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RESUMO: Com o objetivo de avaliar o desempenho de vacas zebuinas em programa de transferéncia
de embrides, 30 vacas doadoras da raca Nelore foram superovuladas com 350 UI de horménio
gonadotréfico (PluSet®), iniciando, em média, no 112 dia do ciclo estral (dia zero = dia do estro),
administradas em oito doses decrescentes, com intervalo de 12 horas a cada administragdo. Ao final
do terceiro dia de tratamento superovulatério, administrou-se 2mg de PGF, . Cada doadora foi
inseminada trés vezes, sendo a primeira inseminacdo 14 horas apés a manifestacdo de estro, € as
subseqtientes oito horas ap6s a anterior. No sétimo dia apds a primeira inseminagio, os embrides
foram coletados pelo método ndo cirtirgico e avaliados quanto ao estddio de desenvolvimento e
qualidade embrionéaria. Foram colhidas 409 estruturas de 40 coletas (10,76 = 7,73). Desse total
42.54% (174/409) foram consideradas invidveis (4,34 + 4,53 por coleta). Das estruturas invidveis
64,94 % (113/174) eram ovécitos (2,97 + 4,02 ovdcitos/coleta) e 35,06% (61/174) eram embrides
degenerados (1,61 = 1,82 degenerados/coleta). Foram considerados vidveis 57,46% (235/409) das
estruturas coletadas (6,18 + 6,41 embrides vidveis/coleta). A avaliacdo morfol6gica quanto ao estddio
de desenvolvimento revelou que 5,10% (12/235) das estruturas vidveis encontravam-se em estadio
de moérula, 20,00% (47/235) em estadio de blastocisto inicial, 41,28% (97/235) em estadio de
blastocisto, 28,94% (68/235) em estadio de blastocisto expandido e 2,69% (11/235) em estadio de
blastocisto eclodido. Com relacéo a qualidade embriondria, 69,30% (163/235) dos embrides vidveis
foram classificados como grau I, 26,14% (61/235) grau IT e 4,56% (11/235) grau III. Os resultados
obtidos nesse estudo viabilizam a fémea zebuina, da raga Nelore, em programas de transferéncia de
embrides e caracterizam métodos efetivos para os protocolos de superovulagio, coleta e manipulagao
de seus embrides. Porém, ha que se considerar a metodologia de inseminacao das vacas superovuladas,
visto o elevado nimero de estruturas ndo fecundadas por coleta, visando adequar o melhor momento
e nimero de inseminacdes, as particularidades apresentadas pelas vacas dessas ragas.
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REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF NELORE
COWS IN EMBRYO TRANSFER PROGRAM

PINTONETO, A.; SILVA FILHO, J.M.; FONSECA, J.F.; MOTA, M.F; BELISARIO, H.: PARDINI,
W.S.; ALVIM, M.T.T. Reprodutctive performance of Nelore cows in embryo tranfer program.
Arg. cién. vet. zool., UNIPAR, 3(2) : p. 167-173, 2000.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate zebu cows performance in an embryo
transfer program. Thirty Nelore cows were superovulated with 350 UT of the FSH, divided in eight
decreasing doses. The first dose began in the eleventh day of the cycle (day zero = estrous day). The
cows were inseminated three times. The first insemination was done 14 hours after the beginning of
estrous and the other two inseminations were done eight hours after the last insemination. In the
seventh day after the first insemination, the embryos were non-surgically collected and evaluated
under stereoscopic microscopy to determine the development stage and grade of quality. A total of
409 structures were collected from the 40 collection (10.76 = 7.73 per collection), 42.54% (174/
409) of the structures were not fecundated (2.97 +4.02 per collection) and 35.06 % (61/174) were
degenerated embryos (1.61 £ 1.82 per collection). Viable embryos were 57.46% (235/409 — 6.18 +
6.41 per collection). The viable embryos were classified according to the development stage [5.10%
(12/235) morulae, 20.00% (47/235) voung blastocyst, 41.28% (97/235) blastocyst, 28.94% (68/
235) expanded blastocyst and 2.69% (11/235) hatched blastocyst] and to the quality [viable embryos
were 69.30% (163/235) grade [, 26.14% (61/235) grade II and 4.56% (11/235) grade III]. The
results of this study showed that Nelore cows have good performance in embryo transfer program
and relate effective procedures to superovulation, collection and manipulation of theirs embryos.
However, because of the high number of non-fecundated structures, the artificial insemination
protocol must be re-evaluated, in order to adapt the ovulation and moment/number of inseminations
to the peculiarities of Nelore cows,
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DESEMPENO DE VACAS DADORAS DE RAZA NELORE,
EN PROGRAMA DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

PINTO NETO, A.; SILVA FILHO, J.M.; FONSECA, I.F.; MOTA, M.F; BELISARIO, H.: PARDINI,
W.S.; ALVIM, M.T.T. Desempefio de vacas dadoras de raza nelore, en programa de transferencia
de embriones. Arg. cién. vet. zool., UNIPAR, 3(2): p. 167-173, 2000.

RESUMEN: Con el objetivo de evaluar el desempefio de vacas cebuinas en un programa de
transferencia de embriones, 30 vacas donadoras de la raza Nelore fueron superovuladas con 350 Ul
de hormona gonadotréfica (PluSer), iniciando el dia 11 del periodo estral (dia cero = dia del estro),
administradas en ocho dosis decrescientes, con un intervalo de 12 horas, a cada administracion. Al
fin del tercer dia de la inseminacion, se administré 2 mg de PGF,ct. Cada donadora fue inseminada
tres veces, siendo la primera inseminacién, 14 horas después de la manisfestacién del estro, yen
las subseqientes ocho horas después. En el séptimo dfa, después de la primera inseminacién, los
embriones colectados por el método no quirtrgico se evaluaron en cuanto a la fase de desarrollo y
calidad. Fueron recogidas 409 estructuras de 40 colectas (10,76 + 7,73). En este total 42.54 % (174/
409) consideradas inviables (4,34 + 4,53 por colecta). De las estructuras inviables 64,94% (113/
174) eran huevos pequefios (2,97 £ 4,02 huevos/colecta) y 35,06% (61/174) eran embriones
degenerados (1,61 £ 1,82 degenerados/colecta). Fueron consideradas viables 57,46 % (235/409) de
las estructuras recogidas (6,18 + 6,41 embriones viables/colecta). El test morfoldgico, en cuanto a
la fase de desarrollo, reveld que el 5,10% (12/235) de las estructuras viables se encontraba en fase
de moérula; 20,00% (47/235) en fase de blastocisto joven; 41,28% (97/235) en fase de blastocisto;
28,4% (68/235) en fase de blastocito expandido y, 2,69% (11/235) en fase de blastocisto ecloido.
Con relacion a la cualidad embrionaria, 69,30% (163/235) de los embriones viables eran de nivel I:
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26,14% (61/235) de nivel 11, y 4,56% (11/235) de nivel II1. Los resultados en este estudio, viabilizan
a la hembra cebuina, de la raza Nelore, en programas de transferencia de embriones, y caracterizan
también, algunos métodos efectivos para aplicacién de protocolos de fecundacidn, colecta y
manipulacion de sus embriones. Es importante considerar, la metodologia de inseminacion de las
vacas donadoras, observando el elevado nimero de estructuras no fecundadas por colecta, adecuando
también la hora y el nimero de inseminaciones, de acuerdo a las particularidades de las hembras

de estas razas.

PALABRAS-CLAVE: bovino, embrion, raza Nelore, cebi

Introducio

A difusdo de animais zebuinos na maioria
das regiOes brasileiras deve-se as caracteristicas de
rusticidade e de adaptacdo dessas ragas as condi-
¢oes de clima tropical. Estima-se que 70-80% do
rebanho bovino nacional seja composta por ani-
mais zebuinos puros e seus cruzamentos, inserin-
do o Brasil como o maior detentor de material ge-
nético de zebuinos do mundo (ZANENGA, 1993).

Diante disso, a raga Nelore € a que mais
se destaca, devido ao seu importante papel soci-
al e econdmico que exerce no pais (VISINTIN,
1996). No entanto, poucas pesquisas tem sido
feitas, buscando avaliar o desempenho dessa raca
em programas de transferéncia de embrides.

A maioria das investigacoes ligadas a
biotecnologia de embrides tem sido realizadas em
bovinos de racas européias. Os resultados encon-
trados nao se aplicam com a mesma eficiéncia
para embrides zebuinos. Diferencas em varios
aspectos reprodutivos tem sido demonstradas en-
tre estas ragas, inclusive na ultra-estrutura de seus
embrides (ESPER & BARBOSA, 1991).

Dessa foram pretende-se com esse estudo
relatar o desempenho de vacas da raca Nelore,
submetidas a um processo superovulatério, em
programas de transferéncia de embrides.

Material e Métodos

Esse estudo foi conduzido no Centro de
Assessoria Técnica e Transferéncia de Embri-
oes - CENATTE, no municipio de Pedro
Leopoldo, Estado de Minas Gerais, durante o

! PluSet — Laboratorio Serono

2 Lutalyse (dose 4ml) — Laboratério Rhodia Mérieux
3 Laboratério Cultilab

* Millipore

3 Costar ou Corning

¢ Bausch Lomb

periodo de abril do ano de 1997 a junho de 1999,
onde 30 vacas doadoras da raca Nelore, apés um
exame clinico completo e observagdo de pelo
menos dois ciclos estrais normais foram subme-
tidas a tratamento superovulatério, totalizando
40 superovulacoes.

O protocolo de superovulacéo foi iniciado
em média no décimo primeiro dia do ciclo estral
(dia zero correspondente ao dia do estro), varian-
do do oitavo ao décimo segundo dia. Para tanto,
administrou-se 350 Ul de hormdnio gonadotréfico’,
dividido em oito doses decrescentes, aplicadas duas
vezes ao dia, por via intramuscular, com intervalo
de 12 horas cada aplicagio.

A dose de hormbnio foi diluida em 50 ml
de solugdo, de acordo com a Tabela O1. Ao final
do terceiro dia do tratamento superovulatério, apli-
cou-se 2 mg de prostaglandina F,, por via
intramuscular, para indug@o do estro (Tabela O1).

Cada doadora foi inseminada trés vezes,
com sémen de touros da mesma raga e qualida-
de comprovada, sendo a primeira inseminagao
efetuada aproximadamente 14 horas apds a ma-
nifestacio de estro, e as subseqiientes oito horas
apds a anterior.

Sete dias apds a primeira inseminagao ar-
tificial, os embrides foram coletados via
transcervical, por meio de lavagem uterina com
solucdo tamponada fosfatada de Dulbeco (PBS),
modificada por WHITTINGHAM? (1971). O
conteddo uterino foi filtrado, utilizando-se fil-
tro para embrides*, colocado em placa de Petri®
descartdveis e observado ao microscopio
estereoscopio?, a fim de se identificar e selecio-
nar os embrides.
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Tabela 01 - Representagio esquemdtica da dilui¢do do horménio superovulatério

Dia da superovulacio

Hormonio Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 TOTAL
Gonadotroéfico
Manha Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde
Dose (UI) 122,50 105,00 70,00 52,00 350
61,25 61,25 52,50 52,50 35,00 3500 2625 26,25
Volume da dose (ml) 17,50 15,00 10,00 7,50 50,00
8,75 8,75 7,50 7.50 5,00 5.00 3,75 375
Porcentagem da dose (%) 35 30 20 15 100
PGF,,
Dose 2mg
Volume 4ml

Ap6s a identificacdo, os embrides foram
colocados em PBS enriquecido com 20% de soro
fetal bovino', avaliados quanto ao estddio de
desenvolvimento e qualidade, segundo LINDNER
& WRIGHT (1983) e KENNEDY, BOLAND &
GORDON (1983), respectivamente, com algumas

alteragOes, como apresentado nas Tabelas 02 e 03.
Considerou-se o nimero de células, a compactagio
dos blastomeros, a forma, cor e tamanho das
células, presenca ou ndo de extrusdo celular,
diferenciagdo visual entre trofoblasto e massa
celular interna, além da presenca da blastocele.

Tabela 02 - Classificacdo de embrides bovinos quanto ao estadio de desenvolvimento

Estadio de
desenvolvimento

Definic¢éo

Morula

Aglomerado celular que permite a distingéo entre os blastdmeros,
porém sem a diferenciacéo celular.

Blastocisto inicial

Inicio da diferenciac@o entre as células do trofoblasto e massa
celular interna, com o aparecimento de uma pequena cavidade
entre os blastdmeros (blastocele).

Blastocisto

Clara diferenciacdo entre as células do trofoblasto e massa
celular interna. Blastocele visivel. O embrido ocupa a maior parte
do interior da zona peliicida sem alterar o didmetro do embrifo.

Blastocisto expandido

Aumento de 1,2 a 1,5 o didmetro embriondrio, com
adelgacamento da zona pelicida, em até dois tercos da espessura
inicial.

Blastocisto eclodido

Embrido fora do espaco peri-vitelinico, podendo estar pr6ximo
ou ndo da zona pelicida, apresentando o dobro do volume inicial.

Ovacito

Gameta feminino nio fecundado. Nao h4 distingdo entre células.
Espaco interno a zona pelicida homogéneo.

Estrutura degenerada

Estrutura comprometida que impede a classificacdo quanto ao
estadio de desenvolvimento

! Laboratério Cultilab
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Tabela 03 - Classificag@o de embrides bovinos quanto a qualidade embriondria

Qualidade Definicao
Embrionéria

Graul Embrido excelente. Possui zona pelicida intacta e esférica,
blastdmeros integros, uniformes, nenhum fragmento ou debri
celular no espaco peri-vitelinico ou blastocele.

Grau Il Embrido bom. Pequenas alteracdes na forma e coloracdo dos
blastdmeros. Alguns fragmentos ou debris celulares no espago
peri-vitelinico e/ou pequenas formagdes vesiculares nos
blastdmeros.

Grau III Embrido regular. Alteragdes significativas nos blastdmeros,

porém com a maior parte deles intacta.

Grau IV ou degenerado

Embriao ruim. Muitos fragmentos ou debris celulares no espago
peri-vitelinico e/ou blastocele. Formacdes vesiculares e
alteracdes degenerativas evidentes. Menos da metade dos
blastdmeros intactos.

Resultados e Discussao

Os resultados médios relativos aos
parametros de controle, do preparo da doadora
até o dia da coleta, estdo apresentados na
Tabela 04.

Das 409 estruturas coletadas (10,76 +
7,73 por coleta), 42,54% (174/409) foram
consideradas invidveis (4,34 + 4,53 por coleta),
incluindo 64,94% (113/174) de ovécitos (2,97
+4,02 por coleta) e 35,06% (61/174) de embrides
degenerados (1,61 + 1,82 por coleta).

Tabela 04 - Parimetros indicativos obtidos em vacas da raca Nelore superovuladas com horménio
gonadotréfico. Pedro Leopoldo-MG, 1999.

Parametros Média

Nimero de coletas 40

Idade da doadora (anos) 977 +244
Inicio da superovulagio (dias) 11,18+ 221
Final da superovulacao (dias) 14,18 £2,21
Numero de doses de hormdnio superovulatério/coleta 8,00 £ 0,00
Dia de aplicacdo da prostaglandina F»alfa 13,18 £2,.21
Inicio do estro a 1* inseminacdo artificial (horas) 13,93 £ 0,65
Inicio do estro a 2* inseminagcéo artificial (horas) 21,61 £0,79
Inicio do estro a 3* inseminagdo artificial (horas) 29,36+ 1,34
Niimero de inseminagoes 3,05+0.33
Dia de coleta 747 +0,13

Existem algumas particularidades da
fisiologia da reproducdo ligadas a animais de
ragas zebuinas (CHENOWETH, 1994). Fémeas
zebuinas exibem estro de mais curta duracdo
(PINHEIRO et al., 1998) e ovulagdo mais
precoce, decorrente de uma onda de LH, também

mais precoce, ao se comparar com fémeas de
racas taurinas (CAVALIERI e al., 1997). Vacas
da raca Brahman ovulam cerca de dez horas
antes, em relacdo ao inicio do estro, quando
comparadas as ovulacdes de vacas da raca
Hereford (RANDEL, 1976).
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Observou-se nesse estudo uma
porcentagem alta de estruturas invidveis:
degeneradas e/ou ndo fecundadas. A primeira
inseminagio ocorreu aproximadamente 14 horas
apos o inicio do estro. Em seguida foram feitas
outras duas inseminagdes a cada oito horas. A
tltima inseminag@o ocorreu aproximadamente
30 horas apés o inicio do estro. E possivel que
os espermatozdides disponiveis na primeira
inseminagdo tenham sido insuficientes para a
fertilizac@o de todos os ovdcitos liberados. E, os
espermatozoides providos das inseminagoes
posteriores tenham encontrado ovécitos
invidveis, decorrentes do tempo da ovulacio.
Segundo DOBSON & KAMONPATANA
(1986), apés o periodo de seis a oito horas da
ovulagdo, o ovdcito torna-se infértil.
Dependendo do grau de comprometimento, 0s
ovécitos poderiam até ser fecundados,
originando estruturas degeneradas.

Foram considerados vidveis 57,46%
(235/409) das estruturas coletadas, apresentando
em média 6,18 + 6,41 estruturas vidveis/coleta.
Esses resultados foram superiores as 5,19
estruturas vidveis por coleta, descritas por
FONSECA er al. (2000), para ragas zebuinas,
incluindo predominantemente vacas da raga
Nelore. Também foi superior aos resultados
encontrados por CALLENSEN et al. (1995).

O niimero de estruturas encontrado retrata
a eficiéncia do protocolo de superovulagio
utilizado, uma vez que o mesmo foi elaborado
por estudos individuais nas ragas zebuinas
(tentativa e erro), sendo que os jd descritos foram
desenvolvidos para animais de ragas taurinas,
apresentando resultados insatisfatérios para ragas
zebuinas.

Quanto ao estddio de desenvolvimento,
5,10% (12/235) das estruturas vidveis se
encontravam em estadio de mérula, 20,00% (47/
235) em estadio de blastocisto inicial, 41,28%
(97/235) em estddio de blastocisto, 28,94 % (68/
235) em estadio de blastocisto expandido e
2,69% (11/235) em estddio de blastocisto
eclodido. A predomindncia de estddios
adiantados de desenvolvimento, para embrides
de ragas zebuinas, foi primeiramente descrita por
FONSECA er al. (2000) e confirmada nesse
trabalho.
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Ao se comparar a ultra-estrutura de
embrides bovinos observou-se menores valores
para os perfis mitocondriais de embrides
zebuinos quando comparados aos de taurinos
(ESPER, 1997). E coerente supor, que diante
dessas diferengas, a eficiéncia no ciclo de Krebs,
nos embrides zebuinos, seja menor que em
embrides taurinos, podendo até levar a um
retardo no desenvolvimento. Porém, observa-se
em embrides zebuinos, estiddios de
desenvolvimento mais adiantados em menor
tempo, em relag@o aos taurinos (FONSECA et
al., 2000). CAVALIERI et al. (1997) sugeriram
haver uma onda precoce de LH em vacas
zebuinas. FONSECA er al. (2000) relataram que
uma onda precoce de LH anteciparia a ovulagio,
podendo refletir em fertilizacGes mais precoces,
0 que daria aos embrides zebuinos tempo
adicional para seu desenvolvimento, e
consequentemente a estddios mais avancados de
desenvolvimento.

A avaliacdo morfoldgica quanto a
qualidade embriondria revelou que 69,30%
(163/235) dos embrides vidveis eram grau I,
26,14% (61/235) grau Il e 4,56% (11/235) grau
IIl. Aproximadamente 95,00% dos embrides
vidveis foram considerados bons ou excelentes,
comprovando a eficiéncia dos procedimentos
utilizados durante a manipulag@o dos embrides,
bem como de todos os procedimentos utilizados
na doadora antes da coleta dos embrides. Esses
resultados também foram superiores aos de
FONSECA er al. (2000), que encontraram
aproximadamente 80,00% dos embrides
excelentes e bons.

Conclusoes

Os resultados obtidos nesse estudo
viabilizam a utilizacéo da fémea zebuina da raca
Nelore, em programas de transferéncia de
embrides e caracterizam métodos efetivos para
os protocolos de superovulagio, coleta e
manipulacdo de seus embrides. Estudos
posteriores deverdo ser efetuados, visando
adequar o melhor momento e nimero de
inseminagdes as particularidades apresentadas
pelas vacas dessas racas.
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