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Apresentacao

A transferéncia de embrides é uma biotecnologia utilizada em programas de melhoramento genético para
disseminar, de maneira rapida e eficiente, animais geneticamente superiores que expressam caracteristicas
econOmicas importantes. Mais recentemente, tem sido utilizada produzir em larga escala animais com cru-
zamentos especificos aproveitando a heterose para aumentar a produtividade. Atualmente as opcoes dis-
poniveis para a producao de embrides a serem transferidos sado /n vivo associada com a superestimulacao
ovariana das doadoras, e /in vitro associada a aspiracao folicular por ultrassonografia. Dentro desse contexto,
este documento tem o objetivo de apresentar a técnica de transferéncia intrafolicular de ovécitos imaturos
(TIFOI) em bovinos, que surge como uma terceira opcao para a producao de embrides. Essa técnica associa
as vantagens da producdo /n vivo e da producéo /n vitro, gerando grande nimero de embrides sem o uso de
horménios e sem a necessidade de utilizar estruturas e condicdes laboratoriais. Com isso, pretende-se que
este material sirva para esclarecer estudantes, técnicos e produtores sobre os procedimentos, as vantagens e
potenciais aplicacdes dessa técnica.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Transferéncia Intrafolicular de Ovécitos
Imaturos (TIFOI): uma Alternativa para
Producao de Embrides Bovinos

José Felipe Warmling Spricigo
Margot Alves Nunes Dode

Introducéo

No Brasil, foram produzidos em 2015 um total aproximado de 375.000 embrides bovinos (VIANA, 2016).
Destes, cerca de aproximadamente 353.000 embriées foram produzidos /n vitro e 22.000 in vivo. Esses
dados mostram a demanda pela multiplicacdo mais rapida e eficiente de animais com uma genética diferen-
ciada.

Atualmente a producao de embrides /in vivo por superovulacdo (SOV) e a producado de embrides in vitro
(PIVE) sdo as opcodes disponiveis para a multiplicacao rapida de germoplasma feminino (SALILEW-WONDIM
et al., 2015). Apesar da SOV produzir um embrido de excelente qualidade, um intervalo entre protocolos

de superovulacao de aproximadamente 40 dias deve ser respeitado, pois a utilizacdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) altera os padrdes fisiolégicos da dindmica folicular, diminuindo os resultados das superovu-
lacdes subsequentes. J& na PIVE, a doadora pode ser submetida a aspiracao folicular orientada por ultrasso-
nografia (OPU) para obtencdo de ovécitos semanalmente. Porém, a PIVE demanda uma complexa infraestru-
tura, envolvendo instalacdes, equipamentos, meios e pessoal especializado, o que encarece o processo, além
de produzir embrides de qualidade inferior aos produzidos /in vivo.

Dessa maneira, a utilizacdo de uma técnica que associe as vantagens da producao /n vivo com as vantagens
da PIVE seria a opcao ideal para a multiplicacdo animal. Nesse contexto, a técnica de transferéncia intrafo-
licular de ovécitos imaturos (TIFOI), proposta recentemente pelo grupo de reproducdo animal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (SPRICIGO et al., 2016), surge como uma terceira opcao para producao
de embrides bovinos. Resumidamente, esta biotecnologia propde que ovécitos imaturos, obtidos por OPU,
possam ser injetados em um foliculo dominante que esteja préximo da ovulacdao em uma vaca receptora

dos ovdcitos (ovuladora). Neste caso, os processos fisiolégicos inerentes a maturacao, liberacdo durante a
ovulacao, fecundagcao e desenvolvimento embrionério inicial ocorrem /n vivo no organismo da ovuladora. Para
tanto, a ovuladora é submetida a um protocolo convencional de inducao do estro, semelhante ao utilizado
para inseminacao artificial em tempo fixo (SPRICIGO et al., 2016). No dia do estro, os ovécitos aspirados

da doadora que se quer multiplicar sdo injetados no foliculo dominante da ovuladora, que em seguida recebe
uma inseminacao artificial (IA) convencional. A vaca ovuladora atua entdao como uma receptora intermedia-
ria, sustentando o desenvolvimento embrionério inicial até o momento da recuperacdao dos embrides, ja no
estdgio de blastocisto. Os embrides sdo entdo coletados e podem ser transferidos para receptoras definitivas,
que levaréo a gestacdo a termo, ou podem ser congelados e armazenados em nitrogénio liquido (NL,).

Dessa forma, a transferéncia intrafolicular de ovécitos bovinos imaturos permite a producado de embrides in
vivo a partir de ovdcitos aspirados de doadoras selecionadas, possibilitando a multiplicacao rapida de fémeas
bovinas em um sistema mais simples, acessivel e de menor custo quando comparado aos modelos de produ-
cao de embrides utilizados atualmente.
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Uma das vantagens da técnica é a nao utilizacdo de FSH, deixando a producdo de embriées mais barata e
menos onerosa fisiologicamente para a doadora. Comparada a producao /n vitro, a TIFOIl podera ser uma
tecnologia mais acessivel, uma vez que todos os componentes de laboratério, incluindo instalacées, meios e
equipamentos de cultivo e transporte de ovécitos e embrides, serdao dispensados. Em termos financeiros, o
embrido produzido por esta técnica poderd ser em torno de 2 a 3 vezes mais barato do que embrides produ-
zidos /n vivo por SOV ou in vitro. Além disso, esta biotecnologia permitird a producdo do embrido na prépria
fazenda. Dessa maneira, as potenciais vantagens econémicas serdo nao apenas para quem produz embrides
em larga escala, como é comum no mercado de corte, mas também para o pequeno produtor, tipico da pecu-
aria leiteira, que podera desfrutar das vantagens da aceleracdo do melhoramento genético de seus animais.

O desenvolvimento desta biotecnologia resulta em uma terceira opcao para a producao de embriées bovinos.
Esta provavelmente nao substituird os sistemas atuais, porém servird como alternativa simples e de baixo
custo para a multiplicacao de fémeas bovinas.

O presente documento tem o objetivo de apresentar e descrever a técnica de transferéncia intrafolicular de
ovdcitos imaturos (TIFOI) e também relatar resultados e perspectivas obtidos com a técnica pelo Laboratério
de Reproducdo Animal (LRA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Metodologia da TIFOI

A TIFOI consiste na obtencao de ovécitos imaturos de vacas doadoras, por meio da OPU, seguida pela trans-
feréncia deles para o foliculo pré-ovulatério de uma vaca previamente sincronizada no dia do estro. Condi-
¢cb6es como um didametro folicular superior a 10 mm e o momento da injecdo devem ser levados em conside-
racao para garantir aos ovdécitos um tempo adequado de maturacao neste ambiente folicular. Apds a injecéo,
deve-se realizar a IA. A Ultima etapa da técnica compreende a lavagem uterina, 8 dias apds a injecao/insemi-
nacdo, finalizando com a recuperagcao dos embrides. A sequéncia de realizacao da TIFOI esta representada
na Figura 1, e cada uma das etapas é descrita a seguir.

2- OPU doadoras para 3- Injecéo dos ovocitos no

1- Si izacéio da Ovulad & S E :
et it e A obtenciao dos ovocitos imaturos foliculo dominante

6- Transferéncia (TE) ou 5- Lavagem uterina para coleta
congelamento dos embrides dos embrides

4- Inseminacéo artificial (IA)

Figura 1. Esquema representativo da sequéncia e técnicas necessdrias para a realizacdo da TIFOI.



10 Transferéncia Intrafolicular de Ovécitos Imaturos (TIFOI): uma Alternativa para Producdo de EmbriGes Bovinos

Materiais
Hormonios

® Implante de progesterona

® Benzoato de estradiol

® Anéalogo da Prostaglandina F, (d-Cloprostenol)
® Andlogo de GnRH (bucerelina)

Material OPU

® Guia de aspiracao

® Ultrassom com probe intravaginal microconvexa de 7,5 mHz
® Sistema de aspiracao e agulhas 18 a 20 G

® Bomba para vacuo

® Placas de petri e tubos cénicos

® Estereomicroscoépio

® Meio de aspiracdo (PBS+ Soro Fetal + Heparina + Antibiético)

Material para injecdo de ovécitos (Figura 2)

Figura 2. Fotografia do sistema de injecdo de ovécitos, contendo a guia de aspiracdo (a); o sistema e seringa de injecdo (b); e a agulha

27 G usada para a injecéo (c).
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® Guia de aspiracao

® Ultrassom com probe intravaginal microconvexa de 7,5 mHz

® Sistema de injecdo contendo em uma extremidade uma seringa de insulina (1,0 mL)
® Agulha de injecado (27 G) acoplada a outra extremidade do sistema de injecao

® Liquido folicular

Material para inseminacao artificial

® Palheta de sémen

® Aplicador de sémen

® Bainha de inseminacao

® Descongelador de sémen ou banho-maria

Material para coleta dos embrides

® Sistema de coleta
® Filtro coletor

® Sonda de foley

® Mandril para sonda
® PBS

® Estereomicroscopio
® Placas de petri

Material para transferéncia dos embrides e congelamento classico

® Inovulado

® Bainha de TE

® Meio Holding

® Camisinha sanitéria

® Equipamento de congelacao
® Etileno glicol (1,5 M)

e NL

°

2

Palhetas de 0,25 mL
Sincronizacdo do estro da ovuladora

A sincronizacdo do estro tem como objetivo induzir o animal ao estro no periodo desejado, de forma que

ele apresente um Unico foliculo dominante (pré-ovulatério) no momento da injecao dos ovécitos. Diferentes
protocolos podem ser utilizados; o descrito neste documento é o protocolo utilizado pelo LRA da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. A sincronizacéo € iniciada no dia -10 (D-10 em relacdo ao dia marcado
para realizar a TIFOIl), com a insercdo vaginal do implante de progesterona (1 g), associada a aplicacao (i.m.)
de 2 mg de Benzoato de Estradiol. No dia -2, deve-se aplicar (i.m.) um analogo de Prostaglandina F,, (0,150
mg de d-Cloprostenol) juntamente com a remocao do implante, e no dia -1, faz-se a administracdo de 1 mg
de Benzoato de Estradiol (i.m.). O dia O (DO) serd o dia da injecdo dos ovécitos e inseminacao artificial. O
protocolo utilizado esté ilustrado na Figura 3.

Independentemente do protocolo, este deve garantir a formagcdo de um Unico foliculo dominante maior que

10 mm de diametro. E importante ressaltar que quando este protocolo é utilizado, ou seja, a TIFOI é realiza-
da entre 52-54 horas apds a retirada do implante, a ovulacdo ocorrerd em aproximadamente 15 a 18 horas

(aproximadamente 65 horas apds a retirada do implante). A utilizacdo de protocolos diferentes requer novas
avaliacbes, com o acompanhamento do momento da ovulacao.
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= Foliculo
54 horas
Balte PgF Be
D-10 D-2 D1 po
Sincronizagdo vacas Ovuladoras OVULADORA

Figura 3. llustracdo do protocolo hormonal utilizado pelo para a sincronizacdo de vacas ovuladoras para a transferéncia intrafolicular de

ovécitos imaturos — TIFOI.

Aspiracao folicular ou ovum pick up (OPU)

Os ovécitos imaturos sado obtidos pela técnica de aspiracao folicular (MOROTTI et al., 2014; PONTES et al.,
2011). Primeiramente, os animais sdo contidos em tronco apropriado para bovinos e, apds a antissepsia lo-
cal, deve-se realizar uma anestesia epidural baixa. Para a OPU, a guia deve ser posicionada no férnix vaginal,
e direcionada para o mesmo lado do ovario a ser aspirado (direito/esquerdo). Os ovdcitos serao aspirados em
PBS (Phosphate buffered saline) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino e 1 uL/mL de heparina sddica,
em temperatura de 36°C. A pressao de aspiracao utilizada deve garantir um fluxo do aspirado entre 13 a 15
mL/min. Para a aspiracao, € utilizado um aparelho de ultrassom equipado com uma probe intravaginal micro
convexa de 7,5 MHz montada em um suporte-guia para agulha de aspiracao (calibres 18 a 20 G), uma bom-
ba de vacuo e um circuito de aspiracao. O aspirado folicular deve ser lavado em filtros de malha de 80 ym
para remocdo de hemacias. Os complexos cumulus-ovécito (CCOs) encontrados sdo submetidos ao processo
de selecdo em estereomicroscépio.

Injecdo dos ovocitos imaturos

A injecao dos ovécitos deve acontecer entre 48 a 56 horas apds a retirada do implante de progesterona.
Para a injecdo dos CCOs imaturos, os animais devem ser contidos em tronco apropriado, e apds a antissep-
sia local deve-se realizar anestesia epidural baixa com lidocaina a 2%. Para a injecédo, é necesséaria uma guia
transvaginal semelhante a utilizada no procedimento de OPU. Na guia transvaginal deve estar acoplado um
mandril, montado com um sistema fechado, contendo em uma das extremidades uma seringa de insulina, e
na outra extremidade uma agulha calibre 27 G. Os ovécitos imaturos devem ser alocados por pressao nega-
tiva, dentro da agulha junto com liquido folicular, em um volume final de 60 yL. Todo o sistema devera ser
previamente preenchido com PBS, lembrando a importancia da manutencao de uma coluna de ar de aproxi-
madamente 1 cm entre o liquido folicular e o PBS do sistema. A guia seré entao posicionada no férnix vagi-
nal e direcionada para o mesmo lado do ovério contendo o foliculo dominante. A agulha perfurard o férnix e a
parede do foliculo e, logo apds, sera injetado todo o volume do meio contendo os CCOs (Figura 4).

Para assegurar a ovulacdo em um prazo de 24 horas, o ideal é que seja realizada a administracdo de um
andalogo do GnRH. E importante ressaltar que a quantidade de ovdcitos passiveis de serem injetados em cada
foliculo ovulatério ainda nao estd bem definida (experimentos em andamento); logo, recomenda-se que sejam
injetados os ovdcitos obtidos em cada secao de OPU. Em nosso laboratério, diferentes quantidades ja fo-
ram utilizadas. No experimento em que foram obtidos os nascimentos dos bezerros Gir, por exemplo, foram
injetados aproximadamente 25 ovécitos (SPRICIGO et al., 2016). Atualmente estd sendo avaliada a injecao
de diferentes quantidades (10, 25 e 50 ovécitos). Para ovécitos maturados in vitro, Kassens et al. (2015)
utilizaram a injecdo de 60 estruturas.
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Agulha no foliculo Ovaécitos no foliculo

Figura 4. (A) Imagem de ultrassom do foliculo dominante no momento da injecdo. A seta vermelha indica o foliculo (anecoico) e a agulha

(hiperecoico); (B) foliculo dominante indicado pela seta vermelha, com pontos hiperecoicos, os ovécitos injetados.

Inseminacao artificial (1A)

A inseminacao artificial pode ser realizada logo apés a injecao dos ovdcitos. Porém, experimentos em anda-
mento ainda buscam definir o melhor horario para a realizacdo da inseminacao. De maneira resumida, apds o
descongelamento de uma palheta de sémen, deve-se montar o aplicador, realizar a transposicdo da cérvix e
aplicar o sémen no corpo uterino. Todavia, o ideal é que o aplicador seja direcionado ao corno uterino ipsi-
lateral ao ovario com o foliculo dominante. A inseminacéo artificial pode, teoricamente, ser realizada com
sémen sexado, porém ainda ndo se tem dados referentes ao uso desse tipo de sémen (experimentos em
andamento).

Coleta dos embridoes

Apds a fecundacéao, o tempo de desenvolvimento para que o embrido atinja o estagio de blastocisto é de
aproximadamente 7 dias. Como o objetivo de recuperar o embridao nesse estagio, a lavagem uterina deve
ser realizada 8 dias ap6és a injecao dos ovdcitos. Antes do inicio do procedimento de coleta, é importante a
realizacdo de ultrassonografia para a avaliacdo do corpo liteo (CL) e confirmacdo de que a ovulacao ocorreu
realmente, e no ovério onde havia o foliculo dominante no momento da injecdo. Para a lavagem uterina e
coleta dos embrides, os animais devem ser contidos e, apds a antissepsia, deve-se realizar anestesia epidural
baixa com lidocaina 2%. A coleta é realizada por via transcervical; para tanto, uma sonda de foley de nu-
mero 18 ou 20 pode ser utilizada para a lavagem uterina com PBS aquecido a 30°C. Por gravidade, o PBS é
removido do Gtero, passando por um filtro de malha de 80 yum. Apds a busca em um estereomicroscopio, os
embrides recuperados devem ser avaliados quanto a qualidade morfolégica (IETS) e classificados quanto ao
estagio de desenvolvimento em mérula (Mo), mérula compacta (Mc), blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl)
ou blastocisto expandido (Bx). Para a correta interpretacdo dos resultados, recomenda-se que um embridao
seja descontado do total recuperado. Esta pratica evita a contagem de um possivel embrido resultante da
ovulacao do ovdcito da prépria ovuladora.

Transferéncia ou congelamento dos embrides

Apds a classificacdo, os embrides poderdo ser transferidos para receptoras previamente sincronizadas em
D6, D7 ou D8 (dias apés o estro). Uma caracteristica importante da TIFOI é que animais remanescentes
da sincronizacao prévia que nao foram utilizados como ovuladores podem ser utilizados como receptoras.
Diferentes protocolos podem ser utilizados para a sincronizacao. O LRA da Embrapa Recursos Genéticos
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e Biotecnologia utiliza o mesmo protocolo ja descrito para ovuladoras. No dia da transferéncia, os animais
contidos devem ser avaliados quanto a presenca e qualidade do CL. Na sequéncia, realiza-se a antissepsia e
a anestesia epidural baixa com lidocaina 2%. Os embrides sdo entdo alocados em palhetas de 0,25 mL em
meio de manutencao (holding), montadas no inovulador e transferidas para o terco final do corno uterino
ipsilateral ao CL. Outra opcéao é a realizacdo do congelamento destes embrides. Atualmente a vitrificacao
(MORATO et al., 2010) e o congelamento classico seriam as opcdes para a criopreservacdo (SARAGUSTY
et al., 2011). Porém, entre os principais objetivos da TIFOI esta, além da producdao de um embrido de boa
qualidade, a simplificacdo dos processos de disseminacdo de material genético. Tomando isso por premissa,
assume-se que o congelamento classico seria atualmente a melhor opcao para a criopreservacao, principal-
mente pelo fato de permitir a transferéncia direta do embridao apés descongelamento (VAN WAGTENDONK-
-DE LEEUW et al., 1997). Experimentos estao sendo realizados para comparar a criotolerdncia de embrides
produzidos por TIFOI ou /in vitro (PIVE), utilizando-se o congelamento classico.

Estudos e resultados da TIFOI

A TIFOI é uma técnica ainda em desenvolvimento que foi lancada em novembro de 2016 pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia-DF). A exemplo de outras biotecnologias, os resultados obtidos
nessa fase inicial muitas vezes nao sao satisfatérios para o uso comercial. Entretanto, a expectativa é de
que, com o aprimoramento da técnica e consequente aumento nos indices, esta se torne mais eficiente, via-
bilizando seu uso comercial, a exemplo do que ocorreu com a PIVE, na qual o primeiro animal produzido no
Brasil nasceu em 1994 (PEIXER et al., 1994) mas o primeiro laboratério comercial sé foi estabelecido no final
da década de 1990 (VIANA et al., 2012).

A eficiéncia da técnica pode ser mensurada pela razdao entre o nimero de embrides vidveis recuperados e o
numero de ovdécitos injetados. E importante ressaltar que, para efeito de calculo, deve-se retirar um embrido
do total recuperado, pois assume-se que esse embrido possa ser oriundo do ovdcito intrinseco da vaca ovu-
ladora. Como exemplo, tem-se uma vaca ovuladora da qual recuperam-se 5 embrides, apds a exclusdo de 1
(potencialmente da prépria ovuladora), tem-se 4 embrides extras. Se nesse animal fosse realizada a injecao
de 20 ovécitos, pode-se concluir que a eficiéncia seria de 20% (4/20). Tomando a recuperacao de embiri-
6es como parametro, pode-se afirmar que atualmente a TIFOIl tem cerca de 10-12% de eficiéncia. Entre os
provaveis fatores responséaveis por esses resultados, pode-se citar a baixa recuperacao de estruturas apds a
lavagem uterina (40%). Cerca de 70-80% das estruturas recuperadas sao classificadas como fecundadas (ou
seja, a taxa de estruturas nao fecundadas é de apenas 20-30%). Assim, pode-se inferir que aumentando a
taxa de recuperacao de estruturas a eficiéncia da técnica também aumentara.

Na sequéncia, sdao apresentados alguns resultados obtidos com a técnica até o presente. Todavia, vale res-
saltar que todos os resultados foram alcancados em modelos experimentais.

Experimento 1

A proposta da TIFOI surgiu pela necessidade de se ter um sistema /n vivo para a manutengao e o desenvolvi-
mento de ovdcitos apds a criopreservacao. Neste experimento, comparou-se a producdo embriondria apds a

TIFOI utilizando-se ovécitos frescos ou vitrificados. Para ovécitos frescos, foram realizadas 11 injecoes, com
uma média aproximada de 22 ovécitos por injecado, enquanto que para ovécitos vitrificados 9 injecoes foram
realizadas com a mesma média de ovdcitos (SPRICIGO et al., 2016). De forma resumida, os resultados estdo
apresentados na Figura 5.

Experimento 2
Neste experimento, buscou-se produzir embrides TIFOI a partir de ovécitos imaturos obtidos por OPU de

vacas Gir (SPRICIGO et al., 2016). O objetivo foi avaliar a qualidade dos embrides produzidos, observando
se seria possivel a obtencao de gestacdes e de bezerros saudaveis apés a TE. Foram realizadas 6 sessdes de
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OPU para a obtencdo dos ovdcitos imaturos. Apds selecao, os ovdcitos (grupos de 20-25) foram utilizados
para TIFOI em vacas ovuladoras da raca Nelore. Apds 8 dias da injecao e inseminacao com sémen de touro
da raca Gir, as vacas ovuladoras foram submetidas a lavagem uterina para obtencao dos embriées. Os em-
brides produzidos (Tabela 1) foram transferidos individualmente para receptoras sincronizadas. Os resultados
estao descritos na Figura 5.

Comparacao entre TIFOI de ovocitos frescos e

criopreservados
300
250 240
200
200
150 125
100
50 36 39
[ l
0

Ovdcitos injetados Estruturas recuperadas Blastocistos

B Frescos ™ Criopreservados

Figura 5. A producdo de embrides para os grupos que foram submetidos a TIFOI foi calculada considerando-se o total de estruturas
recuperadas apds a lavagem uterina. A producéo de blastocistos em D7 foi mais elevada (P<0,05) no grupo fresco (16%, barra azul)
em comparacdo a TIFOl com ovécitos vitrificados (3%, barra laranja). Neste experimento, ndo foi descontado o embrido das ovuladoras;

caso fosse, a producdo de embrides apos TIFOI de ovécitos vitrificados seria de 0%, e de ovdécitos frescos de 11,6%.

Tabela 1. Niumero de ovdcitos injetados, estagio de desenvolvimento das estruturas recuperadas, nimero e porcentagem
de estruturas recuperadas (D7) , recuperacao total e porcentagem de recuperacéao depois da exclusao do ovdcito incluso
no foliculo da receptora, em cada injecao.

Recuperacao (D7) Recuperacao total (D7) Embriées Extra (D7)*

de Estruturas Embrices Estruturas Embrices
NF Dg Mc Bi Bl Bx

Numero

QUGEItoS N (%) n (%) no(%)  n (%)
22 2 13 (13.6) 1 (333) 2 (9.1) O (0.0)
22 1 5 1 7 (31.8) 1 (143) 6 (27.3) 0 (0.0
10 1 2 3 (30.0) 3 (100.0) 2 (20.0) 2 (66.7)
10 0 000 0 (00 0 (00 0 (0.0)
22 6 1 7 (31.8) 1 (14.3) 6 (27.3) 0 (0.0)
22 3 5 8 (36.4) 5 (625 7 (31.8) 4 (50.0)

Total 108 3 14 1 2 0 8 28 (25.9) 11 (39.3) 23 (21.3) 6 (26.1)

* EmbriGes apds a exclusdo de 1 possivelmente da ovuladora.

Os embrides produzidos neste experimento foram transferidos, e os resultados de gestacao encontram-se na
Tabela 2.



16 Transferéncia Intrafolicular de Ovécitos Imaturos (TIFOI): uma Alternativa para Producdo de EmbriGes Bovinos

Tabela 2. Diagndstico de gestacédo e nascimento de embrides produzidos pela técnica de TIFOI, de acordo com o estéagio
de desenvolvimento e a classificacdo embrionéria e com a injecao de referéncia.

Transferéncia lézfiel:'jé:;;i: ((fll?:;;;?e) Gestagoes® Nascimento
1 1 Bi(2) -
2 2 Bx (1) -
3 3 Bx (1) -
4 3 Bx (1) -
5 3 Mc (1) + +
6 6 Bx (1) -
7 6 Bx (1) + +
8 6 Bx (1) A +
9 6 Bx (1) + +
10 6 Bx (1) -
11 5 Bi(2) -

* Diagnéstico realizado 53 dias apds a transferéncia.

Todas as gestacdes vieram a termo com o nascimento de 4 bezerros (Figura 6). Entre os bezerros nascidos,
um foi originado a partir do ovdécito da ovuladora, conforme identificado pelo fendtipo tipico de animal meio-
-sangue e também por teste de paternidade por exames de DNA realizado pela empresa Geneal Diagndsticos
LDTA (Uberaba-MG). Os demais foram produzidos a partir dos ovécitos de doadoras Gir utilizados na TIFOI.

e "
' - -

.y

1

Figura 6. Primeiros bezerros produzidos pela técnica de TIFOI-TE. Da esquerda para direita, tem-se um macho TIFOI, uma fémea néo
TIFOI (1/2 sangue Nelore-Gir) seguida por duas fémeas TIFOI.
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Compilacao dos resultados
Com o objetivo de sumarizar os resultados, a Tabela 3 traz a compilacdo de alguns dos resultados obtidos
nos diferentes experimentos realizados até o presente momento.

Tabela 3. Compilacdo dos resultados obtidos em diferentes experimentos com a técnica de transferéncia intrafolicular de
ovécitos imaturos (TIFOI).

Numero de vacas 22 16 30 68
Procedéncia dos ovécitos Frigorifico Frigorifico OPU (Gir e HOL) =
Média de ovdcitos injetados 28 25 16 23
Média diametro folicular (mm) 11.2 12.6 12.6 12.1
Média irrigacdo folicular (escala de 1-5) 1.7 1.5 2.1 1.8
Porcentagem (%) de vacas que nédo ovularam 27% 18% 0% 15.0%
Média diametro CL (mm) 14.5 19.5 18.4 17.5
Média irrigacdo CL (escala de 1-5) 3.7 4.4 4.4 4.2
Frequéncia de ovulacdo OD (%) 66% 53% 56% 58.3%
Total de ovécito injetados 620 400 479 1499
Porcentagem (%) de animais dos quais nédo foi recuperada nenhuma estrutura 31% 15% 10% 18.7%
Porcentagem (%) de animais dos quais foram recuperadas 1 ou mais estruturas 56% 92% 76% 74.8%
Total de estruturas recuperadas 175 126 180 481
Porcentagem (%) de estruturas recuperadas 28.20% 31.50% 37.50% 32.4%
Porcentagem (%) de estruturas recuperadas (excluindo as vacas que nédo 36.80% 38.80% 37.50% 37.7%
ovularam)

Numero de embrides recuperados 33 40 60 133
Porcentagem (%) de embriGes recuperados 5.30% 10.00% 12.50% 9.3%
Porcentagem (%) de embriGes recuperadas (excluindo as vacas que nédo 6.90% 12.30% 12.50% 10.6%
ovularam)

Numero de estruturas fecundadas (embrides + degenerados) 140 95 143 378
Porcentagem (%) de estruturas fecundadas (embries + degenerados)/total 22.60% 23.80% 29.90% 25.4%
injetado

PcIJrcentagem (%) de estruturas fecundadas (embrides + 80.00% 75.40% 79.40% 78.3%

degenerados)/recuperadas

Consideracodes finais

A TIFOI é uma tecnologia com potencial para ser uma opcao comercial para a producdo de embrides bovinos,
assim como ja ocorre com biotecnias como a SOV e a PIVE. Ela também pode vir a servir de modelo para a
producdo de embrides em outras espécies, inclusive em animais silvestres. Entre as vantagens da técnica,
destacam-se: a nao utilizacdo de hormdnios para a estimulacdo de multiplas ovulacoes; a producao de embri-
oes totalmente in vivo e, portanto, de melhor qualidade; a possibilidade de se usar a doadora semanalmente;
a nao necessidade de meios, equipamentos e infraestrutura laboratorial; e a valorizacdo do médico veterinario
e do produtor.

Todavia, sabe-se que para comprovar o potencial de uma biotecnologia para uso comercial, além da prova de
conceito, é preciso que ela apresente uma logistica executavel e resultados satisfatérios. Entre estas premis-
sas, a TIFOI atualmente atende as duas primeiras. Como foi mostrado neste documento, a técnica é capaz
de produzir embrides vidveis e bezerros saudaveis e apresenta uma boa logistica, pois todo o processo é
realizado na fazenda, e os animais sincronizados que nao sao utilizados como ovuladoras podem ser aprovei-
tados como receptoras dos embrides em D7. Por fim, em relacdo ao ultimo quesito, a eficiéncia ainda precisa
ser melhorada. Contudo, assim como ocorreu com outras biotecnias, acredita-se que a progressiva dissemi-
nacao da TIFOI ajudara a superar os gargalos e melhorar os resultados.
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