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A vida é como andar de bicicleta. Para manter o
equilibrio, é preciso se manter em movimento.

Albert Einstein, em carta a seu filho Eduard,
em 5 de fevereiro de 1930

Basta que contemples com olhos abertos a viva
natureza,

Encontraras assunto para todo o sempre

e aprenderds a ser modesto.

Karl von Frisch
Prémio Nobel de Biologia em 1973



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me direcionar nessa profissdo tdo engrandecedora e por me proporcionar a
oportunidade de vivenciar e conquistar mais essa etapa da minha vida.

Aos meus pais, Lucia e Carlos Roberto, pelo exemplo de vida, pelo amor e por me ensinar a ser
correto e justo. Sem vocés nada disso seria possivel!

A minha esposa, amor da minha vida, Marina, por estar sempre ao meu lado, mesmo quando as
viagens a trabalho e as preocupacdes da tese nos distanciou...essa vitdria também foi sua!

As minhas irmas, Bruna e Mariana, pelo apoio e carinho de sempre.

Ao meu orientador Prof. Marc Henry, pelos ensinamentos, pela paciéncia, pelas corre¢des e por
acreditar na minha capacidade de realizag¢do deste trabalho.

Ao meu coorientador e amigo Prof. Fabiano Alvim Barbosa, pelo exemplo de profissionalismo
e carater. Obrigado pelas valiosas sugestoes e apoio durante a execugdo deste trabalho.

Aos Professores Otavio Ohashi, Guilherme Valle, Antonio de Pinho e Helton Matanna, pela
colaboragdo e corre¢des deste trabalho.

Ao Prof. Venicio Andrade, que mesmo de licenca médica, colaborou com sugestdes e ideias.

A empresa Cauémbryo, em nome dos sécios Evandro Dias e Antdnio Mesquita e a toda equipe
de embriologistas do laboratério de producdo de embrides, técnicos de laboratério, funciondrios
da central e setor administrativo, pela acolhida como veterindrio do quadro da empresa por
quase oito anos e por me proporcionar a oportunidade de realizagdo destes experimentos.

A empresa InVitro Brasil Para, em nome do s6cio Rodrigo Untura, e a empresa sede da InVitro
Brasil (Mogi Mirim, SP), em nome do diretor-presidente José Henrique Pontes, pela grande
ajuda e disponibilidade de informagdes, sem as quais ndo seria possivel a realizacdo deste
trabalho.

Aos colegas e socios na nova empresa (PROLE — Reproducdo Animal Assistida), Robson
Freitas e Guilherme Cambraia, pelo apoio, amizade e compreensdo no periodo dos
experimentos. Agora ¢ trabalhar, mogada!

A todos estagiarios que puderam me ajudar nestes experimentos, pela importante participacdo e
dedicagdo que tiveram.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal da EV-UFMG pela oportunidade de
realizacdo deste curso e em especial a Luzete e Débora, secretarias do Colegiado, pela enorme
presteza, disponibilidade e exemplo de educagao.

Aos companheiros de orientacdo: Carlos Clemente, Eduardo Arashiro, Ana Maria e Mayara,
pelo incentivo e amizade.

Aos Professores do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal da EV- UFMG pela
contribui¢do ao meu aprendizado, pelos ensinamentos e experiéncias transmitidas.



SUMARIO

RESUMO... . . . . . . . . 13
ABSTRACT . . . . . 14
1. INTRODUCAO GERAL . . . . . 15
2. REVISAO DE LITERATURA..... . . . . 16
2.1 Biotecnologia — conceito € IMPOITANCIA ...ccuveeruveeriieriieriieeiieeieeeeeeseeeseeeereesaeeeeeeens 16
2.2 Biotécnicas reprodutivas Na PECUATIA ........cueerureeriierieeeiieeiteeieeereeeseeeeseeesseesseeeeeeens 17
2.3 Cenario brasileiro e mundial das biotécnicas de produ¢do de embrides bovinos .......... 19
2.4 Técnica da produgdo in vitro de embrides BOVINOS ........ceeeeveeeriiiiriierieeeiie e eiee e 24
2.5 Aplicagdes e limitagdes da PIVE ........cccciiiiiiiiiiiiieeeeecee e 28
2.6 Eficacia da metodologia de PIVE.........cccooiiiiiiiiiiiecce ettt 29
2.7 Controle de qualidade do laboratorio de produg@o de embrides ..........ccceververveneennnene 30
2.8 Fatores que influenciam a produc¢do in vifro de embrides bovinos..........coceeceeecrncnnee. 31
2.9 Ponderagdes sobre a producao in vitro de @mDbIiGes ........ccecveeerieirieeriieeiee e 36
2.10  Situagdo atual e particularidades da producdo in vitro de embrides bovinos................. 37
2.11  PIVE em bovinos de corte € de L€ite ........cocervuiriiriiiniiiiiiiiiiceccccee e 38
2.12  Desafios comerciais da PIVE .......cccoiiiiiiiiiiicece e 39
2.13  Tecnologia de embrides — tendéncias de mercado ..........cccveevveeriieriiieriieenie e 39
2.14  Custos de produgdo, analise econdomica e de INVestimentos ........c...ceceeveervuereeruennennne. 40
2.15  Avaliacdes econdmicas na pecudria bovina e na produgdo de embrides ....................... 42
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........coooviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
CAPITULO 1 - Avalia¢io de resultados em diferentes racas de doadoras na
producio in vitro de embrides Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
1. INTRODUCAO...... . . . . . — |
2. MATERIAL E METODOS . . . . . 63
3. RESULTADOS...... . . . . . . 67
4. DISCUSSAO........... - N N - - N )
5. CONCLUSOES ..... . . . . . 77
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . . 78
CAPITULO 2 - Anilise econdmica do custo laboratorial da producio in vitro de
embrides bovinos de doadoras de diferentes grupos genéticos
1. INTRODUCAO...... . . . . - vevereees 86
2. MATERIAL E METODOS . . . . . 87
3. RESULTADOS E DISCUSSAO .. . . . . . 93
4. CONCLUSOES ..... . . . . . 929
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . . 929
CAPITULO 3 - Produciio in vitro em larga escala de embrides bovinos de corte
fertilizados com sémen sexado para macho: anilise comparativa em simulacio
com IATF
1. INTRODUCAO ..... . . . RN 103
2. MATERIAL E METODOS . . . cessesansneaenane 104
3. RESULTADOS E DISCUSSAO .. . . . cesseeansnenenane 110
4. CONCLUSOES ..... . . . cessesaesnenenane 117
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . cesnesaesneaenane 118
4. CONCLUSOES GERAIS . . . . . 123
5. ANEXOS ... . . . . . . cessesaesneaenane 124




LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA
Tabela 01 - Atividade em 2011 de embrides in vivo provenientes de coletas em diferentes
COMEINBIITES ...ttt ettt ettt ettt ettt et st sttt et et e sateeanes 20
Tabela 02 - Embrides bovinos produzidos in vitro em 2011 em diferentes continentes...... 21
Tabela 03 - Valores considerados no cenario base em uma fazenda..........cccceeveevcencenncenn 43
CAPITULO 1
Tabela 01 - Numero total e média mais erro padrdo de doadoras aspiradas e de sessdes de
OPU segundo a raca da doadora .............ceeveuieiiieiiiiiniieieese e 68
Tabela 02 - Parametros estatisticos descritivos das variaveis utilizadas para estimar a
quantidade de 00citos totais coletados .......cccveviieriiieriieeiieee e, 69
Tabela 03 - Parametros estatisticos descritivos das variaveis utilizadas para estimar a
quantidade de 00CItOS VIAVEIS ....eevveeriiieeiieeiieeeieeeieeeieeeeeeeieeeneeeseaeesreesneeas 70
Tabela 04 - Parametros estatisticos descritivos das variaveis utilizadas para estimar a
quantidade de 00CItOS ClIVAAOS ....cccveviiiieiriiieiiieie et 71
Tabela 05 - Parametros estatisticos descritivos das variaveis utilizadas para estimar a
producdo de embrides (blastoCiSTOS) ...ccvieivirriieriiieiiieiiieriresieeeieeeieeeneee e 72
CAPITULO 2
Tabela 01 - Numero total e porcentagem dos embrides produzidos segundo a raca da
OAAOTA .ot s 93
Tabela 02 - Numero de sessdes de OPU, doadoras aspiradas, zigotos em CIV e embrides
produzidos segundo o grupo genético e a raca da doadora nos anos avaliados de
2010, 2011 € 2012 ittt e 94
Tabela 03 - Taxa de conversdo de zigotos no CIV em embrides viaveis segundo o grupo
genético ¢ a raga da doadora nos anos avaliados de 2010, 2011 e 2012 ........... 95
Tabela 04 - Indicadores financeiros anuais, valor acumulado do periodo e a média dos anos
avaliados de 2010, 2011 € 2012....coiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 97
Tabela 05 - Custos operacionais totais médios por zigoto em cultivo in vitro (R$/ano) de
acordo com a raga e o grupo genético das doadoras nos anos avaliados de 2010,
2011 @ 20121ttt et 98
Tabela 06 - Lucros operacionais por embrido in vitro produzido (R$/ano) de acordo com a
raca e o grupo genético das doadoras nos anos avaliados de 2010, 2011 e 2012
........................................................................................................................... 99
CAPITULO 3
Tabela 01 - Critérios para a classificagdo morfolégica dos complexos cummulus oophorus
TECUPCTAAOS ..vieeuiiieiieeiie ettt e eteeeteeetteesate ettt e seteesabeessteesaeeseeesnseesnseesseesnsneans 106
Tabela 02 - Custos operacionais dos servigos de IATF, utilizando sémen sexado para
macho, com respectivos valores numéricos em projeto realizado na Fazenda
) 00 A I o - N 109
Tabela 03 - Custos operacionais dos servicos de TETF, utilizando sémen sexado para
macho, com respectivos valores numéricos em projeto realizado na Fazenda
)00 A I o ¢ N 109
Tabela 04 - Valores numéricos definidos do projeto em larga escala de producdo de
embrides produzidos com sémen sexado para macho realizado na Fazenda
)80 A I o ¢ R 109
Tabela 05 - Numero de fémeas multiparas e primiparas que responderam ao protocolo de
transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF)......ccccoveviiiviiiiiiiiieee 111
Tabela 06 - Taxa de prenhez em primiparas e multiparas por grupamento racial ............. 111



Tabela 07 -

Tabela 08 -

Tabela 09 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Producdo de odcitos, embrides e prenhezes obtidos a partir de ovarios de
fémeas Nelore abatidas, e propor¢do de fetos machos e fémeas diagnosticados
apos fertilizagdo com S€mMen SEXad0 ......ccoceerieriiniinieneenienieneeeeeeee e 112
Taxa de aproveitamento das fémeas trabalhadas no estudo comparativo entre
servicos de IATF e TETF no projeto em larga escala de producdo de embrides
realizado na Fazenda Primavera ..........ccccccevviiriiniinicniinicnicneceeeseeseceene 114
Resultados obtidos nos servicos de IATF e TETF com sémen sexado para
estudo comparativo no projeto em larga escala de produgdo de embrides
realizado na Fazenda Primavera ..........ccccoccevveiiiiniinicniinicnieneceecsecseciene 114
Valores comerciais de OPU/PIVE simulando aspiragdo de uma doadora zebuina
(tabela de prego dez/2012 — empresa comercial) .......ccccevveverceeenieenieeniene, 115
Parametros de preco, receita e margem bruta estabelecidos para bezerros e
bezerras na execugdo da biotécnica de IATF com sémen sexado realizado na
Fazenda Primavera, Pard .........cccccueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 116
Parametros de preco, receita e margem bruta estabelecidos para bezerros e
bezerras na execucdo do projeto em larga escala de produg¢do de embrides
realizado na Fazenda Primavera, Pard.........cccccoovvviviiiiiiii, 116

ANEXO

Tabela 01 -

Tabela 02 -

Tabela 03 -

Tabela 04 -

Tabela 05 -

Numero e média de odcitos totais, vidveis, clivados e embrides produzidos por
fémea em sessdo de aspiracdo folicular, segundo o grupo genético da doadora
......................................................................................................................... 124
Numero e média de odcitos totais, vidveis, clivados e embrides produzidos por
fémea em sessdo de aspiragdo folicular, segundo a raga da doadora ............. 125
Numero e média de odcitos totais, vidveis, clivados e embrides produzidos por
fémea em sessdo de aspiragdo folicular, segundo o ano de avaliagéo ............ 126
Numero e média de odcitos totais, vidveis, clivados e embrides produzidos por
fémea em sessdo de aspiragdo folicular, segundo tipo de sémen ................... 127
Numero e média de odcitos totais, vidveis, clivados e embrides produzidos por
fémea em sessdo de aspiragdo folicular, segundo época do ano ..................... 127



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 01 - Producdo de embrides bovinos no Brasil no periodo de 1995 — 2011
........................................................................................................................... 22

Figura 02 - Comparagdo do nimero de embrides in vivo e in vitro transferidos anualmente
desde 0 aN0 2000 .....coeiiiiiiiiiiiieee e 23

Figura 03 - Tendéncias de embrides produzidos in vitro transferidos por continentes desde o
A10 2000....c.eeieiieiiieee ettt 23

Figura 04 - Producdo de embrides bovinos em 2011 de acordo com a forma de transferéncia
dos embrides (a fresco ou apos congelagao).......ccvevveeriiieriiieeiieeniieeiee e, 37

Figura 05 - Producdo de embrides bovinos em 2011 conforme especializagdo da atividade
(corte X leite) e grupamento racial (zebuinos X taurinos e mesti¢os)............... 38

CAPITULO 1
Figura 01 -

Figura 02 -

Numero de fémeas submetidas a aspira¢do folicular e producdo in vitro de
embrides (OPU-PIVE), segundo a sub-espécie (Bos taurus indicus e Bos taurus
FQUPUS ) eevveeeeereeeeeeeee e et e es e e e s taeeesaaaseeeassbaeeassaeesasssaeaassaeeasssseseasssaeeaassseesannses 67
Numero de fémeas bovinas de diferentes racas das sub-espécies Bos taurus
indicus e Bos taurus taurus submetidas a aspiracao folicular e produgdo in vitro
de embrides (OPU-PIVE) ......coooiiiiiii ettt 67




LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA — albumina sérica bovina

CCOs — complexo cumulus oophorus

CILV — cultivo in vitro

COF - custo operacional fixo

COT - custo operacional total

COYV - custo operacional varidvel

DNA — 4cido desoxirribonucleico

ECC — escore da condicdo corporal

eCG — gonadotrofina coridnica equina

FIV — fertilizacdo in vitro

FSH — horménio foliculo estimulante

GnRH - horménio liberador de gonadotrofinas
hCG — gonadotrofina coridnica equina

IA - inseminagao artificial

IATF — inseminacdo artificial em tempo fixo
IETS — international embryo transfer society
LH — hormoénio luteinizante

LOS - large offspring syndrome

MIV — maturagao in vitro

MOET — multiple ovulation and embryo transfer
OPU - ovum pick up (aspiragdo folicular)

PBS — fosfato salina tamponada

P&D&I — pesquisa, desenvolvimento e inovagao
PGF-2a — prostaglandina

PIVE — produgao in vitro de embrido

rbST — somatotrofina bovina recombinante

RCI - retorno do capital investido

RIO - retorno sobre o investimento operacional
SFB — soro fetal bovino

SOF - sintetic oviduct fluid

TALP — tyrode albumin lactate pyruvate medium
TCM - tissue culture media

TE — transferéncia de embrido

TETF — transferéncia de embrido em tempo fixo
TIR — taxa interna de retorno

VPL — valor presente liquido

12



RESUMO

A produgdo in vitro de embrides bovinos associada a aspiragdo folicular (OPU-PIVE) é uma
biotécnica de alto valor econdmico que, aliada ao uso de sémen sexado, possibilita a
multiplicacdo de fémeas de alto valor genético. O numero de profissionais e empresas
relacionadas a PIVE tem aumentado nos ultimos anos, gerando maior concorréncia e pregos
mais competitivos. Entretanto, pouco se tem discutido acerca da viabilidade economica desta
biotécnica. No primeiro experimento foi avaliado, através de coleta de dados de um programa
comercial de OPU-PIVE de uma central privada de producdo de embrides nos anos de 2010,
2011 e 2012, a quantidade e a competéncia do desenvolvimento in vitro dos oocitos de doadoras
zebuinas Nelore, Gir e Guzerd e de doadoras taurinas Holandés, Jersey e Pardo Suigo,
fertilizados com sémen sexado e convencional. O estudo foi conduzido ndo por avalia¢do
individual de fémea, mas por sessdo de OPU com mais de uma fémea trabalhada. Foram
analisadas 10.086 aspiragdes, em 2.585 sessoes, com total de 163.943 odbcitos recuperados e de
36.749 embrides produzidos. Os resultados na PIVE foram analisados, através da construgdo de
modelos de regressdo variada, sobre o total de oocitos aspirados, viaveis, clivados e total de
embrides produzidos. Doadoras Jersey e Pardo Suico, nas sessdes de OPU, tiveram resultados
inferiores (P<0,001) nestas quatro variaveis na comparagdo com doadoras Nelore, Gir, Guzera
e, inclusive, Holandés. O sémen sexado apresentou menores resultados (P<0,001) na producao
de embrides, tanto em doadoras zebuinas quanto em taurinas, em comparagdo com o sémen
convencional. Nao houve efeito da época do ano (seca e dguas) na quantidade de odcitos
recuperados e no desenvolvimento embrionario in vitro. No segundo experimento foram
avaliados os custos operacionais e alguns indicadores econdémicos da PIVE dentro de um
sistema comercial de producdo de embrides. Informagdes geradas no primeiro experimento
foram incorporadas ao segundo experimento. Custos operacionais varidveis representaram
90,78% de todo o custo de producdo do embrido em laboratorio, sendo os custos de meios
utilizados nos processos de maturagao, fertilizacdo e cultivo embrionéario (55,34%) e de mao-de-
obra (27,76%), os mais elevados. A melhor taxa de conversdo de zigotos no CIV em embrides,
obtida em doadoras zebuinas em relacdo a doadoras taurinas, representou um lucro médio de
R$34,18 contra R$19,34 por embrido, respectivamente. No terceiro experimento realizado em
uma estacdo de monta de uma fazenda comercial de bovinos de corte, foi feita uma analise
técnica e econdmica da producdo em larga escala de machos de corte oriundos de embrides in
vitro, produzidos a um baixo custo, fertilizados com sémen sexado, e transferidos pela técnica
de TETF. Foram sincronizadas 974 fémeas Nelore e cruzadas para o experimento, obtendo uma
taxa de aproveitamento de 84,4%. Objetivando reduzir o custo de produgdo de embrides in
vitro, o processo de OPU de fémeas vivas foi substituido pela coleta de ovarios de fémeas
Nelore abatidas em frigorifico. Um total de 3.054 odcitos foram coletados de 500 ovérios,
resultando na produgdo de 1.050 embrides fertilizados com sémen sexado para macho da raga
Angus. 822 embrides foram transferidos, obtendo 345 prenhezes (42%), sendo 328 (95,1%)
machos e 17 (4,9%) fémeas. Uma simulacdo, com dados da propria fazenda, utilizando a IATF
com sémen sexado, foi usada para estudo comparativo. Indice de 30% de prenhez foi obtido na
IATF, resultando em 278 machos e 15 fémeas. O projeto com embrides, apds venda de bezerros
desmamados, tera margem bruta de R$135.382,00, contra R$132.855,00 na simulagéo feita na
IATF com sémen sexado. A metodologia proposta de aspiragdo de ovarios de fémeas abatidas
em projeto de produgdo de embrides machos em larga escala, com reducdo do custo da PIVE,
representa nova alternativa de mercado em sistemas de produgdo de carne.

Palavras chave: embrides, producdo in vitro, custo, investimento, sémen sexado, bovinos de
corte.
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ABSTRACT

The in vitro production (IVP) bovine embryos is a biotech that, associated with use of sexed
semen, allows the multiplication of females of high genetic value. The general goal at this thesis
was to analysis commercial data of in vitro embryo production from a private biotech company,
discussing economic information of this biotechnology. The first experiment aimed to evaluate,
during three years, the number and developmental competence of oocytes recovered from
different genetic groups of the donors (Bos taurus indicus and Bos taurus taurus), and the ability
of sexed or conventional semen to produce in vitro (IVP) bovine embryos, under the influence of
season (dry and water). The data were collected from a commercial company specialized in
ovum pick-up and in vitro production embryos (OPU-IVP). The total number of collected
oocytes, the rates of viable and cleaved oocytes and IVP bovine embryos were analyzed in
linear regression models. Zebu donors, although with differences between breeds, produced a
greater (P<0.001) number of oocytes per OPU session and higher rates (P<0.001) of viable
and cleaved oocytes and IVP embryos in relation of Bos taurus taurus donors. However,
Holstein donors produced a greater (P<0.001) number of oocytes per OPU session and higher
rates (P<0.001) of viable and cleaved oocytes in relation of Gyr donors, while showed a lower
production of embryos. The conventional semen had higher rates of IVP embryos (P<0.001) in
relation of sexed semen. In order to evaluate the influence of season (dry and wet period), there
was no direct effect in the results of Bos taurus taurus and Bos taurus indicus females for any of
the variables studied (P>0.2). Then, in order to evaluate operational costs and some economic
indicators of IVP system from a commercial laboratory of IVP bovine embryos, data of Bos
taurus indicus and Bos taurus taurus donors were collected. Variable operational costs
accounted for 90.78% of the entire cost of IVP embryo in the lab, where the highest costs were
the medias used in the process of maturation, fertilization and embryo culture (55.34%), and
laboratory labor (27.76%). The best convertin rate of in vitro culture zygotes to embryos,
obtained in Zebu donors regarding Bos taurus taurus donors, represented an average profit per
embryo of R$34.18 against R$19.34, respectively. The IVP lab activity had a higher
accumulated revenue (R$2,572,430.00) in relation of operational costs (R$1,351,287.65),
determining operational profit and a great economic capacity of the laboratory to grow. In the
third experiment, conducted in a breeding season from a commercial beef cattle farm, aimed to
analyse, technically and economically, the large-scale production of male calves derived from
IVP embryos fertilized with sexed semen and using the fixed-time embryo transfer (FTET)
technique. 974 Nelore and cross-breeding females were synchronized, achieving an utilization
rate of 84.4%. In order to reduce the cost of IVP embryos, OPU technique was replaced by
collecting ovaries of slaughtered Nelore cows. A total of 3054 oocytes were collected from 500
ovaries, resulting in production of 1050 embryos fertilized with male Angus sexed semen. 822
embryos were transferred, achieving 345 pregnancies (42%), with 328 (95.1%) males and 17
(4.9%) females. A simulation with data from the farm itself, using fixed-time aritificial
insemination (FTAI) with sexed semen, was used for a comparative study. 30% pregnancy rate
was obtained in the FTAI resulting in 278 males and 15 females. The FTET project, after the
sale of weaned calves, will have a gross margin of R$135,382.00 against R$132,855.00 from
FTAI simulation with sexed semen. The proposed methodology of ovum pick-up of ovaries from
slaughtered cows to realize a project of large-scale male embryos, reducing the cost of IVP,
represent a new market alternative in beef cattle systems.

Keywords: embryos, in vitro production, cost, investment, sexed semen, beef cattle.
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1. INTRODUCAO GERAL

Na agropecudria, o desenvolvimento do
setor de melhoramento genético animal tem
determinado uma maior produgdo de
alimentos seguros, e de forma sustentavel
em quantidade e qualidade para atender a
demanda, contribuindo para o crescimento
do agronegbcio. A insercdo da genética
bovina brasileira no mercado internacional
ganha importancia diante da crescente
exigéncia mundial, que trouxe a pecuaria o
desafio de aumentar a eficiéncia na
producdo de leite e de carne em areas cada
Vvez menores.

O cenario econdmico nacional passou por
profundas modificagdes nas  Ultimas
décadas. Na pecuaria, estas mudangas
acompanharam o desenvolvimento e
aplicagdo comercial de biotécnicas da
reprodug¢do voltadas para o aumento da
velocidade com a qual o melhoramento
genético  estava  sendo  conduzido.
Biotécnicas de producdo in vivo de
embrides (Multipla Ovulacao e
Transferéncia de Embrido - MOET) e in
vitro  (PIVE)  foram  aperfeigoadas,
determinando nos ultimos anos
considerdvel avango no melhoramento
genético.

A quantidade de profissionais e empresas
relacionadas as biotécnicas reprodutivas
tem aumentado nos ultimos anos. O que
caracterizou maior  concorréncia e,
consequentemente, pregos mais
competitivos pelos servicos. Atualmente, a
utilizacio da MOET e PIVE para a
producdo de reprodutores e matrizes
bovinas, tanto de corte quanto de leite, tem
sido mais relevantes, na comparagdo com a
producdo de animais elite.

Desde 2002, o Brasil tornou-se um dos
paises de maior uso de biotécnicas da
reproducdo em bovinos do mundo. Apds
um vasto e consolidado conhecimento e

utilizagdo da colheita de embrides pelo
método in vivo, o Pais passou também a
dominar e empregar em larga escala a
aspiragdo folicular transvaginal guiada por
ultrassom associada a produgdo in vitro de
embrides (OPU-PIVE). Apoés 2005, a
rapida expansdo da PIVE foi parcialmente
compensada pela retragdo no uso da
tecnologia da MOET. Esse crescimento no
total de embrides produzidos confirma que
a PIVE, além de substituir a MOET como
técnica de eleicdo para producdo de
embrides, possibilitou a expansdo do
mercado. Isso ocorreu porque essa
biotécnica, mais que otimizar a produ¢do de
embrides por doadora, tem efeitos positivos
na escala de uso, na reducdo do custo e na
criacio de novas possibilidades de
aplicagdo da transferéncia de embrides na
producdo animal (Viana, 2012).

O dominio do método in vitro de produgao
de embrides colocou o Brasil em uma
posicdo de  destaque neste  setor,
despertando o interesse de outros paises ndo
s6 pelas biotécnicas envolvidas, mas
também pelo fato do Pais possuir o maior
rebanho do mundo e ser um dos principais
exportadores de carne bovina (Basso ef al.,
2010).

Para fémeas bovinas de racas zebuinas,
pode-se admitir uma maior quantidade de
embrides por procedimento com a PIVE,
quando comparada a tecnologia da MOET
(Nonato Jr. et al., 2004). A grande
producdo de oobcitos em fémeas zebuinas,
em particular da raca Nelore, ¢ algo que
deve ser ressaltado porque considerando
outros aspectos reprodutivos, as
divergéncias entre Bos taurus taurus € Bos
taurus indicus sdo relativamente discretas.
Hé diferencas moderadas entre o tamanho
do trato reprodutivo e a dindmica de
crescimento folicular (Adayemo e Heath,
1980; Sartorelli et al., 2005) e,
especificamente quanto a obtengdo de
embrides in vivo, as médias obtidas sdo
similares (Castro Neto et al., 2005). No
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entanto, quanto ao numero de odcitos,
fémeas zebuinas, de maneira geral,
apresentam uma média de oocitos por
sessdo de aspiragdo folicular
aproximadamente quatro vezes maior a
producdo obtida de fémeas bovinas de racas
européias, sem qualquer procedimento
adicional, como aplicagdo de Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH), Somatotrofina
Bovina recombinante (rBST) ou controle
do ciclo estral (Thibier, 2004; Rubin et al.,
2004; Rubin et al., 2005).

Diversos trabalhos mostram vantagens
reprodutivas  mediante  utilizacdo da
tecnologia de PIVE englobando em sua
grande maioria estratégias que
correlacionem positivamente métodos de
sincronizagdo de receptoras, estratégias
para utilizacgdo de sémen sexado e
diferenciados tratamentos as doadoras que
traduzem em uma maior produgdo de
blastocistos e taxa de prenhez (Lu et al.,
1999; Wilson et al., 2006; Wheeler et al.,
2006; Blondin et al., 2009; Pontes et al.,
2009; Xu et al., 2009).

Embora se verifique o acréscimo na
eficiéncia reprodutiva diante do citado
acima, nada se tem discutido acerca da
viabilidade econdmica da aplicacdo destes
métodos, e principalmente quando utiliza-
los nos sistemas comerciais de PIVE
tradicionais. Os trabalhos em sua maioria
direcionam-se unicamente aos beneficios
reprodutivos, sem estudar financeiramente
como se comportam variaveis e resultados
na atividade como todo.

Além desse aspecto, de contexto mais geral,
verifica-se também um grande interesse em
se acompanhar os resultados do sémen
sexado e a PIVE em larga escala,
particularmente em projetos com gado de
corte, pois com a utilizagdo de estratégias
inovadoras, tornou-se viavel a utilizacdo
desse recurso no segmento aplicado.

A partir dessas lacunas e questionamentos,
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o presente trabalho teve por objetivo:

- Comparar a quantidade e a
competéncia do desenvolvimento in
vitro de oocitos aspirados de doadoras
de trés racas Bos taurus indicus e de
doadoras de trés ragas Bos taurus
taurus, assim como, os resultados de
producdo de embrides in vitro
fertilizados com sémen sexado, em
larga escala, utilizando dados obtidos
de um sistema comercial de PIVE;

- Analisar economicamente a produgdo
in vitro de embrides em um sistema
comercial de exploracdo genética de
doadoras de trés ragas Bos taurus
indicus e de doadoras de trés ragas Bos
taurus taurus;

- Avaliar atraveés de analises
econdmicas, dentro de um programa
de estacdo de monta de uma fazenda
comercial de bovinos de corte, a
viabilidade na producdo em larga
escala de machos oriundos de
embrides produzidos em laboratério
com sémen sexado.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Biotecnologia — conceito e
importincia

Ha cerca de 50 anos, uma relevante
descoberta, na area da Dbiologia: a
formulag¢do do modelo do codigo genético,
por Watson e Crick, possibilitaria o
surgimento de um novo paradigma
tecnoldgico (Dosi, 1982). A ideia de que
seria possivel trabalhar com o cddigo
genético dos seres vivos, a ponto de obter
novas combinagdes, com novas
caracteristicas — algumas delas impossiveis
de serem obtidas por métodos tradicionais —
possibilitou 0 aprimoramento e



desenvolvimento de inovagdes
tecnoldgicas. Novas dreas de pesquisa
foram criadas, gerando um amplo leque de
servicos tecnoldgicos, novos insumos e
novos produtos, além de processos inéditos
que passaram a competir com 0S processos
convencionais, principalmente nas areas da
agropecudria e saude humana (Silveira et
al., 2007).

No inicio dos anos 90 havia uma forte
tendéncia, principalmente por parte das
organizacdes envolvidas em Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacao (P&D&I) nos
paises desenvolvidos, de que os avangos da
biotecnologia se dariam fundamentalmente
no campo da saude humana, criando novos
produtos, principalmente em segmentos de
classes terapéuticas. Todavia, 0
desenvolvimento na agropecudria ndo so
ocorreu de forma vertiginosa, como
proporcionou novos questionamentos, para
além daquelas relacionadas a complexidade
do padrio de desenvolvimento da
biotecnologia (Assad e Aucélio, 2004).

A Dbiotecnologia ¢ o campo em que se
observa a importidncia crescente da
interacdo entre os universos da ciéncia, da
pesquisa tecnologica e da produgdo
industrial e agropecuéria. Mais do que em
qualquer outra  atividade  produtiva
moderna, a natureza da pesquisa basica em
biotecnologia ¢ orientada pela busca do tipo
de inovagdo que permite acabar com as
fronteiras entre ciéncia e tecnologia
(Silveira et al., 2005).

Em funcdo de sua estreita ligacdo com a
atividade cientifica, a biotecnologia ¢
classificada pelos economistas como “setor
baseado na ciéncia” (Bell e Pavit, 1992). A
diferenca com outros setores relacionados a
ciéncia, como o de informdtica por
exemplo, pode ser explicada pelo fato de
que o “chdo da fabrica” ¢ o proprio
laboratério de pesquisa. Mais ainda, no
caso da biotecnologia, a descoberta e o
desenvolvimento de processos, produtos e

servigos sao resultados de diferentes
combinag¢des de “blocos” de conhecimentos
cientificos puros — muitos ainda em fase
inicial — com um conjunto de ferramentas
derivadas da  biologia e  genética
tradicionais. Nesse contexto, a
biotecnologia pode ser definida como um
bloco de conhecimentos e informacdes
tecnologicas combinando protocolos e
metodologias de pesquisa utilizadas no
estudo da biologia da célula, da genética, da
bioquimica, entre outras matérias, com
novos conceitos cientificos, derivados de
disciplinas que ndo existiam ha alguns anos
atrds — como biologia molecular, gendmica
funcional e protedmica (Fonseca et al.,
2004).

2.2 - Biotécnicas reprodutivas na
pecudria

Economicamente, o mundo vive um
periodo de grande apreensdo, em particular
ap6s a eclosdo da crise financeira nos
Estados Unidos, em setembro de 2008. Os
elos das cadeias produtivas do agronegocio
precisam rever com frequéncia os seus
planejamentos para a tomada de decisdo
mais adequada possivel.

A pecuaria corresponde hoje a mais da
metade da producdo agricola em paises
desenvolvidos e mais de um quarto em
paises em desenvolvimento. Em resposta ao
crescimento populacional e ao padrdo de
consumo que se eleva conforme a renda do
consumidor, a pecuaria cresce mais rapido
do que outros setores da agricultura.
Atualmente, o aumento na produgdo visa
ndo s6 a expansdo do niumero de animais,
mas, principalmente, o aumento de sua
eficiéncia (Milazzotto et al., 2008).

Além da selecdo de animais cada vez mais
produtivos, busca-se também 0
desenvolvimento de biotecnias reprodutivas
que visam o aumento do desempenho
reprodutivo dos rebanhos. Apesar de
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algumas destas biotécnicas existirem ha
mais de 50 anos, nos ultimos dez anos
houve um grande aprimoramento das ja
existentes e o desenvolvimento de novas,
sendo que muitos centros de pesquisa
migraram para locais mais proéximos ao
produtor. Atualmente, algumas técnicas ja
apresentam grande aplicabilidade a campo
como a inseminagdo artificial (IA), a
sexagem de sémen, a transferéncia e
criopreservagdo de embrides e a producao
in vitro de embrides, enquanto outras ainda
permanecem mais restritas a centros de
pesquisa como a transgenia € a clonagem
(Milazzotto et al., 2008).

A aplicagdo de biotécnicas da reprodugdo
vem contribuindo decisivamente para o
aumento da produgdo e, principalmente, da
produtividade na pecudria bovina, ao
possibilitar, de maneira mais efetiva, a
exploracdo de animais de valor genético
superior. Adicionalmente, em fun¢do destas
biotécnicas possibilitarem a obtencdo do
maior numero de descendentes, em um
curto periodo, elas tém sido tuteis para o
aprimoramento genético dos rebanhos,
como  tornou-se  imprescindivel na
preservagdo de material genético raro ou
em risco de extingdo. Os avangos
alcancados neste setor tém sido de extrema
importancia para a pesquisa em reproducao
animal, proporcionando modelos
experimentais para o estudo do
desenvolvimento folicular, ovulacao,
fertilizacdo, reconhecimento da gestacdo e
sobrevivéncia embriondria, o que pode ser
constatado pelo grande desenvolvimento da
embriologia ocorrido nos ultimos 30 anos
(Betteridge, 2003). Mais recentemente, as
biotécnicas da reproducdo contribuiram
para o estudo de novas linhas de pesquisa,
com avangos significativos nas areas de
clonagem, transgenia em animais, cultivo e
diferenciacdo de células tronco
embrionarias (Stojkovic et al., 2004; Vajta
e Gjerris, 2006).

A ascendente necessidade mundial para
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producdo de alimentos e de maneira
sustentavel tem exigido adaptagdes da
pecuaria bovina, objetivando o aumento da
eficiéncia reprodutiva e produtiva dos
animais em 4reas cada vez menores. Nesse
sentido, as biotécnicas de reproducdo
animal tém contribuido para a produgdo de
animais com genodtipos superiores € com
eficiéncia produtiva destacada.

O Brasil estd situado no cenario mundial
como usudrio e fornecedor de genética
bovina. No setor do melhoramento animal,
os principais produtos comercializados sdo:
sémen, embrides e animais vivos (touros,
matrizes e receptoras). O setor de genética
bovina também abrange, embora ainda
incipiente, o mercado de clones, que sdo
embrides que trazem o mesmo contetdo
genético de seu doador (Neves ef al., 2010).

A maioria dos criadores de touros e
matrizes além de produzirem animais para
o abate ou para a producdo de leite,
selecionam genética, isto ¢, fazem uso de
ferramentas  para  melhorarem  seus
rebanhos, produzindo animais
geneticamente superiores para efetuarem a
reposicdo de seus rebanhos e para ofertar
aos sistemas comerciais de produgdo de
carne e leite (Martins, 2010).

Neste sistema ha uma relacdo bem estreita
entre 0s pecuaristas, as centrais de
inseminag¢do artificial (IA), os laboratorios
que produzem embrides in vitro e in vivo,
as centrais de receptoras, as empresas que
produzem equipamentos € medicamentos e
os veterinarios prestadores de servigos. As
centrais de IA processam o sémen dos
reprodutores de mérito genético superior,
fornecendo material para o acasalamento de
fémeas e para a producdo de embrides.
Empresas que fabricam equipamentos e
medicamentos mantém constante
relacionamento com as centrais,
laboratorios e prestadores de servigo para
possibilitar a execu¢do das biotécnicas que
asseguram a viabilidade do sémen e dos



embrides (Lopes ef al., 2012).

A procura pela viabilidade e eficiéncia dos
sistemas de produgdo, a definicdo de
animais mais adaptados, férteis e eficientes
em transformar os nutrientes da dieta em
carne ou leite é excencial para o aumento
da producao e para elevar a competitividade
da pecudria nacional. Sendo assim ¢
extremamente importante o alinhamento da
pesquisa com os pecuaristas e centros de
biotecnias para promover os programas de
melhoramento  genético e  torna-los
acessiveis a todos os criadores (Lopes et
al., 2012).

2.3 - Cenario brasileiro e mundial frente
as biotécnicas de producdo de embrides
bovinos

As biotécnicas de producdo de embrides in
vivo (MOET — multipla ovulagdo e
transferéncia de embrido) e in vitro (PIVE)
sdo importantes ferramentas para acelerar o
melhoramento genético em rebanhos de
alto valor e encurtar o intervalo entre
geragdes, facilitando as observagdes
comparativas entre os produtos dos
diferentes acasalamentos e promovendo
uma rapida selecdo dos animais mais
produtivos (Martins, 2010).

Seguindo a evolugdo das principais
biotécnicas adotadas e trabalhadas no
Brasil, ¢ importante ressaltar, inicialmente,
o papel da IA, como sendo a primeira
biotécnica adotada nos sistemas de
producdo  brasileiros que visa a
multiplicacdo de progénies de touros de alto
valor. Com a introducdo de esquemas de
ovulagdes  multiplas, recuperacdo e
transferéncia de embrides, junto com a
criopreservagdo de embrides na década de
80, a bovinocultura passou a ter em maos
ferramentas para aumentar o numero de
gestagdes provenientes de fémeas de alto
mérito genético (Rodrigues, 2001).

4

A PIVE, por sua vez, ¢ considerada a
terceira geracdo de biotecnia aplicada ao
melhoramento genético animal, apés a IA e
a MOET. No inicio da década de 90, com a
introdug¢do da aspiragdo folicular guiada por
ultrasonografia seguida pela produgdo in
vitro de embrides (OPU-PIVE), a
expectativa no incremento da produtividade
das fémeas aumentou (Galli et al., 2003).

Assim como a inseminacdo artificial
potencializa o uso de material genético de
touros superiores, a utilizagdo de embrides
permite o trabalho da genética de fémeas de
alto valor zootécnico. Desta maneira, a
PIVE representa uma atividade comercial
que tem atendido um nicho de mercado
especifico como ferramenta para a criagao
de rebanhos e comercializagdo de produtos
de genética superior.

Embora o nimero de coletas de embrides
subiu quase 13% em 2011, o nimero de
embrides in vivo transferidos mundialmente
permaneceu constante em comparagdo com
os dados reportados em 2010. O ntimero
total de 732.862 embrides in vivo coletados
em 2011 em todo o mundo foi bem
proximo aos 732.000 embrides recuperados
em 2010. No entanto, o numero de
embrides bovinos provenientes de coleta,
transferidos a fresco em fémeas receptoras,
regrediu  3,1% (590.561 em 2010 wvs.
572.342 em 2011). A diminui¢do do
nimero de transferéncias foi vista
principalmente na Asia, Américas do Sul e
do Norte. A Oceania relatou aumento do
nimero de embrides in vivo transferidos.
Globalmente, o nimero de embrides in vivo
congelados e posteriormente transferidos
superou transferéncias a fresco em 71.612
embrides (309.806 congelados vs. 238.194
a fresco). A tendéncia para mais
transferéncias de embrides congelados do
que a fresco tem sido constante desde
meados da década de 1990 (Tabela 01)
(Stroud, 2012).
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Tabela 01 - Atividade em 2011 de embrides in vivo provenientes de coletas em diferentes continentes

Numero de embrides transferidos

Continentes  Coletas folift);g}:ss ]

A fresco Congelado Total %
Africa 1.438 9.401 4.056 2.469 6.525 1,14%
Asia 15.444 124.362 24.026 51.697 75.723 13,23%
Europa 23.480 108.712 41.040 69.381 110.421 19,29%
Américado  54.837 362.781 109.197 139.418 248.615 43,44%
Norte
América do 12.174 68.187 36.953 26.054 63.007 11,01%
Sul
Oceania 10.755 59.419 32.921 35.130 68.051 11,52%
Total 2011 118.128 732.862 248.193 324.149 572.342 100,00%
Total 2010 104.651 732.000 243.885 291.279 590.561 -
Diferenca 12,88% 0,12% 1,77% 11,28% -3,09% -

Stroud, 2012

transferéncia de embrides in vitro. O
numero total de embrides produzidos em
laboratério transferidos mundialmente em
2011 foi de 373.836, no qual representa um
aumento de 10% a partir de 2010

O numero total de embrides bovinos
produzidos in vitro em todo o mundo foi de
453.471 em 2011 em comparagdo com
450.549 em 2010. Isso representa um
aumento, ainda que ligeiro, na producdo

global de embrides em laboratério no sexto
ano consecutivo. A América do Sul,
principalmente o Brasil, mais uma vez
lidera mundialmente a produgdo e a

20

(339.685). S6 o Brasil foi responsavel por
318.119 (85%) transferéncias de embrides
in vitro em 2011 (Tabela 02) (Stroud,
2012).



Tabela 02 - Atividade em 2011 de embrides in vitro produzidos em diferentes continentes

Numero de embrides transferidos

. Embrides

Continentes roduzidos

P A fresco Congelado Total %
Africa 0 0 0 0 0,00%
Asia 62.418 4.086 6.699 10.785 2,88%
Europa 11.453 8.034 3.419 11.453 3,06%
América do 48.474 17.850 2.930 20.780 5,56%
Norte
América do 325.349 307.278 15.879 323.157 86,44%
Sul
Oceania 9.196 6.679 1.015 7.694 2,06%
Total 2011 453.471 343.927 29.942 373.869 100,00%
Total 2010 450.549 315.715 23.970 339.685 -
Diferenca 0,65% 8,94% 24.91% 10,06% -

Stroud, 2012

Dentro deste contexto de analise de
producdo de embrides bovinos, o Brasil € o
maior produtor mundial de embrides in
vitro, sendo referéncia mundial na
utilizag¢do e sucesso desta técnica. Em 2011
a producdo de embrides bovinos no Brasil
alcancou a marca histérica de 350.000

unidades, sendo que 90,7% dos quais
produzidos in vitro. Isto representa um
aumento de 15,7% em relagdo ao total de
embrides produzidos em 2010, além de
uma nova tendéncia de alta em relagdo aos
anos anteriores (Figura 01) (Viana, 2012).
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Figura 01 — Producdo de embrides bovinos no Brasil no periodo de 1995 — 2011

A Figura 02 compara o numero de
embrides in vivo em relagdo ao numero de
embrides in vitro transferidos anualmente
em todo o mundo desde o ano 2000. As
linhas tendem a continuar a evoluir no
sentido da convergéncia. No entanto, a
Figura 03 mostra que a maior parte da
producdo in vitro de embrides bovinos ¢é
proveniente da  América do  Sul,
principalmente do Brasil. O grafico mostra
claramente que a América do Sul continua
com uma elevada taxa na utilizagdo da
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tecnologia de embrides in vitro. Ainda na
Figura 03 percebe-se que a América do
Norte, particularmente os Estados Unidos,
estdo apresentando uma tendéncia de
ascendéncia constante em relacdo aos
ultimos anos, mas nem por isso representa
uma ameaca ao Brasil em se tratando da
lideranga da quota global da produgdo in
vitro de embrides bovinos. O resto do
mundo parece estavel com a atividade de
PIVE (Stroud, 2012).
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2.4 — Técnica da produciio in vitro de
embrides bovinos

O primeiro relato de nascimento de animais
gerados por fertilizacdo in vitro foi feito por
Chang et al. (1959) em coelhos. Os odcitos
utilizados foram recuperados da tuba
uterina apds a indugdo da ovulacdo e o
sacrificio da doadora. A partir de entdo,
técnicas de producdo de embrides in vitro
foram desenvolvidas ou adaptadas para
diferentes espécies domésticas, incluindo
bovinos. Os primeiros resultados obtidos de
maturagdo e de fecundacdo in vitro de
odcitos bovinos foram de Iritani e Niwa
(1977). Cinco anos depois surge o primeiro
bezerro produzido pela equipe de Brackett
(1982), com odcitos maturados in vivo.
Somente em 1986, Hanada et al., relataram
o primeiro bezerro a partir de odcitos
maturados e fertilizados in vitro, porém,
utilizando o método de cultivo in vivo.
Finalmente, em 1987, Lu et al. descreveram
0 sucesso com o primeiro bezerro apds
maturagdo, fecundacdo e cultivo in vitro. A
eficiéncia dos procedimentos de producdo
in vitro de embrides, representada pelas
taxas de fertilizacdo e clivagem, aumentou
significativamente a partir de entdo,
particularmente apds a descoberta do efeito
da heparina na capacitacdo espermatica
(Parrish et al., 1988).

Consequentemente, houve uma evolugdo da
técnica, ocorrendo nos ultimos anos um
incremento significativo no numero de
embrides produzidos in vitro. Embora na
maioria dos paises a producdo de um
embrido de maneira convencional (MOET)
seja mais barata do que a PIVE, em alguns
paises (Brasil, Japdo, Italia), a PIVE tem
sido a técnica de escolha para produgdo de
embrides em escala comercial (Viana e
Camargo, 2007).

No Brasil, a técnica de PIVE vem sendo a
principal  ferramenta utilizada pelos
criadores nos ultimos anos (Viana e
Camargo, 2007), apresentando, de maneira
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geral, uma maior flexibilidade em relagdo a
MOET. Destacam-se a capacidade de uso
frequente, a ndo necessidade de pré-
estimulagdo hormonal, possibilidade de
utilizagdo em animais pré-puberes, em
idade avangada e em inicio de gestacdo,
sendo a técnica de escolha em animais com
problemas reprodutivos adquiridos e/ou
que nao respondem & superovulagdo
convencional (Hansen, 2006).

De maneira geral, a PIVE pode ser dividida
em duas principais etapas, sendo elas, a
obtengdo dos oocitos, pela aspiragdo
folicular ovariana guiada por ultrassom, e a
etapa laboratorial, esta subdividida em
maturagao, fecundagdo e cultivo
embrionario.

2.4.1 — Recuperacio dos odcitos

Segundo Pieterse et al. (1988), a
recuperacdo de oobcitos € a base do
programa de PIVE. H& duas maneiras
principais de obtencdo de odcitos:
provenientes de ovarios coletados em
abatedouros ou recuperados através da
aspiragdo folicular transvaginal guiada por
ultrassom.

A produgdo individual de oocitos apresenta
uma relativa constancia,
independentemente do  esquema de
recuperacao utilizado. Observa-se, contudo,
uma grande varia¢do entre doadoras, ndo
associada a raca, condi¢do corporal, manejo
ou qualquer outra causa aparente, ¢ esta tem
sido a principal fonte de variagdo nos
resultados da aspiragdo folicular (Viana,
2002).

2.4.2 — Aspiracao folicular de ovarios de
abatedouros

A utilizagdo dos odcitos de vacas de
abatedouro  atualmente destina-se  as
pesquisas com transferéncia nuclear,



producdo de animais transgénicos,
producdo in vitro e criopreservagdo de
embrides (Hoeschele, 1990; Hasler et al.,
1995). No entanto, a sua utilizacdo
apresenta algumas desvantagens, tais como
o desconhecimento do estado de saude ou o
padrao hormonal dos animais e a
impossibilidade de se repetir a técnica em
um mesmo animal.

Yang et al. (1993) demonstraram que
o6citos obtidos de ovarios coletados em
abatedouro, conservados entre 24-25°C em
solucdo de fosfato salina tamponada (PBS)
durante 11 horas continuam viaveis, com
indice de clivagem e porcentagem de
blastocistos comparaveis aos o00citos
obtidos logo apos o abate.

2.4.3 — Aspiracido folicular guiada por
ultrassom ou Ovum Pick Up (OPU)

A origem dos odcitos utilizados nos
primeiros trabalhos de PIVE realizados no
inicio da década de 80 permaneceu sendo
primordialmente a aspiragcdo folicular ou
slicing de ovarios obtidos em abatedouros,
0 que, apesar da praticidade e conveniéncia,
limitava a utilizagdo comercial da PIVE
(Larsson, 1998). O desenvolvimento de
técnicas para recuperacdo de odcitos
ganhou grande impulso ap6s o nascimento
dos primeiros bebés gerados pelos
procedimentos de fertilizagdo in vitro e
transferéncia de embrides (Steptoe e
Edwards, 1978), e wuma série de
equipamentos destinados a recuperagdo de
odcitos humanos tornou-se comercialmente
disponivel no inicio dos anos 80. O maior
avango neste sentido foi a mudanga do uso
do laparoscopio para as técnicas de
aspiragdo  transvaginal orientada por
ultrassonografia (Feichtinger e Kemeter,
1986), que eliminaram a necessidade da
abordagem cirurgica dos ovéarios. O
procedimento de aspiragdo folicular pode
ser caracterizado como uma bidpsia, sendo
de execucdo mais simples e principalmente

menos traumadtica para os pacientes, sendo
hoje amplamente utilizada em clinicas de
reprodugdo assistida.

Apos uma evolucdo técnica consideravel a
partir de procedimentos poucos eficientes,
como laparotomia, colpotomia,
laparoscopia transvaginal ou paralombar
(Lambert et al., 1986), a aspiragdo folicular
encontra-se  relativamente  estabilizada
quanto ao uso de equipamentos e aparatos
técnicos (Galli et al., 2003). Uma equipe
composta por um veterinario responsavel
pelo servigo de aspiragdo e um técnico de
laboratério no rastreamento e classificacao
de oocitos ¢ capaz de trabalhar com um
numero grande de fémeas e capaz de gerar
suficiente demanda para as etapas seguintes
da producao in vitro de embrides.

A OPU originalmente foi desenvolvida para
uso na reprodu¢do humana, mas em 1988,
Pieterse et al. adaptaram a técnica para uso
em fémeas bovinas. As potenciais
vantagens técnicas e economicas levaram a
uma rapida difusdo da OPU entre os grupos
de pesquisa em PIVE (Galli et al., 2003;
Seneda e Blaschi, 2004). A associacdo das
técnicas de aspiragdo folicular e PIVE
(OPU-PIVE) foi considerada como uma
alternativa aos programas classicos de
superovulagdo e transferéncia de embrides
(Kruip et al., 1991; Castilho et al., 2009),
concentrando sua utilizagdo em animais de
alto valor genético e, principalmente em
animais com problemas de fertilidade
adquiridos ou histérico de insucesso na
superovulacdo (Looney et al., 1994; Bols et
al., 1996; Schernthaner et al., 1999).

Com o auxilio de um ultrassom e um
transdutor acoplado a um guia de aspiragao,
realiza-se a aspiracdo mediante introducdo
de uma agulha no interior dos foliculos
ovarianos. Um sistema de bomba a vacuo
permite a recuperacdo dos odcitos e do
liquido folicular para um tubo coletor. Os
obcitos sdo, entdo, transportados até o
laboratorio, onde se inicia o processo de
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producdo in vitro de embrides (Garcia et
al., 2004).

A aspiragdo folicular pode obter odcitos de
fémeas a partir dos 6 meses de idade, de
vacas gestantes até normalmente o quarto
més de gestagdo, ou mesmo apos o parto (2
a 3 semanas), segundo Hasler et al. (1995).
Brogliatti e Adams (1996) obtiveram
odcitos de bezerras com apenas 6 semanas
de idade com a utilizacdo de um transdutor
adequado. Sauvé (1998) constatou que
vacas gestantes podiam ser submetidas a
técnica até o sexto més de gestacdo, sem
que fosse notado qualquer prejuizo a
gestagdo ou as vacas.

A aspiragdo folicular também apresentou-se
vidvel para fémeas com limitagdes
reprodutivas. Sdo frequentes os casos de
aderéncia de ovario e TUtero, metrites
cronicas e infecgOes tubdricas (Looney et
al., 1994). A OPU-PIVE permite a
producdo de progénie de fémeas com tais
enfermidades (Kruip et al., 1994). No
entanto, sua aplicacdo mostrou-se mais
ampla quando utilizadas em fémeas
saudaveis, produzindo, no minimo, quatro
vezes mais embrides em relagdo a8 MOET
(Kruip et al., 1994), além de poder ser
repetida vérias vezes em um mesmo animal
(Kruip et al., 1991; Pieterse et al., 1991;
Bols et al., 1995; Meintjes et al., 1995;
Bols et al., 1996), inclusive com um
aumento no numero de foliculos apds véarias
semanas de aspiragdes (Stubbings e
Walton, 1995).

Segundo Bols et al. (1997), aspectos
bioloégicos e técnicos influenciam o
resultado final da recuperagdo de odcitos
via transvaginal. Entre as consideragdes
técnicas pode-se citar o tamanho e tipo da
agulha, pressdo de vacuo, comprimento do
bisel da agulha e a frequéncia do transdutor
(Seneda e Blaschi, 2004).

O intervalo entre as sessdes de aspiragdo
folicular influencia a quantidade e a
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qualidade de oo6citos colhidos (Merton et
al., 2003). Segundo Gongalves et al.
(2002), a aspiracdo folicular pode ser
realizada em duas sessdes semanais por
alguns meses sem prejudicar o futuro
desempenho reprodutivo do animal.

A OPU, em geral, ndo promove danos ao
sistema reprodutor feminino, embora em
alguns casos ja tenha sido relatada a
predomindncia de tecido conjuntivo no
parénquima ovariano de vacas doadoras
que estavam sendo submetidas a sessdes de
aspiracdo quinzenais (Rodrigues e Garcia,
2000). Segundo Dayan (2002), a OPU nao
causa efeitos deletérios significativos aos
animais, mesmo apds cinco meses de
aspiragdes, duas vezes por semana, no que
concerne aos exames de saude e fertilidade,
clinicos ou post morten.

Outra vantagem do uso da técnica da OPU
em comparacdo a MOET est4 associada ao
fato de que ndo se faz necessario o
tratamento das doadoras com
gonadotrofinas (Garcia et al., 2004), pois
mesmo sem o uso de protocolos hormonais,
odcitos imaturos obtidos via transvaginal de
feméas com ciclo estral normal podem ser
utilizadas com eficiéncia na produgdo in
vitro de embrides (Kruip et al., 1991).
Assim, muitos trabalhos tém optado por
aspiracdes mais frequentes sem a
estimulagdo hormonal (Brogliatti et al.,
1999; Majerus et al., 1999).

Desta forma, a OPU-PIVE pode ser uma
alternativa para uma maior produgdo de
embrides de doadoras vivas, pois com a
aspiracdo de uma fémea duas vezes por
semana durante trés meses, € possivel
produzir trés a quatro vezes mais embrides
do que pela MOET realizada no mesmo
periodo (Peixer et al., 1997).

2.4.4 - Selecio e classificacdo dos odcitos

A qualidade morfoldgica do oobcito esta



altamente relacionada com sua competéncia
em evoluir para um embrido (Hazeleger e
Stubbings, 1992; Hawk e Wall, 1994;
Khurana e Niemann, 2000; Wit ef al., 2000;
Wit e Kruip, 2001). Assim, apds a
recuperacdo dos odcitos, com o auxilio da
lupa estereoscopica, faz-se a selegdo,
levando em consideracdo o numero de
camadas de células do cumulus e o aspecto
do citoplasma do oocito (Gongalves et al.,
2002).

Segundo Gongalves et al. (2002) a
classificacdo dos oo6citos ¢ realizada com
escala gradativa de qualidade de 1 a 4,
sendo:

- Qualidade 1: Cumulus compacto
presente, contendo mais de trés
camadas de células. Ooplasma com
granulacdes finas e homogéneas,
preenchendo o interior da zona
pelucida e de coloragdo marrom.

- Qualidade 2: Cumulus compacto
parcialmente presente em volta do
odcito ou rodeando completamente o
oocito, com menos de trés camadas
celulares. Ooplasma com granulagdes
distribuidas heterogeneamente,
podendo estar mais concentradas no
centro e mais claras na periferia ou
condensadas em um s6 local
aparentando uma mancha escura. O
ooplasma preenche o espago do
interior da zona pelucida.

- Qualidade 3: Cumulus presente, mas
expandido. Ooplasma contraido com
espago entre a membrana celular e a
zona pelucida, preenchendo
irregularmente o espago perivitelino,
degenerando, vacuolizando ou
fragmentando.

- Qualidade 4: Obcito desnudo sem
cumulus.

Realizada a selegdo, trés passos bioldgicos

que ocorrem in vivo sdo realizados em

laboratério para producdo de embrides:
maturagdo in vitro (MIV) dos odcitos,
fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV) (Garcia et al., 2004).

2.4.5 - Maturacio in vitro (M1V)

A maturagdo tem inicio logo apds a
remog¢do do odcito do interior do foliculo
ovariano. Em bovinos, sdo necessarias de
20 a 22 horas para que ocorra a maturagao
nuclear, com progressdo do estadio de
dipléteno da profase I da primeira divisdo
meidtica para o estddio de metafase II.
Apbs o tempo de incubacdo da MIV, os
odcitos completam a maturagdo com a
extrusdo do primeiro corpusculo polar e
estdo prontos para a fecundagdo (Garcia et
al., 2004).

Considerando que o6citos maturados in
vitro, quando comparados aos in vivo,
apresentam menores taxas de blastocistos
apos a fecundacdo e o cultivo in vitro
(Takagi et al., 2001), entenda-se que a
maturagdo em laboratorio representa ainda
um problema na PIVE (Dode e Rumpf,
2002). Portanto, sdo necessarios mais
estudos para o entendimento dos
mecanismos que ocorrem durante a
retencdo da meiose e a maturagdo oocitaria
(Cordeiro, 2001).

2.4.6 - Fertilizacao in vitro (F1V)

A fertilizagdo ¢ um processo complexo, que
resulta da unido de dois gametas, com
restauracdo do numero de cromossomos
somaticos e, consequentemente, inicio do
desenvolvimento de um novo individuo
(Gordon, 1994).

Os espermatozdides de mamiferos nao
possuem habilidade para fecundar os
odcitos imediatamente apos a ejaculagdo,
mesmo estando modveis e com aparente
morfologia normal. No processo in vivo, os
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espermatozoides alcancam esta capacidade
fecundante no trato genital feminino. A
capacidade de adquirir competéncia
fecundante foi denominada de capacitagdo
espermatica (Chang, 1951; Austin, 1951).

Portanto, para que ocorra a fecundagdo dos
o6citos, os espermatozoides precisam estar
previamente capacitados. Desta forma,
adicionam-se agentes capacitores como a
heparina e o calcio ion6foro (Yang et al.,
1993), sendo a heparina, 0
glicosaminoglicano mais utilizado para
capacitar espermatozdides para a FIV
(Gongalves et al., 2002).

No processo de fertilizagdo in vitro sao
usados espermatozoides de palhetas de
sémen congelado. Em geral, a concentragao
de espermatozoides usada ¢ de 2 x 10°
espermatozoides/mL, sendo o numero de
doses calculado de acordo com a motilidade
e a concentracdo da fracdo viva de
espermatozoides obtida apos a
centrifugacdo em gradiente Percoll. O
periodo de incubacdo dos obcitos com os
espermatozoides varia entre 6 e 20 horas
(Garcia et al., 2004).

2.4.7 - Cultivo in vitro (C1V)

O cultivo in vitro corresponde a etapa de
desenvolvimento do odécito fertilizado até o
estadio de blastocisto. O desenvolvimento
embrionério in vitro ¢ avaliado no 6° dia de
cultivo, visualizando-se a compactagdo dos
blastdmeros e inicio da formacdo da
blastocele, sendo que no 7° dia ¢ feita a
selecdo e a avaliacdo final dos embrides
para a transferéncia a fresco ou para
congelacdo (Garcia et al., 2004).

2.5 — Aplicacdes e limitacoes da PIVE
A producdo in vitro de embrides tem se

destacado de outras biotécnicas
reprodutivas pelo seu potencial de
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multiplicacdo de animais e o seu impacto
no ganho genético. A grande vantagem
dessa técnica é o maior aproveitamento da
populagdo de odbcitos presentes no ovario
que sofreriam atresia, tornando-a mais
interessante do que outras biotécnicas
reprodutivas como a MOET. De fato, a
utilizacdo da PIVE por empresas
comerciais tem aumentado, ja ocupando um
espaco proprio entre o total de embrides
produzidos em todo o mundo (Thibier,
2006; Stroud, 2012).

As técnicas de PIVE tém sido utilizadas nos
diferentes segmentos da  reprodugdo
assistida das areas humanas e animal.
Inicialmente, essas  técnicas foram
empregadas unicamente na  pesquisa
fundamental como instrumento para estudar
fendmenos fisiologicos relacionados aos
gametas feminino e masculino. Esses
estudos permitiram o melhor entendimento
dos fendmenos de crescimento, maturagdo e
fertilizacdo dos odcitos, da capacitagio
espermatica, assim como do
desenvolvimento embriondrio precoce e de
seus mecanismos de regulacdo (Gongalves
etal., 2002).

Apesar do elevado numero de trabalhos que
contribuiram  para  elucidar  muitos
questionamentos cientificos, pouco se
conhece sobre a regulacdo desses
fendmenos fisiologicos, principalmente no
ambito molecular. Assim sendo, a PIVE
tem sido importante instrumento no
esclarecimento desses mecanismos por
permitir a utilizacdo da propria espécie
estudada como modelo experimental.
Adicionalmente, ela tem respaldado o
desenvolvimento de biotécnicas como
clonagem, transgenia, sexagem de
espermatozoides e embrides, e preservacao
de oocitos e embrides (Camargo, 2005).

Além da aplicabilidade na pesquisa, a PIVE
também tem sido empregada em situacdes
especiais de infertilidade humana e animal
com enfoques bastante diferenciados. Na



producdo animal, particularmente nos
bovinos, a utilizacgdo da PIVE ainda
apresenta limites, principalmente, em
func¢do do custo inicial para constru¢do da
infra-estrutura laboratorial e do tempo
consumido para executar a rotina de
producdo de embrides que vai desde a
aspiragdo folicular até o desenvolvimento
in vitro de embrides (Gongalves et al.,
2002).

Existem diversos desafios associados a
tecnologia de PIVE. Estes desafios ja
existem ou sdo derivados do fato de que a
origem dos oodcitos utilizados (estddio do
ciclo estral, estadio da onda folicular, etc.) é
desconhecida e, portanto a qualidade do
ob6cito ¢ varidvel; existem varias diferengas
na capacidade dos espermatozodides para
fertilizar odcitos in vitro visto que sdo
coletados de diferentes touros; e alteragdes
nas condicdes de cultivo pods-fertilizagdo
podem alterar drasticamente a qualidade do
embrido. Além disso, apos a transferéncia,
a qualidade de embrides in vitro ¢
consideravelmente menor que a de
embrides produzidos in vivo, o que tem sido
frequentemente associado com
anormalidades fetais e neonatais (Blondin
etal., 2002).

Em diversos estudos, os processos de
maturagdo de odcitos, fertilizacdo e
desenvolvimento dos embrides in vitro t€ém
sido modificados no intuito de aumentar a
producdo e resultados pds inovulagdo dos
embrides. Entretanto, as taxas de
blastocisto, prenhez e criopreservagao
obtidos de odcitos maturados e fecundados
in vitro sdo inferiores as obtidas pelo
sistema de producdo in vivo (Rizos et al.,
2002a).

Geralmente ¢ aceito que embrides
produzidos in vitro para fins de
transferéncia sdo de qualidade inferior
aqueles produzidos in vivo. Existem muitos
indicios na literatura que apdiam essa
afirmagdo com  base em  dados

morfolégicos, de criotolerancia, perfis de
expressao de transcrito e, € claro, sobre as
taxas de gestacdo apos transferéncia (Rizos
et al., 2002; Lonergan et al., 2006; Tesfaye
et al., 2007). No entanto, esta informagdo
deve ser qualificada pela ressalva de que
existem muitos tipos de sistemas de cultivo
in vitro e alguns sdo claramente melhores
que outros (Lonergan, 2008).

2.6 — Eficacia da metodologia de PIVE

Nos protocolos atuais de PIVE, as taxas de
maturagdo, fertilizagdo e clivagem sdo
similares aos do processo in vivo. No
entanto, os indices de blastocistos
produzidos sdo significativamente
inferiores no processo in vitro (Camargo,
2005). Enquanto a maturagdo e a
fertilizacdo procedem aparentemente de
modo normal, aproximadamente 30% dos
o6citos que sdo submetidos ao processo de
maturagdo in vitro alcancam o estadio de
blastocisto, havendo oscilagdes desses
resultados, variando entre 5 ¢ 60% (Zhang
et al., 2003; Lu e Seidel, 2004; Alomar et
al., 2008; Blondin et al., 2009), e aqueles
que atingem  esse estadio  estdo
frequentemente comprometidos em
qualidade e capacidade (Lonergan, 2008).
Essas variagdes tém inimeras causas que
podem estar relacionadas com o sémen e
sua capacidade de resposta a capacitagdo
com heparina, qualidade e capacitagdo do
o6cito, habilidade do técnico, qualidade dos
produtos empregados nos meios de cultivo,
precisdo dos equipamentos, entre outras
(Garcia et al., 2004). Como é um processo
extremamente complexo, os resultados sdo
geralmente ciclicos e os problemas sdo de
dificil identificagdo. Muitas vezes, essas
variacdes sdo devidas a existéncia de
diferenga no potencial dos odcitos em
produzir blastocistos, apesar de
apresentarem-se morfologicamente normais
(Gongalves et al., 2002).

Estruturalmente, muitas das morulas

29



produzidas in vitro ndo se compactam e
apresentam menos estruturas de ligacdes
entre os blastomeros, em comparagdo com
morulas produzidas in vivo. A membrana
dos blastobmeros ¢ menos eldstica e a
blastocele muitas vezes se forma em varios
pontos do embrido. Os embrides in vitro
apresentam citoplasma mais escuro e de
menor densidade, consequéncia de sua alta
concentracdo de lipidios, zona pelucida
mais  fragil, reduzida expressdo de
processos de comunicagdo intercelular, e
maior incidéncia de  anormalidades
cromossOmicas (Lonergan et al., 2006).

Devido a apresentarem um maior nimero
de foliculos por onda de -crescimento
folicular em relacdo as fémeas Bos taurus
taurus (Carvalho et al., 2008), doadoras de
racas zebuinas normalmente ndo requerem
superovulagdo. Embora esta possa ocorrer
na PIVE, este processo ¢ diferente em
comparacdo a producdo de embrides in
vivo. O objetivo na superestimulacdo na
MOET ¢ maximizar o nimero de ovulagdes
sem compromisso com a qualidade
embrionaria. Na PIVE, o tratamento
superovulatorio prioriza aumentar o nimero
de foliculos para aspiragdo, estando estes
em um didmetro entre 5 ¢ 10 mm. Embora
diversos fatores possam afetar este
processo, o profissional que conduz o
processo de aspiracdo ¢ a fonte de variagdo
mais importante que afeta os resultados
obtidos (Merton et al., 2003).

O uso de fémeas muito jovens na OPU-
PIVE, em comparacdo a MOET tem o
potencial de reduzir o intervalo de
geragdes. Entretanto uma redugdo na
acuracia da sele¢do realizada pode ocorrer
visto informagdes da performance dos pais
ainda ndo estarem disponiveis ao momento
da aplicagdo da biotécnica (Velazquez,
2008). Varios autores destacam uma maior
producdo de embrides pela técnica da OPU-
PIVE em comparacdo a MOET (Pontes et
al., 2009).
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Pontes et al. (2009) foram precursores em
relatar resultados diante da associacdo da
MOET e PIVE em vacas zebuinas. Neste
trabalho citado, 96 aspiracdes e 43 colheitas
de embrides foram realizadas de maneira
aleatoria em 30 doadoras. Uma média de
3,2 £ 1,2 aspiragoes e 1,4 + 0,6 colheitas de
vacas superovuladas foram realizadas por
doadora. O intervalo minimo entre as
aspiracdes foi de 15 dias e de 45 para as
colheitas por lavagem uterina. Embora os
procedimentos de PIVE tenham resultado
em maior numero de embrides produzidos
(média de 9,4 = 5,3 da PIVE vs. 6,7 + 3,7
da MOET), os autores concluiram que a
associacdo entre as técnicas possui carater
vantajoso. Tal fato se deve ao intervalo
pequeno entre as colheitas e aumento da
eficiéncia dos protocolos de superovulagao,
devido a aspiracdo dos foliculos constituir
método eficiente para o controle da
dinamica folicular. Diante da sincronizagdo
de receptoras com prostaglandina (PGF-2 «
), taxas de prenhez de 41,5% e 33,5%
foram obtidas para MOET e PIVE,
respectivamente.

2.7 - Controle de qualidade do
laboratoério de producio de embrides

Cada uma das etapas executadas em um
laboratorio de PIVE deve ser realizada com
extrema atencao e responsabilidade, desde a
obtencao dos odcitos, até o envase dos
embrides, passando pela manipulagdo dos
meios de cultura e do sémen (Llerena,
2002). Descuidos ou falta de atengdo
podem provocar danos ao desenvolvimento
do embrido e, consequentemente, prejudicar
a qualidade dos resultados obtidos pelo
laboratorio.

Em geral um laboratério de producdo de
embrido € avaliado apenas quanto as suas
taxas de gestacdo. Entretanto ndo se pode
esquecer que para definir a qualidade do
servigo prestado por um laboratorio, deve-
se inicialmente saber qual o objetivo final



desse servigo. Se este for apenas a obtengdo
da gestacdo, entdo possuir altas taxas de
gestagdo seria um excelente parametro de
qualidade (Alper ef al., 2002). Porém, o
objetivo de um laboratério de PIVE deve
ser, além de se obter o maior nimero de
gestagdes possiveis, promover também a
melhoria na qualidade genética dos
animais, evitar a transmissao de doencas
infecciosas, e fornecer um servigo
diferenciado que possibilite a competig¢do
no mercado tanto nacional quanto
internacional (Garcia et al., 2004).

Para tanto € necessario o estabelecimento
de um programa de controle de qualidade.
O controle de qualidade ¢ um conjunto de
normas que devem ser seguidas em um
estabelecimento, permitindo a padronizagao
e a otimizagdo dos procedimentos
realizados. O objetivo da implementacao de
um sistema de controle de qualidade ¢
assegurar o melhor desenvolvimento e
precisdo dos procedimentos e técnicas
utilizadas, almejando a otimiza¢do dos
resultados com maior seguranga e
fidelidade (WHO, 1999). Necessita-se de
um controle rigoroso da rotina, da
aparelhagem e do desempenho da equipe de
laboratdrio, que deve estar apta a identificar
e corrigir eventuais problemas.

2.8 — Fatores que influenciam a producio
in vitro de embrides bovinos

2.8.1 — Aspectos fisioldgicos e fatores que
podem afetar a qualidade do oécito

O estudo da foliculogénese e de fatores de
crescimento folicular ¢ indispensdvel para
que se torne possivel desenvolver
alternativas que aumentem a eficiéncia da
PIVE. Alguns estudos demonstraram a
influéncia dos fatores de crescimento
folicular, das gonadotrofinas e dos
hormonios esterdides sobre 0
desenvolvimento folicular e qualidade dos

oocitos (Fair, 2003; Mihm e Bleach, 2003;
Sartori et al., 2004).

O crescimento de foliculos antrais em
bovinos, assim como em outras espécies,
apresenta dois estddios de crescimento.
Uma fase de crescimento lento, que dura
em torno de 30 dias, se estendendo desde a
formacdo do antro, com didmetro de 300
um, até cerca de 3 a 5 mm (Lussier et al.,
1987). Esta fase ¢ critica para o
desenvolvimento da capacidade do odcito,
na qual atinge o tamanho e a competéncia
final (Fair et al., 1995; Fair et al., 1997). A
segunda fase, rapida, ocorre em apenas 5 a
7 dias e vai desde a detec¢do do antro
folicular por ultrassom, com 3 mm de
diametro, até a possivel ovulacdo deste
foliculo (Sunderland et al., 1994).

Ainda sdao insuficientes as informacdes
sobre as influéncias endocrinas ou
igualmente da dependéncia do crescimento
de pequenos foliculos antrais quando ocorre
comprometimento na fungdo folicular ou
oocitaria (Cushman et al,, 2001; Roth et al.,
2001). Experimentos conduzidos em vacas
nas quais a liberagdo das gonadotrofinas
reguladas pelo GnRH hipotalamico foi
abolida (Gong et al, 1995; Gong et al.,
1996; Crowe et al, 2001) demonstraram
que a primeira fase de crescimento folicular
antral pode ocorrer em um ambiente
caracterizado por concentragdes basais de
FSH e sem pulsos de LH. Ainda ndo esta
claro como o crescimento de pequenos
foliculos antrais ¢ possivel sem influéncia
do FSH. A parede folicular neste estadio
ndo possui habilidade de resposta ao FSH,
sendo que os foliculos ndo demonstram
progressdo de estadios pré-antrais até o
desenvolvimento de pequenos foliculos
antrais (Abel et al., 2000). No entanto, a
onda folicular durante a segunda fase de
crescimento folicular antral é
absolutamente dependente da elevagdo das
concentragdes de FSH e adequados pulsos
de LH (Mihm e Bleach, 2003).
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2.8.2 — Competéncia do o6écito em
produzir embrides in vitro

Existem evidéncias consideraveis sobre a
influéncia significativa da origem folicular
no potencial de desenvolvimento do odcito
€ parece que uma vez que O oocito ¢
removido do foliculo sua capacidade de
desenvolvimento ¢ limitada. As evidéncias
sugerem que, enquanto as condi¢des de
cultivo durante a producdo in vitro de
embrides bovino possam ter impacto sobre
o potencial de desenvolvimento inicial do
embrido, a qualidade intrinseca do odcito €
o fator chave que determina a propor¢do de
o6citos que se desenvolverdo até o estadio
de blastocisto (Lonergan, 2008).

A capacidade de um obcito em
desenvolver-se até blastocisto em um
sistema de producdo in vitro ndo depende
somente de fatores intrinsecos, mas esta
relacionada ao processo de PIVE, ao
espermatozoide, a doadora e ao método de
coleta do o6cito (Hendricksen et al., 2000).
Além disso, o crescimento do odcito dentro
do foliculo ovariano ¢ determinado por
varios fatores que influenciam sua
viabilidade e competéncia para o
desenvolvimento in vitro. Estes fatores
incluem tamanho folicular, dia do ciclo
estral, nivel de atresia e influéncia de outros
foliculos, tal como o foliculo dominante
(Lonergan et al., 1994; Seneda et al., 2001;
Castilho e Garcia, 2005).

Outro aspecto relevante esta relacionado as
variagdes individuais entre doadoras,
considerando-se peso, idade, e raga entre
outros. Relatos de oodcitos de qualidade
inferior em animais senis sdo frequentes
(Garcia et al., 1999). Looney et al. (1994),
relataram a possibilidade de aspiragdo
folicular em fémeas bastante jovens. A
origem dos odcitos pode ter um
significativo impacto no seu potencial
desenvolvimento in vitro. Animais senis
produzem poucos o06citos e com baixo
percentual de desenvolvimento, além da
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baixa qualidade devido ao pequeno numero
de camadas de células do cumulus (Garcia
et al., 1999). Parece haver um consenso
quanto a condi¢do corporal, em que animais
subnutridos seriam doadores de odcitos
com menor capacidade para
desenvolverem-se até blastocisto (Lopez
Ruiz et al., 1996), e ha indicios de que
animais submetidos a situagdes de estresse
também sejam doadores de odcitos menos
competentes (Seneda et al., 2000).

A taxa de recuperacdo do odcito pela
técnica da OPU parece ser influenciada
pelo tamanho do foliculo, que demonstrou
ser significativamente  superior para
foliculos menores ou iguais a 4 mm
(Seneda et al., 1999) e ja foi demonstrado
que  foliculos  menores  viabilizam
recuperacdo  oocitdria mais  eficiente
(Seneda et al., 2001). Pavlock et al. (1992),
também observaram melhor desempenho na
producdo de blastocistos quando foram
aspirados odcitos de foliculos médios (2-4
mm) e grandes (4-8 mm) e utilizados em
comparagdo a odcitos aspirados de foliculos
pequenos (1-2 mm). Hendriksen et al.
(2000), concluiram que a competéncia para
o desenvolvimento in vitro ¢ maior para
odcitos oriundos de foliculos maiores que
6-8 mm quando comparado com foliculos
de 3-6 mm. No entanto, Carolan et al.
(1996), nao observaram influéncia do
tamanho folicular sobre a maturagdo do
odcito. Resultado similar foi obtido por
Seneda et al. (2001), avaliando od6citos
oriundos de foliculos pequenos (<4 mm) e
grandes (>4 mm) aspirados in vivo.

No bovino, o odcito e o foliculo crescem de
forma continua até o foliculo atingir o
didmetro de 3 mm, com o 00cito
alcancando 120-130 pum e permanecendo
com esta dimensdo até antes da ovulacdo,
quando o foliculo mede entre 15 a 20 mm
em taurinos (Fair ef al., 1995) e 10 a 12 mm
em zebuinos (Figueiredo ef al., 1997). Com
o crescimento do oocito ocorrem mudangas
no mesmo, como proliferacdo e



reestruturagdo das organelas
citoplasmaticas. Ha aparecimento do
espaco perivitelino, reducdo da quantidade
de reticulo endoplasmatico liso e rugoso e
migragdo de mitocOndrias, complexo de
Golgi e granulos corticais para a periferia
do citoplasma. Além disso, 0 odcito atinge
capacidade transcricional, acumulando
RNA mensageiro, ribossomos e
polipeptideos, fundamentais na fase final de
seu desenvolvimento (Fair, 2003).

Como a dindmica folicular em bovinos se
caracteriza por possuir, na maioria das
vezes, 2 ou 3 ondas de crescimento
folicular, tanto em fémeas Bos taurus
indicus (Figueiredo et al., 1997) como em
fémeas Bos taurus taurus (Ginther et al.,
1989), torna-se possivel realizar a
recuperacdo de oocitos por via transvaginal
durante todo o ciclo estral (Galli et al.,
2003). Machatkova et al. (1996),
demonstraram que oo6citos aspirados nos
dias 14 a 16 do ciclo estral apresentavam
melhores indices de competéncia para o
desenvolvimento  embrionario  quando
comparados aos aspirados nos dias 7, 8 € 9,
e outro trabalho, concluiu que o
desenvolvimento  até  blastocisto  foi
significativamente maior em  o00citos
colhidos durante a fase de crescimento
folicular independente do didmetro do
foliculo, porém a competéncia oocitaria
tendeu a aumentar em o6citos oriundos de
foliculos maiores (Hagemann, 1999). Por
outro lado, em relagdo a onda folicular,
Vassena ef al. (2003), demonstraram que a
aspiragdo folicular nos dias 2 ou 3 da nova
onda folicular (préximos da divergéncia
folicular) proporcionaram baixa producdo
de blastocistos possivelmente devido a
menor competéncia oocitaria, € que o0
melhor momento para recuperagdo seria no
dia 5. Entretanto, em trabalhos mais
recentes ndo houve diferenca na produgdo
de blatocistos quando os odcitos foram
aspirados nos dias 2, 3 ou 5 (Hendriksen et
al., 2004, Machatkova et al., 2004). Por
outro lado, nas fases mais avancadas do

periodo de dominancia, nos dias 7 ou 8,
aqueles autores observaram queda na
producdo, concluindo que neste periodo o
estddio avangado de atresia compromete a
competéncia  oocitdria nos  foliculos
subordinados (Hendriksen et al., 2000;
Vassena et al., 2003; Hendriksen et al.,
2004; Machatkova et al., 2004). Em vacas
da raga Nelore (Bos taurus indicus)
aspiradas nos dias 3 e 5 da onda folicular, o
numero total de odcitos e a percentagem de
blastocistos foram maiores do que os
aspirados nos dias 7 ¢ 9 (Melo, 2008).

O complexo cumulus oophorus do foliculo
¢ a ultima parte a ser afetada no processo de
atresia. Em foliculos que apresentam sinais
de atresia avangada, somente 25% dos
obcitos  mostram  claros  sinais  de
degeneracdo, com os demais odcitos
apresentando taxa de blastocisto semelhante
aos oriundos de foliculos ndo atrésicos
(Hendricksen et al., 2000). Wit et al. (2000)
afirmaram existir alta correlacdo entre o
grau de atresia do foliculo e qualidade do
oocito, com os foliculos ndo atrésicos ou
com atresia moderada apresentando oocitos
com maior capacidade de producdo de
embrides. Estudos indicam que um grau
médio de atresia folicular ndo prejudica a
capacidade do oo6cito (Campbell et al.,
1991), podendo sua capacidade de
desenvolvimento ser até aumentada com
baixo grau de atresia (Blondin e Sirard,
1995). Isto pode ser explicado por
mudangas  estruturais  associadas a
degeneracdo em odbcitos oriundos de
foliculos subordinados (Blondin et al.,
1997), as quais se assemelham as ocorridas
em odcitos de foliculos pré-ovulatorios
(Assey et al., 1994).

Petyim et al. (2003), afirmaram que a
presenca do foliculo dominante, através da
inducdo da  atresia dos  foliculos
subordinados, afeta negativamente o
numero de foliculos disponiveis para
aspiragdo e o numero de o00citos
recuperados. Uma vez que a atresia
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folicular ¢ induzida durante a fase de
dominancia da onda folicular, os autores
assumem que a qualidade dos odcitos
oriundos de foliculos subordinados pode ser
afetada. Hagemann et al. (1999)
verificaram que o6citos oriundos de
foliculos subordinados possuem menor
capacidade de produzir embrido que oocitos
oriundos de foliculos em crescimento.
Entretanto, Smith et al. (1996) ndo
encontraram diferenca na producdo de
embrides em animais em fase de
crescimento e dominancia folicular,
concluindo que o foliculo dominante afeta
negativamente a competéncia dos odcitos
oriundos de foliculos subordinados,
somente quando provoca um grau avan¢ado
de atresia.

Quanto ao intervalo das aspiragdes
foliculares, menores taxas de recuperacio
de odcitos e de producdo de blastocistos sdao
observadas quando a OPU ¢ realizada
semanalmente em comparacdo com OPU a
cada 3-4 dias (Goodhand et al., 1999).
Possivelmente a alta frequéncia nas
aspiragdes previna o estabelecimento do
foliculo dominante (Hendriksen et al.,
2000). Por outro lado, o cultivo com outras
células (Stock e Smith, 1996) quando foram
utilizadas camadas do cumulus de foliculos
grandes para maturar oocitos aspirados de
foliculos pequenos, este autores observaram
que a taxa de blastocisto foi semelhante as
obtidas de odcitos de foliculos grandes (6-9
mm), demonstrando que fatores paracrinos
secretados pelo oocito e ou células do
cumulus durante a maturagdo final sdo
importantes para o desenvolvimento do
embrido.

Os oocitos aspirados para a produgdo in
vitro sdo obtidos de foliculos em diferentes
etapas do desenvolvimento e em diversas
fases do ciclo estral, portanto, expostos a
variadas  concentracdes de  estradiol,
progesterona, LH e FSH. Estes fatores
podem afetar a competéncia oocitdria para
o desenvolvimento de embrides in vitro
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(Wit et al., 2000). Chaubal et al. (2007),
propuseram a utilizagdo de tratamentos
hormonais para aumentar a taxa de
recuperacdo e a qualidade de oo6citos. Estes
autores testaram a  associagdo de
progesterona com a aplicacdo de FSH
exogeno para crescimento folicular, e uso
de um pico de LH exo6geno seis horas antes
da aspiracdo folicular para induzir a
maturagdo oocitaria in vivo.

Vérios protocolos de superestimulacdo
ovariana, com o uso de gonadotrofinas
(FSH, eCG e r-bST), tém sido estudados
visando aumentar a eficiéncia da OPU-
PIVE (Pieterse et al., 1992; Meintjes et al.,
1995; Bols et al., 1998; Roover et al., 2005;
Seneda et al., 2005). Roover et al. (2005),
consideraram que a aplicacdo exdgena de
FSH foi capaz de aumentar o tamanho dos
foliculos, mas ndo houve alteracdo
quantitativa, atribuindo a este ultimo
aspecto, como variacdo individual. As
vantagens esperadas da  estimulacdo
follicular sdo de que maior nimero de
foliculos resultariam em mais odcitos
(Roover et al., 2005). No entanto, apesar
dos protocolos pré-aspiracdo promoverem
aumento de tamanho dos ovarios, tornando
mais facil sua manipulacdo (Techakumphu
et al., 2004), e ainda proporcionarem maior
numero de foliculos viaveis por aspiracdo, a
eficiéncia da recuperacdo dos odcitos
diminuiu com o uso do FSH ou r-bST
(Pieterse et al., 1992; Walton et al., 1993;
Bols et al., 1998). Supde-se que os foliculos
com diametros maiores produzidos por
estes protocolos poderiam induzir menor
eficiéncia da recuperacdo oocitaria devido
aos seguintes aspectos: maior pressao
intrafolicular, fluido folicular mais viscoso
e em maior quantidade, o que dificultaria a
aspiracdo (Seneda et al., 2001). Pieterse et
al. (1991) e Goodhand er al. (1999),
relataram melhor recuperacdo quando
predominavam foliculos pequenos no
ovario e menos 00citos por sessdo quando
havia predominio de foliculos maiores que
seis milimetros.



Apesar dos foliculos maiores que 5 mm
serem aspirados mais facilmente, a
aspiracdo de foliculos pequenos mostrou-se
mais eficiente quanto a captacdo dos
oocitos (Seneda et al., 2001). Assim, a
estratégia mais eficiente para associar
utilizacdo de FSH e presenca de foliculos
pequenos ¢ controlar o periodo de
crescimento folicular, conforme relatado

por Seneda et al. (2002).

Merton et al. (2003), consideraram que a
utilizacdo de FSH anterior a aspiragdo
folicular durante 2 semanas otimizou a
producdo de embrides por sessdo. No
entanto, a frequéncia de OPU afetou a
qualidade e a quantidade dos odcitos
coletados. A OPU quando realizada de
forma descontinua (entre o inicio do estro e
12 dias apds), permitiu que as doadoras
retornassem a ciclicidade de forma natural,
ndo afetando a fun¢do ovariana. Entretanto,
a OPU continua pode alterar o periodo de
ovulagdo. Os estudos de Petyim et al.
(2003) demonstraram que o numero de
o6citos ndo diferiu em ambos os esquemas
de aspira¢do, mas sugeriram que a OPU
descontinua seja aplicada.

2.8.3 — Utilizacdo de sémen sexado no
processo de fertilizacio in vitro

O controle da selegdo do sexo em animais
permite répido progresso genético, alta
produtividade e flexibilidade do sistema de
producdo diante da possibilidade de
minimiza¢do do sexo indesejavel (Rath et
al., 2009). A selecdo do sexo tem um valor
econdmico significativo nos animais de
interesse zootécnico com aptiddo para
producdo de leite ou carne e em sistemas
onde a produtividade ¢ favorecida pela
progénie de um dos sexos (Taylor et al.,
1988; Ruvuna et al.,1992; Hohenboken,
1999).

Na espécie bovina, mesmo diante da
aplicacdo comercial da sexagem de

espermatozoide hd mais de uma década,
resultados decorrentes da selecdo e
congelamento do sémen permanecem
altamente varidveis (Rath et al., 2009,
Johnson, 2005).

Na técnica de citometria de fluxo, que ¢ a
mais utilizada para sexagem de sémen em
bovinos, a velocidade de separagdo dos
espermatozoides X e Y ¢ relativamente
lenta — aproximadamente 3.000 a 4.000
células por minuto para cada sexo. No
intuito de otimizar o processo, a dose de
sémen normalmente utilizada ¢ de
aproximadamente 2x10° espermatozoides
por palheta. Este valor ¢ inferior se
comparado com a quantidade de
espermatozoides utilizada nos grupos
submetidos a IA com sémen convencional
(minimo de 10x10° espermatozoides por
dose). Existem trabalhos que relacionam
certos comprometimentos na fertilidade
quando um numero pequeno  de
espermatozoides ¢ utilizado por dose
inseminante (Baruselli et al., 2007).

A quantidade de material genético do
cromossomo Y entre as ragas bovinas
também ¢ varidvel. Devido a isso, a
variabilidade entre a eficiéncia do processo
de separagdo dos espermatozdides X e Y,
assim como nos resultados de prenhez apods
a utilizagdo de sémen sexado em ragas
taurinas e zebuinas é observada (Baruselli
etal., 2007).

Alguns estudos relatam uma reducdo na
producdo in vitro de embrides utilizando
sémen sexado em relacdo ao ndo sexado.
Avelino et al. (2007), avaliando a
fertilizacdo de 30.939 odbcitos
demonstraram uma redug¢ao média de 15%
na clivagem e 12,8% na producdo de
embrides com a utilizagdo de sémen sexado
em relacao ao ndo sexado, considerando a
variagao de 3,6% a 28,8% de cada touro,
determinado  por sua  competéncia
individual na producdo in vitro de
embrides.
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A avaliagdo da producdo de embrides em
fémeas zebuinas, no caso vacas da raca
Nelore, a partir da utilizagdo de sémen
sexado, foi realizada por Baruselli et al.
(2007). Estes autores verificaram uma
diminui¢do no numero de embrides viaveis
(6,80 = 0,66 vs 4,20 + 0,74) e nos embrides
passiveis de congelamento (5,90 = 0,71 wvs.
350 = 0,65) respectivamente. Uma
acuidade para o sexo desejado de cerca de
90% confirmada pela ultrassonografia e
taxa de gestacdo de 47% para o sexo
desejado  foram  demonstradas  neste
trabalho citado.

2.9 — Ponderacdes sobre a producio in
vitro de embrides

De certo, a PIVE atualmente é uma
biotécnica consolidada, com expressivo
nimero de animais nascidos por este
procedimento, particularmente no Brasil
(Seneda e Blaschi, 2004).

A aspiragdo de odbcitos  imaturos
diretamente de  foliculos ovarianos,
associada a maturagdo, fecundacdo e
cultivo in vitro, permite que seja produzida,
pelo menos, uma gestacdo por semana por
doadora (Peixer ef al., 2000a,b; Bousquet et
al., 2000).

A possibilidade de producao de bezerros de
fémeas de dois a trés meses de idade
também ¢ de grande interesse, visto que o
intervalo entre geragcdes pode  ser
significativamente reduzido,
proporcionando ganho genético elevado do
rebanho em um menor periodo de tempo
(Dode e Rumpf, 2002). Desta forma, tem-se
obtido embrides vidveis, gestagdes e
bezerros nascidos, provenientes de oocitos
de bezerras pré-puberes em diferentes
idades (Fry et al., 1998; Brogliatti et al.,
1999; Malard, 2000; Taneja et al., 2000).

Além disso, a capacidade de obtengdo de
embrides em situagdes de infertilidade
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extra-ovariana motivou Varios grupos a
realizagdo do procedimento de OPU-PIVE,
tendo-se verificado o nascimento de
diversos produtos (Looney et al., 1994;
Hasler et al., 1995; Bols et al., 1996;
Seneda et al., 2000).

Atualmente, os indices de gestagdo tém
variado entre 20 e¢ 60%, de acordo com o
sistema de producdo in vitro usado pelos
diferentes laboratdrios. Dayan et al. (2000)
constataram que cerca de 30 a 50% dos
oo6citos fertilizados chegam ao estddio de
blastocisto e os indices de gestacdo estdo
em torno de 35%. No entanto, segundo
Galli et al. (2001), as perdas durante o
primeiro trimestre de gestacdo podem
atingir 10 a 12%.

Hé vérios relatos descritos na literatura de
prolongamento da gestagdo, distocia,
aumento de mortalidade pré-natal e de peso
corporeo, constituindo a denominada
“Sindrome do Bezerro Grande” (LOS -
Large Offspring Syndrome) (Young et al.,
1998). Acredita-se que estes problemas
estejam relacionados a altas concentragdes
de soro fetal bovino (SFB) utilizadas no
cultivo, visto que no cultivo in vitro de
embrides de ovelhas sem o uso de altas
concentragdes de SFB ou de albumina
sérica bovina (BSA), até¢ 95% das gestagdes
foram normais e a incidéncia desta
“Sindrome” foi diminuida (Galli et al.,
2001; Numabe et al., 2000; Van
Wagtendonk-De Leeuw et al., 2000;
Sangild et al., 2000).

Apesar destas limitagdes, a PIVE tem sido
utilizada em varios paises do mundo com
perspectivas promissoras, tendo viabilizado
nascimento de expressivo numero de
produtos desde 1996 (Galli e Lazzari, 1996;
Pontes et al.,, 2010). No entanto, a permuta
de informacdes académicas ¢ considerada
etapa essencial para superacdo dos atuais
entraves, tais como, reduc¢ao dos custos de
realizagdo da técnica e problemas
relacionados ao parto (Seneda e Blaschi,



2004).

E importante salientar também que, por se
tratar de uma técnica relativamente nova, o
monitoramento rigoroso das doadoras, dos
oocitos coletados, dos embrides e dos
produtos nascidos ¢ de fundamental
importancia para que essa técnica possa ser
utilizada com seguranga, de forma
adequada e nas situagdes mais indicadas
(Dode e Rumpf, 2002).

2.10 — Situacio atual e particularidades
da producio in vitro de embriées bovinos

Pode-se dizer que a producdo de embrides
in vitro é mais eficiente que pela MOET,
visto que ndo requer o afastamento da
doadora do setor produtivo e possibilita a
realizacdo de intimeras coletas (aspiragdes)
na doadora sem a necessidade de esperar
periodos de recuperacdo da mesma, ja que
na PIVE ndo ¢ feita indug¢do hormonal na
doadora. No entanto, os embrides in vitro
sdo mais sensiveis ao processo de
criopreservagdo que os embrides da MOET
(in vivo), fato que tem limitado o transporte
destes produtos por longas distancias
(Varago et al., 2008).

Do total de embrides produzidos no Brasil
em 2011, 328341 (93,3%) foram
transferidos a fresco (Figura 04). O
percentual de embrides congelados se
manteve praticamente constante no periodo
de 2006 a 2011 (5 a 7% do total) e
demonstra que, a despeito de alguns
progressos na criopreservacdo de embrides
produzidos in vitro, esta técnica ainda ndo
apresenta consisténcia de resultados que
possibilite o uso comercial em larga escala.
Esta limitacdo fica mais evidente quando se
compara o percentual de embrides
congelados produzidos in vitro e in vivo
(4,9% e 23,6%, respectivamente).

6,7%
\ “Fresco
93,3% i Congelado
v

Viana, 2012

Figura 04 - Produgdo de embrides bovinos em
2011 de acordo com a forma de transferéncia
dos embrides (a fresco ou apds congelagdo)

Essa baixa viabilidade dos embrides
produzidos em laboratério previamente
congelados constitui um dos principais
gargalos da PIVE, visto que torna
necessario sincronizar varias receptoras
para o recebimento dos embrides
produzidos in vitro. Segundo Stroud e Bo
(2011), esta limitagdo pode ser trabalhada
no Brasil com mais facilidade que em
outros paises, diante do tamanho do
rebanho brasileiro que proporciona maior
numero de fémeas disponiveis para serem
utilizadas como receptoras. No entanto,
restringe a dispersdo dos embrides
brasileiros no cenario internacional.

Apesar da limitagdo existente quanto a
viabilidade dos embrides produzidos in
vitro pos-criopreservagdo, as instituicdes do
setor, sobretudo a iniciativa privada, t€m
avancado nas pesquisas e vém apresentando
resultados promissores para 0
aprimoramento das técnicas, tanto no que
se refere ao transporte climatizado dos
embrides quanto a evolucdo das técnicas de
cultivo e/ou de criopreservagdo de embrides
(Viana, 2012).

Diante do éxito que os laboratorios vém
obtendo na producdo de embrides e da
necessidade de se transferir os embrides in
vitro a fresco, ou seja, em curto periodo
apos sua produgdo, e do fato do namero de
embrides produzido por doadoras ser muito
variavel, uma nova oportunidade de
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mercado surgiu nesta cadeia, as centrais de
receptoras. Estas centrais sdo sistemas
pecuarios que disponibilizam normalmente
fémeas mesticas, sem caracterizagdo racial
definida, mas com boa habilidade materna,
férteis e  saudaveis, principalmente
novilhas, para receberem os embrides e
parirem os produtos da fertilizagdo feita nos
laboratérios (Lopes et al., 2012).

Mesmo com os progressos obtidos nos
processos de maturagdo in vitro (MIV),
fecundagdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV) para o desenvolvimento embriondrio,
a técnica de criopreservagdo de embrides in
vitro ainda apresenta algumas desvantagens
que precisam  ser melhoradas e
solucionadas (Hasler et al., 1995). Além da
extrema sensibilidade destes embrides ao
processo de  criopreservagdo, como
mencionado anteriormente, o que tem
limitado a utilizagdo maximizada desta
tecnologia, as taxas de blastocistos bovinos
oriundos de oo6citos maturados e
fertilizados in vitro tém permanecido
relativamente estaticas na ultima década,
onde somente em torno de um tergo
(Lonergan et al., 1994; Thompson, 1996;
Lonergan et al., 2006; Dayan et al., 2000)
dos odcitos selecionados morfologicamente
antes de serem submetidos a MIV resultam
em embrides vidveis.

% & Corte

76,3% d Leite

N

2.11 — PIVE em bovinos de corte e de
leite

O expressivo aumento no numero de
embrides produzidos em 2011 foi associado
a dois fatores distintos. O primeiro foi uma
recuperacdo no mercado de embrides de
racas de corte. Apds 5 anos de progressiva
retracdo, em 2011 houve um aumento de
12,6% na produgdo de embrides nestas
racas. A predominancia da tecnologia de
producdo de embrides in vitro foi mantida
no grupo das ragas de corte e em ragas
zebuinas, situacdo esta observada nos anos
anteriores (Viana, 2012).

A segunda razdo para o aumento na
producdo de embrides foi associada ao uso
da PIVE em racgas leiteiras. O crescimento
na participagdo de ragas leiteiras no total de
embrides produzidos segue tendéncia
observada desde 2005, provavelmente
desencadeada pela disponibilidade de
sémen sexado e seu uso na PIVE. O
interessante, neste caso, ¢ que a
participacdo relativa das ragas leiteiras
(23,7% do total em 2011) tenha aumentado
mesmo com a recuperagao nos numeros das
racas de corte (Figura 05) (Viana, 2012).

15,4%
‘ i Zebuinos
dTaurinos e
0,
ple mesticos
I Viana, 2012

Figura 05 - Producdo de embrides bovinos em 2011 conforme especializagdo da atividade (ragas de corte
X leite) e grupamento racial (zebuinos X taurinos e mestigos)
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Os numeros apresentados em 2011
confirmam a recente tendéncia de
ampliacdo do mercado de PIVE no Brasil, e
consequente mudang¢a de paradigma. A
tecnologia, inicialmente associada apenas
aos rebanhos de gado elite, foi
gradualmente  sendo  adotada  pelos
chamados rebanhos multiplicadores,
visando a producdo de touros para uso em
rebanhos comerciais de gado de corte e de
novilhas de reposicdo para rebanhos
leiteiros. Esta mudancga foi importante para
desmistificar a tecnologia, e possibilitar
explorar todo o seu potencial para
beneficiar os diferentes segmentos da
cadeia — dos rebanhos altamente
especializados em melhoramento genético
aos rebanhos de producdo — e, desta forma,
contribuir decisivamente para o aumento de
produtividade da pecuaria nacional (Viana,
2012).

2.12 — Desafios comerciais da PIVE

A produgdo em escala comercial de
embrides bovinos in vitro apresenta
desafios operacionais que a tornam distinta
do modelo de PIVE sistematizado pelos
laboratorios académicos e de pesquisa. O
sucesso comercial da PIVE refere-se a
superagdo de varias barreiras, desde
questdes relacionadas ao  tratamento
comercial com o cliente até a selegdo de
receptoras e posterior transferéncia dos
embrides produzidos, passando pela intensa
rotina laboratorial. Estas ponderacdes
fazem da PIVE uma técnica complexa e
desafiadora, que sem muita atencdo e
organizacdo estd destinada a obter baixos
resultados (Queiroz et al., 2005).

Na literatura sdo encontrados diferentes
protocolos de PIVE, cada qual com sua
particularidade e  seus  respectivos
resultados. Entretanto, o objetivo deles ¢
similar, buscando a maturacdo oocitaria in
vitro, a preparagdo  espermatica, a
fecundagdo propriamente dita e o cultivo in

vitro (Lonergan et al., 2006). A diferenca
encontrada nos protocolos dos diferentes
laboratorios comerciais sdo os desafios a
que se propdem alcancar.

2.13 - Tecnologia de embrides -—
tendéncia de mercado

A disseminagdo das ferramentas da
engenharia genética nas ultimas décadas
abriu novos mercados no Brasil e fez surgir
uma infinidade de empresas e de profissdes
que, dentre outras coisas, contribuem para a
geracdo de trabalho e renda e
consequentemente o crescimento da
economia.

Dentro das expectativas de mercado para a
pecuaria de corte e leite, ¢ desejavel que o
setor da genética bovina também aumente
sua contribuicdo para a valorizacdo e
aumento da produtividade brasileira.
Mesmo sendo o segundo maior rebanho do
mundo e detendo tecnologias e programas
que permitam o melhoramento genético dos
rebanhos adaptados as condi¢des de pastejo
tropicais, o Brasil ainda destaca-se como
um grande importador de genética.
Entretanto, cabe ressaltar que o Pais possui
condigOes sanitarias, genética selecionada e
centrais de inseminagdo e de embrides
qualificadas para inserir-se de maneira mais
arrojada no cendrio internacional (Martins,
2010).

O mercado da biotecnologia possui uma
cadeia produtiva extensa que engloba
servicos de  transferéncia, manejo
nutricional, manejo sanitario que dao
trabalho a muitos médicos veterinarios e
técnicos. E envolve também a industria de
hormoénios, empresas que produzem
materiais de consumo (descartdveis) para
PIVE e MOET, aparelhos para transportar
embrides e obcitos, equipamentos de
laboratorio e centrais de doadoras, entre
outros (Martins, 2010).
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Existem algumas peculiaridades nesse
segmento. E notorio que ha um interesse
muito maior do mercado de elite de bovinos
pelas fémeas e isso aumenta a oferta de
touros machos para a cadeia de produgdo
(Dayan, 2002). Aliado a esse desequilibrio
entre oferta ¢ demanda, ha ainda o alto
custo de produgdo da carne e do leite,
agravado com escassez de subsidios
governamentais e falta de uma politica de
apoio. Considerando estes fatores ¢
altamente salutar que os custos de
implementacdo  das  biotécnicas  de
manipulagdo de embrides sejam
adequadamente e profundamente avaliados
para que o setor produtivo possa tomar
decisdes adequadas baseadas em andlise de
viabilidade econdmica.

2.14 - Custos de producdo, analise
econdomica e de investimentos

2.14.1 — Custos de producio

O sistema de custos ¢ um conjunto de
procedimentos administrativos que registra,
de forma sistematica e continua, a efetiva
remuneracdo dos fatores de produgdo
empregados nos servios rurais. Os
objetivos sdo auxiliar a administragdo na
organizacdo e controle da unidade de
producdo, revelar ao administrador as
atividades de menor custo e mais lucrativas,
além de mostrar os pontos criticos da
atividade (Santos et al., 2002).

Dentre os procedimentos utilizados para a
avaliacdio  econOmica da  atividade
agropecudria, o custo de producdo
representa um dos principais pardmetros, e
pode ser definido como a soma dos valores
de todos os recursos (insumos e servigos)
que sdo utilizados no processo produtivo de
uma atividade (Frank, 1978; Reis, 2002).
Segundo dados da Universidade Federal de
Lavras (1999), o custo de produgdo ¢ um
dos pardmetros utilizados na tomada de
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decisdo para definir se o negdcio ¢ rentavel
ou ndo. A estimativa do custo de produgdo
estd ligada a gestdo de tecnologia, ou seja, a
alocacdo eficiente de recursos produtivos, €
ao conhecimento dos precos destes
recursos.

Segundo Reis (2002), considera-se custo
operacional todo aquele exigido para que
as operagdes produtivas ocorram, sendo,
portanto, imprescindiveis para a execucdo
das operacdes e dos processos produtivos.
Os custos operacionais totais (COT) sdo
calculados somando-se 0s custos
operacionais variaveis (COV) e 0s custos
operacionais fixos (COF).

Os custos operacionais fixos sdo aqueles
correspondentes aos recursos que ndo sao
assimilados pelo produto no curto prazo.
Assim, considera-se apenas a parcela de sua
vida util por meio de depreciagdo. Também
se incluem nesse grupo os recursos que nao
sdo facilmente alteraveis no curto prazo e
que seu conjunto determina a capacidade de
producdo, ou seja, a escala de producdo.
Enquadram-se nesta categoria: benfeitorias,
maquinas, equipamentos, consultorias fixas,
impostos e taxas fixas.

Os custos operacionais varidveis sao
aqueles referentes aos insumos que se
incorporam totalmente ao produto no curto
prazo, ndo podendo ser aproveitados ou
claramente aproveitados para outro ciclo.
Sado aqueles alteraveis no curto prazo, ou
seja, durante um ciclo produtivo (seja na
producdo de carne ou leite), podem ser
modificados. Também os recursos que
exigem dispéndios monetarios de custeio
enquadram-se nesta categoria: fertilizantes,
agrotoxicos, combustiveis, alimentagdo,
medicamentos, manuten¢ao, méao-de-obra,
servigos de maquinas e equimentos, entre
outros.

2.14.2 - Analise economica



A andlise econdmica ¢ a comparacido entre
a receita obtida na atividade produtiva com
os custos, incluindo, em alguns casos, os
riscos, permitindo a verificagdo de como os
recursos empregados no processo produtivo
estdo sendo remunerados (Reis, 2002).

De acordo com Nix (1995), Corréa et al.
(2000), Reis (2002) e Nogueira (2004), para
fazer esta comparagdo, podem ser utilizados
os seguintes indicadores:

* Margem bruta = receita total — custos

variaveis;
* Lucro operacional ou Margem
liquida = receita total — custos

operacionais totais.

Os indicadores sdo usados para que o
administrador possa ter uma visdo mais
precisa da situacdo pela qual a empresa esta
passando.

2.14.3 — Analise de investimentos

As andlises de investimentos tém o tempo
como componente fundamental de seu
processo. Isto ocorre, pois um investimento
¢ uma decisdo que envolve desembolso de
capital realizado no presente que
proporcionard receitas no futuro. Por esse
motivo, ao avalid-lo, é preciso projetar as
receitas e despesas que ocorrerdo em
tempos diferentes e entdo ajusta-las para
que se possa fazer uma andlise econOmica
adequada.

Uma empresa ¢ estruturada para maximizar
o lucro de seu investimento. Dessa forma,
os critérios para investir permitem
determinar o valor de um grupo de
propostas, de forma que se possa escolher
entre elas, a partir de uma ordenagdo das
mais lucrativas (Chudleigh, 1982).

Outros indicadores financeiros que podem
ser usados para se avaliar um investimento
sao (Antunes e Ries, 2001):

e Retorno sobre o  investimento
operacional (RIO) = lucro operacional
<+ capital investido na atividade
(patrimonio  +  desembolsos  no
periodo);

* Retorno do capital investido (RCI) =
lucro total =+ capital investido na
atividade (patriménio + desembolsos
no periodo).

A andlise de projetos ¢ de extrema
importancia. No cenario mundial atual,
onde a liberagdo de crédito é cada vez mais
escassa, cendrios mais  promissores
permitem retorno seguro do investimento
minimizando risco e taxas de juros
aplicadas nos negocios.

Um investimento em qualquer situagdo ¢
um desembolso que ¢é feito visando gerar
um fluxo de beneficios futuros, usualmente
superior a um ano. Hoje, em funcdo da
propria dindmica dos negocios, as técnicas
de analise de investimentos estdo sendo
usadas tanto para andlise de investimentos
de porte, associados a longos horizontes de
planejamento dentro de um projeto, como
também para operagdes de curto prazo,
onde as operagdes de compras a vista e
compras a prazo sdo efetuadas (Lapponi,
2000).

O grande campo de aplicacdo das técnicas
de analise de investimentos, sem duvida,
ainda esta associado ao processo de geracao
de indicadores utilizados na selegdao de
alternativas superiores de investimentos. A
decisdo de fazer investimento de capital ¢
parte de um processo que envolve a geragao
e avaliacdo de diversas alternativas que
atendam as especificagdes técnicas dos
investimentos. Apds relacionadas as
alternativas vidveis tecnicamente, ¢ que se
analisard quais delas sd3o atrativas
financeiramente (Penedo, 2005).

Ponto de residuo
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O ponto de residuo indica o nivel de
producdo no qual a atividade tem seu custo
operacional igual a receita total (Reis,
2002). Indica o quanto a empresa tem que
faturar para ndo trabalhar no prejuizo
(Antunes e Ries, 2001; Reis, 2002; Correia
Neto, 2007). Sua determinacdo orienta a
formagao das metas de faturamento minimo

a serem atingidas (Correia Neto, 2007).

2.15 - Avaliacdes econdémicas na
pecuiaria bovina e na producio de
embrides bovinos

Com a introducdo das tecnologias no
sistema de produ¢do ocorre aumento dos
custos operacionais, necessitando de
maiores desembolsos no fluxo de caixa da
empresa rural. Em contrapartida, o aumento
da produg¢do (bezerros desmamados,
arrobas produzidas, animais abatidos, etc.)
tende a diluir os custos operacionais fixos
(depreciacdes e despesas fixas) fazendo
com que o custo operacional total unitario
seja menor. Esses resultados serdo melhores
ou piores em funcdo da regido (pregos de
insumos, terra e de arroba), do mercado
(precos de compra e venda) e da escala de
producdo ou tamanho da propriedade. As
taxas de rentabilidade mais baixas,
normalmente, sdo de fazendas localizadas
em regides com preco elevado da terra, e as
taxas mais elevadas de rentabilidade nas
fazendas de terras com precos mais baixos.
Essas taxas também variam em funcao do
sistema de produgdo, local, escala e nivel
de intensificacdo (correcdo e adubacdo de
pastagens, suplementagdo nutricional, IA,
MOET, PIVE, etc.) (Barbosa e Souza,
2007).

Estudos econdmicos das varidveis que
influenciam os resultados das técnicas de
producdo in vivo e in vitro de embrides
bovinos sdo escassos na literatura. A
viabilidade dessas atividades depende dos
indices reprodutivos, e ¢ variavel em
diversas situagdes. Projecdes antecipadas
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dos resultados econdomicos da MOET e
PIVE facilitam a tomada de decisdes na
medida em que proporcionam a antecipagao
dos provaveis resultados e da formacao do
custo da prenhez.

Alguns trabalhos recentes tém tentado
projetar a producdo embriondria para uso
em simulacdo. Em virtude da variagdo na
producdo embriondria ser inerente ao
processo reprodutivo, simulagdes e projetos
que consideram o uso do numero médio de
embrides viaveis representam situagdes
inexistentes e distantes da realidade. Essas
situagdes tém sido minimizadas quando
metodologias corretas de simulagdo sdo
implementadas (Beltrame et al., 2007;
Beltrame, 2010; Beltrame et al., 2010).

Tanto na biotécnica de MOET quanto na de
PIVE, a grande variabilidade na producdo
de embrides pelas doadoras (Slenningl e
Wheeler, 1989; Galli et al., 2003) ¢ a
necessidade de compra e sincronizagdo de
receptoras, antes que se conhega o numero
de embrides coletados ou produzidos,
dificultam a decisdo acerca do numero de
animais que devem ser destinados a
sincronizagao.

Com a finalidade de esclarecer esses
problemas e projetar antecipadamente
resultados de atividades que apresentem
elevado risco, alguns modelos matematicos
foram  desenvolvidos  (Slenningl &
Wheeler, 1989; Ostergaard et al., 2005),
para auxiliar na tomada de decisdo em
diferentes etapas do sistema de producdo de
bovinos.

Beltrame et al. (2010), em um estudo de
simulacdo e anélise econdmica da produgao
in vivo e in vitro de embrides bovinos,
avaliaram o efeito das varidveis numero de
receptoras, protocolo de sincronizagdo,
indicadores de eficiéncia reprodutiva e
custo da prenhez na eficiéncia econdmica
da producao de embrides em bovinos.



Com o propésito de promover a
visualizagdo dos resultados da simulagdo,
um cenario base originado em taxas
tradicionais de desempenho reprodutivo nas
técnicas de MOET e PIVE, encontrados na
bibliografia (Spell et al., 2001; Tomita,
2003; Barreiros et al., 2004), foi proposto e
introduzido no aplicativo de simulagdo
como referéncia para comparagdes. Neste
cenario, definiu-se que cinco doadoras
seriam utilizadas em cada colheita e/ou
aspiragdo, o periodo de simulacdo seria de
dez anos, ¢ o intervalo entre colheita ou
aspiracdo seria de 60 dias para MOET e 30
dias para PIVE.

O cendrio foi proposto para contemplar a
atividade em uma propriedade, onde taxas e
custos tradicionais da MOET e PIVE
fossem introduzidos como dados de
entrada. Assim, possibilitou-se a
determinagdo da viabilidade dessa atividade
na situagdo proposta do estudo. Nesse caso,
custos de doadoras, receptoras e
indicadores de eficiéncia reprodutiva foram
completamente inseridos no modelo, e
possibilitaram a determinacdo do wvalor
presente liquido (VPL) e da taxa interna de
retorno (TIR), sob uma taxa de desconto de
0,5% mensal (Tabela 03). Neste caso,
baseou-se em um negocio que obtivesse um
rendimento de 6% ao ano, proximo ao
oferecido pela caderneta de poupanca. As
estimativas de custo inseridas no modelo
tiveram como base valores de mercado
pesquisados em novembro de 2008, e
paridade de cdmbio de US$ 1,00 para R$
2,60.

Tabela 03 - Valores considerados no cenario
base em uma fazenda

Item Base (RS)
Custo de aquisigdo da 15.000,00
doadora

Valor residual da 15.000,00
doadora

Valor de descarte da 980,00
receptora

Custo do protocolo de 62,60
adaptagdo

Custo de manutengao da 34,20
receptora

Custo de sincronizagéo 12,00

da receptora

Custo de manutengao da 49,19
doadora

Custo do protocolo de 303,20
superovulagdo

Honorarios veterinarios
por doadora em:

. coleta 500,00
. aspira¢ao 300,00
Custo do embrido in 70,00
vitro produzido

Valor de venda da 2.500,00
prenhez

Valor de venda da 2.500,00
prenhez macho

Valor de venda da 4.000,00

prenhez fémea

Fonte: Beltrame et al. (2010)

No cenario base, o modelo foi utilizado
para determinar e projetar um fluxo de
caixa da atividade, de forma a estimar o
numero de prenhezes produzidas, as
receitas provenientes do descarte de
receptoras, da venda de prenhezes e os
indices econdmicos ao final do periodo.
Uma relagdo de 40 receptoras por doadora
na propriedade foi utilizada, tendo sido
entdo utilizadas 200 receptoras em todos os
cenarios em um momento inicial.

Todos os resultados apresentados no estudo
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foram obtidos com o programa de
simulacdo. Para os cenarios que
envolveram a PIVE, os indicadores
exibiram  comportamento  similar ao
demonstrado na MOET. Valores positivos
foram observados no cendrio onde ocorreu
a sincronizagdo para inovulagdo em tempo
fixo (TETF).

Nos cendrios para MOET e PIVE, a
sincronizagdo para a realizacdo da TETF
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CAPITULO 1 — AVALIACAO DE RESULTADOS EM DIFERENTES RACAS
DE DOADORAS NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOS TAURUS
TAURUS E BOS TAURUS INDICUS

RESUMO

Com o objetivo de avaliar ao longo de trés anos, através do levantamento de dados de uma
central comercial de produgdo in vitro de embrides bovinos, a quantidade e a competéncia do
desenvolvimento dos odcitos aspirados de doadoras Bos taurus indicus € Bos taurus taurus,
analisou-se a capacidade de produc¢do in vitro de embrides fertilizados com sémen sexado e
convencional, sob influéncia da época do ano (seca e 4gua). O nimero de odcitos coletado, as
taxas de odcitos viaveis, clivados e embrides produzidos in vitro foram aninhados em modelos
de regressdo linear. Doadoras zebuinas, embora com diferencas entre as ragas, produziram
maior quantidade (P<0,001) de odcitos por sessdo de aspiragdo e maiores taxas (P<0,001) de
obcitos viaveis, clivados e embrides in vitro, que doadoras taurinas. No entanto, doadoras da
raca Holandés produziram maior quantidade (P<0,001) de odcitos por sessdo de aspiracdo e
maiores taxas (P<0,001) de odcitos viaveis e clivados, que doadoras da raga Gir, embora
apresentaram uma menor produc¢do de embrides. O sémen convencional apresentou maiores
taxas de produ¢do de embrides (P<0,001), que o sémen sexado. Nao houve efeito direto da
época do ano (seca e dguas), na avaliacdo dos resultados de fémeas zebuinas e taurinas, para
nenhuma das varidveis estudadas (P>0,2).

Palavras chave: bovinos, Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, oocitos, producdo in vitro de
embrides, sémen sexado, época do ano.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate, during three years, the number and developmental competence of
oocytes recovered from different genetic groups of donors (Bos taurus indicus and Bos taurus
taurus), and the ability of sexed or conventional semen to produce in vitro (IVP) bovine
embryos, under the influence of season (dry and water). The data were collected from a
commercial company specialized in ovum pick-up and in vitro production embryos (OPU-1VP).
The total number of collected oocytes, the rates of viable and cleaved oocytes and produced IVP
bovine embryos were analyzed in linear regression models. Zebu donors, although with
differences between breeds, produced a greater (P<0.001) number of oocytes per OPU session
and higher rates (P<0.001) of viable and cleaved oocytes and IVP embryos in relation of Bos
taurus taurus donors. However, Holstein donors produced a greater (P<0.001) number of
oocytes per OPU session and higher rates (P<0.001) of viable and cleaved oocytes in relation
of Gyr donors, while showed a lower production of embryos. The conventional semen had
higher rates of IVP embryos (P<0.001) in relation of sexed semen. In order to evaluate the
influence of season (dry and wet period), there was no direct effect in the results of Bos taurus
taurus and Bos taurus indicus females for any of the variables studied (P>0.2).

Keywords: bovine, Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, oocytes, IVP embryos, sexed semen,
season.
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1. INTRODUCAO

O cenario econdmico nacional sofreu
profundas modificagdes nas tltimas
décadas. Na pecudria, estas
modificagdes acompanharam 0
desenvolvimento e aplicagdo comercial
de biotécnicas da reprodugdo destinadas
a aumentar a velocidade com a qual o
melhoramento genético estava sendo
realizado. Nao diferente, a produgdo in
vitro de embrides (PIVE) foi
aperfeicoada, o que determinou nos
ultimos anos notdvel avango no
melhoramento genético. Nos ultimos
dez anos a disseminacdo desta técnica
no Pais atingiu grande relevancia. Ja no
ano de 2005, o Brasil tornou-se um dos
paises de maior aplicagdo de
biotécnicas da reprodugdo em bovinos
do mundo (Viana e Camargo, 2007).

O dominio da PIVE colocou o Brasil
em uma posicdo de destaque no
segmento, despertando o interesse de
outros paises ndo sé pelas biotécnicas
envolvidas, mas também pelo fato do
Pais possuir um dos maiores rebanhos
do mundo e ser um dos principais
exportadores de carne bovina. Além do
aspecto do gado de corte, os trabalhos
referentes ao sistema de producdo de
leite a pasto, com animais do
cruzamento das racas Gir e Holandés
(Girolando) apresentaram-se
extremamente promissores, pelo
contexto de se obter um animal
resistente aos desafios das regides
tropicais, com uma apreciavel producao
de leite a baixo custo (Pontes et al.,
2010).

Os trabalhos internacionais de PIVE
tétm sido conduzidos quase que
exclusivamente em bovinos de origem
europeia. Entretanto, seus resultados
ndo podem ser extrapolados totalmente
para animais zebuinos, devido as
diferengas fisiologicas entre essas duas

subespécies, como na secre¢do de
hormoénios (Randel, 1984),
sensibilidade a hormodnios exdégenos
(Munro, 1986), comportamento sexual
(Galina, 1995) e alguns aspectos ultra-
estruturais nos odcitos e embrides
(Assey et al., 1994; Visintin et al.,
2002). Krininger et al. (2003) ja
relataram diferencas entre fémeas das
racas Brahman e Holandesa quanto a
fecundacdo e aos eventos que induzem
as primeiras clivagens. Diversos
trabalhos também demonstraram
diferengas na fisiologia reprodutiva
entre fémeas Bos taurus indicus ¢ Bos
taurus taurus (Baruselli et al., 2007).

A PIVE tem sido alvo de muitas
pesquisas e estudos com o intuito de
melhorar a sua utilizagdo comercial, ja
que um dos principais problemas da
técnica ¢ a variabilidade nos resultados
do desenvolvimento in vitro dos
embrides por doadora trabalhada
(Slenningl e Wheeler, 1989; Galli et al.,
2003). Sao descritas  diferencas
existentes nos diversos pardmetros da
fisiologia ovariana em fémeas zebuinas,
como numero de ondas de crescimento,
momento da divergéncia folicular,
numero de foliculos recrutados por
onda, tamanho maximo dos foliculos,
persisténcia dos foliculos dominantes,
perfil de recrutamento folicular, entre
outros (Rhodes et al., 1995; Figueiredo
et al., 1997; Dayan et al., 2000; Viana
et al., 2000; Seneda et al., 2002;
Sartorelli et al., 2005). Estas diferengas
determinam maior nimero de foliculos
em crescimento nos Ovarios e,
consequentemente, no maior numero de
odcitos recuperados pela aspiracdo
folicular guiada por ultrassom (OPU)
(Viana et al., 2004). A comparacdo de
resultados obtidos com doadoras Bos
taurus taurus (Wagtendonk-de Leeuw,
2005), favoreceram a difusdo desta
biotécnica nas doadoras zebuinas.
Considerando-se que as taxas de
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fertilizacdo, clivagem, producdo de
blastocistos e gestacdes sdo
relativamente similares entre
laboratérios, diferencas no namero de
odcitos obtidos de cada doadora podem
determinar a viabilidade desta biotecnia
(Viana e Camargo, 2007). A
repetibilidade no processo de aspiragdo
folicular em uma mesma doadora (Boni
et al., 1997) ¢é a logistica mais simples
na recuperagdo dos o6citos, assim como
o uso de sémen sexado para fémea na
bovinocultura leiteira (Hayakawa et al.,
2009), que também permitem tornar a
PIVE mais competitiva e a biotecnia de
eleicdlo para o melhoramento e
producdo animal.

Trabalhos sobre a influéncia do grupo
genético da doadora de oobcitos ainda
sdo poucos e limitados a comparacdo
apenas entre uma raga de cada grupo
genético. Em um estudo de PIVE em
larga escala, Pontes ef al. (2009)
mostraram a maior capacidade de
obtencdo de o0citos com maior
producdo de embrides de fémeas
zebuinas, no caso da ragca Nelore (Bos
taurus indicus), em relagdo,
especialmente, as doadoras da raga
Holandés (Bos taurus taurus) (Hasler et
al., 1995; Bousquet et al., 1999). Em
outro trabalho com mais de 5.000
embrides produzidos e analisados,
Pontes et al. (2010) observaram maior
producdo de blastocistos de doadoras
aspiradas da raca Gir (Bos taurus
indicus) em relacdo a producdo de
embrides de doadoras da raga
Holandés. Estas informagdes indicam a
possivel influéncia do genétipo da
doadora na quantidade dos odcitos
recuperados e na competéncia do
desenvolvimento embriondario in vitro.
O conhecimento dessas diferencas
determinam possiveis ajustes nas
sessdes de aspiracdo folicular e
producdo in vitro de embrides,
otimizando a eficiéncia dessas doadoras
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nos programas de producdo e
melhoramento genético.

A selecido do sexo tem um valor
econdmico significativo nos animais de
interesse zootécnico com aptiddo para
producdo de leite ou carne e em
sistemas onde a produtividade ¢
favorecida pela progénie de um dos
sexos (Taylor et al., 1988; Ruvuna et
al.,1992; Hohenboken, 1999). No
entanto, existem na literatura poucos
estudos sobre a eficiéncia do sémen
sexado na producdo in vitro de
embrides em escala comercial. Embora
as taxas de producdo de embrides
paregam ser menores quando o sémen
sexado ¢ utilizado, quando comparado
com 0 sémen nao sexado
(convencional) (Lu e Seidel, 2004;
Avelino et al., 2007; Blondin et al.,
2009), a associacdo deste tipo de sémen
com a PIVE ainda ¢ a técnica mais
vidvel para gerar descendentes com o
sexo pré-determinado em bovinos
(Faber et al., 2003). Esta observagdo ¢
devido a otimizagdo do uso de uma
unica dose de sémen sexado na
fecundagdo de oocitos de mais de uma
fémea, o que ndo ¢ possivel na
inseminagdo artificial (IA) e na coleta
de embrides de fémeas superovuladas
(MOET) (Faber et al., 2003).

Efeitos da época do ano na producdo e
desenvolvimento de embrides podem
estar relacionados aos pardmetros
climaticos. Estes efeitos sdo
especificamente relativos a
disponibilidade e qualidade dos
alimentos, ocorrendo principalmente
em sistemas de producdo onde os
animais sdo manejados a pasto (Tribulo
et al, 1991; Rubin et al, 2005;
Mairquez et al., 2005; Souza et al.,
2007).

O presente trabalho foi inspirado em
um estudo anterior realizado pela



pesquisadora Michele Spegiorin em
dissertagdo de mestrado defendida no
ano de 2010, mas ainda ndo publicada,
sob orientacio do Prof. Alan Maia
Borges, com o levantamento de
resultados de um banco de dados
obtidos da mesma central usada no
presente  estudo, baseando-se, no
entanto, nos anos de 2007 e 2008,
enquanto os dados aqui analisados sdo
dos anos 2010 a 2012. A metodologia
da PIVE empregada foi a mesma nos
dois estudos, sendo que os resultados
encontrados na  pesquisa inicial
demonstraram similaridade aos
resultados aqui obtidos, apesar do
numero de animais avaliados ter sido
maior no segundo estudo.

O objetivo, portanto, do presente estudo
foi montar uma base de dados de
produgdo in vitro de embrides (OPU-
PIVE), que permitisse, na sequéncia,
fazer a andlise econdmica do processo.
Neste capitulo serdo apresentados
apenas os resultados de levantamento
dos dados e nos subsequentes far-se-4 a
analise econdmica. A base de dados
inclui o levantamento dos resultados de
doadoras de trés racas Bos taurus
indicus e de trés ragas Bos taurus
taurus, além de avaliar a capacidade de
producdo em larga escala de embrides
fertilizados in  vitro com sé€men
convencional (ndo sexado) e sexado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

O estudo foi realizado em doadoras
bovinas que participavam do programa
comercial OPU-PIVE de uma central
de produgdo de embrides, localizada no
municipio de Funilandia, Minas Gerais.
Foram realizadas e, posteriormente,
analisadas aspiracdes foliculares e

PIVE de janeiro de 2010 a dezembro de
2012.

2.2. Doadoras bovinas de odcitos

As doadoras de odcitos foram novilhas
e vacas, de variadas idades e
populacdes foliculares, e pertencentes a
diferentes ragas Bos taurus indicus
(Nelore, Gir e Guzerd) e Bos taurus
taurus (Holandés, Jersey e Pardo
Suico).

Nao foi acompanhada a avaliagdo do
escore da condicdo corporal (ECC) das
doadoras trabalhadas, assim como ndo
foram levados em consideragao
eventuais protocolos hormonais para
controle de onda folicular ou
superovulagdo e monitoramento da
condi¢do reprodutiva das doadoras. O
manejo  nutricional e  sanitario
preconizado para as doadoras também
ndo foi controlado em fun¢do de que a
maioria dos animais localizava-se em
diferentes propriedades dos clientes da
empresa. Nenhuma das doadoras
possuia  manejo  especifico para
realizagdo das aspiragdes, que eram
realizadas de acordo com a solicitacao
do proprietario. Entretanto, um periodo
minimo de 15 dias era estabelecido
entre as sessoes de aspiragdo. Todas as
doadoras  estavam  alojadas em
propriedades localizadas no estado de
Minas Gerais, sendo a maioria em um
raio maximo de 400 km de distancia do
laboratorio de produgdo in vitro de
embrides bovinos.

2.3. Aspiracio folicular e
classificacao dos odcitos

Todas as sessdes de OPU estudadas
foram realizadas por uma equipe
técnica, que enviaram o0s 00citos
aspirados de fémeas doadoras para a
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producdo in vitro de embrides. Esta
equipe era composta por um veterinario
(autor), responsavel pela OPU, e um
técnico de laboratorio, responsavel pelo
rastreamento ¢ selecdo dos oocitos
recuperados. Por isso, a técnica e os
equipamentos de OPU descritos abaixo,
assim como a classificagdo dos odcitos
recuperados, foram os utilizados pela
mesma equipe técnica responsavel
pelas sessdes de OPU estudadas no
experimento.

As sessdes de OPU foram realizadas
com o auxilio de ultrassom (Aloka SSD
500, Japdo) adaptado com transdutor
microconvexo setorial de 5,0 MHz.
Agulhas hipodérmicas descartaveis de
18 a 20 Gauge, conectadas a um tubo
conico de 5S0mL (Corning, Acton, MA,
EUA) por mangueira de silicone de 2
mm de didmetro interno. A OPU foi
conduzida com uso de uma bomba de
vacuo (Cook Veterinary Products,
Queensland, Australia) sob uma
pressdo negativa de 80 a 100 mmHg, e
o meio de coleta foi constituido por
solugdo tampdo salina fosfatada -
DPBS (Nutricell, Campinas, Brasil),
acrescido de 20.000 UI/L de heparina
sodica (LiquemineTM, Roche, SP,
Brasil), mantido a 36°C durante a
aspiragdo.

Imediatamente ap6s a OPU, o material
recuperado foi lavado em filtros para
colheita de embrides (Nutricell,
Campinas, Brasil ou WTA, Cravinhos,
Brasil) com solugdo salina tamponada -
DPBS (Nutricell, Campinas, Brasil) -, e
depositado em placas de Petri
descartaveis de 60mm ou 90mm x
I5mm (TPP, Suécia). Sob
estereomicroscopio, 0s oocitos
recuperados foram lavados em trés
gotas de meio TCM-199 (Gibco BRL;
Grand Island, NY, EUA) tamponado
com Hepes, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL;
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Grand Island, NY, EUA), 0,20 mM de
piruvato de sodio e 83,4 pg/mL de
amicacina (Instituto Biochimico, RJ,
Brasil).

Os o0d6citos foram classificados em:

- Viaveis: quando o citoplasma do
odcito era homogéneo (sem sinais
de degeneragdo) e circundado
completamente por pelo menos
uma camada de células do
cummulus oophorus;

- Desnudos: quando a camada de
células do cummulus oophorus ao
redor do odcito era incompleta ou
ausente;

- Degenerados: quando o citoplasma
era irregular (heterogéneo),
podendo ou ndo conter células do
cummulus oophorus ao seu redor;

- Atrésicos: quando o citoplasma era
irregular e escuro, com células do
cummulus oophorus ja expandidas.

Como metodologia utilizada pela
equipe da OPU, os oocitos classificados
como degenerados e atrésicos foram
descartados.

Sessdes de aspiracdo folicular ovariana
nas doadoras que ndo produziram
o6citos ndo foram informadas ao
laboratorio e, por isso, ndo entraram no
estudo.

Em seguida, os odcitos foram
transferidos para criotubos de 2,0 mL
(TPP, Suécia) contendo meio de
maturagdo in vitro (MIV), constituido
por meio TCM-199 suplementado com
10% de SFB, 1 pnpg/mL FSH
(FolltropinTM, Bioniche Animal Health,
Belleville, Ont., Canadd), 50 pg/mL
hCG (ProfasiTM, Serono, SP, Brasil) e
estradiol (1 pg/mL), 0,20 mM de



piruvato de sodio e 83,4 pg/mL de
amicacina. Esses criotubos eram
gaseificados utilizando uma mistura
gasosa industrial contendo 5% de CO,,
contida em um cilindro portatil, e entdo
selados. Os mesmos permaneciam,
durante o transporte até o laboratdrio,
em incubadoras de transporte de
oocitos (WTA, Cravinhos, Brasil) com
temperatura controlada (37°C).

2.4. Maturacio in vitro (MIV) dos
odcitos

Logo apds a recepgdo, os odcitos foram
mantidos dentro de incubadora (38,5°C
com atmosfera de 5% CO, em ar e
umidade maxima), sob o6leo mineral,
em gotas de 100 pL de meio de
maturagdo in vitro (0 mesmo do
transporte) contendo, no maximo, 25
odcitos por microgota, por 22 a 26
horas.

2.5. Preparo do sémen e fertilizacao
in vitro (FIV)

Para a fertilizagdo in vitro foi utilizado,
exclusivamente, sémen congelado de
touros escolhidos por proprietarios das
doadoras. Apenas fertilizagdes in vitro
realizadas com sémen de touros de
mesma raca da doadora foram incluidas
no estudo. Antes da FIV, o sémen foi
descongelado em agua aquecida a 35° C
por 30 segundos e, em seguida,
processado segundo protocolos do
laboratério para a selecdio dos
espermatozoides vivos.

Os protocolos utilizados baseavam-se
na centrifugagdo através de gradiente
descontinuo de Percoll (45-90%), por
cinco minutos a 2900 rpm; ou
centrifugagdo em tubo cénico de 15 mL
(Corning, Acton, MA, EUA) contendo
2 mL de meio TALP suplementado

com 0,2 mM de piruvato e 83,4 g/mL
de amicacina, tamponado com 10 mM
de Hepes por 5 minutos a 900 rpm. Em
ambos os protocolos, apds esta primeira
centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet contendo os
espermatozoides foi ressuspendido em
1 mL do mesmo meio da FIV, para que
fosse novamente centrifugado por 5
minutos a 900 rpm.

Apbs processamento do sémen, a
concentragdo de espermatozoides vivos
foi ajustada para 25x10° células
moveis/mL e o volume de quatro
microlitros de sémen (10°
espermatozoides) foi adicionado em
cada gota de 90 pL de meio TALP-FIV
(TALP suplementado com 10 g/mL de
heparina, 18 M de penicilamina, 10 M
de hipotaurina e 8 M de epineftrina), sob
6leo mineral, j& contendo os odcitos
maturados. O co-cultivo dos odcitos e
espermatozoides ocorreu durante 22-24
horas, em incubadora a 38,5° C com 5%
CO; em ar e umidade maxima.

2.6. Cultivo in vitro (CIV) dos
embrides

Apbs a FIV os provaveis zigotos foram
cultivados em grupo maximo de 25 por
gota de 100 pL de meio de cultivo,
constituido por meio SOF (Wells ef al.,
1999) acrescido de 2,5% SFB e 0,5%
de albumina sérica bovina (BSA), sob
o0leo mineral. Os mesmos foram
mantidos em incubadora (38,5° C com
5% CO2 e 5% O, em ar e umidade
maxima), sem co-cultivo com células
da granulosa. No dia trés (D3) apos a
FIV, todos os embrides com quatro
células ou mais foram considerados
como clivados e, no dia cinco (D5) foi
realizada a substitui¢do de 50% do
volume das gotas de cultivo por meio
de cultivo novo.
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No dia sete (D7) apos a FIV, os
embrides considerados excelentes (grau
I) ou bons (grau II) (segundo manual da
IETS, 2010) foram selecionados e
classificados de acordo com o estadio
de desenvolvimento:

- Morula compacta (Mc): embrido
compacto, com distinto espago
perivitelino, e sem blastocele;

- Blastocisto inicial (Bi): blastocele
presente e ocupando menos da
metade do embrido;

- Blastocisto (BD): blastocele
ocupando ja4 metade do embrido e
a zona pelicida ainda mais
espessa;

- Blastocisto  expandido  (Bx):
embrido com didmetro aumentado,
blastocele ocupando mais da
metade do embrido e a zona
peluicida de espessura mais
delgada;

- Blastocisto eclodido (Be): embriao
com zona pelucida rompida ou
ausente.

2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos em laboratorio
envolvendo a producdo in vitro de
embrides tanto em fémeas Bos taurus
indicus quanto em fémeas Bos taurus
taurus foram mensurados com a analise
de quatro varidveis: total de odcitos
aspirados, oocitos vidveis, clivados e
total de  embrides  produzidos;
idealmente, espera-se que as fémeas
doadoras  tenham  uma  grande
populacdo folicular, consequentemente
produzam uma grande quantidade de
odcitos, tenham uma elevada proporcao
destes oo6citos como sendo viaveis,
resultando em wuma boa taxa de
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clivagem e, por final, alcangando uma
excelente producdo de embrides para
serem posteriormente transferidos ou
congelados. Porém, em uma rotina
comercial intensa de producdo de
embrides, com volume de material
genético cada vez maior, envolvendo
inimeras doadoras com  variadas
respostas e doses de sémen de touros
com diferentes resultados, este ideal
torna-se dificil de ser alcangado.
Identificar estas variaveis e tentar
analisa-las pode contribuir na melhora
do sistema de PIVE.

Neste sentido as andlises estatisticas
sdo prioritarias para a planificacdo e
formulacdo de estratégias e para avaliar
todas as etapas laboratoriais da
producdo in vitro de embrides.
Estatisticas descritivas e multivariadas
foram utilizadas neste estudo para
avaliar todo o processo de produgdo de
embrides em laboratério.

Modelos aninhados de regressdo linear
multivariada de minimos quadrados
ordinarios foram desenvolvidos para as
quatro varidveis resposta utilizando em
todos casos as mesmas variaveis
independentes. Foram também
avaliados os efeitos de ano, época do
ano (seca e aguas) e tipo de sémen
(convencional e sexado) dentro do
sistema de PIVE de fémeas zebuinas e
taurinas. Os modelos de regressdo
foram aplicados com a utilizagdo do
software STATA 12 (StataCorp,
2011).

O uso de modelos de regressdo foi
recomendado por dois motivos. O
primeiro é porque a utilizagdo de testes
ndo paramétricos com um “n” muito
grande aumentaria a chance do
aparecimento de resultados falsos-
positivos, ou seja, a possibilidade de
achar diferencas nos resultados onde,
na verdade, ndo existiria. O segundo



motivo ¢ que dados ndo planejados ou
desbalanceados, como os do presente
estudo, recomenda-se a utilizacdo de
modelos matematicos como a
regressao.

O processo da construgdo do modelo de
regressdo final se deu em duas etapas.
Em uma primeira etapa desenvolveu-se
uma regressdo univariada, ou seja, a
variavel resposta  (odcitos  totais,
viaveis, clivados e embrides
produzidos) com as variaveis preditoras
(raga, sub-espécie, ano, época do ano e
tipo de sémen), tendo os valores de P
inferiores a 0,2. Na segunda etapa
somente foram utilizadas em um
modelo de regressdo multivariado
aquelas varidveis que os valores de P
foram inferiores a 0,05 (Dohoo et al.,
2010).

3. RESULTADOS

Do total (n = 10.086) de aspiracdes
foliculares estudadas em trés anos de
avaliagdes, 63,8% (6.438) foram
realizadas em doadoras das ragas
Nelore, Gir e Guzera, e 36,2% (3.648)
em doadoras das racas Holandés, Jersey
e Pardo Suico (Figura 01).

Figura 01 - Numero de fémeas submetidas

& Bos indicus

& Bos taurus

a OPU-PIVE, segundo a sub-espécie (Bos
taurus indicus e Bos taurus taurus)

Das fémeas submetidas a aspiracdo
folicular, 2.947 (29,2%) foram da raga
Nelore, 2.978 (29,5%) Gir, 513 (5,1%)
Guzera, 2.992 (29,7%) Holandés, 603
(6,0%) Jersey e 53 (0,5%) Pardo Suico.
(Figura 02).
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Figura 02 - Numero de fémeas bovinas de
diferentes racas das sub-espécies Bos
taurus indicus e Bos taurus taurus
submetidas a OPU-PIVE
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O total de fémeas aspiradas e de
sessdes de OPU por raca estudada estéd
apresentado na Tabela 01, assim como
suas respectivas médias e erros padroes.
As sessdes de OPU de fémeas das racas
taurinas (Bos taurus taurus) estudadas,
principalmente as da raca Holandés,
caracterizaram-se por apresentar um
maior nimero de fémeas por sessdo de
aspiracdo, situacdo esta em funcdo da
menor  resposta  individual  de
recuperacdo de oocitos das fémeas
desta raca.
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Tabela 01 - Numero total e média mais erro padrdo de doadoras aspiradas e de sessdes de OPU segundo

aracga da doadora

Raca Fémeas aspiradas Sessdes de Média Erro padrio
aspira(,‘ﬁo (fémea aspirada por
sessao)
Nelore 2.947 1.071 2,75 0,07
Gir 2.978 639 4,66 0,15
Guzera 513 239 2,15 0,09
Holandés 2.992 492 6,08 0,18
Jersey 603 122 4,94 0,34
Pardo Suico 53 22 2,41 0,38
Total 10.086 2.585 3,90 0,07

As analises descritivas do niumero ¢ média
de odcitos totais, viaveis, clivados e
embrides produzidos por fémea em sessdo
de aspiragdo folicular, segundo a sub-
espécie, a raca, o ano, o tipo de sémen
(sexado ou convencional) e a época do ano,
estdo em tabelas no ANEXO.

Os dados coletados foram separados de
acordo com cada sessdo de aspiragdo
folicular ao longo dos trés anos de
avaliacdes. A andlise individual de cada
fémea aspirada ndo foi possivel de ser
realizada em fung¢do da indisponibilidade de
dados desta natureza. Sendo assim, no
intuito de otimizar o estudo, as analises dos
resultados obtidos foram baseadas em
sessoes de OPU, onde mais de uma doadora
foi aspirada e, consequentemente, analisada
dentro de um montante de fémeas também
aspiradas.  Certamente, a  variagdo
individual de resposta se fez presente nas
fémeas em sessdes de OPU.

O processo de analise estatistica das sessdes
de OPU-PIVE envolveu quatro varidveis
resposta, portanto foram produzidos quatro
modelos de regressdo, o primeiro para
avaliar a quantidade de odcitos totais
recuperados, o segundo para avaliar a
quantidade de odcitos viaveis, o terceiro
para avaliar a quantidade de odcitos
clivados e o quarto para avaliar a produgdo
de embrides (blastocistos) no dia sete apos
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a fecundagdo in vitro. Como a intengao foi
buscar uma associa¢do da variavel resposta
com as seis ragas de duas sub-espécies
presentes nos quatro modelos, foram
reportados modelos irrestritos com as
variaveis que obtiveram significancia para
uma dependente e ndo para a outra, visando
comparabilidade.

Nas andlises realizadas foram definidos os
resultados obtidos de doadoras da raca
Nelore como referéncia na comparagdo
com demais ragas, assim como o ano de
2010 foi estabelecido como referéncia na
comparacdo com 2011 e 2012; fémeas da
raca Pardo Suico foram omitidas no modelo
de regressio em funcdo de restricdo
estatistica (“n” insignificante).

Analisando os modelos de regressao
propostos, para a varidvel total de odcitos
(Tabela 02), doadoras da raca Nelore
tiveram uma producdo de 21,28 obcitos
totais em 2010; 19,76 em 2011 e 19,09 em
2012, segundo as estimativas do modelo.
As fémeas Bos taurus taurus tiveram uma
producdo de 11,26 odcitos totais em 2010;
9,74 em 2011 e 9,07 em 2012. A equagdo
utilizada para a obtencdo destes valores na
Tabela 02 pode ser interpretada da seguinte
maneira:

Variavel Total de oocitos = 21,28 (const.) —
4,61 (Gir) — 2,48 (Guz) + 6,88 (Hol) + 2,05



(Jer) — 10,02 (Bos taurus) — 1,52 (ano 2011)
—2,19 (ano 2012)

Sendo, o célculo da produgdo de odcitos
totais de doadoras Nelore igual a constante
tendo o ano de 2010 como referéncia. Na
comparagdo com  fémeas  taurinas,
equaciona-se a constante referente ao
Nelore (21,28) com o coeficiente Bos
taurus (-10,02) de acordo com cada ano
avaliado.

As doadoras da raga Holandés, por
exemplo, em 2010 tiveram uma producdo
de 18,14 oodcitos totais; 16,62 em 2011 e
15,95 em 2012, segundo as estimativas do
modelo (Tabela 02):

Holyg0: 21,28 + 6,88 — 10,02 = 18,14

HOlZ()U: 21,28 + 6,88 - 10,02 — 1,52 = 16,62
Holyp;2: 21,28 + 6,88 — 10,02 - 2,19 = 15,95

Doadoras da raga Gir tiveram uma
producdo total de odcitos em 2010 de
16,67, em 2011 de 15,15 ¢ em 2012 de
14,48, segundo as estimativas do modelo.

Doadoras da raca Guzerda tiveram uma
producdo total de odcitos em 2010 de
18,80; em 2011 de 17,28 ¢ em 2012 de
16,61, segundo as estimativas do modelo.

Doadoras da raca Jersey tiveram uma
producdo total de odcitos em 2010 de
13,31; em 2011 de 11,79 ¢ em 2012 de
11,12, segundo as estimativas do modelo.

Tabela 02 - Parametros estatisticos descritivos das varidveis utilizadas para estimar a quantidade de

oocitos totais coletados

Varidvel Coeficiente 95% Intervalo
. Total de odcitos Confiabilidade
Raca Valor de P (geral) < 0,001
Nelore (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
Gir -4,61 -5,77 -3,44
Guzera -2,48 -4,16 - 0,81
Holandés 6,88 1,80 11,97
Jersey 2,05 -3,35 7,45
Pardo Suico - - -
Bos taurus - 10,02 - 15,04 -4,99
Ano

Valor de P (geral) < 0,001
2010 (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
2011 -1,52 -2,62 -0,42
2012 -2,19 -3,35 - 1,04
Constante 21,28 20,31 22,26

Quanto aos oocitos viaveis (Tabela 03),
doadoras da raga Nelore tiveram 12,21 no
ano de 2010; 11,60 em 2011 ¢ 10,43 em
2012, segundo as estimativas do modelo.
Fémeas Bos taurus taurus tiveram 6,60
oocitos viaveis no ano de 2010; 5,99 em
2011 e 4,82 em 2012.

Doadoras da raca Gir tiveram 9,14 od6citos
viaveis no ano de 2010; 8,53 em 2011 e
7,36 em 2012, segundo as estimativas do
modelo.

Doadoras da raga Guzera tiveram 10,21
odcitos viaveis no ano de 2010; 9,60 em
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2011 e 843 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Holandés tiveram 9,88
oocitos viaveis no ano de 2010; 9,27 em
2011 e 8,10 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raca Jersey tiveram 7,12
odcitos viaveis no ano de 2010; 6,51 em
2011 e 5,34 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Tabela 03 - Pardmetros estatisticos descritivos das varidveis utilizadas para estimar a quantidade de

o0citos viaveis

Variavel

95%

. Odcitos vidveis Coeficiente Confiabilidade Intervalo
Raca Valor de P (geral) < 0,001

Nelore (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
Gir -3,07 -3,76 -2,39
Guzera -2,00 -2,98 -1,02
Holandés 3,28 0,31 6,26
Jersey 0,52 -2,64 3,68
Pardo-Suigo - - -

Bos taurus - 5,61 - 8,55 -2,67
Ano Valor de P (geral) < 0,001

2010 (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
2011 -0,61 - 1,25 0,34
2012 - 1,78 -2,46 - 1,11
Constante 12,21 11,64 12,78

Doadoras da raga Nelore tiveram 9,92
oocitos clivados (Tabela 04) no ano de
2010; 9,27 em 2011 e 8,02 em 2012,
segundo as estimativas do modelo. Fémeas
Bos taurus taurus tiveram 5,00 odcitos
clivados no ano de 2010; 4,35 em 2011 e
3,10 em 2012.

Doadoras da raca Gir tiveram 7,22 o6citos
clivados no ano de 2010; 6,57 em 2011 e
5,32 em 2012, segundo as estimativas do
modelo.
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Doadoras da raga Guzera tiveram 7,85
oocitos clivados no ano de 2010; 7,20 em
2011 e 595 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Holandés tiveram 7,78
oocitos clivados no ano de 2010; 7,13 em
2011 e 5,88 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Jersey tiveram 5,70
oocitos clivados no ano de 2010; 5,05 em
2011 e 3,80 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.



Tabela 04 - Parametros estatisticos descritivos das varidveis utilizadas para estimar a quantidade de

oocitos clivados

Varidvel Coeficiente 5% Intervalo
. Obcitos clivados Confiabilidade

Raca Valor de P (geral) < 0,001

Nelore (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
Gir -2,70 -5,37 -3,33
Guzera -2,07 -3,68 -0,75
Holandés 2,78 1,17 10,05
Jersey 0,70 -3,16 6,28
Pardo-Suigo - - -

Bos taurus -4,92 -12,93 -4,15
Ano Valor de P (geral) < 0,001

2010 (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
2011 - 0,65 -2,83 - 0,91
2012 - 1,90 -4.94 -292
Constante 9,92 18,08 19,79

Os resultados de embrides produzidos
podem ser vistos na Tabela 5. Doadoras da
raga Nelore tiveram 5,77 embrides
produzidos no ano de 2010; 5,96 em 2011 e
5,38 em 2012, segundo as estimativas do
modelo. As fémeas Bos taurus taurus
tiveram 1,98 embrides produzidos no ano
de 2010; 2,17 em 2011 e 1,59 em 2012.

Doadoras da raga Gir tiveram 3,94
embrides produzidos no ano de 2010; 4,13
em 2011 e 3,55 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Guzera tiveram 3,90
embrides produzidos no ano de 2010; 4,09
em 2011 e 3,51 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Holandés tiveram 3,59
embrides produzidos no ano de 2010; 3,78
em 2011 e 3,20 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.

Doadoras da raga Jersey tiveram 2,25
embrides produzidos no ano de 2010; 2,44
em 2011 e 1,86 em 2012, segundo as
estimativas do modelo.
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Tabela 05 - Pardmetros estatisticos descritivos das varidveis utilizadas para estimar a producdo de

embrides (blastocistos)

Variavel

95%

. Embrides produzidos Coeficiente Valor P Confiabilidade Intervalo
Raca Valor de P (geral) < 0,001

Nelore (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
Gir -1,83 -2,30 -1,37
Guzera - 1,87 -2,41 -1,33
Holandés 1,61 - 0,02 3,24
Jersey 0,27 - 1,46 2,00
Pardo-Suigo - - -

Bos taurus - 3,79 < 0,001 - 5,41 -2,17
Sémen Sexado - 0,66 < 0,001 - 1,06 -0,25
Ano Valor de P (geral) < 0,001

2010 (referéncia) (referéncia) (referéncia) (referéncia)
2011 0,19 -0,16 0,54
2012 -0,39 - 0,76 - 0,02
Constante 5,77 < 0,001 5,46 6,09

4. DISCUSSAO

4.1. Numero e competéncia de
desenvolvimento in vitro dos od6citos
aspirados, segundo a sub-espécie (Bos
taurus indicus e Bos taurus taurus) e raga
da doadora de o6citos

Doadoras de odcitos zebuinas (Bos taurus
indicus) mnos trés anos de estudo,
apresentaram maior quantidade de oocitos
totais coletados, de odcitos viaveis e maior
quantidade de oocitos clivados, por fémea
aspirada, assim como também apresentaram
maior produ¢do de embrides no dia sete
ap6s a fecundacdo in vitro, quando
comparadas com doadoras taurinas (Bos
taurus taurus).

As quatro variaveis analisadas diferiram
também entre ragas de mesma sub-espécie,
embora doadoras de racas zebuinas,
particularmente as da raca Nelore, tenham
mantido a superioridade em relagdo as
doadoras de ragas taurinas nesses mesmos
aspectos, indicando que, além de seus
oocitos, seus embrides também foram mais
competentes em se desenvolverem.
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Blaschi et al. (2004), trabalhando com
fémeas da raca Nelore, relataram média de
18,4 oocitos por sessdo de aspiracdo
folicular; Rubin et al. (2004) relataram
média de 24,1 oobcitos por sessdo e Nonato
Jr. (2005), utilizando 30 fémeas da mesma
raca, obteve média de 25,7 obcitos por
sessdo de aspiracdo, muito semelhante a
média de 25,6 oobcitos encontrada por
Pontes et al. (2009), também com fémeas
Nelore. Essas médias de odcitos aspirados
de fémeas Nelore, de forma semelhante ao
encontrado no presente estudo, foram
superiores ao reportado por Hasler et al.
(1995), que encontraram média de 4,9
odcitos por sessdo de aspiragdo em vacas da
raca Holandés, semelhante ao resultado
obtido por Looney et al. (1994) que
relataram média de 6,3 odcitos por sessdo
em fémeas da raga Holandés.

Deve-se considerar que todos os trabalhos
citados relataram um nimero bem menor de
animais. Como demonstrado no presente
estudo, alguns animais apresentaram
médias de producdo de odcitos muito
superiores. Assim, ressalta-se a importancia
de se analisar um numero bem amplo de



doadoras de odcitos para diminuir o efeito
da variagdo individual.

Cruz et al. (2009), encontraram taxa média
de odcitos aspirados de 4,6 estruturas por
sessdo em fémeas bovinas da raca Devon
(Bos taurus taurus), e 16,3 od6citos na raga
Nelore (Bos taurus indicus). Rubin et al.
(2005), avaliando a infuéncia da
composicdo genética de zebu na producao
de odcitos observaram que para os animais
da raca Aquitanica (Bos taurus taurus), a
média foi de 3,7 odcitos por aspiragdo, para
os animais da raca Canchim (Bos taurus
taurus X Bos taurus indicus) 13,6 e para as
doadoras da raca Nelore (Bos taurus
indicus) de 18,4 estruturas. Esses resultados
mostram que aumentando a porcentagem de
sangue Bos taurus indicus na composi¢ao
racial, ha também um aumento na produgdo
de odcitos. Portanto, o numero de oocitos
totais aspirados nas fémeas Nelore, Gir e
Guzerd deste trabalho mostraram o
potencial deste grupo de doadoras da sub-
espécie zebuina para a biotécnica utilizada.

O maior numero de odcitos encontrados em
zebuinos no presente estudo deve estar
relacionado ao fato de fémeas Bos taurus
indicus apresentarem maior numero de
foliculos antrais por ciclo estral, quando
comparadas com fémeas Bos taurus taurus
(Boni et al., 1997; Viana, 2002).

Na raga Nelore, o nuimero de foliculos
disponiveis para a aspiragdo folicular
apresenta variacdes conforme a fase de
crescimento folicular, sendo o inicio da
onda o momento mais favordvel para a
recuperacdo, pelo maior numero de
foliculos e pela melhor eficiéncia na
captacdo dos oocitos a partir de foliculos
menores (Seneda et al., 2001). Na literatura
¢ relatado que, apesar de ser influenciada
pelo padrao de crescimento e pela regressdo
dos foliculos dominantes, a principal fonte
de wvariagdo no numero de foliculos
presentes ¢ o padrio individual de
recrutamento  folicular, particularmente

durante o periodo correspondente a
primeira onda de crescimento folicular
(Ferreira et al., 2004). Neste estudo, foi
observada ampla variagdo individual entre
as doadoras avaliadas, quanto ao ntimero de
estruturas  recuperadas e  cultivadas
(ANEXO). Leivas et al. (2003), também
observaram que houve significativa
variacdo na média do numero de estruturas
aspiradas entre as doadoras Bos taurus
indicus, submetidas ao mesmo nuimero de
sessdes de OPU. Apesar do semelhante
potencial entre os individuos da mesma
raca, a variabilidade individual entre
doadoras na produg¢do de uma populagdo
vidvel de foliculos pode influenciar os
resultados da aspirag@o folicular (Seneda et
al., 2006). Além disso, a literatura revela
que pardmetros reprodutivos como o
recrutamento e desenvolvimento folicular
podem variar amplamente mesmo entre
pares de gémeas monozigéticas (Machado
et al., 2003). Merton et al. (2009),
demonstraram a influéncia genética da
doadora nos resultados de aspiracdes, tanto
para quantidade de oocitos, como para o
nimero de embrides produzidos, e que a
herdabilidade para morfologia e
competéncia odcitaria foram menores, mas
ainda presentes.

Na literatura, diversos trabalhos mostram
que as diferengas existentes nos diversos
parametros da fisiologia ovariana em
fémeas zebuinas sdo referentes ao numero
de ondas de crescimento, momento da
divergéncia, maior numero de foliculos
recrutados por onda, tamanho maximo,
persisténcia dos foliculos dominantes, perfil
de recrutamento folicular (Rhodes et al.,
1995; Figueiredo et al., 1997; Dayan et al.,
2000; Viana et al., 2000; Seneda et al.,
2002; Sartorelli et al., 2005). Estes
pardmetros acabam determinando o maior
numero de foliculos em crescimento nos
ovarios e, consequentemente, O maior
numero de oocitos recuperados (Viana et
al., 2004), quando comparado com os
resultados obtidos com fémeas Bos taurus
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taurus (Wagtendonk-De Leeuw, 2006).

Nao estd claro o por qué de doadoras Bos
taurus indicus sejam capazes de produzir
muito mais oocitos que doadoras Bos
taurus taurus. Ndo se observou diferenca
na quantidade de foliculos pré-antrais
(primordiais, primdrios e secundarios) em
ovérios de fetos e novilhas de fémeas
zebuinas e taurinas, sugerindo que o
numero total de foliculos nos ovarios nao ¢
a resposta para essa diferenga na producao
de oocitos (Pontes et al, 2010).
Possivelmente espera-se uma menor taxa de
atresia folicular para fémeas Bos taurus
indicus, por isso estas disponibilizariam
mais foliculos a serem aspirados. Outra
hipotese a ser levantada é a questdo
controversa da  renovacdo  folicular
(Johnson et al., 2004; Johnson et al., 2005),
mas este novo conceito precisa ser melhor
aceito antes de ser considerado (Eggan et
al., 2006; Liu et al., 2007).

Desta forma pode-se afirmar que matrizes
zebuinas, especificamente as da raca
Nelore, sdo boas doadoras de odcitos para
programas de PIVE em larga escala, ja que
existe um consenso de que os animais
zebuinos produzem mais odcitos que as
racas taurinas, e este maior numero de
o6citos refletem em uma maior producao de
embrides e prenhezes (Pontes et al., 2009).
Neste estudo, a variacdo individual de
respostas nas fémeas trabalhadas em
sessdes de OPU-PIVE foi bastante
significativa. Segundo Pontes ef al. (2010),
estes dados devem ser considerados
positivos e tornam viaveis a aplicagdo
comercial em larga escala da técnica de
producdo, caso, seja realizada uma prévia
selecdo de doadoras e de touros. A grande
contribui¢do para a produgdo animal, ¢ que
com a utilizagdo da PIVE, maximizou-se a
utilizagdo das matrizes geneticamente
superiores, podendo-se atingir médias de 25
a 50 bezerros por vaca ano (Varago et al.,
2008).
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Cabe ressaltar a importancia da experiéncia
do veterinario responsavel pelos servigos de
aspiracdo folicular na recuperacdo de um
maior nimero de odcitos de qualidade. A
eficiéncia do procedimento de OPU esta
diretamente relacionada a metodologia
adequada, sendo que as varidveis técnicas
para a obtencdo de odcitos possuem
consideravel impacto sobre a quantidade e a
morfologia dos complexos  cumulus
oophorus (CCOs), e consequentemente
sobre a competéncia para 0
desenvolvimento (Bols ef al., 1997). Outro
aspecto relevante estd relacionado as
variagdes individuais entre doadoras,
considerando-se peso, idade, manejo, raca,
época, entre outros.

No presente estudo, dentre as doadoras da
sub-espécie Bos taurus taurus, fémeas da
raca  Holandés produziram  maior
quantidade de oocitos totais, de odcitos
viaveis, de odcitos clivados e de embrides
produzidos por sessio de OPU em
comparagdo as doadoras da raca Jersey.
Interessantemente, essas doadoras da raca
Holandés apresentaram  também maior
quantidade de oocitos totais, de odbcitos
vidveis e de oocitos clivados do que
doadoras da raga Gir, entretanto, tiveram
uma menor producdo de embrides. Embora
fémeas de ragas zebuinas, de maneira geral,
como as da raga Gir, caracterizam-se por
apresentar melhor resposta na recuperacgao
de odcitos em comparagdo as fémeas de
racas taurinas, o resultado encontrado no
presente estudo pode ter sido influenciado
pela idade de algumas doadoras aspiradas.
Em decorréncia do estudo ter sido realizado
com doadoras pertencentes a um programa
comercial de OPU-PIVE de uma central
privada de produgdo de embrides, muitas
destas fémeas, particularmente as da raca
Gir, apesar de possuirem mérito genético
superior, apresentavam idade avancgada.
Viana et al. (2004), avaliando fémeas da
raca Gir, relataram um nimero baixo de
o6citos por aspiragdo (média de 13,9 £ 1,6
estruturas), presente em doadoras acima de



10 anos. Ferreira et al. (2008), avaliando
também um rebanho Gir, relataram que o
nimero de  oo6citos aspirados  foi
influenciado pela idade da doadora,
ocorrendo uma queda de 1,58 estrutura por
ano de idade da vaca, constatando que nas
vacas acima de 12 anos, a queda foi mais
acentuada, ocorrendo a partir desta idade,
aproximadamente a redu¢do média de duas
estruturas para cada ano a mais na idade da
doadora. Malhi et al. (2008), também
encontraram resultados semelhantes,
sugerindo uma reducdo da fertilidade com a
idade, visto que vacas velhas tiveram uma
propor¢do maior de estruturas ndo
fertilizadas e zigotos degenerados. Em
relacdo ao numero de embrides produzidos,
a quantidade manteve-se maior nas fémeas
Bos  taurus indicus (raga Gir) na
comparacdo com fémeas Bos faurus taurus
(raga Holandés), determinando melhor
competéncia do desenvolvimento
embrionario in vitro, corroborando com
dados da literatura.

4.2. Influéncia do ano na producio in
vitro de embrides

Embora o numero de fémeas submetidas ao
processo de OPU-PIVE nos trés anos do
estudo foi bastante expressivo e muito
proximo entre os referidos anos,
provavelmente as diferencas estatisticas
constatadas das quatro varidveis dos
modelos de regressdo para com 0s anos
avaliados entre as ragas estudadas foram
determinadas pela variacdo individual de
resposta das doadoras.

4.3. Influéncia do tipo de sémen (sexado
e convencional) na producio in vitro de
embrides

Nas andlises de regressdo, o sémen
convencional apresentou maior taxa de
embrides produzidos do que o sémen
sexado (P<0,001), tanto em doadoras

zebuinas quanto em taurinas. Isto pode
indicar que o processo de sexagem
prejudica a capacidade de fecundagdo dos
espermatozoides e o desenvolvimento
embriondrio subsequente, mesmo apods
primeiras clivagens.

O uso do sémen sexado na PIVE tem sido
investigado por muitos estudos. Entretanto,
discrepancias sdo relatadas e a causa ¢
atribuida a inameros fatores. Alguns
trabalhos encontraram baixa taxa de
clivagem e formagdo de blastocistos
(Merton et al., 1997; Bermejo-Alvarez et
al., 2008; Palma et al., 2008; Stinshoff et
al., 2012). Entretanto em outros, nenhuma
diferenca foi observada entre s€émen sexado
e ndo sexado (convencional) (Zhang et al.,
2003; Lu e Seidel, 2004; Underwood et al.,
2010; Carvalho et al., 2010). Blondin et al.
(2009) relataram taxa de clivagem, usando
sémen sexado, similar na comparagdo com
uso de sémen ndo sexado, embora baixa
formagao de blastocistos, corroborando
com os resultados do presente estudo,
mostrando que o sémen sexado foi menos
habil em produzir embrido, quando
utilizado na fecundagdo in vitro. Essas
diferencas podem ser devido a variagdo na
metodologia de selecdo de odcitos,
qualidade do sémen utilizado ou meios de
cultura diferentes (Underwood et al., 2010).

Além do mais, ¢ importante salientar que
diferencas individuais entre animais sdo
observadas, mostrando que ha touros que
apresentam resultados melhores (Zhang et
al., 2003). H4 também relato de que o
sémen de alguns touros ¢ mais afetado
negativamente pelo processo de sexagem
(Blondin et al., 2009). Quando Lu e Seidel
(2004) testaram o sémen sexado de
diferentes touros, foi necessario ajustar
individualmente diferentes concentragdes
de heparina para obter melhor capacitagdo
espermatica in  vitro. [Esses autores
mostraram que alguns touros ndo foram
beneficiados com heparina como um
indutor de capacitagdo. A concentragdo
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espermatica utilizada na FIV também teve
necessidade de alteracdo entre sémen
sexado e convencional do mesmo touro.

Apesar da reduzida motilidade progressiva
e integridade @de  membrana do
espermatozoide sexado, Carvalho et al
(2010) ndo encontraram baixa produgdo de
embrides in  vitro.  Entretanto, a
ultraestrutura embriondria demonstrou estar
alterada em nuUmeros e estruturas de
organelas, como mitocondrias e reticulo
endoplasmatico rugoso (Palma et al., 2008).
Esta  discrepadncia em relacdo ao
comprometimento embrionario pode ser
atribuida a fragmentacdo do DNA dos
espermatozoides de  alguns  touros.
Gonsalvez et al. (2011) mostraram que
alguns touros apresentam mais alteragdes
de DNA em seu espermatozdide que outros.
A identificagdo de individuos resistentes ao
rigoroso processo de sexagem podera
permitir uma maior utilizacdo dessa
tecnologia na PIVE e em outras biotecnias
da reproducao.

Quando utilizado na IA, muitos trabalhos
também tém mostrado que o sémen sexado
apresenta menor fertilidade que o sémen
convencional (Baruselli et al, 2007).
Devido a limitada eficiéncia na producao de
sémen sexado pela citometria de fluxo, uma
dose comercial deste tipo de sémen contém
2,0 x 10° espermatozoides, enquanto a dose
convencional possui 1520 x  10°
espermatozoides (Frijters et al, 2009).
Diante disso, muito se especula sobre a
influéncia da menor quantidade de
espermatozoides na dose do sémen sexado
sobre a fertilidade a TA.

No entanto, essa baixa concentragdo de
espermatozoides na dose de sémen sexado
parece ndo interferir na produgao in vitro de
embrides, uma vez que a concentragdo de
espermatozoides vidveis, acrescentados as
gotas de fecundacgdo in vitro, ¢ semelhante
para o sémen sexado e o convencional.

Dentro dos fatores importantes que afetam
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o sucesso da PIVE, o touro ¢ responsavel
por uma grande variacdo. Ha uma série de
questdes que influenciam as taxas de
sucesso do uso de sémen sexado para a
producdo in vitro de embrides bovinos, que
incluem reducdo nas taxas de fertilizacdo
(Cran et al., 1995), menores taxas de
clivagem (Lu e Seidel, 2004), menor
numero de blastocistos (Merton et al.,
1997) e baixas taxas de prenhez (Cran et
al., 1995). No entanto, o uso de sémen
sexado ¢ uma potente ferramenta para a
producdo de embrides do sexo pré-
determinado (Wheeler et al., 2006), ¢ a
utilizagdo do sémen sexado em programas
de PIVE, tem ocasionado grande variagdo
na geracdo de embrides viadveis a
transferéncia.

Estudos compararam a utilizagdo de sémen
sexado por citometria de fluxo ao sémen
convencional (ndo sexado), em relacdo a
producdo in vitro de embrides bovinos, e
concluiram que ambos podem ser utilizados
para PIVE obtendo-se indices de clivagem
e desenvolvimento embriondrio acima de
75% e 35%, respectivamente (Lima, 2007).
Zhang et al. (2003), ndo observaram
diferengas significativas entre as taxas de
producdo de embrides utilizando sémen
sexado, sémen submetido somente ao
corante  para sexagem ou sémen
convencional (20,3%, 21,6% e 22,3%,
respectivamente), concluindo que a
separacdo dos espermatozdides ou o
corante utilizado para a separagdo por
citometria de fluxo ndo interferem no
desenvolvimento embrionario in vitro. No
entanto, Lu et al. (1999), encontraram
diferengas significativas nas taxas de
producdo de blastocistos utilizando sémen
sexado ou convencional, mas afirmaram
que a utilizagdo desta biotécnica ¢ vidvel
para programas de PIVE.

Devido a menor fertilidade e menor
produgdo in vitro de embrides a partir do
sémen sexado, quando comparado com o
seu respectivo ndo sexado, e pela grande



variabilidade na fertilidade entre touros (Lu
e Seidel, 2004; Alomar et al., 2008;
Blondin et al., 2009), muitos criadores
preferem utilizar o sémen sexado apenas
quando o touro possui, conhecidamente,
boa fertilidade na producdo de embrides in
Vitro.

4.4. Influéncia da época do ano (seca e
aguas) na producio in vitro de embrides

Na comparacdo da distribuicdo dos
resultados da OPU-PIVE de fémeas
zebuinas e taurinas ao longo dos periodos
de menor ou maior indice pluviométrico
(seca e aguas), nos trés anos de avaliacdes,
ndo houve efeito direto desta caracteristica
para nenhuma das variaveis estudadas, uma
vez que o valor de P nesta univariada foi
maior que 0,2.

A literatura cita que doadoras de racas
zebuinas produzem mais odcitos e sdo
menos sensiveis a variagdes sazonais nos
resultados da PIVE em regides tropicais e
subtropicais (Viana, 2005; Camargo ef al.,
2007). Ja doadoras de origem europeia,
além de apresentarem menor eficiéncia no
processo de multiplicagdo genética pela
OPU-PIVE, também podem  sofrer
alteragdes de acordo com o clima,
principalmente em regides tropicais (Al-
Katanani et al., 2002).

Oliveira et al. (2013), analisando 1.349
aspiragdes foliculares de doadoras zebuinas
Gir, Nelore, Brahman e Guzera realizadas
durante um ano na regido sudoeste do
estado de Minas Gerais, ndo observaram
diferengas na produgdo de odcitos totais e
vidveis ao longo do ano. No entanto, nos
meses de maio e setembro (periodo da
seca), a produ¢do média de embrides foi
inferior, decorrente de menor conversiao de
odcitos em embrides neste periodo. A
queda de eficiéncia de doadoras zebuinas
neste periodo pode estar relacionada a duas
situacdes que agem simultaneamente:

possivel estresse pelo frio (Hansen, 2004),
decorrente de queda de temperatura neste
periodo, e também efeito indireto pela
reducdo na qualidade das pastagens
(Turner, 1980).

Ao contrario do descrito em outros estudos
(Edwards et al., 1996; Camargo et al.,
2007), Fernandes et al. (2013) trabalhando
com resultados de 960 aspiragdes
foliculares de doadoras taurinas das ragas
Holandés, Simental, Angus e Jersey,
realizadas em doze meses também na
regido sudoeste do estado de Minas Gerais,
ndo observaram diferencas na produgdo de
obcitos totais e na conversdo de oocitos
vidveis em embrides ao longo do ano,
corroborando com os resultados do presente
estudo.

5. CONCLUSOES

- A sub-espécie da doadora de odcitos Bos
taurus indicus apresenta maior quantidade e
competéncia de desenvolvimento dos
oocitos coletados, assim como maior
producdo dos embrides in vitro, quando
comparada com doadoras Bos taurus
taurus;

- Racas de mesma sub-espécie podem
apresentar diferencgas significativas tanto na
quantidade como na competéncia de
desenvolvimento in vitro dos odcitos
coletados;

- O uso de sémen sexado resulta em menor
taxa de embrides produzidos in vitro, tanto
em doadoras zebuinas quanto em taurinas,
na comparagdo com o uso de sémen ndo
sexado (convencional);

- A ¢época do ano (seca e aguas) nao
influenciou as respostas das doadoras
zebuinas e taurinas na quantidade de
odcitos aspirados e na competéncia do
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desenvolvimento embrionario in vitro,
considerando um programa de PIVE
comercial em larga escala.
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CAPITULO 2 — ANALISE ECONOMICA DO CUSTO LABORATORIAL DA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS DE DOADORAS DE
DIFERENTES GRUPOS GENETICOS

RESUMO

Com a finalidade de avaliar os custos operacionais e alguns indicadores econdmicos da PIVE
dentro de um laboratério comercial de producdo de embrides bovinos, foram utilizadas
informagdes, de doadoras Bos taurus indicus € Bos taurus taurus, obtidas de um banco de dados
deste laboratorio. Custos operacionais variaveis representaram 90,78% de todo o custo de
producdo do embrido em laboratério, sendo os custos de meios utilizados nos processos de
maturagdo, fertilizagdo e cultivo embrionario (55,34%) ¢ de mao-de-obra (27,76%), os mais
elevados. A melhor taxa de conversdo de zigotos cultivados in vitro em embrides, obtida em
doadoras zebuinas em relacdo a doadoras taurinas, representou um lucro médio por embrido de
R$34,18 contra R$19,34, respectivamente. A atividade de PIVE dentro do laboratdrio teve uma
receita acumulada (R$2.572.430,00) superior aos custos operacionais (R$1.351.287,65),
determinando lucro operacional e grande capacidade do laboratorio crescer economicamente.

Palavras chave: embrides, laboratorio de PIVE, Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, custos
operacionais, receita, lucro operacional.

ABSTRACT

In order to evaluate operational costs and some economic indicators of IVP system from a
commercial laboratory of IVP bovine embryos, database of Bos taurus indicus and Bos taurus
taurus donors were collected. Variable operational costs accounted for 90.78% of the entire
cost of IVP embryo in the lab, where the highest costs were the medias used in the process of
maturation, fertilization and embryo culture (55.34%), and the laboratory labor (27.76%). The
best convertin rate of in vitro culture zygotes to embryos, obtained in Zebu donors regarding
Bos taurus taurus donors, represented an average profit per embryo of R$34.18 against
R$19.34, respectively. The IVP lab activity had a higher accumulated revenue (R$2,572,430.00)
in relation of operational costs (R$1,351,287.65), determining operational profit and a great
economic capacity of the laboratory to grow.

Keywords: embryo, IVP laboratory, Bos taurus indicus, Bos taurus taurus, operational costs,
revenue, operational profit.
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1. INTRODUCAO

A economia brasileira tem passado por
rapidas transformagdes nos ultimos
anos. Neste contexto, ganham espaco
novas concepgdes, agoes e atitudes, em
que produtividade, custo e eficiéncia se
impdem como regras Dbasicas de
sobrevivéncia em um mercado cada vez
mais competitivo e globalizado (IEL,
CNA, SEBRAE, 2000). A
conscientizagdo dos  pesquisadores,
técnicos e produtores envolvidos nesse
sistema, bem como o ajuste para este
novo cenario, ¢ primordial para a
competitividade da atividade.

O conhecimento dos custos permite ao
empresario  e/ou  técnico  avaliar
economicamente a atividade e, por
meio dessa analise, conhecer com
detalhes e utilizar, de maneira
inteligente e econdmica, os fatores de
producdo (terra, trabalho, capacidade
gerencial e capital). Sendo assim,
permite localizar os pontos de
estrangulamento e atingir os seus
objetivos de maximizacdo de lucros ou
minimizagdo de custos (Lopes e
Magalhaes, 2005).

As pesquisas mostram que o uso de
biotécnicas reprodutivas, bem como
estratégias de suplementagdo
nutricional, manejo de pastagens e
adequado  calendario  sanitdrio e
avaliacdes reprodutivas, aumentam a
produtividade, entretanto, nem sempre
¢ avaliado o retorno econdmico direto e
seus beneficios no sistema de producdo
global. Portanto, ¢ fundamental
mensurar o impacto da tecnologia nos
custos (varidveis e fixos) e na eficiéncia
econdmica de diferentes sistemas
pecuarios.

A maior dificuldade no

desenvolvimento de modelos para
sistemas bioecondmicos € a falta de
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dados, especialmente coeficientes e
parametros biologicos, uma vez que o
esfor¢o da pesquisa tem se concentrado
tradicionalmente ~ em  subsistemas
parciais, isolados do resto do sistema
(Gastal, 1980). E importante realizar a
analise econdmica do modelo para
verificar sua viabilidade, e a analise de
sensibilidade do mesmo, que consiste
em verificar o comportamento dos
resultados com valores médios e
extremos das principais varidveis
(Gastal, 1980).

As descobertas ocorridas em relagdo
aos aspectos da fisiologia da
reprodug@o em bovinos possibilitaram o
desenvolvimento de tecnologias
capazes de aumentar a velocidade e a
eficiéncia da disseminacdo do material
genético de fémeas zootecnicamente
superiores (Christiansen, 1991),
promovendo  assim uma  maior
contribuicdo das mesmas para o
melhoramento genético da espécie.
Essas  novas  biotécnicas  foram
viabilizadas na pratica, tanto econdomica
quando na forma de aplicagdo (Fortune
et al., 1991; Ginther et al, 1997). A
producdo in vitro de embrides (PIVE) ¢
uma destas tecnologias. O uso dessa
técnica desenvolve-se rapidamente na
pecuaria bovina brasileira. Com ela, o
melhoramento  genético pode  ser
efetuado com mais rapidez e eficiéncia,
mesmo em pequenas populagcdes de
animais (Varago et al., 2008).

A coleta de odcitos de doadoras, a
producdo de embrides em laboratério
especializado e a transferéncia destes as
receptoras, constituem a atividade
basica de um programa de PIVE. Em
consequéncia, uma boa equipe técnica
de campo e laboratorio e a selegdo e o
manejo de doadoras e receptoras,
formam a parte mais importante de toda
esta biotécnica. A primeira para
maximizar a producdo de embrides,
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diretamente associada a produgdo
oocitaria de doadoras, e as receptoras
para estarem disponiveis em um
momento oportuno, com boa
fertilidade, possibilitando reducdo da
estimativa de custo final da biotécnica.

Embora varias descobertas envolvendo
a fisiologia da reprodugdo, tenham sido
realizadas nas ultimas décadas, a PIVE,
de uma maneira geral, apresenta
relativa variabilidade nos indices de
eficiéncia, gerando eventual risco em
relacdo aos seus resultados (Beltrame et
al., 2003). Em um programa comercial
de PIVE, geralmente, relegam-se os
cuidados com o laboratério e receptoras
em favor de uma atencdo extremada as
doadoras. Apos a realizagdo das etapas
de maturacdo e fertilizagdo in vitro, em
média, apenas 30% a 40% dos odcitos
podem se desenvolver até blastocisto; e
apos a transferéncia dos embrides
classificados como morfologicamente
viaveis, a taxa de gestagdo tem variado
entre 20% e 60% (Varago et al., 2008).
Estas limitagcdes da técnica acabam se
traduzindo em um aumento nos custos
de cada produto, influenciando
negativamente o produtor na hora de
decidir em adotar esta tecnologia.

A eficiéncia dos indices resultantes de
biotécnicas reprodutivas em bovinos
abrange aspectos econdmicos,
ambientais e sociais. A implantacdo de
sistemas mais lucrativos é necessaria, €
depende do arsenal de recursos e
tecnologias disponiveis e também da
geréncia eficiente das varidveis que
afetam diretamente o sistema (Beltrame
etal., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar,
dentro de um laboratorio, os custos e
indicadores econdmicos da producdo in
vitro de embrides comerciais de
diferentes ragas zebuinas e taurinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Metodologia

O estudo foi realizado por intermédio
de uma  abordagem  descritiva,
trabalhando com doadoras bovinas que
participavam do programa comercial
OPU-PIVE de uma central de producao
de embrides, localizada no municipio
de Funilandia, Minas Gerais. Foram
realizadas e, posteriormente, analisadas
aspiracdes foliculares e PIVE de janeiro
de 2010 a dezembro de 2012 (veja
capitulo 1). As doadoras de odcitos
foram novilhas e vacas, de variadas
idades, tendo sido analisadas trés racas
zebuinas (Nelore, Gir e Guzera) e trés
racas taurinas (Holandés, Jersey e
Pardo Suigo).

O laboratério de PIVE utilizado no
estudo estd equipado conforme normas
vigentes do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA —
Instru¢do  Normativa n° 57, de
27/09/2006) e conforme sugestdes de
instituicdes internacionais, como a
Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS). Em
conformidade com estas normas, foram
criados modulos separados dentro do
laboratdério para preparo de sémen e
fertilizacdo in vitro, revestidos com
material de facil higienizacdo e
protegidos contra a entrada de insetos e
outros animais. O laboratorio também
apresenta uma anti-sala de recepcdo e
manipulagdo, na qual possui um oculo
com dupla porta para recepgdo do
material coletado (o6citos e sémen). O
setor de lavagem e esterilizacdo de
material encontra-se mais afastado e
sem comunicacdo direta com o
laboratério, assim como a unidade
administrativa (escritorio).
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O banco de dados trabalhado
caracterizou-se  por conter 2.585
sessoes de OPU de um total de 10.086
fémeas aspiradas e com uma producao
de 36.749 embrides in vitro.

O levantamento das informacgoes
contidas no banco de dados foi dividido
nas seguintes etapas:

1) Coleta de dados por intermédio
de informacdes obtidas no
laboratério de PIVE pelas
anotagoes feitas pela equipe de
embriologistas em  fichas
proprias e planilhas eletronicas.

2) Esses dados foram processados
utilizando planilhas eletronicas
para andlise das informacgdes
técnicas e econdmicas da
produgao in vitro de embrides.

2.2. Caracterizacio dos grupos
genéticos de doadoras avaliadas no
processo de OPU-PIVE

Os grupos genéticos de doadoras
bovinas envolvidas em procedimentos
de OPU-PIVE foram classificados
quanto as racas mais trabalhadas no
periodo estudado em:

1) Grupo Taurino — caracterizado
por doadoras Bos taurus taurus
das ragas Holandés, Jersey e
Pardo Suico.

2) Grupo Zebuino — caracterizado
por doadoras Bos taurus
indicus das ragas Nelore, Gir e
Guzera.

Nao houve conhecimento do escore da
condi¢do corporal, tratamentos
hormonais para controle de onda
folicular ou superovulagdo, e condi¢do
reprodutiva das doadoras. O manejo
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nutricional e sanitdrio também ndo
pode ser controlado uma vez que a
maioria dos animais, no momento da
OPU, localizava-se nas diferentes
propriedades dos clientes da empresa.
Nenhuma das doadoras possuia manejo
especifico  para  realizagdo  das
aspiragdes, que eram realizadas de
acordo com a solicitagio do
proprietario. Entretanto, um periodo
minimo de 15 dias era estabelecido
entre as sessoes de aspiragdo. Todas as
doadoras  estavam  alojadas em
propriedades localizadas dentro do
estado de Minas Gerais, sendo a
maioria em um raio maximo de 400 km
de distancia do laboratério de produgdo
in vitro de embrides bovinos.

2.3. Aspiracao folicular, classificacao
e transporte dos odcitos imaturos

Todas as sessdes de OPU estudadas
foram realizadas por uma equipe
técnica, que enviaram o0s 00citos
aspirados de fémeas doadoras para a
producdo in vitro de embrides. Esta
equipe era composta por um veterinario
(autor), responsavel pela OPU, e um
técnico de laboratorio, responséavel pelo
rastreamento e selecdo dos oocitos
recuperados. Por isso, a técnica e os
equipamentos de OPU descritos abaixo,
assim como a classificagdo dos odcitos
recuperados, foram os utilizados pela
mesma equipe técnica responsavel
pelas sessdes de OPU estudadas no
experimento.

As sessdes de OPU foram realizadas
com o auxilio de ultrassom (Aloka SSD
500, Japdo) adaptado com transdutor
microconvexo setorial de 5,0 MHz.
Agulhas hipodérmicas descartaveis de
18 a 20 Gauge, conectadas a um tubo
conico de 50mL (Corning, Acton, MA,
EUA) por mangueira de silicone de 2
mm de didmetro interno. A OPU foi



conduzida com uso de uma bomba de
vacuo (Cook Veterinary Products,
Queensland, Australia) sob uma
pressdo negativa de 80 a 100 mmHg, e
o meio de coleta foi constituido por
solugdo tampdo salina fosfatada -
DPBS (Nutricell, Campinas, Brasil),
acrescido de 20.000 UI/L de heparina
sodica (LiquemineTM, Roche, SP,
Brasil), mantido a 36°C durante a
aspiragdo.

Imediatamente ap6s a OPU, o material
recuperado foi lavado em filtros para
colheita de embrides (Nutricell,
Campinas, Brasil ou WTA, Cravinhos,
Brasil) com solu¢do salina tamponada -
DPBS (Nutricell, Campinas, Brasil) -, e
depositado em placas de Petri
descartaveis de 60mm ou 90mm x
I5mm (TPP, Suécia). Sob
estereomicroscopio, 0s oocitos
recuperados foram lavados em trés
gotas de meio TCM-199 (Gibco BRL;
Grand Island, NY, EUA) tamponado
com Hepes, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL;
Grand Island, NY, EUA), 0,20 mM de
piruvato de sodio e 83,4 pg/mL de
amicacina (Instituto Biochimico, RJ,
Brasil).

Os oo6citos foram classificados segundo
a metodologia recomendada pela
Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS,
2010) em:

- Viaveis: quando o citoplasma do
odcito era homogéneo (sem sinais
de degeneragdo) e circundado
completamente por pelo menos
uma camada de células do
cummulus oophorus;

- Desnudos: quando a camada de
células do cummulus oophorus ao
redor do odcito era incompleta ou
ausente;

- Degenerados: quando o citoplasma
era irregular (heterogéneo),
podendo ou ndo conter células do
cummulus oophorus ao seu redor;

- Atrésicos: quando o citoplasma era
irregular e escuro, com células do
cummulus oophorus ja expandidas.

Como metodologia utilizada pela
equipe da OPU, os oocitos classificados
como degenerados e atrésicos foram
descartados.

Sessdes de aspiracdo folicular ovariana
nas doadoras que ndo produziram
ob6citos ndo foram informadas ao
laboratorio e, por isso, ndo entraram no
estudo.

Em seguida, os ob6citos foram
transferidos para criotubos de 2,0 mL
(TPP, Suécia) contendo meio de
maturacdo in vitro (MIV), constituido
por meio TCM-199 suplementado
com 10% de SFB, 1 pg/mL FSH
(FolltropinT™, Bioniche = Animal
Health, Belleville, Ont.,, Canada), 50
pg/mL hCG (Profasi™, Serono, SP,
Brasil) e estradiol (1 pg/mL), 0,20
mM de piruvato de sédio e 83,4
pug/mL de amicacina. Esses criotubos
eram gaseificados utilizando uma
mistura gasosa industrial contendo
5% de CO;, contida em um cilindro
portatil, e entdo selados. Os mesmos
permaneciam, durante o transporte
até o laboratodrio, em incubadoras de
transporte de  odcitos (WTA,
Cravinhos, Brasil) com temperatura
controlada (37°C).

2.4. Producio in vitro dos embrides
(PIVE)
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Exceto quando mencionado, todos os
demais reagentes foram adquiridos da
empresa Sigma (St. Louis, MO, EUA).

2.4.1. Maturacao in vitro (MIV) dos
odcitos

Logo apds a recepgao, os odcitos foram
mantidos dentro de incubadora (38,5°C
com atmosfera de 5% CO, em ar e
umidade maxima), sob o6leo mineral,
em gotas de 100 pL de meio de
maturagdo in vitro (0 mesmo do
transporte) contendo, no maximo, 25
odcitos por microgota, por 22 a 26
horas.

2.4.2. Preparo do sémen e fertilizacao
in vitro (FIV)

Para a fertilizagdo in vitro foi utilizado,
exclusivamente, sémen congelado de
touros escolhidos por proprietarios das
doadoras. Apenas fertilizagdes in vitro
realizadas com sémen de touros de
mesma raca da doadora foram incluidas
no estudo. Antes da FIV, o sémen foi
descongelado em agua aquecida a 35° C
por 30 segundos e, em seguida,
processado segundo protocolos do
laboratério para a selecdo dos
espermatozoides vivos.

Os protocolos utilizados baseavam-se
na centrifugagdo através de gradiente
descontinuo de Percoll (45-90%), por
cinco minutos a 2900 rpm; ou
centrifugagdo em tubo coénico de 15 mL
(Corning, Acton, MA, EUA) contendo
2 mL de meio TALP suplementado
com 0,2 mM de piruvato e 83,4 g/mL
de amicacina, tamponado com 10 mM
de Hepes por 5 minutos a 900 rpm. Em
ambos os protocolos, apds esta primeira
centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet contendo os
espermatozoides foi ressuspendido em
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1 mL do mesmo meio da FIV, para que
fosse novamente centrifugado por 5
minutos a 900 rpm.

Apbs processamento do sémen, a
concentragdo de espermatozoides vivos
foi ajustada para 25x10° células
moveis/mL e o volume de quatro
microlitros de sémen (10°
espermatozoides) foi adicionado em
cada gota de 90 pL de meio TALP-FIV
(TALP suplementado com 10 g/mL de
heparina, 18 M de penicilamina, 10 M
de hipotaurina e 8 M de epineftrina), sob
6leo mineral, j& contendo os odcitos
maturados. O co-cultivo dos odcitos e
espermatozoides ocorreu durante 22-24
horas, em incubadora a 38,5° C com 5%
CO; em ar e umidade maxima.

2.4.3. Cultivo in vitro (CIV) dos
embrides

Apbs a FIV os provaveis zigotos foram
cultivados em grupo maximo de 25 por
gota de 100 pL de meio de cultivo,
constituido por meio SOF (Wells et al.,
1999) acrescido de 2,5% SFB e 0,5%
de albumina sérica bovina (BSA), sob
o0leo mineral. Os mesmos foram
mantidos em incubadora (38,5° C com
5% CO2 e 5% O, em ar e umidade
maxima), sem co-cultivo com células
da granulosa. No dia trés (D3) apos a
FIV, todos os embrides com quatro
células ou mais foram considerados
como clivados e, no dia cinco (D5) foi
realizada a substitui¢do de 50% do
volume das gotas de cultivo por meio
de cultivo novo.

No dia sete (D7) apos a FIV, os
embrides considerados excelentes (grau
I) ou bons (grau II) (segundo manual da
IETS, 2010) foram selecionados e
classificados de acordo com o estadio
de desenvolvimento:



- Mbrula compacta (Mc): embrido
compacto, com distinto espago
perivitelino, e sem blastocele;

- Blastocisto inicial (Bi): blastocele
presente e ocupando menos da
metade do embrido;

- Blastocisto (BD): blastocele
ocupando ja& metade do embrido e
a zona pelicida ainda mais
espessa;

- Blastocisto  expandido  (Bx):
embrido com didmetro aumentado,
blastocele ocupando mais da
metade do embrido e a zona
peluicida de espessura mais
delgada;

- Blastocisto eclodido (Be): embrido
com zona pelucida rompida ou
ausente.

2.5. Componentes econdmicos

Os desembolsos e as receitas foram
registrados em planilhas eletronicas de
forma a gerar o fluxo de caixa sobre o
qual  foram  calculados  indices
econdmicos da PIVE. Foi avaliada a
depreciagdo do laboratorio de PIVE,
anualmente, que, somada as despesas
fixas constituiram 0s custos
operacionais  fixos. Portanto, foi
possivel  quantificar os  custos
operacionais fixos e variaveis, e obter a
participacdo percentual de cada item no
custo.

As avaliagdes dos custos operacionais
foram realizadas tomando-se como
referéncia a quantidade de zigotos
submetidos ao cultivo in vitro (CIV)
dos grupos zebuinos e taurinos nos trés
anos de estudo. A partir da
manipulacdo laboratorial destes zigotos,
considerando a taxa de conversdao em
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blastocistos, ¢ que foram calculados
todos os custos visando a producdo
final do embrido in vitro.

Os custos operacionais fixos foram
representados pela infra-estrutura do
laboratorio de PIVE, tais como aluguel
do imovel (onde foi montado o
laboratorio), méquinas e equipamentos,
além das despesas gerais fixas, como
impostos e despesas (energia e
telefone). Os custos com aquisi¢do de
materiais de consumo para PIVE, meios
utilizados na PIVE (MIV, FIV e CIV),
servicos de mao-de-obra permanente e
temporaria no laboratorio de PIVE, e
servicos de manutengdo e reparos
foram considerados como fatores
variaveis.

Os custos operacionais totais foram
calculados somando-se o0s custos
operacionais fixos mais os operacionais
variaveis. Os custos médios foram
calculados dividindo 0 custo
operacional total pela quantidade de
embrides viaveis produzidos de acordo
com cada grupo genético trabalhado.

Cabe ressaltar que os custos de doses
de sémen utilizadas nos procedimentos
da PIVE, embora represente pouco, ndo
entraram  como  desembolso  do
laboratério, mas sim do cliente.

As receitas do laboratorio de PIVE,
analisando um estudo diferenciado em
doadoras dos grupos Taurino e
Zebuino, foram caracterizadas pelo
preco de venda do embrido viavel
multiplicado pela quantidade dos
mesmos produzidos no laboratorio em
relacdo a cada doadora trabalhada nos
dois grupos avaliados. A receita média
foi calculada dividindo a receita total
pelas  quantidades de  embrides
produzidos (grupos Taurino e Zebuino)
em determinado ciclo anual.
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A avaliagdo da viabilidade econdmica
foi baseada na metodologia proposta
por Frank (1978) e utilizada por Costa
et al. (1986), Corréa et al. (2000),
Guimaraes et al. (2005) e Barbosa et al.
(2010), utilizando-se para isto os
indicadores: margem bruta (receita total
— custos operacionais varidveis); lucro
operacional ou margem liquida (receita
total — custos operacionais totais).
Como indexador de precos foi utilizado
o dolar oficial americano.

O retorno do capital investido (RCI) foi
utilizado como parametro de avaliacdo
de investimentos, assim definido:

- Retorno do capital investido (RCI) =
¢ a proporcdo obtida pelos
resultados gerados anualmente nesta
atividade, apurada pela expressdo:
retorno do capital investido = lucro
+ capital investido na atividade. O
RCI foi avaliado pelo lucro
operacional.

O célculo do RCI foi determinado pela
equacao:

RCI = Lucro(operacional)

x100

Desembolso + Patrimdnio
em que:

¢ RCI =retorno do capital investido;

* Lucro(operacional) = receita total
— custos operacionais totais;

* Desembolso = custos operacionais

variaveis + fixos (sem
depreciacgdo);
e Patrimodnio = materiais e

equipamentos do laboratorio.

O valor patrimonial foi calculado em
fun¢do do total de bens, a cada ano,
multiplicado pelo valor de mercado,
segundo Nogueira (2004). As maquinas
e equipamentos do  laboratorio
receberam seus valores somando os
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investimentos que foram realizados a
cada ano e descontados os valores das
depreciagdes. A variagdo patrimonial
foi calculada pelo resultado do valor do
patriménio no ano subsequente em
relagdo ao ano estudado.

Foram calculados outros indicadores
econdmicos na avaliacdo dos grupos
genéticos estudados, a seguir:

1) Custo do embrido produzido (RS)
= custo operacional total (R$/ano)
+ embrides produzidos dentro de
cada grupo genético;

2) Receita bruta/embrido (R$) =
receita bruta (R$/ano) + total de
embrides produzidos dentro de
cada grupo genético;

3) Margem bruta/embrido (R$) =
margem bruta (R$/ano) + total de
embrides produzidos dentro de
cada grupo genético;

4) Lucro operacional/embrido (R$) =
lucro operacional obtido ~+ total de
embrides produzidos dentro de
cada grupo genético;

O ponto de residuo foi calculado como
pardmetro de indicacdo do nivel de
producdo no qual a atividade tem seu
custo operacional igual a receita total
(Reis, 2002). Auxilia na indicagdo do
quanto a empresa, no caso O
laboratdrio, tem que faturar para nao
trabalhar no prejuizo (Antunes e Ries,
2001; Reis, 2002; Correia Neto, 2007).

O céalculo do ponto de residuo foi
determinado pela equacao:

Or = COFanual(RS)
RMédia — COVmeédio




em que:

* Qr = quantidade a ser vendida
(ponto de residuo);

* COFanual = custo operacional
fixo anual

* RMédia = receita média /
embrido;

* COVmédio = custo operacional
variavel / zigoto em CIV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Caracterizacio do programa de
OPU-PIVE estudado e respectiva
competéncia do desenvolvimento
embrionario in vitro

Nos trés anos de avaliagdes, o
grupamento  genético Bos  taurus
indicus, composto por doadoras das
racas Nelore, Gir e Guzerd, apresentou
um total de 26.279 embrides
produzidos em laboratorio. J4 com o
Grupo Taurino (Bos taurus taurus),
formado por doadoras das racas
Holandés, Jersey e Pardo Suico,
obteve-se um total de 10.470 embrides
in vitro.

Do total de 26.279 embrides produzidos
e analisados no Grupo Zebuino, 15.442,
8.851 e 1.986 foram referentes as
doadoras das racas Nelore, Gir e
Guzera, respectivamente. No Grupo
Taurino, do total de 10.470 embrides,
9.136, 1.228 e 106 foram referentes as
racas Holandés, Jersey e Pardo Suigo,
respectivamente (Tabela 01).

Tabela 01 - Numero total e porcentagem dos embrides produzidos nos anos de 2010, 2011 e 2012

segundo a ra¢a da doadora

Embrides produzidos

Raca (%)
Nelore 42,0
Gir 24,1
Guzera 5,4
Holandés 24,9
Jersey 33
Pardo-Suico 0,3
Total 100,0

No ano de 2010, considerando o Grupo
Zebuino, com 2.109 doadoras trabalhadas
em 640 sessoes de OPU-PIVE, foram
colocados em cultivo in vitro 32.385
zigotos resultando na producdo de 8.602
embrides viaveis; no Grupo Taurino, com
1.248 doadoras trabalhadas em 200 sessoes
de OPU-PIVE, foram colocados em cultivo

in vitro 16.517 ob6citos resultando na
producdo de 3.500 embrides.

No ano de 2011, considerando o Grupo
Zebuino, com 2.092 doadoras trabalhadas
em 643 sessoes de OPU-PIVE, foram
colocados em cultivo in vitro 28.624
zigotos resultando na producgdo de 8.701
embrides; no Grupo Taurino, com 1.221
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doadoras trabalhadas em 211 sessdes de
OPU-PIVE, foram colocados em cultivo in
vitro 17.549 od6citos resultando na produgdo
de 3.885 embrides.

No ano de 2012, considerando o Grupo
Zebuino, com 2.237 doadoras trabalhadas
em 666 sessoes de OPU-PIVE, foram
colocados em cultivo in vitro 28.546

zigotos resultando na producdo de 8.976
embrides; no Grupo Taurino, com 1.179
doadoras trabalhadas em 225 sessdes de
OPU-PIVE, foram colocados em cultivo in
vitro 13.404 zigotos resultando na produgdo
de 3.085 embrides (Tabela 02).

Tabela 02 - Numero de sessdes de OPU, doadoras aspiradas, zigotos em CIV e embrides produzidos
segundo o grupo genético ¢ a raga da doadora nos anos de 2010, 2011 e 2012

2010 2011 2012
Sessdo Doadoras Zigotos Embrides Sessao Doadoras Zigotos Embrides | Sessio Doadoras Zigotos Embrides
OPU v produzides | OPU v produzidos| OPU Clv produzidos
Grupo 8.602" 8.701% 8.976"
640 2.109  32.385" 643 2.092  28.624" 666 2237  28.546"
Zebuino (71,1%) (69,1%) (74,4%)
.Nelore 360 846 15.578 4.711 370 1.042 15.560 5.402 341 1.059 14.979 5.329
.Gir 208 1.037  13.300 3.065 199 883 10.428 2.606 232 1.058 11.907 3.180
.Guzera 72 226 3.507 826 74 167 2.636 693 93 120 1.660 467
Grupo ) 3.500° ) 3.885° . 3.085"
200 1.248 16.517 211 1.221 17.549 225 1.179 13.404
Taurino (28,9%) (30,9%) (25,6%)
.Holandés 158 883 12.620 2.622 177 1.109 16.520 3.730 157 1.000 11.730 2.784
Jersey 35 350 3.701 852 29 101 949 135 58 152 1.440 241
.Pardo 7 15 196 26 5 11 80 20 10 27 234 60
Suico

“>Valores com letras sobrescritas distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo Teste do Qui-quadrado.

Em 2010, do total de 32.385 zigotos em
CIV do Grupo Zebuino, obteve-se uma taxa
de conversdo em blastocistos de 26,56% e
no Grupo Taurino de 16.517 zigotos em

CIV, a taxa de conversdo em blastocistos
foi de 21,19%.
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Em 2011, do total de 28.624 zigotos em
CIV do Grupo Zebuino, obteve-se uma taxa
de conversdao em blastocistos de 30,40% e
no Grupo Taurino de 17.549 zigotos em

CIV, a taxa de conversdo em blastocistos
foi de 22,14%.



Em 2012, do total de 28.546 zigotos em
CIV do Grupo Zebuino, obteve-se uma taxa
de conversdao em blastocistos de 31,44% ¢
no Grupo Taurino de 13.404 zigotos em

Tabela 03 — Taxas de conversdo de zigotos no CIV em embrides vidveis segundo o grupo genético ¢ a

raga da doadora nos anos de 2010, 2011 ¢ 2012

CIV, a taxa de conversdo em blastocistos
foi de 23,02% (Tabela 03).

2010 2011 2012 Média / Raca
Grupo Zebuino 26,56% 30,40% 31,44% 29,47%"*
Nelore 30,24% 34,72% 35,58% 33,51%
.Gir 23,05% 24,99% 26,71% 24,91%
.Guzera 23,55% 26,29% 28,13% 25,99%
Grupo Taurino 21,19% 22,14% 23,02% 22,11%b
.Holandés 20,78% 22,58% 23,73% 22,36%
Jersey 23,02% 14,23% 16,74% 17,99%
.Pardo Suicgo 13,27% 25,00% 25,64% 21,30%
Média anual 24,75% 27,26% 28,75% 26,92%

%0 Porcentagens com letras sobrescritas distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo Teste do

Qui-quadrado.

Dentre as doadoras zebuinas analisadas nas
sessoes de OPU nos trés anos de estudo,
estas tiveram uma maior quantidade de
zigotos submetidos ao cultivo in vitro e
que, por fim, resultaram em mais embrides
produzidos na comparagdo feita com
doadoras taurinas.

O numero de oodcitos aspirados por sessiao
de aspiragdo folicular, assim como o
montante de zigotos em CIV, esta
diretamente relacionado com a quantidade
de foliculos antrais presente nos ovarios no
momento da aspiragcdo (Boni et al., 1997,
Viana, 2002), ou seja, fémeas que possuem
maior numero de foliculos antrais por onda
de crescimento folicular produzem mais
odcitos por sessdo de aspiragdo, resultando
na producdo de mais zigotos que entrardo
em cultivo. Este maior nimero de odcitos
refletem em wuma maior producdo de
embrides e prenhezes. Caracteristicas estas
observadas em  matrizes  zebuinas,

particularmente as da raca Nelore (Nonato
Jr. et al., 2004; Pontes et al., 2009; Pontes
etal.,2010).

3.2 — Analise dos custos de producio e de
investimentos

Os resultados das andlises econdmicas
apresentados a seguir destacam os
principais indicadores econdmicos da
atividade de PIVE em um laboratorio
especializado, envolvendo respostas de
embrides produzidos de doadoras zebuinas
e taurinas avaliadas.

O custo operacional total de zigotos em
CIV que resultaram em embrides viaveis
durante os anos de 2010, 2011 e 2012 foi de
R$ 1.351.287,65, com maior participagdo
para os meios de cultivo utilizados na PIVE
(55,34%) e mao-de-obra do laboratorio
(27,76%) (Tabela 04). A participacdo
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elevada destes dois itens determinaram uma
maior participagdo dos custos operacionais
variaveis na analise econdémica realizada.

O custo operacional total (COT) médio por
zigoto em CIV no laboratério, nos anos de
2010, 2011 e 2012, foi de R$ 36,78. O
custo operacional variavel (COV) médio
por zigoto em CIV foi de R$ 33,39. Ja o
custo operacional fixo (COF) médio por
zigoto em CIV foi de R$ 3,39. Os custos
operacionais médios por zigoto em CIV
variaram em func¢do dos anos avaliados. A
melhor taxa de conversdo de zigotos no
CIV que resultou no aumento do ntimero de
blastocistos produzidos em 2010, 2011 e
2012, proporcionou menor custo
operacional total médio/zigoto em CIV, R$
38,96, R$ 36,03 e R§ 3535,
respectivamente. Nessa situagdo, a maior
producdo de embrides em funcdo da melhor
conversdo dos odcitos, proporcionou
reducdo dos custos unitarios variaveis pela
maior escala (Tabela 04).

O maior numero de sessdes de OPU
envolvendo um maior numero de fémeas
aspiradas em cada um dos trés anos do
estudo foi de doadoras zebuinas, onde além
de possuirem uma melhor taxa de
conversao de odbcitos em embrides,
resultaram em maior quantidade de
blastocistos produzidos. O preco médio de
venda dos embrides (R$/Emb.) manteve-se
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constante nos trés anos avaliados. A receita
total aumentou de 2010 para 2011, com
uma pequena redugdo no ano de 2012
decorrente de uma menor produgdo de
embrides de doadoras do Grupo Taurino
neste ano (Tabela 04).

A receita total acumulada conseguiu pagar
todos os custos operacionais do laboratorio
nos trés anos do estudo, determinando um
lucro operacional acumulado de RS
1.221.142,35. O retorno do capital
investido acumulado ficou em 211,37%,
tendo uma média anual de 70,46% (Tabela
04). A atividade de PIVE avaliada neste
estudo teve, entdo, uma receita superior aos
custos operacionais, determinando grande
capacidade =~ do  laboratorio  crescer
economicamente no longo prazo.

O fato da receita total do laboratério ter
possibilitado cobrir todos os custos
operacionais nos trés anos avaliados,
apresentando lucros operacionais sempre
positivos e com retorno do capital com
elevada porcentagem, acabou
determinando, dessa maneira, a
permanéncia estavel do preco de venda do
embrido sem reajustes futuros. A propria
margem liquida significativa obtida com a
producdo dos embrides e posterior venda,
possibilitaria descontos em negociacdes
comerciais realizadas para programas de
PIVE em larga escala, por exemplo.



Tabela 04 - Indicadores financeiros anuais de uma central comercial de PIVE com valor acumulado do
periodo e a média dos anos de 2010, 2011 ¢ 2012

2010 2011 2012
Total R$ Total RS Total RS Acumulado Média %COT
Custos Oper.
Varidveis s COV 430.771,25 412.411,74 383.497,75 1.226.680,74  408.893,58 90,78
COV / Zigoto em CIV 35,60 32,77 31,80 100,16 33,39 -
Materiais de consumo 35.544,23 28.106,85 40.093,59 103.744,67 34.581,56 7,68
do lab. e manutengéo
Ilﬁi,‘gs utilizados na 280.449,30 261.626,03 205.776,69 747.852,02 249.284,01 5534
Mio-de-obra (lab.) 114.777,72 122.678,86 137.627,47 375.084,05 125.028,02 27,76
ggs;"s Oper. Fixos — 40.751,60 41.052,06 42.803,25 124.606,91 41.535,64 9,22
COF / Zigoto em CIV 3,37 3,26 3,55 10,18 3,39 -
Despesas gerais 29.568,97 29.869,43 31.620,62 91.059,02 30.353,01 6,74
Depreciaio 11.182,63 11.182,63 11.182,63 33.547,89 11.182,63 2,48
ggs;" Oper. Total - 471.522,85 453.463,80 426301,00  1.351.287,65  450.42922 100
COT / Zigoto em CIV 38,96 36,03 35,35 110,34 36,78 -
Receita bruta 847.140,00 881.020,00 844.270,00  2.572.430,00  857.476,67 -
Receita bruta / embrido 70,00 70,00 70,00 210,00 70,00 -
Margem bruta 416.368,75 468.608,26 460.772,25 1.345.74926  448.583,09 -
. 1
ig;m operacional’ - 375.617,15 427.556,20 417.969,00 1221.142,35  407.047,45 -
Lucro operacional/emb. 31,04 33,97 34,65 99,66 33,22 -
Retorno capital - LOp 62,59% 73,46% 75,32% 211,37% 70,46% -
];:;iai;zoﬁclal (USS$) - 1,761 1,675 1,954 - 1,797 -

"Lucro operacional = margem liquida
2 Fonte: Finance One, 10 de outubro de 2013

O ponto de residuo acumulado foi de 1.134
embrides produzidos por ano, o que indica
o quanto de embrides o laboratdrio teria
que vender para ndo trabalhar no prejuizo,
isto ¢, receita igual ao custo (Antunes e
Ries, 2001; Reis, 2002; Correia Neto,
2007).

No estudo realizado, considerando um
cenario real de andlises de dados gerados
no laboratorio de PIVE, a taxa de conversdo
média de zigotos no CIV em blastocistos de
todas as racas juntas avaliadas, nos trés
anos de analise, foi de 26,92% (Tabela 02).

Ao analisar os dados separados, fazendo
uso de uma simulagdo econOmica, de
acordo com a taxa de conversdo de zigotos
no CIV em embrides, os resultados
apresentaram diferengas entre cada raca
estudada.

A simulagdo proposta consistiu no uso da
taxa de conversdo de zigotos no CIV em
embrides vidveis produzidos de cada raca
estudada, possibilitando uma andlise
financeira ajustada semelhante a mostrada
na Tabela 05. O custo operacional total
médio por zigoto em CIV de doadoras do
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Grupo Zebuino, na simulagdo feita, ficou
em R$ 35,82 contra uma média de R$ 50,66
do Grupo Taurino. Essa diferenga torna-se
ainda mais acentuada quando a simulagdo
foi realizada com fémeas das ragas que
apresentaram a maior taxa de conversdo —
no caso, a raca Nelore com uma taxa de
conversdo média de zigotos no CIV em
blastocistos de 33,51% - e com fémeas das
racas que tiveram a menor taxa de
conversdo — raca Jersey, com uma taxa de
conversio média de 17,99%. O custo
operacional total médio por zigoto em CIV
de doadoras Nelore e doadoras Jersey foi de
RS$ 29,58 ¢ R$ 57,21, respectivamente.
Uma diferenga de custo de R$ 27,63 em
cada embrido final produzido (Tabela 05).

Embora doadoras da ragca Pardo Suico
(Grupo Taurino) tenha apresentado baixa
recuperacao de odcitos pela técnica de OPU
em funcdo da caracteristica fisidlogica

dessa raca de possuir baixa populagdo
folicular quando comparado a animais
zebuinos, essas fémeas mostraram uma boa
conversdo de zigotos no CIV em
blastocistos produzidos, particularmente
nos anos 2011 e 2012. Essa melhor taxa de
conversao provavelmente teve influéncia no
uso de diferentes touros no acasalamento
das doadoras nestes dois anos em questao,
em comparagdo ao ano de 2010. Situacdo
esta que determinou um menor custo de
embrides produzidos a partir destas
doadoras em particular. J& fémeas da raca
Jersey apresentaram uma menor taxa de
conversdo de zigotos no CIV em embrides
nos anos de 2011 e 2012, diferente da
melhor taxa alcancada em 2010,
caracterizando um maior custo na producao
de blastocistos nos ultimos dois anos
(Tabela 05).

Tabela 05 — Custos operacionais totais médios por zigoto em cultivo in vitro (R$/ano) de acordo com a
raca e o grupo genético das doadoras nos anos de 2010, 2011 ¢ 2012

2010 2011 2012 Média
RS / Zig.CIV RS / Zig.CIV RS / Zig.CIV RS / Zig.CIV

Grupo Zebuino 38,22 34,98 34,25 35,82
Nelore 31,88 28,29 28,56 29,58
Gir 41,84 39,30 38,05 39,73
Guzera 40,94 37,36 36,12 38,14
Grupo Taurino 53,66 50,61 47,72 50,66
Holandés 46,41 43,50 42,82 44,24
Jersey 41,88 69,04 60,72 57,21
Pardo Suigo 72,69 39,28 39,63 50,53
Média anual 45,94 42,79 40,98 -

Zig.CIV = zigoto em cultivo in vitro

Na simulagdo feita com informacdes das
taxas de conversdo de zigotos no CIV em
embrides produzidos de cada raca avaliada,
foi possivel definir os lucros operacionais

por embrido produzido in vitro. Nas
doadoras do Grupo Zebuino, o lucro
operacional médio por producdo de
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blastocisto nos trés anos de estudo foi de
R$ 34,18; doadoras do Grupo Taurino
apresentaram um lucro operacional médio
de R$ 19,34. Analisando essa simulagdo
separadamente nas ragas que apresentaram
maior e menor produgdo de embrides,
observa-se na raca Nelore um lucro médio



por embrido de R$ 40,42 contra R$ 12,79
de embrides produzidos nas fémeas da raca
Jersey (Tabela 06).

Situacdes onde a producdo de embrides foi
mais baixa em decorréncia da menor taxa
de conversdo de zigotos no CIV em
blastocistos, como por exemplo nos anos de

2011 e 2012 para fémeas da raca Jersey e
em 2010 para fémeas Pardo Suica — onde
foi obtido prejuizo (Tabela 06), acabam
estabelecendo diretrizes na tomada de
decisdes para reajustes de precos de venda
de embrido, no intuito de evitar prejuizos.

Tabela 06 — Lucros operacionais por embrido produzido in vitro (R$/ano) de acordo com a raga e o grupo

genético das doadoras nos anos de 2010, 2011 ¢ 2012

2010 2011 2012 Média

RS / Emb. RS / Emb. RS / Emb. RS / Emb.
Grupo Zebuino 31,78 35,02 35,75 34,18
Nelore 38,12 41,71 41,44 40,42
Gir 28,16 30,70 31,95 30,27
Guzera 29,06 32,64 33,88 31,86
Grupo Taurino 16,34 19,39 22,28 19,34
Holandés 23,59 26,50 27,18 25,76
Jersey 28,12 0,96 9,28 12,79
Pardo Suigo (2,69) 30,72 30,37 19,47
Média anual 24,06 27,21 29,02 -

Valores numéricos entre parénteses sdo negativos
Emb. = embrido

4. CONCLUSOES

- A exploragdo de doadoras zebuinas na
PIVE aliada a uma prévia sele¢do daquelas
com melhor resposta na recuperacdo de
odcitos pela técnica de aspiracdo folicular,
proporcionou  alta  produtividade de
embrides quando comparadas com
doadoras taurinas.

- A receita total do laboratdrio comercial de
PIVE, analisada em 2010, 2011 e 2012,
remunerou totalmente os custos do capital
investido no negoécio e teve margem liquida
(lucro operacional).

- A margem de lucro obtida no laboratério
de PIVE possibilita a flexibilizacdo do
preco de venda do embrido, podendo o
mesmo ser submetido a descontos.

- A maior taxa de conversdo de zigotos em
cultivo in vitro na producdo de embrides
vidveis de doadoras zebuinas determinou
menores custos operacionais de produgdo
final do embrido em laboratorio e,
consequentemente, maiores lucros
operacionais na comparacdo feita com
doadoras taurinas.
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CAPITULO 3 - PRODUCAO IN VITRO EM LARGA ESCALA DE EMBRIOES
BOVINOS DE CORTE FERTILIZADOS COM SEMEN SEXADO PARA MACHO:
ANALISE COMPARATIVA EM SIMULACAO COM IATF

RESUMO

O investimento no setor de biotecnologia de reprodugdo animal, no intuito de intensificar o
melhoramento genético de rebanhos de corte de alta produtividade, torna-se de grande valia. A
producdo in vitro de embrides bovinos (PIVE) ¢ uma biotécnica que, aliada ao uso de sémen
sexado, possibilita a multiplicagdo de fémeas de alto valor genético. O estudo proposto,
conduzido em uma estacdo de monta de uma fazenda comercial de bovinos de corte, teve como
objetivo a andlise técnica e econdmica da producdo em larga escala de machos de corte oriundos
de embrides in vitro, produzidos a um baixo custo, fertilizados com sémen sexado para macho,
e inovulados pela técnica de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). Foram
sincronizadas 974 fémeas Nelore e cruzadas para o experimento, obtendo uma taxa de
aproveitamento de 84,4%. Objetivando reduzir o custo de produgdo de embrides in vitro, o
processo de aspiracdo folicular de fémeas vivas foi substituido pela coleta de ovarios de fémeas
Nelore abatidas em frigorifico. Um total de 3.054 odcitos foram coletados de 500 ovérios,
resultando na produgdo de 1.050 embrides fertilizados com sémen sexado para macho da racga
Angus. 822 embrides foram transferidos, obtendo 345 prenhezes (42%), sendo 328 (95,1%)
machos e 17 (4,9%) fémeas. Uma simulacdo, com dados da propria fazenda, utilizando a IATF
com sémen sexado, foi usada para estudo comparativo. indice de 30% de prenhez foi obtido na
IATF, resultando em 278 machos e 15 fémeas. O projeto com embrides, apds venda de bezerros
desmamados, tera margem bruta de R$135.382,00, contra U$132.855,00 na simulagéo feita na
IATF com sémen sexado. A metodologia proposta de aspiragdo de ovarios de fémeas abatidas
em projeto de produgdo de embrides machos em larga escala, com reducdo do custo da PIVE,
representa nova alternativa de mercado em sistemas de produgdo de carne.

Palavras chave: embrides, produgdo in vitro, sémen sexado, margem bruta, bovinos de corte.

ABSTRACT

Investment on animal reproduction biotechnology, in order to improve high productivity of
livestock, represent a great value. The in vitro production (IVP) bovine embryos is a biotech
that, associated with use of sexed semen, allows the multiplication of females of high genetic
value. This study, conducted in a breeding season from a commercial beef cattle farm, aimed to
analyse, technically and economically, the large-scale production of male calves derived from
1IVP embryos, at a low cost, fertilized with sexed semen and using the fixed-time embryo transfer
(FTET) technique. 974 Nelore and cross-breeding females were synchronized, achieving an
utilization rate of 84.4%. In order to reduce the cost of IVP embryos, OPU technique was
replaced by collecting ovaries of slaughtered Nelore cows. A total of 3054 oocytes were
collected from 500 ovaries, resulting in production of 1050 embryos fertilized with male Angus
sexed semen. 822 embryos were transferred, achieving 345 pregnancies (42%), with 328
(95.1%) males and 17 (4.9%) females. A simulation with data from the farm itself, using fixed-
time aritificial insemination (FTAI) with sexed semen, was used for a comparative study. 30%
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pregnancy rate was obtained in the FTAI resulting in 278 males and 15 females. The FTET
project, after the sale of weaned calves, will have a gross margin of R$135,382.00 against
R$132,855.00 from FTAI simulation with sexed semen. The proposed methodology of ovum
pick-up of ovaries from slaughtered cows to realize a project of large-scale male embryos,
reducing the cost of IVP, represent a new market alternative in beef cattle systems.

Keywords: embryos, IVP, sexed semen, gross margin, beef cattle.

1. INTRODUCAO

No mercado mundial de carne bovina, o
Brasil ¢ o segundo maior produtor
mundial, respondendo por 16% da
producdo do mundo, ficando atras
somente dos Estados Unidos. Destacou-
se nos ultimos anos como o0 maior
exportador de carne, embora em 2011
tenha ocupado o 2° lugar deste ranking,
ficando atras da Australia (United
States, 2011a). Atualmente ocupa o 5°
lugar no ranking da producdo mundial
de leite (United States, 2011b),
destacando-se no cenario internacional
como produtor de proteina animal.

Diante da perspectiva do aumento do
consumo mundial de carne, aliada a
necessidade de se adotar manejos mais
eficientes e sustentaveis na pecudria,
que vem progressivamente recebendo a
forte influéncia do elevado custo da
terra e da escassez de mao-de-obra
qualificada para o campo, a
bovinocultura de corte brasileira ainda
usufrui de condi¢des que a favorece.
Dentre  elas, pode-se citar a
competitividade dos sistemas de
producdo a pasto, o clima tropical, a
grande variabilidade de subprodutos
agricolas e empresas, principalmente do
segmento de nutricdo e reproducdo
animal, existentes no mercado e a
genética adaptada as  condigdes
brasileiras. A pecuaria brasileira devera
incorporar algumas tendéncias
mundiais para continuar competitiva,

que incluem o associativismo a fim de
negociar melhor seus produtos, a
adocdo de padrdes internacionais de
qualidade em escala para atingir
melhores mercados e a adocdo de
praticas sustentdveis, exigéncia do
consumidor de maior poder aquisitivo
(Barbosa e Souza, 2007).

Para se manter nessa posicdo, o0
investimento em biotécnicas
reprodutivas e a melhoria dos indices
reprodutivos do rebanho brasileiro sdo
de grande importincia, uma vez que a
multiplicacao de individuos
geneticamente superiores pode
possibilitar ~um  incremento  na
produtividade dos rebanhos, reduzindo
assim custos unitarios de produgdo, ou
ainda aumentar a receita total da
atividade.

A industria da producdo de embrides
bovinos tem sido constantemente
aprimorada durante a ultima década, e
atualmente, o Brasil ocupa posi¢do de
destaque, como sendo um dos maiores
produtores de embrides bovinos do
mundo, particularmente pela producdo
in vitro de embrides (PIVE) associada a
técnica de aspiracdo folicular ovariana
guiada por ultrassonografia (OPU),
sendo responsavel por
aproximadamente 26% do total de
transferéncias realizadas em todo o
mundo (Viana, 2012). Segundo Viana
(2012), em 2011 foi comunicada a
producdo de mais de 350.000 embrides
bovinos no Brasil, 90,7% dos quais
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produzidos em laboratério. Comparado
a outros paises, existe um cenario unico
da tecnologia de PIVE hoje no Brasil,
com uma forte tendéncia para a
substituicao da técnica de
superovulagdo, colheita e transferéncia
de embrides (MOET) pela OPU-PIVE
(Pontes et al., 2009). Uma importante
razdo para explicar esta situacdo estd na
maior producao natural de
foliculos/o6citos de fémeas Bos taurus
indicus em relagdo as fémeas Bos
taurus taurus (Pontes et al., 2009).

Além da situacdo referente as racas
zebuinas, o cenario da PIVE nacional
pode ser compreendido por algumas
outras  particularidades: a grande
quantidade de laboratérios privados
com dominio da técnica e os altos
precos, por vezes especulativos,
alcangados por bovinos de elite (Pontes
et al., 2009). Embora nos ultimos anos
a situagdo de mercado tenha se
estabilizado, tais aspectos em muito
contribuiram para a consolidacdo da
técnica no Brasil. A partir destes
aspectos,  profissionais  brasileiros
estabeleceram em outros paises o
sucesso obtido aqui, e atualmente ha
laboratdrios comerciais com tecnologia
nacional em paises da América Central,
do Norte, do Sul e mesmo em outros
continentes.

Mesmo com toda a tecnologia referente
a producdo in vitro de embrides em
larga escala no Brasil, uma grande
lacuna refere-se a escassez de
informagdes sobre grandes programas
de PIVE particularmente em animais
Bos taurus indicus, pois a maior parte
dos relatos e levantamentos decorre de
informacdes pessoais ou dados de
associagdes, condicdes que ndo
permitem uma andlise mais detalhada
dos aspectos técnicos do processo.

Considerando a crescente eficiéncia do
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uso de sémen sexado na PIVE,
permitindo a producdo, por exemplo, de
um grande numero de machos para a
industria de carne em um periodo curto,
0 objetivo deste estudo foi analisar de
maneira técnica e econdmica dentro de
uma estagdo de monta de uma fazenda
comercial de bovinos, a viabilidade na
producdo em larga escala de machos de
corte oriundos de embrides fertilizados
com sémen sexado, produzidos, a um
baixo custo, em laboratorio, associando
o uso da técnica de transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF). Uma
analise comparativa com resultados
obtidos no mesmo periodo com o uso
de sémen sexado na inseminagdo
artificial em tempo fixo (IATF)
também foi realizada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e Animais Experimentais

O experimento foi realizado na Fazenda
Primavera, do Grupo Quagliato,
localizada no municipio de Xinguara,
sul do Para, durante o periodo de
estacdo de monta de novembro de 2011
a fevereiro de 2012.

Um total de 974 vacas primiparas e
multiparas mesticas (Y2 Angus x %
Nelore) e Nelore, foram usadas como
receptoras de embrides. Estas fémeas
foram selecionadas de acordo com uma
adequada condigd0o corporal, com
escore de condicdo corporal (ECC)
entre 2,5 e 4 (escala 1-5) e ciclo estral
normal.

2.2. Preparo dos animais

Um protocolo de TETF foi usado para a
sincronizagdo do estro das receptoras.



Estas fémeas foram previamente
submetidas a uma avaliagdo
ginecologica, onde somente aquelas
que estavam ciclando é que foram
protocoladas. Cada receptora recebeu
um implante intravaginal de
progesterona (CIDR, Zoetis, Hamilton,
Nova Zelandia) e 2 mg de benzoato de
estradiol (Estrogin, Farmavet, Sao
Paulo, SP, Brasil) no Dia 0. Os
implantes de progesterona foram
retirados no Dia 8, quando essas fémeas
também receberam 300 Ul de eCG
(Novormon, Syntex, Buenos Aires,
Argentina), 150 pg de d-cloprostenol
(Preloban, Intervet, Sao Paulo, SP,
Brasil) e 1 mg de cipionato de estradiol
(ECP, Zoetis, Guarulhos, SP, Brasil).
Nao foi realizada a detecgdo visual de
estro dos animais; o Dia 10 foi
considerado como o dia do estro. Os
embrides foram transferidos no Dia 17.
Antes de cada procedimento de
transferéncia de  embrido (TE),
realizava-se uma breve avaliacao
ginecoldgica por palpagdo retal para
confirmacdo da presenca e da
localizagdo do corpo luteo, juntamente
a um prévio exame do didmetro e tonus
uterino. Para reducdo dos movimentos
peristalticos ¢ o menor desconforto do
animal, eram injetados 4 ml de
lidocaina a 2% (Anestésico L, Pearson,
Sao Paulo, SP, Brasil) no espaco
epidural.

A Fazenda Primavera, onde foram
realizados os procedimentos de TETF,
estd localizada a aproximadamente 40
km de distdncia do laboratério de
PIVE, na cidade de Xinguara (PA),
onde foram produzidos os embrides.

2.3. Colheita de Ovarios e Aspiracio
Folicular

Ovérios de um total de 250 fémeas
Nelore abatidas no Frigorifico Rio

Maria, localizado na cidade de Rio
Maria, a 25 km de Xinguara (PA),
foram utilizados para a realiza¢do dos
experimentos.

Mesmo aproveitando ovarios de fémeas
Nelore comuns abatidas, o processo de
escolha ndo foi aleatério. Para reduzir o
risco de se multiplicar animais de baixa
qualidade genética, um veterinario da
equipe acompanhou o abate e
selecionou o material genético apds
seguir alguns critérios zootécnicos,
como qualidade de carcaca,
profundidade de costelas, idade de
abate e peso. Cabe ressaltar que a
maioria das fémeas abatidas para este
experimento foram do proprio criador,
o que facilitou o processo de escolha.

Apos o abate do animal, era realizada
abertura do abdomen e os ovarios eram
retirados assepticamente, sendo
colocados em saco plastico estéril.
Foram coletados 500 ovarios, que
foram retirados aleatoriamente
independente da idade, prenhez ou ciclo
reprodutivo.  Foram  transportados
rapidamente para o laboratorio de PIVE
em solucdo salina tamponada (D-PBS;
Gibco Laboratories, Grand Island, NY,
EUA) em temperatura ambiente.

No Ilaboratério, o0s ovarios eram
colocados sobre um campo estéril, sob
o fluxo laminar. Foliculos foram
aspirados com seringa descartavel de
10 ml conectada as agulhas 25X7
(22G). O liquido folicular obtido era
transferido para tubos de 15 ml e
mantidos em estufa a 38,5°C, por 20
minutos, para a sedimentagdo dos
odcitos.

2.4. Selecio e Maturacao In Vitro
(MIV)
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Apb6s o periodo de sedimentagdo, o
sobrenadante foi descartado e o
material decantado colocado em placas
de Petri descartaveis de 90 x 15 mm
(TPP®, Suécia). Sob
estereomicroscopio 0s odcitos
recuperados foram lavados em trés
gotas de meio TCM-199 (Gibco BRL;
Grand Island, NY, EUA) tamponado
com Hepes, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL;
Grand Island, NY, EUA), 0,20 mM de
piruvato de sodio (Sigma-Aldrich; St.
Louis, MO, EUA) e 83,4 pg/mL de
amicacina (Instituto Biochimico, Rio de
Janeiro, Brasil).

Foram utilizados como critérios de
avaliacdo dos odcitos, os aspectos do
citoplasma quanto a cor,
homogeneidade e integridade, presenca,
numero de camadas e grau de expansao
das células do cummulus oophorus.
Foram  definidas  categorias  de
classificacdo dos complexos cummulus
oophorus segundo Costa et al. (1997),
conforme descrito na Tabela 01. Foram
considerados adequados para o cultivo
in vitro os complexos cummulus
oophorus de graus I e 1.

Tabela 01 — Critérios para a classificagdo morfologica dos complexos cummulus oophorus recuperados

Categoria

Descricao

Grau I

Grau II

Parcialmente desnudos

Desnudos e/ou degenerados

Expandidos

Zona pelucida

Complexos cummulus oophorus compactos apresentando
trés ou mais camadas de células do cummulus; odcitos
com citoplasma escuro e homogéneo ou apresentando
pequenas irregularidades.

Complexos cummulus oophorus compactos apresentando
menos de trés camadas de células do cummulus; odcitos
com citoplasma escuro e homogéneo ou apresentando
pequenas irregularidades.

Odcitos apresentando areas inferiores a um tergo de sua
superficie sem células da granulosa.

Odcitos apresentando a maior parte ou a totalidade de
sua superficie sem células da granulosa e/ou
apresentando sinais evidentes de degeneragdo, como
vacuolizagdo intensa ou desintegracdo do citoplasma.

Complexos cummulus oophorus apresentando expansio
das células do cummulus, com aumento de volume total e
aspecto gelatinoso.

Zona pelucida rompida, sem o conteudo citoplasmatico.

(Fonte: Costa et al., 1997)

Na sequéncia, grupos de 15 a 25 odcitos
foram transferidos para placas de Petri de
60 x 15 mm (TPP®, Suécia) mantidos
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EUA) (38,5 C com atmosfera de 5% CO,
em ar e umidade méaxima), sob 6leo mineral



(D’ Altomare, Santo Amaro, SP, Brasil), em
gotas de 100 pL de meio de maturagdo in
vitro (MIV), constituido por meio TCM-
199 suplementado com 10% de SFB, 1
pg/mL  FSH  (Folltropin™,  Bioniche
Animal Health, Belleville, Ont., Canada),
50 pg/mL hCG (Profasi™, Serono, Sao
Paulo, Brasil) e 1 ug/mL estradiol (estradiol
17-B, Sigma E-8875), 0,20 mM de piruvato
de sodio (Sigma P-4562) e 83,4 pg/mL de
amicacina, durante 24 horas.

2.5. Preparo do sémen e Fertilizacdo In
Vitro (FIV)

Apos a maturagdo in vitro (MIV), os
odcitos foram colocados em gotas de 90 pL
de meio Tyrodes (TALP), suplementado
com 0,6 % de albumina sérica bovina (BSA
- Fraction V, Sigma, EUA), 50 ug/mL de
gentamicina, 22 pg/mL de piruvato, e 10
pg/mL de heparina (Parrish ef al., 1986). A
heparina foi utilizada para capacitar os
espermatozoides bovinos. Dois touros da
raca Aberdeen Angus com doses de sémen
sexado para macho foram utilizados. Estes
dois touros apresentavam indice a desmama
(composto por 50% para DEP ganho de
peso ao nascimento a desmama e os outros
50% subdivididos para as DEPs nas
caracteristicas visuais — conformacao,
precocidade e musculatura) de 31,41 e
29,14 kg, enquadrando-se na categoria Top
10 para indice a desmama, segundo o
sumério do PROMEBO® (Programa de
Melhoramento de Bovinos de Carne). As
palhetas foram descongeladas por 20
segundos em 4agua aquecida a 35°C,
depositadas em tubo cénico de 15 mL e
centrifugadas  através de  gradiente
descontinuo de Percoll 45-90% (Sigma,
EUA), por cinco minutos a 2.900 rpm.
Apbs esta primeira centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e o “pellet”
contendo os espermatozoides foi re-
suspendido em 1 mL do mesmo meio da
fecundacdo in vitro, para que fosse
novamente centrifugado por 5 minutos a

900 rpm.

Apos  processamento do sémen, a
concentracdo de espermatozdides vivos foi
ajustada para 25x10° células méveis/mL e o
volume de quatro microlitros de sémen (10
espermatozoides) foi adicionado em cada
gota de 90 puL de meio TALP-FIV (meio de
fecundagdo), sob 6leo mineral, j& contendo
0os oocitos maturados. O co-cultivo dos
obcitos e espermatozoides ocorreu durante
20-22 horas, em incubadora a 38,5° C com
5% CO; em ar e umidade maxima.

2.6. Cultivo In Vitro (C1V)

Apos a FIV os provaveis zigotos foram
cultivados (grupo méximo de 25 por
microgota) em gotas de 100 pL. de meio de
cultivo, constituido por meio SOF (Wells et
al., 1999) acrescido de 2,5% SFB ¢ 0,5% de
albumina sérica bovina (BSA), livre de
acido graxo e 1 mM de glutamina, sob 6leo
mineral. A osmolaridade foi mantida em
270 — 280 mOsmol ¢ o pH em 7,4. Os
mesmos foram mantidos em incubadora
(38,5° C com 5% CO2 ¢ 5% O, em ar e
umidade méxima), sem co-cultivo com
células da granulosa. No dia trés (D3) apds
a FIV, todos os embrides com quatro
cé¢lulas ou mais foram considerados como
clivados e, no dia cinco (D5) foi realizada a
substituicdo de 50% do volume das gotas
de cultivo por meio de cultivo novo.

No dia sete (D7) apds a FIV, os embrides
considerados excelentes (grau 1) ou bons
(grau II), segundo manual da IETS (1998),
foram selecionados e classificados de
acordo com o estadio de desenvolvimento:
Morula compacta (Mo; embrido compacto,
com distinto espago perivitelino, e sem
blastocele);  Blastocisto  inicial  (Bi;
blastocele presente e ocupando menos da
metade do embrido); Blastocisto (BI;
blastocele ocupando ja metade do embrido
e zona pelucida com espessura ainda
grossa); Blastocisto  expandido  (Bx;
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embrido com  didmetro  aumentado,
blastocele ocupando mais da metade do
embrido e zona pelicida de espessura mais
fina); e Blastocisto eclodido (Be; embrido
com zona pelucida rompida ou ausente).

2.7. Transferéncia dos Embrides (TE)

Os embrides obtidos, todos no estadio de
blastocisto e blastocisto expandido, foram
transferidos para receptoras, livres de
doengas infecciosas e  reprodutivas,
previamente sincronizadas e preparadas
como descrito no item 2.2. Os embrides
foram transferidos através de inovulacdo
transcervical no corno uterino ipsilateral ao
ovario com corpo luteo.

Os servigos de TETF foram realizados em
apenas quatro dias e com um intervalo
pequeno entre as datas (dias 21 e 22 de
dezembro de 2011 e dias 27 e 28 de janeiro
de 2012).

2.8. Diagnéstico de gestacio e
identificacao do sexo fetal

O diagnéstico de gestagdo e a identificacao
do sexo fetal foram realizados com o
auxilio de ultrassom (Aloka SSD 500,
Tokyo, Japao), utilizando transdutor linear
de 5,0 MHz. De acordo com a localizagao
do tubérculo genital foi verificado o sexo
fetal. Buscava-se uma imagem ventral do
feto, quando o tubérculo genital era
visualizado préximo ao umbigo, o feto era
identificado como do sexo masculino e
quando localizava-se proximo a cauda, era
identificado como do sexo feminino. O
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diagnostico de gestacdo foi realizado
juntamente com a sexagem fetal aos 60 dias
de gestacao.

2.9. Inseminagdo Artificial em Tempo
Fixo (IATF)

Uma simulagdo para este experimento foi
feita utilizando a tecnologia da IATF com
sémen sexado para andlise comparativa
com a técnica de TETF. Foram utilizados
indices reais de concepcdo obtidos, na
propria fazenda, em outros lotes de fémeas
do plantel durante a estacdo de monta
analisada.

2.10. Componentes econdémicos

Os desembolsos e as receitas foram
computados em planilhas eletronicas para
estimar os custos do experimento,
permitindo o calculo de indicadores
econdmicos de rentabilidade. O intuito
desse célculo foi de verificar as variacdes
de eficiéncia na utilizagdo de recursos
decorrentes de mudangas de biotécnicas da
reproducdo adotadas em um sistema de
producdo de bovinos machos para abate.

As avaliagdes dos custos operacionais
variaveis do experimento foram definidas
de acordo com os gastos realizados nas
biotecnias da IATF com sémen sexado
(Tabela 02) e da TETF (Tabela 03), onde
foi considerada a compra de novilhas de
10@ para serem incorporadas tanto no
trabalho de IATF quanto no de TETF.



Tabela 02 — Custos operacionais dos servigos de IATF, utilizando sémen sexado para macho, com
respectivos valores numéricos em projeto realizado na Fazenda Primavera, Para.

Custos IATF sex Unit. Quantidade Total

Compra novilhas R$ 830,00 974 R$ 808.420,00
Mao de obra R$ 10,00 974 R$ 9.740,00
Sémen R$ 45,00 974 R$ 43.830,00
Material 1A R$ 1,50 974 R$ 1.461,00
Diéarias DG R$ 622,00 2 R$ 1.244,00
Protocolo R$ 16,00 974 R$ 15.584,00
Total RS 880.279,00

Tabela 03 — Custos operacionais dos servicos de TETF, utilizando sémen sexado para macho, com
respectivos valores numéricos em projeto realizado na Fazenda Primavera, Para.

Custos TETF sex Unit. Quantidade Total

Compra novilhas R$ 830,00 974 R$ 808.420,00

Protocolo R$ 16,00 974 R$ 15.584,00

Embrido R$ 60,00 822 R$ 49.320,00

Total RS 873.324,00
A avaliagdo da viabilidade econdémica foi (Tabela 04).

baseada na metodologia proposta por Frank
(1978) e utilizada por Costa et al. (1986),
Corréa et al. (2000), Guimardes et al.
(2005) e Barbosa et al. (2010), utilizando-
se para isto o indicador margem bruta
(receita total — custos operacionais
variaveis).

A partir  deste  experimento, foi
desenvolvida uma linha comercial de
projetos em larga escala de produgdo de
embrides bovinos de corte para abate com o
uso de ovarios coletados em frigorificos,
onde o valor cobrado por receptora
gestante, confirmada e sexada aos 60 dias
de gestacdo, é de R$ 150,00 ou R$ 60,00
por embrido produzido. Em cada um desses
dois valores estdo incluidos os servigos de
aspiracao folicular dos ovarios, fecundagao,
transferéncia de embrido, diagnostico de
gestacdo e sexagem fetal utilizando a
ultrassonografia. Soma-se o valor do
protocolo de sincronizagdo das receptoras
(farmacos), que, no caso da Fazenda
Primavera, foi de R$ 16,00/receptora

Tabela 04 — Valores numéricos definidos do
projeto em larga escala de producdo de
embrides produzidos com sémen sexado para
macho realizado na Fazenda Primavera, Para.

Itens Valor (unid.)
Protocolo R$ 16,00
Embrides in vitro RS 60,00
Prenhez PIVE R$ 150,00

2.11. Analise estatistica

O numero de receptoras multiparas e
primiparas que tiveram ovulagdo
confirmada ap6s o  protocolo de
transferéncia de embrides em tempo fixo

(TETF) e suas

respectivas taxas de

prenhezes, foram comparadas pelo teste de

Qui quadrado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas de resposta ao
protocolo hormonal de sincronizacio e
indices reprodutivos alcan¢ados

Um total de 3.054 oobcitos foram coletados
de 500 ovarios provenientes de 250 fémeas
Nelore abatidas em frigorifico, média de 12
obcitos totais por par de ovarios. Deste
montante, 2.008 (65,7%) foram
considerados viaveis e selecionados para
MIV, sendo 638 (31,8%) Grau I e 1.370
(68,2%) Grau II. O numero de embrides
obtido, utilizando sémen sexado para
macho, foi de 1.050, média de 4,2 embrides
por par de ovdrios, o que caracterizou uma
conversdo de 35% do nUmero total de
ob6citos em embrides. O indice de
conversdo de oocitos vidveis em embrides
foi de 52,3%.

Léga e Agostinho (2009), trabalhando com
50 ovarios provenientes de fémeas bovinas
de diferentes racas e idades abatidas em
frigorifico, nos quais foram realizadas
aspiragdes foliculares com auxilio de
seringas de 20ml e agulha de 18G,
obtiveram um total de 197 odcitos. Dos
o6citos obtidos, apenas 30 (15,22%) foram
classificados em Grau I ¢ 51 (25,88%) em
Grau II. Considerando-se a melhor
eficiéncia na coleta de odcitos provenientes
da aspiracdo de ovarios de fémeas zebuinas
(Boni et al, 1997) que estd diretamente
ligada ao maior numero de foliculos antrais
presente nos ovarios dessas fémeas (Viana,
2002), deve estar relacionada, pelo menos
em parte, a essa maior recuperagdo de
o6citos no presente estudo. Além de
produzirem mais odcitos por sessdo de
aspiracdo, doadoras de grupo genético
zebuino também apresentam
significativamente maior taxa de oodcitos
vidveis (Camargo, 2005).

Existiu também uma ampla diferenga na
eficiéncia da producdo de embrides entre os
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achados do presente estudo e dados de
literatura. Kruip ef al. (1994) relataram uma
variacdo entre as doadoras de 9% a 26% e
Hasler et al. (1995) observaram variacao
entre 4% a 33% de embrides produzidos
por obcitos coletados. Posteriormente,
Watanabe et al., (2002) observaram que
esta variacdo ndo estava relacionava com a
idade das doadoras e sim com a diferenca
de resposta entre animais, resultando em
uma variagdo de 0,3% a 54%.

Foram sincronizadas 974 receptoras, sendo
390 fémeas mesticas (Y2 Angus x 'z Nelore)
e 584 fémeas Nelore. No lote das fémeas
mesticas, 156 eram primiparas e 234
multiparas. J& no lote das Nelore, foram
trabalhadas 234 fémeas primiparas e 350
multiparas. Apds realizagdo do protocolo de
sincronizagdo descrito no item 2.2,
observou-se que 822 ovularam e todas estas
receberam embrido, determinando uma taxa
de aproveitamento de 84,4%. Os demais
228 embrides excedentes ndo foram
utilizados por falta de receptoras
disponiveis e foram descartados.

Avaliando a associag@o entre as racas das
receptoras sincronizadas, ndo foi observada
diferenga na resposta ovulatéria ao
protocolo de sincronizacdo utilizado entre
os grupamentos raciais utilizados (Mestigas
X Nelore). Considerando os dois
grupamentos raciais separados ndo houve
diferenca no indice de fémeas ovuladas
entre as primiparas e nem entre as
multiparas (P > 0,50). No lote das fémeas
mesticas, um maior numero de multiparas
(204; 87,2%) responderam ao protocolo (P
< 0,05), quando comparado a resposta das
primiparas (124; 79,5%). J& com as
receptoras Nelore, 191 (81,6%) primiparas
e 303 (86,6%) multiparas tiveram a
ovulacdo detectada, sem diferengca na
resposta ao protocolo (P > 0,10). Do total
de 822 receptoras que responderam ao
protocolo de sincronizagao e,
consequentemente, receberam embrido,
61,7% (507) foram fémeas multiparas e



38,3% (315) primiparas (Tabela 05).

Tabela 05 - Numero de fémeas multiparas e primiparas que responderam ao protocolo de transferéncia de

embrides em tempo fixo (TETF).

Categorias Primiparas Multiparas Total
79,5%* 87,2%® 84,1%"
MESTICAS (124/156) (204/234) (328/390)
NELORE 81,6% 86,6%* 84,6%"
(191/234) (303/350) (494/584)
TOTAL 80,8%" 86,8%°5
(315/390) (507/584) -

Porcentagens com letras minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas sobrescritas
diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo Teste de Qui quadrado.

No lote das mesticas, foi obtido um maior
numero de prenhezes em fémeas multiparas
(46,1%) em relagdo as prenhezes de
primiparas (34,7%) (P < 0,05). No lote das
Nelore, 64 prenhezes foram obtidas em
primiparas (33,5%) e 144 prenhezes em
multiparas (47,5%) (P < 0,003). Avaliando
a associagdo entre as racas mestigas e
Nelore, quanto a taxa de prenhez, ndo
houve diferenga entre os lotes das
primiparas e entre as multiparas (P > 0,70).

Foram obtidas, nas fémeas mestigas e
Nelore, 238 prenhezes no lote das
multiparas (46,9%) e 107 prenhezes nas
primiparas (34,0%) (P < 0,0002) (Tabela
06).

O experimento encerrou com uma taxa de
prenhez aos 60 dias de 42% (345/822), com
a confirmacdo do sexo de 328 machos
(95,1%) e 17 fémeas (4,9%) (Tabela 07).

Tabela 06 — Taxas de prenhez em vacas primiparas e multiparas por categoria racial.

Categorias Prenhez Primiparas Prenhez Multiparas Total
MESTICAS 34,7%" 46,1%® 41,8%"
(43/124) (94/204) (137/328)
NELORE 33,5% 47,5%® 42,1%"
(64/191) (144/303) (208/494)
TOTAL 34,0%" 46,9%" -
(107/315) (238/507)

Porcentagens com letras minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas sobrescritas
diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo Teste de Qui quadrado.
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Tabela 07 — Produc¢do de odcitos, embrides e prenhezes obtidos a partir de ovarios de fémeas Nelore
abatidas, e propor¢do de fetos machos e fémeas diagnosticados apoés fertilizagdo com sémen sexado.

Doadoras Ovarios Oaocitos

(%) (%)

Embrides/
coletados  viaveis/totais  odcitos totais

Embriées Prenhez  Sexagem fetal
transferidos 60 dias

(%) Macho Fémea
(%) (%)

250 500
(65,7) (34,4)

2.008 / 3.054 1.050 / 3.054

822 345 328 17

(42) (95,1) 4,9)

A taxa de aproveitamento de receptoras foi
estabelecida pelo numero de receptoras
consideradas aptas em relagcdo a todas que
foram submetidas ao protocolo de TETF, e
a taxa de prenhez foi obtida a partir da
relacdo entre as fémeas gestantes e as
fémeas aptas a inovulacdo. Alguns
pesquisadores (Tribulo et al., 2000;
Baruselli et al., 2000a, 2000b € 2001; B6 et
al., 2002) demonstraram que essas taxas de
aproveitamento sdo maiores em receptoras
submetidas a protocolos de TETF do que
naquelas tratadas com uma ou duas
administragdes de PGF-2a e posterior
deteccdo do estro. Como as taxas de
concepcao de tais protocolos sdo similares
aquelas obtidas em receptoras tratadas
exclusivamente com PGF-2a, o resultado
final € o aumento das taxas de prenhez dos
programas de TETF, além da vantagem de
possibilitarem a programacdo do dia da
inovulacdo e de evitarem o trabalho com a
detec¢do do estro.

As taxas de aproveitamento de receptoras
aptas a inovulacdo obtidas no presente
experimento  foram  semelhantes  as
encontradas por Marques et al. (2003), Reis
(2004) e Nasser et al. (2008), quando o
protocolo TETF usado pelos pesquisadores
fazia uso do eCG. A boa resposta em
relacdo ao indice de concep¢do nas
receptoras obtida no presente estudo pode
estar ligado ao fato do uso do eCG no
protocolo de TETF. A possibilidade de
promover um maior crescimento folicular
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apos o uso do eCG, como nas receptoras do
experimento, permite a obtencdo de
foliculos com diametro compativel com
melhor resposta a onda pré-ovulatoria do
LH. Ainda, esse maior foliculo pré-
ovulatério darda origem a um corpo liteo
com maior tamanho e capacidade de
produzir maiores  concentragdes  de
progesterona  (Perry et al, 2005),
corroborando com estudos que
demonstraram uma correlacdo positiva
entre concentracao plasmaética de
progesterona e taxa de concepc¢do (Binelli
et al., 2001; Thatcher et al., 2001, 2002;
Reis et al., 2004).

A taxa de prenhez das receptoras multiparas
foi superior a das primiparas, sendo 46,9%
e 34,0% respectivamente, demonstrando
resultados similares aos estudos de Vieira et
al. (2005) e Oliveira et al. (2011). Essa taxa
inferior de prenhez nas primiparas em
relagdo as  multiparas foi  devida,
provavelmente, ao fato da primipara ser
mais exigente em relagdo ao manejo, ja que
necessitam de maior atengdo quanto aos
requerimentos nutricionais, pois precisam
de maior ingestdo de energia para atender
as necessidades de crescimento, lactagdo e
reproducdo (Spitzer ef al., 1995).

Um manejo nutricional adequado foi
estabelecido na fazenda, uma vez que as
fémeas analisadas neste estudo
apresentaram um bom escore de condi¢do
corporal (ECC). Foi demonstrado que os



resultados com o uso de protocolos
hormonais sdo satisfatorios em induzir
ovulagdo em animais em anestro, desde que
as fémeas estejam com condig¢do corporal
de moderada a boa (Meneghetti et al.,
2005).

Trabalhos j4 mostraram que a avalia¢do do
ECC no inicio, tanto dos programas de
TETF quanto de IATF, influencia a prenhez
(Spell et al., 2001; S& Filho et al., 2010).
Menores valores de ECC no inicio do
protocolo hormonal estdo associados com
reducdo na taxa de prenhez de wvacas
submetidas a inseminacdo artificial e/ou
inovulacdo de embrido. Logo, vale salientar
que a minimizacdo das perdas de peso
corporal no inicio da lactagdo e a melhoria
da nutrigdo durante os periodos pré e pos-
parto, com o objetivo de alcangar maior
ECC na preparagdo de receptoras de

embrides, ¢ altamente benéfica para
favorecer o aumento da prenhez.

As taxas de prenhez obtidas a partir de
embrides produzidos in vitro podem ser
bastante varidveis. Esta variacdo esta
associada & qualidade do embrido, o que,
por sua vez, depende das condigdes de
producdo de cada laboratério. Além disso, o
estado reprodutivo e nutricional das
receptoras também interfere nos resultados.
Os indices de gestacdo aos 60 dias t€m
variado entre 20 e 60% de acordo com o
laboratorio de producdo (Garcia et al.,
2004; Varago et al., 2008).

A taxa de prenhez com embrides PIVE
obtida neste experimento (42%) foi maior
do que a obtida em um estudo similar
usando a PIVE em larga escala (33,5%)
(Pontes et al., 2009), e muito semelhante a
obtida em outros estudos com sémen
sexado (40 e 41%) (Xu et al., 2006).
Considerando o grande numero de
embrides transferidos, no presente estudo,
em apenas quatro dias, convém se ponderar
que os resultados alcangados podem ser
considerados  plenamente  satisfatorios.

\

Parte do sucesso pode ser devido a
utilizacdo do protocolo de transferéncia de
embrides em tempo fixo. Recentes estudos
usando os protocolos de TETF tém
mostrado um incremento consideravel nos
resultados de prenhez de embrides
transferidos no Brasil (Rodrigues et al.,
2010).

Atualmente, s3o escassas as publicagdes
que disponibilizam dados de taxas de
concepcao apds o uso de s€émen sexado em
vacas de corte sincronizadas e inseminadas
em tempo fixo. Porém, ¢ sabido que uma
das possiveis razdes da diminuicdo dos
indices de fertilidade apds o uso de sémen
sexado ¢ o menor tempo de viabilidade,
associado a diferentes padroes de
motilidade espermatica (Schenk ef al,
2006). Com relagdo aos procedimentos de
multipla ovulacdo e transferéncia de
embrido (MOET), a viabilidade e a
concentragdo de sémen s3o muito
importantes, pois animais submetidos a
tratamentos superovulatorios apresentam,
em geral, menores taxas de fertilizagdo de
odcitos que animais ndo superovulados
(Newcomb, 1980; Page et al, 1985).
Portanto, existem muitas duvidas quanto ao
uso do sémen sexado em animais
superovulados, principalmente devido aos
distarbios  relacionados ao transporte
espermatico no trato genital feminino
(Saacke et al., 1998).

A técnica de PIVE em conjunto com o
sémen sexado apresenta-se, atualmente,
como a associagdo de biotecnias mais
aconselhdvel para a  geragdo de
descendentes com sexo pré-determinado
(Faber et al., 2003). Isso se deve ao fato da
PIVE otimizar o aproveitamento do sémen
sexado em relagdo a quantidade de
embrides produzidos, por permitir que
doses comercias de s€émen sexado, mesmo
apresentando um numero limitado de
espermatozoides  viaveis, possam  ser
compartilhadas entre odcitos provenientes
de mais de uma doadora (Dell’Aqua et al.,
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2006). Tal caracteristica acaba tornando a
opcao mais atrativa ao pecuarista, atestando
assim a viabilidade do sémen sexado na
PIVE mesmo em escala comercial (Wilson
et al., 2006).

Enquanto na IATF utiliza-se uma dose de
sémen sexado por vaca e nos
procedimentos de superovulagdo sdo usadas
pelo menos duas doses, a PIVE permite
otimizar o uso do sémen, pois neste
experimento uma Unica dose do sémen
sexado foi capaz de fertilizar até 140
oocitos (equivalente a aspiracdo de sete
fémeas; média de 20 odcitos por vaca), que,
neste exemplo, resultaria na produgdo de
cerca de 50 embrides (35% de producdo de
blastocistos). Considerando uma taxa de
prenhez ao redor de 40-50% (o experimento

alcancou uma média de 42%), a
transferéncia de 50 embrides fertilizados
com uma dose de sémen sexado resultaria,
teoricamente, em 12 a 15 prenhezes. Na
IATF, ao ser considerada a mesma taxa de
prenhez de 40-50%, para se obter apenas
uma Unica prenhez seria necessario utilizar
de 2 a 2,5 doses de sémen.

Em wuma simulacdo feita para este
experimento, usando a IATF com sémen
sexado, a quantidade de  fémeas
inseminadas foi o total das sincronizadas,
no caso 934 cabecas (ndo ha taxa de
aproveitamento, todos os animais sdo
inseminados, sem observagdo de estro)
(Tabela 08).

Tabela 08 — Taxa de aproveitamento das vacas trabalhadas no estudo comparativo entre servigos de
IATF e TETF no projeto em larga escala de produgéo de embrides realizado na Fazenda Primavera.

Servico N° total vacas % aproveitamento Embriées transferidos
IATF sexado 974 100,0 -
TETF sexado 974 84,39 822

Aproveitando informagdes colhidas em
outros lotes de fémeas trabalhadas com
IATF com sémen sexado na mesma estacao
de monta da fazenda do experimento, o

percentual de prenhez desta biotécnica
girou em torno de 30%, ante a taxa de 42%
registrada na Fazenda Primavera com o uso
da TETF (Tabela 09).

Tabela 09 — Resultados obtidos nos servicos de IATF e TETF com sémen sexado para estudo
comparativo no projeto em larga escala de produg@o de embrides realizado na Fazenda Primavera.

IATF sex TETF sex / Embrido
974 822

% prenhez 30 42

Bezerros (n) 293 345

Macho (n) 278 328

Fémea’ (n) 15 17

" Sémen conv: 50% macho ; 50% fémea
Sémen sex: 95% macho ; 5% fémea
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Em um estudo realizado no Texas (EUA),
Crepaldi et al. (2009) trabalhando com
novilhas Jersey ciclicas sincronizadas e
inseminadas em tempo fixo, procuraram
avaliar o efeito do atraso de 6 horas no
momento da IATF com sémen sexado. Este
estudo verificou que, para o sémen sexado,
ocorreu aumento na taxa de concepgdo
quando a IATF foi realizada 60 horas da
retirada do dispositivo de progesterona. No
entanto, os resultados ainda foram muito
baixos em comparagdo com o0 grupo
trabalhado com sémen convencional
(sexado IATF 54h = 16,2%; sexado IATF
60h = 31,4%; convencional IATF 54h =
50,5%; convencional IATF 60h = 51,8%).
Interessante ressaltar que nesse
experimento citado foram empregados trés
touros. Verificou-se diferenca na taxa de
concepcdo entre os touros utilizados,
indicando que pode haver diferencas entre
reprodutores quando da utilizagcdo de sémen
sexado, com resultados variando de 14,7%
a 34,9% de concepgdo. Meirelles et al.
(2008), avaliando a eficiéncia da
inseminagdo artificial convencional com
sémen sexado, obtiveram uma taxa de
nascimento de bezerros de apenas 23,0%,
significativamente inferior a do sémen nao
sexado (46,45%; P < 0,05).

3.2. Anadlise econémica do projeto com
projecdes financeiras

A inovagdo do estudo proposto estd na
possibilidade de mudar o uso restrito da
producdo in vitro de embrides bovinos a
pecuaria de elite, levando esta biotecnia aos
rebanhos comerciais a um custo acessivel.

Neste experimento, os embrides foram
produzidos a partir de odcitos aspirados de
ovérios de fémeas bovinas abatidas em
frigorifico. Esta economia se faz presente
uma vez que os ovarios no frigorifico sdo
produtos de graxaria, ou seja, nao
apresentam valor comercial algum para a
industria.

O uso de oocitos de vacas comuns neste
experimento, sem devido aprimoramento
genético, provavelmente acabard sendo
compensado pela utilizacdo na fecundagao
de um touro da raga escolhida, no caso
Angus, de elevada DEP (diferenca esperada
na progénie), ou seja, essa diferenca se
diluird no ganho genético. Considerando
que os Dbezerros deste experimento
nasceram nos meses de outubro e novembro
de 2012, estudos envolvendo avaliagdo de
peso a desmama, peso ao sobreano (550
dias) e avaliagcdo de rendimento de carcaca
ao abate serdo realizados posteriormente
para confirmar se o aprimoramento
genético desejado foi alcancado pelos
touros utilizados.

O que permitiu decrescer o custo de
producdo de embrides in vitro fertilizados
com sémen sexado neste experimento foi a
ndo execugdo da etapa de aspiragdo
folicular guiada por ultrassom (OPU) de
doadoras vivas. Ela representa uma das
etapas que mais encarece todo o sistema de
producdo in vitro de embrides bovinos,
desde a OPU até a TE, caracterizando em
média aproximadamente 40% dos custos
comerciais de producdo (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores comerciais de OPU/PIVE
simulando aspiragdo de uma doadora zebuina
(tabela de prego dez/2012 — empresa comercial)

N° Valor Total %
(R$) (R$)
OPU 1 300,00 300,00 38,5
Embrides 4* 70,00 280,00 359
TE 4 50,00 200,00 25.6
TOTAL 780,00 100,0

* Média de 20 odcitos aspirados produzindo 4 embrides.
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Fazendo uma projecdo sobre
comercializagdo de bezerros desmamados,
considerando valores de mercado segundo a
Associagdo Brasileira de Angus, com uso
da técnica de TETF, a Fazenda Primavera
teria uma receita de R$ 292.250,00. Na
simulacdo feita com a técnica de IATF com
sémen sexado, a receita cairia para R$
262.150,00 - wuma diferenca de RS
30.100,00. O maior nimero de bezerros
machos obtidos na TETF proporcionaria
uma maior receita a propriedade. Cabe
ressaltar, que foram consideradas perdas em
estddios mais tardios da gestacdo para
embrides in vitro transferidos (dia 42 a
280), menores do que no periodo inicial,
mas ainda mais altas do que as observadas
para embrides in vivo, variando de 7% a
13% (Hasler et al., 2000; van Wagtendonk
et al., 2000). Na IATF foi considerada uma
taxa de perda fetal na ordem de 5%,
segundo Grunert (2005). No entanto, na
analise econémica do projeto proposto, a

venda daquelas fémeas que ndo tiveram a
ovula¢do induzida ao protocolo hormonal
na TETF e as que foram diagnosticadas
como ndo gestantes apods transferéncia do
embrido (TETF) ou apds a inseminagao
(IATF), foram incorporadas no valor da
receita. Dessa maneira, na simulagdo feita
com a técnica de IATF com sémen sexado,
a receita desta subiria para R$ 1.013.134,00
ante R$ 1.008.706,00 da TETF — uma
diferenca de R$ 4.428,00. O maior nimero
de fémeas  descartadas na  IATF
proporcionaria uma maior receita a
propriedade; entretanto, o maior custo
operacional da IATF com sémen sexado
(R$ 880.279,00) resultaria em uma menor
margem bruta (R$ 132.855,00) (Tabela 11)
em comparagdio com a TETF (R$
135.382,00) (Tabela 12) — uma diferenca de
R$ 2.527,00.

Tabela 11 — Parametros de preco, receita e margem bruta estabelecidos para bezerros e bezerras na
execugdo da biotécnica de IATF com sémen sexado realizado na Fazenda Primavera, Para.

Receita IATF sex Unit. Quantidade1 Total

Bezerro R$ 950,00 265 R$ 251.750,00
Bezerra R$ 800,00 R$ 10.400,00
Vacas descarte R$ 1.079,00 696 R$ 750.984,00

Total

RS 1.013.134,00

Margem bruta

RS 132.855,00

! Considerando 5% de perda fetal

Tabela 12 — Parametros de preco, receita e margem bruta estabelecidos para bezerros e bezerras na
execu¢do do projeto em larga escala de produgdo de embrides realizado na Fazenda Primavera, Para.

Receita TETF sex Unit. Quantidade1 Total

Bezerro R$ 950,00 295 R$ 280.250,00
Bezerra R$ 800,00 R$ 12.000,00
Vacas descarte R$ 1.079,00 664 R$ 716.456,00

Total

R$ 1.008.706,00

Margem bruta

RS 135.382,00

! Considerando 10% de perda fetal
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O custo variavel da TETF deste
experimento, ndo considerando o valor de
compra de novilhas, foi de R$ 64.904,00,
ou seja, R$ 15.584,00 com protocolo para
974 fémeas (R$ 16,00 cada) mais RS
49.320,00 pela transferéncia de 822
embrides (R$ 60,00 cada), obtendo um
indice de 42% de prenhez, o que geraria
345 bezerros. No entanto, foi considerado
10% de perda fetal na TETF, resultando no
nascimento de 310 bezerros machos e
fémeas. O custo por bezerro nascido com a
técnica de TETF, portanto, ficaria em R$
209,37. Na simulacdo feita com o uso da
IATF (sémen sexado), foi considerado 5%
de perda fetal, totalizando 278 bezerros
machos e fémeas nascidos, tendo seu custo
em R$ 258,49 -~ onde também foi
desconsiderado o valor de compra de
novilhas.

E interessante ponderar neste experimento,
que a TETF representa uma alternativa de
negécio. Em nenhum momento deve-se
concluir que a IATF ¢ melhor ou pior do
que a TETF. Com relagdo ao uso da IATF,
deve-se considerar no célculo todas as
categorias de fémeas na fazenda, pois a
IATF ¢ muito pouco usada em novilhas e
primiparas, por apresentar taxas de
concepcao que normalmente ndo chegam a
40%. Em relagdo ao aproveitamento das
categorias trabalhadas tanto com IATF
quanto com TETF, deve-se avaliar o
resultado final financeiro.

Neste estudo foi usado o célculo de
embrides produzidos no sistema TETF para
analise comparativa entre biotecnias da
reprodu¢do. Considerando o método
comercial tradicional para produgdo de
animais de elite com uso da PIVE, o valor
cobrado eleva-se para aproximadamente R$
500,00 por prenhez confirmada aos 60 dias.
Porém, cabe ressaltar, que ficou definido,
no intuito de viabilizar estes projetos em
larga escala, a realizacdo de contratos a
partir de 1.000 embrides. Pagar por
gestacdo confirmada ou embrido seria de

escolha do cliente.

Uma das maiores vantagens da TETF
associando o uso do sémen sexado na
PIVE, além da possibilidade da produgdo
de embrides em larga escala, ¢ a
possibilidade de escolha do sexo dos
bezerros. No experimento realizado, por
exemplo, com o incremento na produgdo de
machos, o investimento na tecnologia
obteve expressivo retorno financeiro. Para
compreender esse retorno financeiro do
projeto deve-se considerar que a diferenca
de peso de um boi gordo em relagdo a vaca
gorda abatida com a mesma idade pode
chegar a at¢ 7@, ou seja, 210 kg de
carcaga. Além disso, o mercado pode pagar
uma diferenca proxima a 10% a mais pela
arroba do boi.

4. CONCLUSOES

- A metodologia de aspiracdo de foliculos
de oviarios de fémeas bovinas abatidas em
frigorifico em substituicdo a técnica
convencional de aspiragdo de doadoras
vivas, além da realizacdo da producdo de
embrides em grande escala associada ao
trabalho de TETF, determina redu¢do do
custo da PIVE, possibilitando a obten¢ado de
bezerros gerados por essa biotécnica a um
menor custo.

- A estratégia de produgdo em larga escala
de embrides meio-sangue (Angus X
Nelore) fertilizados com sémen sexado para
macho e posteriormente transferidos em
tempo fixo, analisada dentro de uma
estagdo de monta de uma fazenda de gado
de corte comercial, proporciona uma maior
margem bruta quando comparada com o
uso da IATF com sémen sexado em uma
mesma situagao.

- A utilizagdo de sémen sexado para macho

na producdo de embrides de ragas de corte
em laboratorio ¢ eficiente para a producao
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de um grande ntmero de machos,
resultando em menor custo por bezerro
nascido em comparacdo a IATF com sémen
sexado.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A produgdo in vitro de embrides bovinos
(PIVE) ¢é uma biotécnica de interesse
econdmico, que aliada a utilizacdo de
sémen sexado possibilita a obtencdo de
fémeas de wvalor genético superior. O
desenvolvimento da metodologia da PIVE
para maximizar o ganho genético e a
producdo animal a um custo baixo ¢ um
desafio de pesquisa cientifica ha varios
anos, e a producdo em escala comercial de
embrides a partir de odcitos aspirados dos
foliculos ovarianos pode aumentar os
beneficios do progresso genético entre
geragdes e contribuir para os programas de
melhoramento  genético ou produgdo
animal.

As fémeas zebuinas produzem mais odcitos
que as racas taurinas. Este maior numero de
odcitos se reflete em uma maior produgdo
de embrides e de prenhezes, justificando a
substituicdo da producdo in vivo de
embrides pela técnica in vitro ocorrida nos
ultimos anos no Brasil. Este dado deve ser
considerado como positivo para a aplicagdo
comercial em larga escala da técnica de
fertilizacdo in vitro. Promovendo uma
prévia selecdo de doadoras e de touros,
consegue-se atingir indices de
produtividade elevados que traduzem em
custos mais baixos, viabilizando entdo o
uso da PIVE em escala comercial.

Na literatura consultada sdo escassos 0s
estudos sobre analise econdmica de
biotécnicas reprodutivas. E importante
ressaltar a importancia do estudo realizado
em trabalhos com produgdo de embrides
bovinos e deve ser projetado como uma
nova linha de pesquisa a ser desenvolvida.

Apesar da escassez de trabalhos similares
na vasta bibliografia consultada, acredita-se
que € necessaria a integragdo com outros
pesquisadores, para que mais estudos
relacionados a andlise econdmica sejam
executados na tentativa de quantificar

beneficios e prejuizos biologicos e
econdmicos de biotécnicas reprodutivas
aplicadas ao melhoramento  genético
animal.

O Brasil continuaré liderando, pelo menos
por mais alguns anos, a producdo de
embrides in vitro e passara a fornecer cada
vez mais genética a paises interessados.
Existe uma tendéncia de que a produgdo de
embrides comerciais aumente nos proximos
anos, contemplando grandes projetos — no
Brasil e no exterior. Para isso a cadeia em si
terd de se adequar, desde seus custos até a
remuneragdo por qualidade e padronizagao,
valorizando o investimento em biotécnicas
feito pelo produtor. Neste caso, o ganho
terd uma relagdo direta com o volume
produzido e dependerd de um crescimento
mais agressivo nos primeiros anos. Paises
importadores de carne podem ser os
primeiros a se interessarem por esta
tecnologia que oferece ganho em
produtividade, entre = outros  valores
agregados que podem ser complementados.
E o caso, por exemplo, do emprego de
marcadores moleculares, que podem
destacar quais caracteristicas o animal
possui, direcionando sua utilizagdo para
cada mercado especifico, além de permitir
um rastreamento mais completo.

O conceituado progresso da técnica da
PIVE no Brasil viabilizou grandes projetos
de exportagdo de genética, principalmente
das ragas zebuinas e seus cruzamentos, para
paises de clima tropical localizados na
América Latina, Africa e Asia. Nas décadas
de 80 e 90 varios paises buscavam genética
bovina na América do Norte e Europa,
agora existe uma grande possibilidade de
ver o Brasil sendo usado como fonte de
tecnologia e genética pecudria para as
futuras geracdes. Isto mostra que as
biotecnias de producdo de embrides t€ém o
grande potencial de inserir o Brasil como
um difusor de tecnologia pecuaria no
cenario internacional.
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5. ANEXOS - CAPITULO 1

Tabela 01 — Numero e média de odcitos totais, viaveis, clivados e embrides produzidos por fémea em
sessdo de aspiracdo folicular, segundo o grupo genético da doadora

Grupo Odcitos Oaocitos . Embrioes
e . el . Clivados .

genético totais vidveis produzidos

N° fémeas 6.438 6.438 6.438 6.438

Sessdo OPU 1.949 1.949 1.949 1.949

Bos indicus  Somatério total 107.164 58.348 45.987 26.279

Somatorio/fémea 35.566,97 19.878,79 15.534,09 9.117,74

Média/fémea 18,25 10,20 7,97 4,68

Erro padrao 0,29 0,17 0,14 0,10

N° fémeas 3.648 3.648 3.648 3.648

Sessdo OPU 636 636 636 636

Bos taurus  Somatério total 56.779 30.829 23.800 10.470

Somatoério/fémea  10.054,02 5.411,73 4.131,95 1.749,78

Média/fémea 15,81 8,51 6,50 2,75

Erro padrao 0,38 0,23 0,19 0,10

N° fémeas 10.086 10.086 10.086 10.086

Sessdo OPU 2.585 2.585 2.585 2.585

Total Somatério total 163.943 89.177 69.787 36.749

Somatorio/fémea 45.620,99 25.290,52 19.666,04 10.867,52

Média/fémea 17,65 9,78 7,61 4,20

Erro padrao 0,24 0,14 0,12 0,08
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Tabela 02 — Numero e média de odcitos totais, viaveis, clivados e embrides produzidos por fémea em
sessdo de aspiragdo folicular, segundo o ano de avaliagdo

Oocitos Oocitos . Embriées
Ano . A Clivados .
totais viaveis produzidos
N° fémeas 3.357 3.357 3.357 3.357
Sessdo OPU 891 891 891 891
2010 Somatorio total 55.385 30.533 24.711 12.102
Somatorio/fémea 16.579,41 9.252,50 7.375,80 3.711,48
Média/fémea 18,61 10,38 8,28 4,16
Erro padrao 0,46 0,28 0,23 0,14
N° fémeas 3.556 3.556 3.556 3.556
Sessdo OPU 928 928 928 928
2011 Somatorio total 57.767 32.500 25.405 13.707
Somatorio/fémea 16.258,80 9.315,70 7.285,12 4.179,29
Média/fémea 17,52 10,04 7,85 4,50
Erro padrao 0,36 0,21 0,18 0,13
N° fémeas 3.173 3.173 3.173 3.173
Sessdo OPU 766 766 766 766
2012 Somatorio total 50.791 26.144 19.671 10.940
Somatério/fémea 12.782,81 6.722,32 5.005,11 2.976,76
Média/fémea 16,69 8,78 6,53 3,89
Erro padrao 0,41 0,24 0,19 0,14
N° fémeas 10.086 10.086 10.086 10.086
Sessdo OPU 2.585 2.585 2.585 2.585
Total Somatorio total 163.943 89.177 69.787 36.749
Somatorio/fémea 45.621,00 25.290,52 19.666,04 10.867,52
Média/fémea 17,65 9,78 7,61 4,20
Erro padrao 0,24 0,14 0,12 0,08
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Tabela 03 — Numero e média de odcitos totais, viaveis, clivados e embrides produzidos por fémea em

sessdo de aspiragdo folicular, segundo a raga da doadora

Odcitos Odcitos . Embrioes
Raca . AR Clivados .
totais viaveis produzidos

N° fémeas 2.947 2.947 2.947 2.947

Sessdo OPU 1.071 1.071 1.071 1.071

Nelore Somatorio total 54.581 30.684 24.780 15.442
Somatério/fémea 21.445.40 12.244.24 9.736,85 6.048,85

Média/fémea 20,02 11,43 9,10 5,65

Erro padrao 0,44 0,26 0,22 0,14

N° fémeas 2.978 2.978 2.978 2.978

Sessdo OPU 639 639 639 639

Gir Somatério total 43.505 22.725 17.462 8.851
Somatorio/fémea 9.894,83 5.354,31 4.089,22 2.148,90

Média 15,48 8,38 6,40 3,36

Erro padrao 0,37 0,21 0,18 0,13

N° fémeas 513 513 513 513

Sessdo OPU 239 239 239 239

Guzera Somatorio total 9.078 4.939 3.745 1.986
Somatério/fémea 4.226,75 2.280,23 1.708,02 920,00

Média/fémea 17,68 9,54 7,15 3,85

Erro padrao 0,67 1,32 0,33 0,23

N° fémeas 2.992 2.992 2.992 2.992

Sessdo OPU 492 492 492 492

Holandés Somatério total 49.039 26.731 20.563 9.136
Somatério/fémea 8.322,94 4.489,52 3.425,02 1.485,22

Média/fémea 16,92 9,12 6,96 3,02

Erro padrao 0,46 0,28 0,23 0,12

N° fémeas 603 603 603 603

Sessdo OPU 122 122 122 122

Jersey Somatorio total 7.141 3.761 2.990 1.228
Somatorio/fémea 1.506,15 792,44 613,55 231,17

Média/fémea 12,34 6,50 5,03 1,90

Erro padrao 0,61 2,60 0,29 0,17

N° fémeas 53 53 53 53

Pardo- Sessdo OPU 22 22 22 22
i Somatério total 599 337 247 106
Suigo Somatério/fémea 224,93 129,77 93,40 33,40
Média/fémea 10,22 5,90 4,24 1,52

Erro padrao 1,21 0,66 0,56 0,30

N° fémeas 10.086 10.086 10.086 10.086

Sessdo OPU 2.585 2.585 2.585 2.585

Total Somatério total 163.943 89.177 69.787 36.749
Somatério/fémea 45.621,00 25.290,52 19.666,04 10.867,52

Média/fémea 17,65 9,78 7,61 4,20

Erro padrao 0,24 0,14 0,12 0,08
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Tabela 04 — Numero e média de odcitos totais, viaveis, clivados e embrides produzidos por fémea em
sessdo de aspiragdo folicular, segundo tipo de s€émen

A Odcitos Odécitos . Embrides
Sémen . A Clivados .

totais viaveis produzidos

N° fémeas 4.733 4.733 4.733 4.733

Sessdo OPU 1.477 1.477 1.477 1.477

Convencional Somatério total 80.508 44.185 35.469 20.557
Somatorio/fémea  27.639,82 15.552,18 12.293,00 7.323,19

Média/fémea 18,71 10,53 8,32 4,96

Erro padrao 0,35 0,20 0,17 0,12

N° fémeas 5.353 5.353 5.353 5.353

Sessdo OPU 1.108 1.108 1.108 1.108

Sexado Somatorio total 83.435 44,992 34318 16.192
Somatorio/fémea  17.981,17 9.738.,34 7.373,04 3.544,32

Média/fémea 16,23 8,79 6,65 3,20

Erro padrao 0,31 0,18 0,15 0,09

N° fémeas 10.086 10.086 10.086 10.086

Sessdo OPU 2.585 2.585 2.585 2.585

Total Somatério total 163.943 89.177 69.787 36.749
Somatorio/fémea  45.620,99  25.290,52 19.666,04 10.867,52

Média/fémea 17,65 9,78 7,61 4,20

Erro padrao 0,24 0,14 0,12 0,08

Tabela 05 — Numero e média de odcitos totais, viaveis, clivados e embrides produzidos por fémea em
sessdo de aspiracdo folicular, segundo época do ano

Periodo Oéc.itos O.(?cit.o s Clivados Embri(')'es

totais viaveis produzidos

, N° fémeas 4.565 4.565 4.565 4.565
Aguas Sessio OPU 1.180 1.180 1.180 1.180
(novembro - Somatodrio total 73.677 40.650 31.368 16.669
abril) Somatorio/fémea 20.635,63 11.507,83 8.905,95 4.944.47
Média/fémea 17,49 9,75 7,55 4,19

Erro padrao 0,36 0,21 0,18 0,12

N° fémeas 5.521 5.521 5.521 5.521

Seca (maio Sessdo OPU 1.405 1.405 1.405 1.405
Somatorio total 90.266 48.527 38.419 20.080

- outubro) Somatorio/fémea 24.985,36 13.782,69 10.760,09 5.923,05
Média/fémea 17,78 9,81 7,66 4,22

Erro padrao 0,31 0,19 0,16 0,11

N° fémeas 10.086 10.086 10.086 10.086

Sessdo OPU 2.585 2.585 2.585 2.585

Total Somatério total 163.943 89.177 69.787 36.749
Somatorio/fémea 45.620,99 25.290,52 19.666,04 10.867,52

Média/fémea 17,65 9,78 7,61 4,20

Erro padrao 0,24 0,14 0,12 0,08
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