento, qualidade dos odcitos/embrides e, caracteristicas dos
crioprotectores (concentracdo, permeabilidade, propriedades osmoéticas e toxicidade)
(Palasz & Mapletoft, 1996; Leibo, 2008).
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Tal como ja foi referido, os crioprotectores sdo fundamentais para prevencao de danos
celulares durante a congelagdo e aquecimento. Estdo divididos em 3 grandes grupos:
permedveis de baixo peso molecular (metanol, etilenoglicol (PM=62,1), propanodiol,
dimetilsulfoxido (DMSO) (PM=78,2), butanediol, glicerol (PM=92,1), outros alcoois); nao
permedveis de baixo peso molecular (galactose, glucose, sacarose e outros agucares); e
ndo permeaveis de alto peso molecular (polivinilpirrolidona e outros polimeros).

Os crioprotectores permeaveis de baixo peso molecular, por osmose, substituem a agua
intracelular das células dos embriées antes da congelacdo e, com taxas de arrefecimento
lentas e controladas, reduzem as variacoes de volume das células e minimizam a formacéao
de cristais de gelo.

A juncdo de crioprotectores ndo permeaveis de baixo peso molecular, associado a
crioprotectores permeaveis, aumenta a concentragcdo dos Ultimos no interior das células e a
desidratacdo das mesmas, 0 que reduz a formagéo de cristais de gelo. Para além disso,
diminui a toxicidade do crioprotector permeavel, por permitir reduzir a sua concentracao.

Os crioprotectores ndo permeaveis de alto peso molecular, protegem as células durante a
congelagéo e reaquecimento, alterando a formacéo dos cristais de gelo, para um tamanho e
forma inécuos (Palasz & Mapletoft, 1996).

Apesar da utilizacdo indispensavel de crioprotectores permeaveis no processo de
congelacgédo, a sua toxicidade é outro factor que necessita ser contornado para que ndo haja
decréscimo significativo da viabilidade dos embrides. Este grupo de crioprotectores possui
mecanismo de acg¢do semelhante. Porém, a sua toxicidade varia conforme o crioprotector,
sendo menos téxica no caso do etilenoglicol e glicerol. Para a congelacao lenta, a sua
concentracdo limite € 1-2M e a toxicidade é relativamente baixa. No caso da vitrificacado, as
concentracdes tém de ser superiores, podendo chegar aos 8M e, neste caso, a selec¢céao de
um crioprotector pouco téxico torna-se mais importante (Visintin et al., 2002; Vajta, 2006).

A utilizacdo de proteinas anticongelantes “anti-freeze protein” (AFP) ou da “anti-freeze
glycoprotein” (AFG), tem sido sujeita a intensa investigagdo na tentativa de diminuir as
lesbes provocadas aos embrifes sujeitos a criopreservacdo. Sao encontradas em elevadas
concentragcdes nos peixes antarcticos e é gragas as suas propriedades que se torna
possivel a sobrevivéncia destes animais a temperaturas tdo baixas. Porém, apesar de
diminuir o ponto de congelacdo da solugéo, diminuir a concentragédo do crioprotector, reduzir
a sensibilidade das células ao arrefecimento, a verdade é que ndo tem revelado melhorias
nas TG aquando da sua utilizacdo, o que faz com que actualmente ndo sejam aplicadas em

circuitos comerciais de programas de OMTE (Makarevich et al., 2009).
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O choque osmético é outro factor capaz de provocar danos irreversiveis ao embrido.
Durante o reaquecimento, tem que ocorrer a saida do crioprotector permeavel do interior
dos embrides. Se estes fossem colocados directamente em solugfes isotonicas, dar-se-ia a
difusdo para o interior da célula, de agua extracelular, mais rapidamente que a saida do
crioprotector, levando a ruptura celular. Para ultrapassar este fenébmeno, o embrido é sujeito
a solugcbes com concentragbes decrescentes ou, mais recentemente, o embrido é diluido
numa solucdo hipertdnica contendo sacarose como soluto ndo permeavel para controlar o
influxo de agua (Dochi, Imai & Takakura, 1995). Outra situacdo em que ocorre variacao
rapida de volume com possiveis lesfes celulares é antes da congelac¢do, quando o embrido
contacta pela primeira vez com o crioprotector. Neste caso, da-se uma diminuicdo de
volume do embrido por efluxo de agua (ver figura 9), consequéncia do gradiente osmético e,
apos a entrada do crioprotector na célula, para que haja equilibrio osmdético, esta vai
recuperando o seu volume. A utilizagdo de crioprotectores muito permeéaveis é preferivel,
pois diminui o tempo de exposi¢do necessario para que o embrido fiqgue em equilibrio com o
meio, antes da congelacdo e , para além disso, a descongelagéo, ao sair rapidamente das
células previne o choque osmoético, havendo menor variagcdo de volume do embrido, tanto a
congelagdo, como no reaquecimento (Voelkel & Hu, 1991; Dochi, Imai & Takakura, 1995).
Como vimos, sdo inumeros os factores que tém que ser contornados para diminuir as lesées
provocadas ao embrido durante a congelacado. Para além disso, mesmo quando a técnica é
executada teoricamente de forma correcta, esta pode ser extremamente agressiva para a
organizacao celular dos embrides. Prova disso mesmo, é o facto de frequentemente as TG
com embrides congelados serem inferiores as dos frescos. Por vezes, os embribes até
morrem durante o processo. Quando presentes, 0s cristais de gelo intracelulares podem
provocar a lise das membranas plasmaticas e o armazenamento em azoto liquido pode
desnaturar os organelos e alterar as func¢des intracelulares, bem como conduzir a destruicéo
da arquitectura do citoesqueleto embrionario (Dobrinsky, 1996).

Pelos motivos referidos, por rotina, os técnicos de TE apenas sujeitam embrides de
qualidade 1 ou 2 a criopreservagdo, uma vez que os de qualidade inferior ndo toleram da

mesma forma esse processamento (Prather, Spire & Schalles, 1987; Seidel & Elsden, 1989).

48



2.2 PROCEDIMENTO DE CONGELACAO

2.2.1 Congelagao lenta convencional

Nos anos 80, era pratica comum o embrido passar por uma sucessao de banhos por meios
com concentracdes crescentes de glicerol, para evitar que houvesse choque osmotico, até
se chegar a concentracdo de 1.4 M, em PBS suplementado com BSA. Ai permanecia
durante 20 min a temperatura ambiente (20-25°C) para haver equilibrio entre o embrido e o
meio. Posteriormente, era acondicionado numa palhinha com capacidade de 0,25mL
(French straw, IMV, Aigle, Franca; a partir de 1991) que era selada por calor ou quimicos,
como cloreto de polivinilo (Niemann, 1991; Wagtendonk, Daas, Kruip & Rall 1995; Palasz
&Mapletoft, 1996; Woods, Benson, Agca & Critser, 2004; Leibo, 2008). Um ensaio realizado
por Niemann (1984), em que se adicionava de uma sé vez, o embrido ao meio de
congelagéo com 1,4M glicerol, demonstrou que o numero de embriées que apos congelagéo
apresentava fractura da ZP era significativamente superior ao grupo controlo que tinha sido
sujeito a concentracdes crescentes do mesmo crioprotector (Niemann, 1985). De seguida,
as palhinhas contendo o embrido sédo colocadas no congelador de embrides, cuja cAmara de
congelacédo esta a temperatura de -6 a -7 °C e , segundo o protocolo congelagcdo dos
ensaios realizados na Il parte da presente tese, 3 minutos depois faz-se a induc¢éo artificial
de formacdo de cristais de gelo (“seeding”) com uma pinga previamente
arrefecida/mergulhada em azoto liquido (ver figura 12). O “seeding” permite iniciar a
formacgao extracelular de cristais de gelo de forma controlada e continuada, evitando assim a
congelacédo rapida de toda a agua, dando tempo para esta abandonar as células a medida
gque aumenta a concentracdo extracelular de soluto (ver figura 10), desidratando-as, sem
qgque ocorram os efeitos deletérios causados por congelacdo rapida. Os embribes
permanecem entre -6 a -7 °C aproximadamente 10 minutos. Dada a variagdo de
temperatura causada pelo calor de fuséo latente e a variagdo da osmolaridade, é necessario
estabilizar a temperatura e o volume celular. Depois a temperatura vai descendo a menos
de 1 °C/min (~0,5° C/min) até aos -32°C/-35°C, levando a progressiva formacéo cristais de
gelo extracelular de 4gua. O aumento da concentracdo extracelular da solucdo causa
desidratacao intracelular e substituicdo da agua por crioprotectores permeaveis (por difuséo
simples) (Niemman, 1991; Wagtendonk et al., 1995; Visintin et al., 2002; Woods et al.,
2004).
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Figura 10: Aumento da concentracdo do soluto a medida que a temperatura baixa (extraido de Leibo,
2008)
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Ap6s pelo menos 10 minutos a -32°C/-35 °C (ver figura 11), as células estardo
suficientemente desidratadas e a concentracdo intracelular de crioprotector € entéo
adequada para impedir efeitos deletérios causados por cristais de gelo e, ai as palhinhas
sdo mergulhadas em azoto liquido (Niemman, 1991; Wagtendonk et al., 1995; Woods et al.,
2004) e o embrido, juntamente com a por¢cdo extracelular ndo congelada, sdo vitrificados

(Saragusty & Arav, 2011).
Figura 11: Rampa de congelacéo utilizada na criopreservacdo dos embrides transferidos nos ensaios

da componente prética da presente tese (extraido do Manual de utilizacdo do Freeze Control Model
CL 2200, Cryologic)
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As taxas de arrefecimento e de reaquecimento, bem como a composicdo do meio
crioprotector séo factores criticos que influenciam a sobrevivéncia apos a descongelagéo.
Arrefecimentos demasiados lentos podem causar danos celulares por exposicdo prolongada
a uma solucdo altamente concentrada, designado este fendmeno por “efeito solugéo”. Por
outro lado, arrefecimentos muito rapidos causam lesfes por formacdao intracelular de cristais
de gelo. Embribes congelados adequadamente devem também ser descongelados a uma
taxa de reaquecimento correcta para evitar danos provocados por choque osmotico ou
recristalizacdo da &gua intracelular (Hochi, Semple & Leibo, 1996; Woelders & Chaveiro,
2004).

Inicialmente, os procedimentos de congelagdo convencional usavam crioprotectores
permeaveis como o glicerol ou o DMSO. Nestes casos, ap0s descongelacdo da palhinha,
era necessario remover o crioprotector do interior da célula, pois este é toxico a
temperaturas elevadas. O embrido era sujeito a passagem por placas com concentragées
decrescentes de crioprotector (“multistep dilution”) para que a saida do crioprotector para o
meio extracelular fosse gradual e ndo houvesse entrada rapida de agua para o interior das
células, o que causaria morte celular e do embrido. Em alternativa ao “multistep dilution”
utilizavam-se solutos nado permeaveis como “amortecedores” osméticos enquanto o

crioprotector saia das células para o meio exterior (por exemplo, a sacarose).

Figura 12: Inducdo de formagéo de cristais com pinga arrefecida em azoto liquido (“seeding”) (original

do autor)
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2.2.2 Transferéncia directa

A transferéncia directa apresentou inUmeras vantagens em comparagédo com o “multistep
dilution procedure”. Neste processo de descongelacdo, o embrido era exposto a
concentracdes decrescentes de crioprotector. Era necessario uma lupa, um trabalho minimo
de 1 a 2 horas em condi¢Bes de laboratério e técnicos competentes para a realizacdo do
procedimento. Com a transferéncia directa, o embrido pode ser reaquecido na mesma
palhinha em que foi congelado e ser transferido de imediato para a receptora, sem no
entanto, haver decréscimos significativos da TG (Voelkel & Hu, 1991).

O factor decisivo para o sucesso da transferéncia directa € a minimizacdo das lesbGes
causadas por um possivel chogue osmético. As lesdes osmoéticas irdo ocorrer se 0
crioprotector intracelular ndo conseguir difundir rapidamente para o exterior, para prevenir o
subito influxo de 4gua em sentido inverso, por gradiente osmaético. Apés a descongelacdo da
palhinha, tal facto provocaria o aumento do volume celular e lise das células. A utilizagéo de
crioprotectores altamente permeaveis, que permitem uma répida difusdo através da
membrana celular, é fundamental para o sucesso do processo (Dochi, Imai & Takakura,
1995).

Com a introdugdo da sacarose nos procedimentos de diluigdo de substancias
crioprotectoras intracelulares, as técnicas tornaram-se mais rapidas e simples de executar,
principalmente em condicbes de campo, pois a sacarose actua como tampao osmdtico,
mantendo constante a concentracdo do meio extracelular, regulando a velocidade de
entrada da agua e saida do crioprotector do embrido, prevenindo deste modo o choque
osmoético (Niemann, 1991).

2.2.2.1 Transferéncia directa com glicerol

Massip, Zwalmen & Ectors (1987) congelaram embrides bovinos combinando 1,36 M de
glicerol e 0,25M sacarose em PBS. ApGs a descongelacao, a palhinha era agitada, como se
tratasse de um termometro, para expor o embrido a sacarose, resultando na saida
controlada do crioprotector das células e, realizadas as transferéncias directas, obtiveram
TG de 51,8% em 27 transferéncias.

No entanto, a transferéncia directa com utilizacdo de glicerol ndo foi muito bem aceite por

parte da industria de transferéncia de embrides, possivelmente devido a existéncia de

resultados muito variaveis (Voelkel & Hu, 1991).

2.2.2.2 Transferéncia directa com etilenoglicol
Até aos anos 90, os crioprotectores mais populares eram o glicerol e 0 DMSO cuja utilizacéo
tornava necessaria a remocdo faseada e/ou que fossem adicionados solutos néao

permeaveis com a funcéo de estabilizadores osmoticos (Voelkel & Hu, 1991).
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A elevada permeabilidade do etilenoglicol, possivelmente devido ao seu baixo peso
molecular quando em comparagdo com 0s outros crioprotectores e, baixa toxicidade,
permitiu evitar a necessidade de diluicdo gradual, com ou sem sacarose e, gracas a sua
rapidez de difusdo através da membrana celular, os resultados tém sido menos variaveis do
que a transferéncia directa com glicerol (Voelkel & Hu, 1991; Massip, 2001; Visitin et al.,
2002).

Nibart & Humblot (1997) compararam TG de embrides congelados em 1,5M glicerol com
0,25M sacarose (4846 embrides transferidos), com a dos embrides congelados em
etilenoglicol (1239 embrides transferidos), ambos com transferéncia directa. Elas foram
respectivamente, de 48,5% e 50,5%, ndo apresentado pois, diferencas significativas.
Concluiram assim que a TG com transferéncia directa € comparavel a dos métodos
convencionais e, que a obtencdo de resultados semelhantes quanto ao crioprotector
utilizado na transferéncia directa favorece a utilizagéo do etilenoglicol por proporcionar um

método mais simples no processamento e aplicacdo das palhinhas, em cenario de campo.

2.2.3 VITRIFICACAO

Rall e Fahy (1985) introduziram a vitrificagdo como novo método de criopreservacédo de
embrides de mamiferos, na auséncia total de formacdo de cristais de gelo. Este método
rompe com a metodologia utilizada nos protocolos de congelacdo lenta controlada e,
consiste num processo fisico pelo qual a solucdo é transformada numa matéria vitrea e
amorfa, por arrefecimento rapido, sem a formacdo de cristais de gelo, mantendo as
caracteristicas de liquido na forma sélida (Rall & Fahy, 1985; Leibo et al., 1996; Palasz
&Mapletoft, 1996; Dobrinsky, 2002). Para além da necessidade de arrefecimento rapido, sdo
utilizadas solugdes crioprotectoras (em concentracdes superiores as utilizadas no método
convencional de congelacao lenta controlada), que diminuem a formacgé&o de cristais de gelo
e aumentam a viscosidade a baixas temperaturas (Vajta, 2000).

No caso da congelacdo lenta, h4 a necessidade de manter um delicado equilibrio entre
vérios factores, que no entanto, pode resultar em danos, como a formacdo de cristais de
gelo, choque osmotico, efeito téxico dos crioprotectores, concentragdo elevada de
electrélitos intracelulares, lesdbes durante arrefecimento, fractura do embrido e da ZP e,
alteracfes intracelulares dos organelos, do citoesqueleto e das ligacGes intercelulares. O
problema é que, na vitrificagdo, a probabilidade de quase todos esses tipos de lesdes
aparecer € maior, excepto aquelas causadas pela formacéo de cristais de gelo. Por outro
lado, a vitrificacdo tem revelado alguns aspectos positivos para além da eliminacao
completa de cristais de gelo, jA que com as elevadas taxas de arrefecimento e

reaquecimento, o embrido esta sujeito menos tempo as temperaturas entre +15°C a -5°C,
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periodo em que ocorrem, frequentemente, alteracbes nas gotas lipidicas
intracitoplasmaticas, no conteudo lipidico das membranas e do citoesqueleto (Dobrinsky,
1996; Visintin et al., 2002).

Posteriormente a Rall e Fahy (1985), foram publicados diversos trabalhos com odcitos e
embrides, explorando possibilidades de combinacdes, adicdo e remocado de crioprotetores,
além de novos métodos e formas de armazenamento (Vajta & Kuwayama, 2006).

A fim de alcancar a vitrificagdo na préatica, minimizando ao méaximo a formacao de cristais de
gelo, e passagem rapida pelos +15°C a -5°C, é necessario altas taxas de arrefecimento
(mergulho directo em azoto liquido, =2500°C/min), bem como elevadas concentracdes de
crioprotectores (= 30%) cuja toxicidade celular € um factor a ter em consideracao
(MacFarlane, 1986). Para evitar a formacao de cristais de gelo é desejavel que o embrido
figue por um periodo de tempo consideravel em contacto com a solucéo de vitrificacdo antes
da congelacdo, o que em contrapartida, é prejudicial para as células do embrido devido ao
efeito toxico dos crioprotectores. Para tentar contornar esta situagdo, € comum em alguns
protocolos de vitrificagdo, os embribes numa primeira fase serem sujeitos a uma solugcdo
diluida de crioprotector até estarem em equilibrio, seguidos de uma curta exposi¢do a uma
solucdo mais concentrada designada por solucdo de vitrificagdo. Outra estratégia para
diminuir os efeitos toxicos das elevadas concentracfes de crioprotector é através da
seleccao apropriada dos mesmos (o etilenoglicol € muito permeavel e relativamente pouco
toxico), a utilizacdo de uma associacao de crioprotectores com o objectivo de ndo se fazer
sentir tanto os efeitos toxicos de cada um e, a utilizacdo da sacarose (crioprotector ndo
permeavel) e de outras macromoléculas, que exercam um efeito osmético significativo, para
além de reduzirem a toxicidade da solucdo de vitrificacdo, ao diminuir a concentracdo do
crioprotector permeavel (Kuleshova, MacFarlane, Trounson & Shaw, 1999).

O sucesso da vitrificacdo esta associado a viscosidade da amostra, taxas de refrigeracédo -
reaquecimento e volume da amostra. Estes factores sdo independentes e, os dois primeiros
estdo relacionados directamente e de forma positiva com o sucesso da vitrificacao, isto €,
guanto maior a viscosidade e a taxa de refrigeracdo, melhor serdo os resultados. No
entanto, o volume da amostra tem uma relagdo inversa e, a sua diminuicdo aumenta a
probabilidade de sucesso (Vajta & Kuwayama, 2006; Yavin & Arav, 2007; Rios, Mucci,
Kaiser & Alberio, 2010). A utilizacdo de volumes pequenos, aumentando as taxas de
arrefecimento e reaquecimento permitem a diminuicdo da concentracdo de crioprotector e
consequentemente diminuicdo do seu efeito téxico (Vajta & Kuwayama, 2006; Rios, Mucci,
Kaiser & Alberio, 2010).

Os ensaios realizados posteriormente a vitrificagdo convencional tiveram em conta 0s
aspectos referidos e, a nova modalidade de vitrificacdo que surgiu foi a vitrificagcdo ultra-

rapida. Nesta nova modalidade de criopreservacdo, os embribes sdo processados da
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mesma forma que na vitrificacdo convencional, a alteracdo esta na reducédo do volume da
amostra, permitindo taxas de arrefecimento e reaquecimento superiores.
Varios métodos de vitrificagdo ultra-réapida tém sido descritos como, o “open pulled straw”

” ” o«

(OPS) , “cryoloop”, “microdrop”, “closed pulled straw”, entre outros.

2.2.3.1 Método “Open Pulled Straw” (OPS)

As palhinhas 0,25mL, utilizadas no método convencional, que permitem uma taxa de
arrefecimento de 2500°C/min sao alteradas no método OPS, passando o seu diametro para
cerca de metade, o que implica a diminuicdo do volume do crioprotector. Consegue-se
assim atingir um acréscimo de oito vezes mais no que diz respeito a velocidade de
arrefecimento e de reaquecimento (=20000 °C/min) (Vajta et al., 1997). Desta forma, com
apenas 0,5 ul de meio de vitrificacdo e taxas de arrefecimento muito elevadas, consegue-se
que o embrido passe rapidamente pelas temperaturas de arrefecimento a que é sensivel e
Ihe poderiam provocar danos (Massip, 2001).

A formacgéo de cristais de gelo tem ocorrido muito mais rapidamente durante o processo de
reaquecimento do que durante o arrefecimento, sempre que taxas de reaguecimento nao
sao suficientemente rapidas (MacFarlane, 1986).

A vitrificac@o, apesar de néo ser a primeira op¢ao de criopreservacao de embrides por parte
dos técnicos de campo, apresenta-se como um método promissor e alternativo aos
processos de criopreservacao de embriées pelo método convencional. Tem como vantagens
ser uma técnica mais rapida, quando comparada com os tradicionais programas de
arrefecimento lento e dispensa 0 recurso a equipamentos caros, indispensaveis a

criopreservacao convencional (Vajta & Kuwayama, 2006).

2.2.3.2 Criopreservagao de embrides produzidos in vitro

A técnica de producéo in vitro (PIV) consiste na colheita de odcitos imaturos dos ovérios de
fémeas vivas por puncado ecoguiada dos foliculos (“ovum-pick-up” (OPU)) ou colheita em
fémeas previamente abatidas. Posteriormente di-se a maturacdo dos odcitos in vitro,
fertilizacdo in vitro (FIV), e manutencdo do embrido em meio de cultura e atmosfera
condicionada para que este se desenvolva (Galli et al., 2003).

A criopreservacao de odcitos e de embrides PIV tem sido alvo de muita investigagéo, e ja
deixou de ser apenas uma técnica com fins experimentais, para ser também, uma
“ferramenta de campo” para o melhoramento reprodutivo e genético das exploragdes
(Schmidt & Niemann, 1999).

Os embrides PIV apresentam diferencas bioguimicas e morfoldégicas em relagdo aos
embrides produzidos in vivo. Essas diferencas incluem o grau de compactacdo dos
embribes PIV, alteracdo da expressdo dos genes e aumento da quantidade de lipidos

citoplasméticos, o que aumenta ainda mais a sensibilidade dos primeiros as temperaturas

55



de refrigeracdo (Pugh, Tervit & Niemann, 2000; Dobrinsky, 2002; Seidel, 2006). Nestes
casos, a vitrificacdo pode apresentar-se como uma boa opg¢édo por diminuir o tempo de
exposicdo as temperaturas criticas de arrefecimento (+15 a -5°C) (Lewis, Lane & Vaijta,
1999; Dobrinsky, 2002; Visintin et al. 2002).

A utilizacdo de concentracbes de 3,6M até 7,2M de etilenoglicol, junto com outros
crioprotectores, apresenta bons resultados na criopreservacdo de embrides PIV por
vitrificacdo e permite reaquecimento de uma so6 vez, evitando o “multistep dilution” (Visintin
et al. 2002).
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3 ENSAIOS EXPERIMENTAIS
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3.1 INTRODUCAO GERAL

Uma parte considerdvel dos embrides transferidos por todo o mundo € sujeita a
criopreservacao, processo esse que mesmo quando executado correctamente, diminui a
viabilidade dos embribes, o que se reflecte em TG inferiores as das TE a fresco (Niemann,
1991).

Vérios estudos foram levados a cabo, com o intuito de identificar factores que influenciam o
sucesso da criopreservacdo de embrides bovinos. No Ensaio |, avaliou-se
retrospectivamente a fertilidade global da equipa A, relativamente a paridade das receptoras
e ao tipo de embrido transferido. No Ensaio Il foi analisado o impacto do intervalo de tempo
entre o final da recolha e o inicio da congelacéo sobre a viabilidade dos embribes, ou seja,
se a capacidade dos embrifes transferidos de sobreviverem se manteve a medida que o
intervalo de tempo a que foram sujeitos a condicdes ambientais (i.e., contaminacao,
manipulacao, calor, luz e meio de cultura) aumentou, mesmo tendo sido todos os embrides
avaliados pela sua forma morfolégica como excelentes-bons, na altura da congelagéo. Este
tema j& foi abordado por varios investigadores, porém, ndo existe unanimidade entre as
suas conclusoes.

Como é sabido, o calor tem um impacto negativo nas exploracdes de bovinos de aptiddo
leiteira, tanto a nivel de producdo, como a nivel reprodutivo. No capitulo da reproducao,
geralmente estd associado a uma TG muito baixa ap6s IA, o que € um prejuizo econdmico
para a exploracao. Alguns ensaios demonstraram que, em periodos de calor, a TE é uma
boa alternativa para manter em nivel aceitavel, a fertilidade de uma exploracdo. Os oécitos e
embrifes nos primeiros estadios de clivagem sdo mais susceptiveis aos efeitos provocados
pelo stress hipertérmico do que embrides com 7 dias, 0 que pode permitir a obtencdo de
uma TG superior a conseguida por IA, nos meses quentes (Putney, Drost & Thatcher, 1989;
Badinga et al. 1993; Drost et al., 1999; Al-Katanani et al., 2002; DeRensis & Scaramuzzi,
2003).

Na auséncia de stress hipertérmico, varios investigadores concluiram que a qualidade dos
olcitos de fémeas superovuladas é inferior a das fémeas que nédo receberam TS, bem como
o transporte de espermatozéides é prejudicado no caso das primeiras, ocorrendo com
frequéncia a recolha apenas de o06écitos, mas respostas superovulatérias e poucos embrides
de boa qualidade (Hansen et al., 2001). Em fémeas superovuladas em stress hipertérmico,
os factores referidos s@o agravados e, para além disso, ha diminuicdo da expresséo do cio,
alteracdo do desenvolvimento folicular, diminuicdo da competéncia dos odcitos e inibicdo do
desenvolvimento embrionério. E uma realidade frequente, a diminuicdo do nimero de
embriGes transferidos por ma RS, baixa taxa de fertilizacdo e diminuicdo da qualidade dos
embrides (Putney, Drost & Thatcher, 1988a; Putney et al., 1988b; Alfuraji, Nouty & Alibrahim,
1996; Hansen, 2001).

59



Com o Ensaio Il da presente tese, testou-se a viabilidade de embribes classificados quanto
a sua morfologia de excelentes-bons, produzidos in vivo por fémeas dadoras sujeitas ao
calor dos meses considerados quentes (Junho, Julho, Agosto e Setembro), para tentar
saber até que ponto, ndo houve danos por esse facto. Pretendeu-se assim perceber se,
nestes casos, ocorria um fendmeno semelhante ao que se passa com a utilizacdo de sémen
sexado, em que ocorre uma maior taxa de mortalidade embrionaria, relativamente as
gestacOes obtidas com sémen convencional (Carvalho et al., 2010; Underwood, Bathgate,
Ebsworth, Maxwell & Evans, 2010).

Os dados recolhidos para realizagéo dos trés ensaios foram obtidos de programas de OMTE
realizados por uma equipa licenciada, a qual sera designada por equipa A, cuja actividade
se desenvolveu na regido de Entre Douro e Minho e Beira Litoral. Os dados analisados
referem-se ao periodo, de 1999-2009 e a uma amostra total de 776 TE frescos e

descongelados.

3.2 ENSAIO |

Este ensaio teve como objectivo a analise retrospectiva da actividade OMTE da equipa A,
no sentido de se obter uma ideia da fertilidade global de uma unidade de TE, tendo em
consideracéo factores como o tipo de embrido e a paridade da receptora, numa amostragem
homogénea.

3.2.1 Material e métodos

Para a realizacdo deste Ensaio foram seleccionadas receptoras de embrides descongelados
(n=170) e de embrides frescos (n=37) num total de 207 transferéncias.

Apenas foram utilizadas receptoras da raca Holstein-Friesian, com assincronia positiva ou
negativa em relagdo a dadora de até 12 horas, com CL3/CH3 de qualidade boa (1) ou
razoavel (2).

As novilhas utilizadas para receptoras eram fémeas jovens, sem anomalias reprodutivas
clinicamente detectaveis, com idades compreendidas entre 13 e 0s 18 meses. As vacas que
foram utilizadas para receptoras ndo possuiam registo de idade, nimero de partos ou de
problemas reprodutivos.

Os embrides transferidos (com idades de 7 a 7,5 dias), foram avaliados apos a recolha e
apresentavam morfologia excelente-boa (1) e, os estadios de desenvolvimento eram o de
moérulas compactas, jovens blastocistos, blastocistos e blastocistos expandidos, tendo sido
parte deles, posteriormente congelados em mini-palhinhas de forma lenta convencional, com
1,5M etilenoglicol + 0,25M de sacarose (ver figura 13) que de seguida foram, mergulhadas e

armazenadas em azoto liquido por tempo indeterminado.
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Figura 13: Esquema de enchimento da mini-palhinha (original do autor).

0,25M sacarose| ar | meio de ar 1,5M etilenoglicol+embrido ar meio de ar| meio de

manutencao manutencéo manutengao

No dia da TE, a avaliacdo das receptoras (exame de estado geral e exame ginecoldgico),
nomeadamente a avaliagdo do CL, foi procedimento realizado sempre pelo mesmo técnico
que efectuou as TE. Caso a receptora fosse selecionada procedia-se a uma anestesia
epidural baixa e dava-se inicio ao processo de descongelacdo da palhinha contendo o
embrido.

O protocolo para a descongelacdo da palhinha consistiu na remo¢éo da palhinha do azoto
liguido, manté-la 10 segundos a temperatura ambiente e cerca de 10 segundos em banho-
maria a temperatura de 35°C. ApoOs a descongelagdo, a transferéncia ocorreu 0 mais
rapidamente possivel.

O método de sincronizacdo de cios foi o da dupla administracdo de PGF,, ou analogo de
sintese, com 11 dias de intervalo e, posterior observacao de cio, a partir das 48 horas apos
a segunda administracdo de PGF,,, ou apenas, detecgdo visual de fémeas em cio natural,
tarefas estas que ficaram a responsabilidade dos produtores.

As TE foram realizadas por via ndo-cirtrgica, sempre pelo mesmo operador e apenas foram
consideradas as transferéncias atrauméticas (auséncia de vestigios de sangue na
extremidade do “pistolet”).

Neste Ensaio nédo foi tida em consideracao, a altura do ano em que foi realizada a TE ou a
recolha, bem como, a altura em que foi realizado o diagnéstico de gestacdo, por
ecografia/palpacéo (ver figura 14) ou a variacao entre anos.

A variavel novilha e vaca e, a variavel congelados e frescos foram avaliadas individualmente

utilizando o teste exacto de Fisher.
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Figura 14: Diagnéstico de gestacdo precoce por ecografia (original do autor)
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3.2.2 Resultados

Os resultados obtidos estéo registados na tabela 9.

Tabela 9: Fertilidade global da equipa A

Taxa de gestacdo ap0s TE
Embrides Novilhas Vacas Total
Descongelados 59,8% %  (70/117) 41,5%" (22/53) 54,1% (92/170)
Frescos 55,2%° (16/29) 25%° (2/8) 48,6% (18/37)
Total 58,9% (86/146) 39,6% (24/61)

(a,b - p<0,05; c,d — p<0,05)

3.2.3 Discusséo e conclusdes

A TG dos embrides descongelados e transferidos para novilhas, obtida no presente ensaio,
encontra-se dentro de valores considerados comercialmente aceitaveis (50%-60%,
Niemann, 1991; 50%-70%, Callesen et al., 1996, citando varias equipas; 56,1% (n=3616) a
68,7% (n=774), Hasler, 2001) e registadas por equipas experientes.

Por outro lado, a TG das transferéncias a fresco ndao foram superiores a dos embrides

descongelados (p > 0,05), ao contrario do que é relatado em inimeros estudos, que referem
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ser 10-15% mais elevada. As transferéncias a fresco podem alcancar os 80% (Hasler,
2004). A justificacdo para os resultados obtidos no presente ensaio podera estar relacionada
com a seleccdo das receptoras que receberam embrido fresco. Apesar da qualidade do
embrido ser 1 e as receptoras terem CL de qualidade 1 ou 2, algumas delas sujeitas a TE a
fresco, foram consideradas fémeas repetidoras (animais que foram beneficiados mais de 3
vezes e nao ficaram gestantes). Nestes casos, 0 objectivo da TE também passa por
contornar as causas de infertilidade. Adicionalmente, € de referir que 0s grupos séo
numericamente muito diferentes (congelados, n=170; frescos, n=37).

Diferenca significativa (p <0,05) foi registada nas TE descongelados (41,5% vs 59,8%) e
frescos (25% vs 55,2%), entre vacas e novilhas, respectivamente, sendo mais elevada nas
tltimas, o que esta de acordo com os resultados de estudos anteriores (Callesen et al.,
1996; Chagas e Silva et al., 1999; Hasler, 2001).

A utilizacdo de vacas como receptoras de embrido fresco e descongelado pode néo ser,
portanto, melhor opcdo em termos comerciais, a ndo ser quando se torna necessario

contornar determinadas situagfes de infertilidade dessas fémeas.

3.3 ENSAIO I

Com este Ensaio pretendeu-se analisar retrospectivamente a influéncia do intervalo de
tempo entre a recolha e o inicio da congelacao, sobre a fertilidade apds transferéncia de

embrides descongelados para novilhas virgens Holstein-Friesian.

3.3.1 Material e métodos

Neste Ensaio, os embrides descongelados e transferidos (n=107) entre os anos de 1999 e
2009, foram distribuidos por trés grupos, conforme o intervalo de tempo entre o final da
recolha e o inicio da congelagéo (Grupo |: <2 horas, n=33 ; Grupo Il: > 2horas e < a 4 horas,
n=67 ; Grupo lll: > 4 horas, n=7).

As receptoras da raca Holstein-Friesian, apresentavam assincronia positiva ou negativa em
relacdo a dadora, de 12 horas, com CL3/CH3 de qualidade boa (1) ou razoavel (2), ao
exame ginecolégico antes da TE.

As novilhas utilizadas para receptoras eram fémeas, virgens, sem anomalias reprodutivas
clinicamente detectaveis, com idades compreendidas entre os 13 e os 18 meses.

Os embrides transferidos (com idades de 7 a 7,5 dias), foram avaliados apés a recolha e
apresentavam morfologia excelente-boa (1) e, os estadios de desenvolvimento eram o de
moérulas compactas, jovens blastocistos, blastocistos e blastocistos expandidos, sendo

posteriormente congelados em mini-palhinhas de forma lenta convencional, com 1,5M
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etilenoglicol + 0,25M de sacarose e, de seguida, mergulhadas e armazenadas em azoto
liquido por tempo indeterminado.

No dia da TE, realizaram-se os mesmos procedimentos descritos para o Ensaio |.

O método de sincronizacao de cios foi a dupla administracdo de PGF,, ou analogos de
sintese, com 11 dias de intervalo e, posterior deteccéo visual de cio a partir das 48 horas
apos a segunda administracdo de PGF,,, Ou apenas, deteccdo visual de fémeas em cio
natural, tarefas estas que ficaram a responsabilidade dos produtores.

As TE foram realizadas por via ndo-cirdrgica sempre pelo mesmo operador e apenas foram
consideradas as transferéncias atraumaticas (auséncia de vestigios de sangue na
extremidade do “pistolet”).

Neste ensaio, ndo foi tida em consideracdo a altura do ano em que se realizou a TE ou a
recolha, bem como, a altura em que foi realizado o diagnéstico de gestacdo ou ainda, a
variagdo entre 0s anos.

Os dados foram analisados estatisticamente, segundo o teste exacto de Fisher.

3.3.2 Resultados

Os resultados obtidos encontram-se registados na tabela 10.

Tabela 10: Relagéo entre o intervalo de tempo desde o final da recolha ao inicio da congelagéo e a
TG

Intervalo de tempo entre final da recolha e o inicio da
congelagéo
Grupo | Grupo I Grupo Il
< 2 horas 2 a4 horas > 4 horas
TG % 63,6% ¢ (21/33) 50,7%° (34/67) 57,1%° (4/7)

(a,b - p>0,05; a,c—p>0,05; b,c-p>0,05)

3.3.3 Discusséo e conclusdes

Wright (1985), com base em dados de programas de OMTE realizados entre o Verao de
1982 e o Verdo de 1984, obteve uma amostra de 1358 transferéncias de embrides
descongelados. A variacdo de tempo entre o final da recolha e inicio da congelacdo oscilou
entre as 2 e as 16 horas (figura 15), o que se deve ao facto de algumas das recolhas terem
sido feitas nas exploracdes e a congelacdo, na sede de laboratério. Todas as exploragdes

ficavam a umas horas de distancia, deste Gltimo.
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Figura 15: Intervalo de tempo (horas) entre final da recolha e inicio da congelacdo e sua relagdo com

a TG (extraido de Wright, 1985)
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Perante os resultados, o autor decidiu congelar os embrides sempre, no local da recolha, ou
seja, na prépria exploracao.

Hasler (2001), ndo considerou que a TG de embrides descongelados fosse afectada pela
manutencdo dos mesmos em meio de cultura, em condi¢Bes de laboratério, por um periodo
de 3h, entre o final da recolha e o inicio da congelagdo (ver tabela 11). Porém, neste
trabalho, Hasler ndo teve em conta a avaliagdo morfolégica do embrido, nem as
caracteristicas das receptoras (vaca vs novilha, assincronia ou qualidade do CL) e o

intervalo de tempo considerado é manifestamente reduzido.

Tabela 11: Relagdo entre intervalo de tempo final da recolha e o inicio da congelacdo e a TG

(adaptado de Hasler, 2001)

Intervalo de tempo entre Numero de TE com Taxa de gestacdo

recolha e congelagéo (min.) embrides descongelados (%)
0-30 85 54,1

31-60 418 56,0

61-90 722 56,0

91-120 507 56,2

121-150 264 53,0

151-180 106 55,7

Porém, o mesmo autor (Hasler, 2001), admite que em condi¢cdes de campo, os embrides
podem estar sujeitos a condi¢cdes adversas, como temperaturas ambientais elevadas, que
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poderiam conduzir a diminuicdo da viabilidade dos mesmos, em funcdo do tempo de
exposicao aquelas condi¢cbes adversas.

Ponsart et al. (2006) em experiéncias de campo realizadas em Franga concluiram que a TG
ndo era influenciada pelo intervalo de tempo entre o final da recolha e o inicio da
congelacéo, como o demonstra a Tabela 12.

Tabela 12: Relacédo entre o intervalo de tempo final da recolha e o inicio da congelacdo e a TG
(adaptado de Ponsart et al., 2006)

Intervalo de tempo entre

NUmero de TE

Taxa de gestacao

recolha e congelacéo descongelados (%)
<4horas 393 51,9
>4horas 155 55,5

Tal como Hasler (2001), Ponsart et al. (2006), ndo tiveram em conta a qualidade dos
embriGes nem a assincronia entre receptora e dadora. Para além disso, a definicdo dos dois
grupos em analise é muito abrangente, podendo mascarar algumas situacoes.

Aoyagi et al. (1990) citados por Gordon (2002), constataram que a TG a partir das 3h (desde
o final da recolha até ao inicio da congela¢éo) reduzia-se consideravelmente (65% vs 43%).
No presente Ensaio, os resultados parecem apontar para a diminuicdo numérica da TG
entre os diferentes grupos de fémeas, a medida que o intervalo de tempo recolha -
congelagdo dos embrides aumenta, sem no entanto as diferencas serem significativas (p>
0,05), excepgédo feita para o grupo lll que apresenta uma amostragem muito reduzida e
desequilibrada.

A TG das novilhas e, para grupos numericamente desiguais, variou de 63% a 50,7%
(63.63%, 50.7% e 57.1% para o grupo |, Il e lll, respectivamente). Estes valores parecem
ser da mesma ordem de grandeza dos obtidos por Hasler (2001) e por Ponsart et al. (2006).
Podemos entdo concluir que parece haver uma tendéncia nimerica, ndo estatisticamente
significativa, para que intervalos de tempo menores, entre a recolha e inicio de congelagéo
possam corresponder a taxas de gestacdo superiores. Esta situacdo podera acentuar-se

guando as condi¢cbes ambientais sdo adversas ou a receptora for uma fémea de risco.
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3.4 ENSAIO Il

Como ja foi referido na presente tese, temperaturas ambientais elevadas sdo adversas para
a fertilidade em bovinos, sobretudo de aptidao leiteira e em lactagao.

Neste Ensaio pretendeu-se avaliar o efeito do stress hipertérmico na altura do TS até a
recolha sobre a viabilidade dos embrides congelados, a partir dos dados registados pela
Equipa A.

O outro objectivo foi analisar o efeito da época do ano sobre a fertiidade ap6s a

transferéncia do embrido descongelado.

3.4.1 Material e métodos

Para a realizacao deste trabalho, foram analisadas 176 TE com embrides descongelados
realizadas entre os anos de 1999 e 2009.

As receptoras da raga Holstein-Friesian utilizadas para o ensaio foram novilhas virgens
(n=120), sem anomalias reprodutivas clinicamente detectaveis, com idades compreendidas
entre os 13 e 18 meses e vacas (n=56), sem registo de idade, nUmero de partos ou
indicagéo de problemas de infertilidade. Todas as fémeas apresentavam assincronia positiva
ou negativa, em relacdo a dadora, de até 12 horas e com CL3/CH3 de qualidade boa (1) ou
razoavel (2) ao exame ginecolégico, antes da TE.

Os embribes transferidos (com idades de 7 e 7,5 dias) foram avaliados apds a recolha e
apresentavam morfologia excelente-boa (1) e, os estadios de desenvolvimento eram o de
moérulas compactas, jovens blastocistos, blastocistos e blastocistos expandidos, sendo
posteriormente congelados em mini-palhinhas, da forma lenta convencional com 1,5M
etilenoglicol + 0,25M de sacarose e, de seguida, mergulhadas e armazenadas em azoto
liquido por tempo indeterminado.

No dia da TE, os procedimentos realizados foram semelhantes aos descritos no material e
métodos do Ensaio .

O método de sincronizacdo de cios foi 0 da dupla administracdo de PGF,, ou anélogo de
sintese, com 11 dias de intervalo e, posterior detec¢éo visual de cio a partir das 48 horas
apo6s a segunda administracdo de PGF,,, ou apenas, detecgdo visual de fémeas em cio
natural, tarefas estas que ficaram a responsabilidade dos produtores.

As TE foram realizadas sempre pelo mesmo operador e apenas foram consideradas as
transferéncias atraumaticas (auséncia de vestigios de sangue na extremidade do “pistolet”).
As TE foram agrupadas consoante a época do ano em que foi realizada a recolha do
embrido e a época em que foi transferido. Os meses de Junho, Julho, Agosto e Setembro
foram considerados 0os meses quentes e, ao invés, os meses de Outubro, Novembro,
Dezembro, Janeiro, Fevereiro, Marco, Abril e Maio foram considerados os meses frios.

Os dados foram trabalhados estatisticamente pelo teste exacto de Fisher.
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3.4.2 Resultados
Os resultados obtidos no presente Ensaio sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Relacao entre a época da recolha e da transferéncia embrionaria e a TG

Recolha nos meses frios

Recolha nos meses quentes

Transferéncias

meses quentes

Transferéncias

meses frios

Transferéncias

meses quentes

Transferéncias

meses frios

Novilhas

58,4%? (14/24)

60,7%" (37/61)

41,7% °© (5/12)

60,9%° (14/23)

Vacas

45% © (9/20)

38,5% ' (10/26)

33,3% 9 (2/6)

25%" (1/4)

(a,e - p<0,05; b,f-p<0,05; c,g—p<0,05; dh-p<0,05)

3.4.3 Discussao e Conclusdes

As novilhas foram significativamente (p<0,05) melhores receptoras do que as vacas,
contudo, para o mesmo tipo de receptora, ndo houve diferencas significativas entre as
épocas do ano em que foram realizadas as recolhas e transferéncias. Contudo, no caso das
novilhas, os valores mais baixos de TG encontram-se nas transferéncias realizadas nos
meses quentes e, o0 valor mais baixo foi calculado, no grupo que receberam embribes
congelados e transferidos nos meses quentes. Desta forma, tanto os resultados obtidos nas
novilhas, como nas vacas estdo de acordo com os de alguns ensaios (Putney, Drost &
Thatcher, 1989; Badinga et al. 1993; Drost et al., 1999; Al-Katanani et al., 2002; DeRensis &
Scaramuzzi, 2003) que aconselham a transferéncia de embrides descongelados em
exploracdes fustigadas por elevadas temperaturas ambientais, por forma melhorar a
fertilidade, que se encontra diminuida apés IA.

Os resultados das receptoras vacas podem ser encarados ainda de outra forma. Se
excluirmos o grupo com a amostra mais pequena (n=4; recolha nos meses quentes X
transferéncias nos meses frios x vacas), o grupo que apresentou TG mais baixa, foi o das
vacas que receberam embrides congelados e transferidos nos meses quentes, verificando-
se 0 mesmo com as novilhas.

Torna-se necessaria a realizacdo de um ensai0 mais completo, com amostras
significativamente maiores, para se poder entender se hd ou ndo, efeitos prejudiciais
acumulados, na viabilidade do embrido, provocados pelo calor durante a recolha e/ou

transferéncia.
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Parece haver uma tendéncia numérica para uma quebra de fertilidade das novilhas nas
transferéncias realizadas nos meses quentes, independentemente da época da recolha. Nas

vacas, tal situacao é de dificil apreciacao, dada a exiguidade da populacdo em analise.
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4 CONCLUSOES GERAIS
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A eficiéncia produtiva da vaca leiteira é o objectivo principal de um produtor de leite, que é
maior no inicio da lactacéo e diminui gradualmente com o avan¢co da mesma. Dai, 0 maneio
reprodutivo ser fundamental, independentemente dos outros objectivos da exploracéo, tendo
em vista os beneficios que a gestacdo provoca na funcionalidade da glandula mamaria e na
eficiéncia da conversao alimentar.

As fémeas podem ser beneficiadas por cobricdo, IA ou TE. Esta decisdo esta relacionada
com as caracteristicas da fémea, objectivos da exploracdo e época do ano/condi¢cdes
ambientais.

A producao de fémeas de substituicdo é outro dos objectivos do maneio reprodutivo, com
vista a reciclar e/ou aumentar o niumero de produtoras/reprodutoras de qualidade genética
superior & ascendéncia e, dotadas de capacidade de a transmitir & descendéncia, para que
se inicie novo ciclo ainda mais eficiente.

Enquanto que a IA é uma técnica de melhoramento animal que dissemina o valor genético
de um touro de qualidade superior, a TE permite que a superioridade genética da fémea
dadora seja também disseminada para receptoras de qualidade inferior, cuja Unica funcéo é
levar a gestagéo até termo, que culmina no nascimento de uma cria geneticamente valiosa.
Com o desenvolvimento das técnicas de criopreservacdo de embrides, permitiu-se neste
caso, no ramo da pecuéria, que embrides excedentarios por auséncia de receptoras aptas,
em numero adequado, fossem criopreservados por tempo indefinido. A possibilidade de
disseminacao global de genética de qualidade superior, bem como a de melhorar as TG de
exploracdes leiteiras cuja fertilidade apos IA se encontra significativamente diminuida, pelos
efeitos adversos provocados pelo stress hipertérmico, sao outras vantagens da
criopreservagao de embrides.

Os resultados dos ensaios da presente tese, utilizando apenas embrides criopreservados
mostraram que as novilhas foram significativamente (p<0,05) melhores receptoras do que as
vacas, sendo estas Ultimas um sério factor de risco aquando da sua utilizacdo como
receptoras.

Relativamente ao intervalo de tempo final da recolha-inicio da congelagédo, & medida que
este aumentou, registou-se uma tendéncia numérica para a diminuicdo da TG. Porém, as
diferencas nédo foram significativas (p>0,05).

O stress hipertérmico parece afectar a TG, quer nas novilhas, quer nas vacas, sobretudo
guando as recolhas/congelacdo e TE foram realizadas nos meses quentes. No entanto, ndo

houve diferencas significativas relativamente a outros grupos em analise (p>0,05).
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6.1 Anexo 1. Exemplos de estadios de desenvolvimento e qualidade de embrides bovinos
(extraido de IETS, 1998).

BOVINE EMBRYOS: EXAMPLES OF DEVELOPMENTAL STAGE AND QUALITY

Cycle day: 7 Cycle day: 7.5 Cycle day: 7.5 Cycle day: 7.5
Stage Code: 6 Stage Code: 6 Stage Code: 6 Stage Code: 6
Quality Code:1  Quality Code: 1  Quality Code: 1  Quality Code: 2
Comments: Comments: k Comments: dk  Comments: k

[T .. e § . *s "Tw

Cycle day: 7.5 Cycle day: 7.5 Cycleday: 7.5 Cycle day: 7.5 Cycle day: 7.5
Stage Code: 7 Stage Code: 7 Stage Code: 7 Stage Code: 7 Stage Code: 7
Quality Code: 1  Quality Code: 1 ~ Quality Code:1 ~ Quality Code:1 ~ Quality Code: 2
Comments: Comments: Comments: j Comments: j . Comments: j, k

e

Cycle day: 8.0  Cycle day: 8.0 Cycle day: 7.0  Cycle day: 7.0 Cycle day: 7.0
Stage Code: 8 Stage Code: 8 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4
Quality Code: 1  Quality Code: 1  Quality Code: 2 Quality Code:1  Quality Code: 1
Comments: | Comments: j Comments: | Comments: m Comments: n

Comments:

d. Single or small blastomeres comprise less than 15% of the total cellular material and the
embryo is consistent with the expected stage of development.

. Collapsing of the blastocoel is considered a normal physiological process that does not
lower the quality code.

k. Extruded cells in stage code 6, 7 and 8 embryos are often pressed against the zona
pellucida and not obvious unless the embryo has collapsed due to normal physiological
processes or when a cryoprotective additive is introduced.

1. This embryo has a flat (even concave) surface of the zona pellucida that can cause the
embryo to stick to a petri dish or straw. This defect alone keeps the embryo from being
classified as quality code 1 and should not be utilized in international commerce unless
agreements allow for other than quality code 1 embryos.

m. Cellular debris on the surface of the zona pellucida shows that this embryo has not been
washed by proper procedures.

n. This embryo has a cracked zona pellucida at the top of the picture. Embryos that do not
have an intact zona pellucida should not be utilized in international commerce.
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6.2 Anexo 2: Exemplos de estadios de desenvolvimento e qualidade de embriées bovinos
(extraido de IETS, 1998).

BOVINE EMBRYOS: EXAMPLES OF DEVELOPMENTAL STAGE AND QUALITY

1

Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7

Cycle day: 7

Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4
Juzlity Code:2  Quality Code: 3 Quality Code: 3 Quality Code: 3 Quality Code: 3
Comments: Comments:f,g Comments: f, g Comments:f,g Comments: f, g

vcle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7

giage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 5 Stage Code: 5 Stage Code: 5
Quality Code: 3  Quality Code: 3 Quality Code:l  Quality Code: |  Quality Code: 1
Comments:f, g Comments: f, g,h Comments: Comments: d Comments:

vcle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7
ge Code: 5 Stage Code: 5 Stage Code: 5 Stage Code: 5 Stage Code: 5
lity Code: 1  Quality Code: 2  Quality Code: 2  Quality Code:2  Quality Code: 3
i Comments: e Comments: Comments: Comments: g

v

(’),t_{)l )

2
=
=
4]
=
-~
w

P.

Comments:
2 Single or small blastomeres comprise less than 15% of the total cellular material and the
embryo is consistent with the expected stage of development.
Sperm on zona pellucida.
Embryos with many extruded cells or debris must be carefully rolled over to determine
the - presence and quality of any viable embryo mass.
ality code 3 embryos have an embryo mass that is less than 50% of all cellular material
:;'".:n the zona pellucida.
= This embryo has a nice but very small mass. If the embryo mass is less than 25% of all
~zllular material, it should be given quahty code 4 (non- v1ab1e)
Irr=zular shape is a common variation in blastocoel development.
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6.3 Anexo 3: Exemplos de estadios de desenvolvimento e qualidade de embriées bovinos
(extraido de IETS, 1998).

BOVINE EMBRYOS: EXAMPLES OF DEVELOPMENTAL STAGE AND QUALITY

Cycle day: 6 Cycle day: 6.5 Cycleday: 6.5  Cycle day: 6.5 Cycle day: 6.5
Stage Code: 3 Stage Code: 3 Stage Code: 3 Stage Code: 3 Stage Code: 4
Quality Code:1  Quality Code:1  Quality Code: 2 Quality Code: 2 Quality Code: 1
Comments: a Comments: a Comments: a,b Comments: a,b Comments: b,c,d

- )

Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycleday: 7
Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4
Quality Code: 1  Quality Code: 1~ Quality Code:l  Quality Code: 1  Quality Code: 1
Comments: Comments: Comments: d Comments: d - Comments: d

e A

Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7 Cycle day: 7
Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4 Stage Code: 4
Quality Code: 2 Quality Code: 2 Quality Code: 2 Quality Code:2  Quality Code: 2
Comments: b Comments: b Comments: b Comments: b,e ~ Comments: b

Comments:

a. If this embryo is collected on day 7 or later, the stage is not consistent with the expected
stage of development and, therefore, should be lowered one quality code.

b. Large cells that were extruded from the embryo mass prior to the 16-cell stage easily make
up more than 15% of the total cellular material through stage 5 embryos.

c. Large individual blastomeres indicate compaction is not complete and is an early stage 4.

d. Single or small extruded blastomeres comprise less than 15% of the total cellular material
and the embryo is consistent with the expected stage of development.

e. Sperm on zona pellucida.
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