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Resumo

O Brasil destaca-se por ser um dos lideres mundiais na produgdo in vitro de embrides, o que ¢é
decorrente do rebanho nacional ser predominantemente composto por ragas zebuinas, que possuem maior
numero de foliculos antrais aspiraveis. Por outro lado, vacas taurinas apresentam menor populagao folicular
antral, o que limita o nimero de ovoécitos obtidos por se¢do de aspiragdo folicular (ovum pick-up; OPU).
Portanto, na regido Sul do Brasil ha demanda para produgéo tanto in vivo como in vitro de embrides de
doadoras de ragas taurinas e sintéticas. Este texto discute estudos recentes que buscam estratégias para
aperfeigoar as etapas envolvidas na producdo de embrides bovinos, bem como para aumentar o
aproveitamento de receptoras utilizadas nos programas de transferéncia de embrides (TE), com foco em
vacas taurinas e sintéticas.
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Abstract

Brazil stands among the leaders on in vitro embryo production, as the Brazilian herd is
predominantly composed by Zebu breeds, which have a greater number of antral follicles available to ovum
pick-up (OPU). On the other hand, taurine cows have a lower antral follicle population, which limits the
number of oocytes obtained by each OPU section. Therefore, in the Brazilian Southern region there is a
demand for both in vivo and in vitro production of embryos from donors of taurine and synthetic breeds.
This text discusses recent studies that seek strategies to improve the steps involved in the production of
bovine embryos, as well as to increase the use of recipients in embryo transfer (ET) programs, focusing on
taurine and synthetic cows.
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Introducao

A biotécnica de inseminagdo artificial (IA) possibilita ampla difusdo de material genético de
touros, sendo utilizada em 23,5% das matrizes de corte no Brasil (ASBIA, 2022). A 1A, que pode ser
realizada em tempo fixo (IATF), possibilita que touros superiores tenham milhares ou até centenas de
milhares de descendentes. Por outro lado, a multiplicagdo do nimero de descendentes de fémeas bovinas
geneticamente superiores ¢ mais complexa, sendo inicialmente realizada por meio da superovulagao (SOV),
IA e coleta dos embrides, ou seja, pela produgao in vivo de embrides. Posteriormente, a técnica de aspiragdo
de ovocitos e maturacgdo, fecundacao e desenvolvimento embrionario em laboratorio, ou seja, producao in
vitro (PIV), foi desenvolvida e aprimorada. Estima-se que as biotécnicas relacionadas a producdo de
embrides em animais sao utilizadas em 28,7% dos paises no mundo sendo que, entre 2020 e 2021, houve
aumento de 25,6% na producdo de embrides bovinos considerando as técnicas de produgdo in vivo e in
vitro (Viana, 2022).

No Brasil, a PIV tem sido a técnica de eleigdo para aumentar o nimero de descendentes de fémeas
zebuinas (Bos indicus), que possibilitam maior nimero de ovocitos por segdo de OPU, em comparagdo as
taurinas (Bos taurus). Porém, na regido Sul do Brasil, ragas taurinas e sintéticas representam a maior parte
do rebanho. Nessas ragas, especialmente nas taurinas puras, sdo obtidas menores quantidades de ovdcitos
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por OPU, o que muitas vezes inviabiliza a técnica. Considerando que na nesta regido sdo produzidos
reprodutores de alto valor genético de ragas de corte taurinas e sintéticas, que sdo utilizados na IA em todo
o Brasil, hd demanda para producdo de embrides tanto in vivo (ragas taurinas) como in vitro (ragas
sintéticas).

Portanto, nosso grupo de pesquisa tem estudado como aprimorar as diferentes etapas envolvidas
na multiplicacdo de descendentes de fémeas bovinas geneticamente superiores. Na presente revisao serdo
discutidos estudos recentes buscando o aprimoramento das biotécnicas de producdo in vivo e in vitro de
embrides bovinos, com foco em ragas de corte taurinas e sintéticas.

Superovulacgiao e producio in vivo de embrides em racas taurinas e sintéticas

Conforme mencionado anteriormente, a producdo in vivo de embrides foi a primeira abordagem
para a multiplicagdo de descendentes de fémeas bovinas, e tem sido utilizada h4d mais de 40 anos. As
principais limitagdes da técnica sdo a variabilidade na resposta a superovula¢do (SOV) e na produgdo de
embrides, além do alto custo do tratamento hormonal. Como fémeas bovinas sdo monovulatorias, é
necessario suplementar gonadotrofinas, especialmente hormoénio foliculo estimulante (FSH), para
possibilitar o crescimento e ovulagdo de multiplos foliculos. No entanto, hd marcada variagdo individual
no numero ¢ capacidade de desenvolvimento de foliculos ovarianos mediante a suplementagdo de FSH
exogeno. Inumeros fatores como composi¢do genética, condigdo corporal, idade, paridade, estacdo do ano,
tipo de gonadotrofina utilizada para estimulagdo ovariana e o status ovariano no inicio do tratamento
influenciam a resposta superovulatoria (revisado por Mikkola et al. (2019)). Assim, diversos aspectos t€ém
sido investigados quanto aos efeitos sobre a resposta aos tratamentos superovulatorios, bem como
estratégias para aumentar a taxa de fecundacdo e de desenvolvimento embrionario.

No que se refere a resposta & SOV, sabe-se que ¢ afetada negativamente quando ndo ¢ iniciada no
momento da emergéncia de uma nova onda folicular, ou seja, quando ja4 ha dominancia folicular
estabelecida. Nestes casos, a ablacao folicular guiada por ultrassom (Baracaldo et al., 2000), ou por método
manual (Lima et al., 2007), permite mitigar o problema com a remogéo do foliculo dominante. No caso da
ablagdo manual, demonstrou-se que a realizagdo do procedimento 24 h antes, ou no inicio das aplicagdes
de FSH repercutiu em aumento no nimero de embrides viaveis (10,9 £ 0,89 e 10,3 £ 0,94, respectivamente)
em comparacao com fémeas com foliculos palpaveis ndo removidos (6,4 = 0,67).

O perfil endocrino da doadora também pode afetar a resposta & SOV e a produg@o embrionaria.
Ha duas metodologias de SOV, sendo que a primeira depende do estro natural ou sincronizado (estro base
- SOV/EB) para iniciar a aplicagdo de FSH oito a doze dias depois do estro e, portanto, a SOV ¢é realizada
na presenca de progesterona (P4) endégena do corpo luteo (CL) da doadora. A segunda abordagem utiliza
tratamentos hormonais em fase aleatéria do ciclo estral para sincronizar o inicio de uma onda de
crescimento folicular (SOV em tempo fixo — SOV/TF).

Um estudo realizado na América do Norte, com vacas Angus e Simental, mostrou que maiores
concentragdes de P4 durante o periodo de tratamento com FSH possibilitaram a obten¢do de maior nimero
de embrides totais (19,3 — P4 alta vs. 10,7 — P4) e transferiveis (11 — P4 alta vs. 7,9 — P4 baixa) (Wiley et
al., 2019). No referido estudo, os autores compararam a SOV realizada apenas com CIDR, sem CL (P4
baixa), ou com CIDR na presenga de um CL (P4 alta). Recentemente, nosso grupo de pesquisa observou
que vacas doadoras de embrides que apresentam menores concentragdes de P4 no inicio da suplementagio
com FSH em protocolo SOV/EB apresentam maiores taxas de estruturas ndo fecundadas. Portanto, em um
segundo estudo testou-se a suplementagao de P4 por meio de dispositivo vaginal (DIV) contendo 1 g de P4
no dia anterior ao inicio do FSH do protocolo SOV/EB. Conforme esperado, a inser¢do de DIV
proporcionou aumento nas concentragdes séricas de P4. Nao foi observado efeito do tratamento com P4 no
total de estruturas e propor¢do de degenerados; entretanto, a inser¢do do DIV contendo P4 aumentou a
propor¢do de estruturas nao fecundadas. A taxa de embrides, propor¢do de embrides qualidade 1 e numero
total de embrides ndo diferiu entre os grupos. Portanto, conclui-se que para a realizacdo de SOV/EB nao ha
beneficios com a suplementagido de P4 exdgena.

Um potencial avango para a SOV foi o recente desenvolvimento de formulagdes de FSH
recombinante (rfFSH), considerando a baixa disponibilidade, variagdes no grau de pureza e potenciais riscos
sanitarios das formulagdes de FSH purificado (pFSH) de hipofise, convencionalmente utilizadas. Um
estudo recente (Gutiérrez-Reinoso et al., 2023) observou numero de foliculos similar em novilhas da raca
Holandés superovuladas com rFSH (4 administra¢des) e pFSH (8 administragdes), € maior nimero de CLs
nas fémeas tratadas com rFSH. Os mesmos autores obtiveram maior nimero de embrides transferiveis nas
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novilhas superovuladas com rFSH (7,20 £ 1,27) em comparagao com pFSH (4,03 + 1,62). Embora os dados
sejam promissores, a formulacdo de rFSH utilizada no estudo ainda ndo esta disponivel comercialmente.

No tocante a [A e fecundagdo, o tratamento com baixa dose de prostaglandina F2a (PGF) no
momento da IATF aumentou a taxa de concepgao em vacas (Ambrose et al., 2015). Com base em estudos
que sugerem efeito positivo da PGF na ovulagdo e/ou fecundag@o, nosso grupo testou se o tratamento com
PGF (482pg de cloprostenol sodico) na primeira IA em vacas superovuladas (SOV/EB) poderia trazer
beneficios na fecundagdo e desenvolvimento embrionario. Foram obtidos dados de 70 coletas de embrides,
sendo que cada doadora (n = 35) foi submetida a dois ciclos, um tratado com PGF ¢ um ndo tratado
(controle). Nao foi observado efeito do tratamento sobre o nimero de corpos luteos, nem sobre o nimero
de estruturas coletadas, sendo obtidas, em média, mais de 14 estruturas por doadora. A mediana (IC 95%)
para estruturas totais nos grupos controle e PGF, respectivamente, foram 12 (10-18) e 15 (12-18), enquanto
para embrides viaveis foi de 9 (7-11) e 7 (6-10) (Frata et al., 2023). Portanto, a hipotese de que a PGF
poderia melhorar a fecundagao ndo foi confirmada.

Aspiracio folicular e producio in vitro de embrides em racas taurinas e sintéticas

Entre as principais vantagens da produgao in vitro de embrides podemos citar a possibilidade de
realizar OPU em fase aleatoria do ciclo estral, evitando gastos com tratamentos hormonais e reduzindo o
numero de manejos das doadoras. Além disso, € possivel otimizar o uso de sémen de elevado valor. Devido
a essas vantagens, em 2021, a PIV representou 79,7% dos embrides produzidos no mundo (Viana, 2022).
Porém, no caso de fémeas taurinas, o reduzido numero de foliculos antrais aspiraveis pode inviabilizar a
técnica. No estudo de Gimenes et al. (2015), apos a sincronizagao hormonal da onda folicular foi observada
marcada diferenga entre vacas Bos indicus € Bos taurus na média de foliculos visualizados (38,8 + 3,0 vs.
23,1£2,6), complexos cumulus ovécitos (CCOs) totais (35,2+4,8 vs. 13,8+1,8) e CCOs vidveis (24,7+3,5
vs. 7,1%£1,1), demonstrando a marcada diferenca entre as subespécies. Portanto, alternativas que
possibilitem o controle da fungdo ovariana para aumentar o nimero ¢ a qualidade dos ovoécitos aspirados
em vacas taurinas devem ser investigadas.

Uma alternativa para aumentar o nimero e qualidade dos CCOs ¢ o tratamento prévio com FSH,
amplamente utilizado no Canada e Europa (em mais de 99% dos procedimentos). Doses de FSH muitas
vezes similares as utilizadas na SOV sdo administradas anteriormente a OPU, aumentando
significativamente o custo do procedimento. No restante dos paises da América do Norte, Oceania ¢
América do Sul, o tratamento com FSH previamente & OPU representa menos de 3% dos procedimentos
(Viana, 2022). O elevado custo e a baixa disponibilidade comercial do FSH limita sua ampla utiliza¢do no
Brasil e, portanto, alternativas devem ser buscadas.

Para testar a hipotese de que a sincronizagdo da emergéncia da onda folicular possibilita aumentar
o numero e qualidade das estruturas aspiradas, vacas Bos taurus foram alocadas em dois grupos: controle,
sem sincronizagdo; ou tratamento, que consistiu na sincronizagdo da onda folicular com hormoénios
injetaveis (dados ndo publicados). A sincronizagao consistiu na aplicagdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE), 150 pg de D-cloprostenol (PGF) e 300 mg de progesterona injetavel de longa agdo (P4iLA),
objetivando a indug@o de uma nova onda folicular simultaneamente. Seis dias apos o tratamento, as vacas
foram aspiradas, totalizando 44 procedimentos (n=22/grupo). O tratamento modulou o perfil endécrino das
vacas, porém, o grupo controle apresentou maiores concentragoes de P4 (2,8+0,8 ng/mL) em comparagdo
ao tratamento (1,1+0,2 ng/mL). Nao foi observado efeito sobre o niimero de estruturas aspiradas (14
estruturas por procedimento), nem sobre a taxa de desenvolvimento embriondrio (mediana de 28% e 33%
para controle e tratamento, respectivamente).

Sincronizacio de receptoras para transferéncia de embrides

A selecdo de receptoras com adequado suporte nutricional e sanitario ¢ indispensavel para o
sucesso de um programa de TE. Além disso, diversos protocolos hormonais tém sido utilizados para a
sincronizac¢do do estro e ovulacdo, possibilitando a transferéncia dos embrides produzidos in vivo ou in
vitro para um utero com ambiente condizente com a fase de desenvolvimento. Para programas de TE em
escala comercial, a TE em tempo fixo (TETF), ou seja, sem a necessidade de observagdo de estro, é
amplamente utilizada. No Brasil, a maioria dos protocolos hormonais iniciam com a administragdo de BE
e um DIV contendo P4 (D0), além de administracdo de um agente luteolitico e suplementagdo com eCG,
um ou dois dias antes da remocdo do DIV, ou no momento da remo¢dao do DIV. Finalmente, faz-se
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necessario administrar um indutor de ovulacdo que pode ser BE, cipionato de estradiol (CE), GnRH ou
hCG. Devido ao baixo custo e facilidade de manejo o CE ¢ amplamente utilizado, aumentando a chance de
manifestacdo de estro, porém, a sincronia da ovulagao € maior quando o GnRH ¢ utilizado. Com base no
exposto, em um estudo recente comparamos o efeito aditivo do CE+GnRH em comparagdo ao tratamento
apenas com GnRH na indugdo da ovulagdo de receptoras (n = 184) (Lima et al., 2022). Néo foi observada
diferenca entre as duas abordagens quanto a taxa de aproveitamento das receptoras (GnRH: 84,8% e
CE+GnRH: 81,5%), nem nas concentragdes séricas de P4 nos dias 6 e 13 apés GnRH. A taxa de prenhez
por TE (P/TE) também nao diferiu entre os grupos (GnRH: 62,8% e CE+GnRH: 58,7%), indicando que o
tratamento com GnRH isoladamente ¢ suficiente.

Consideracoes finais

Estratégias para otimizar a producdo in vivo e in vitro de embrides ainda sdo necessarias
considerando que, especialmente para ragas taurinas, houve pouca evolugdo. As médias de embrides
transferiveis obtidas com os protocolos hormonais atuais sdo similares as descritas ha décadas. No que se
refere a OPU e PIV, embora seja vidvel para ragas zebuinas e sintéticas, ainda se faz necessario desenvolver
abordagens que possibilitem maior numero ¢ qualidade dos CCOs obtidos em vacas taurinas.
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