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RESUMO

O objetivo deste estudo foi relatar 0 esté4dio de desenvolvimento de embries coletados a partir de
processos superovulatérios em zebuinos. Foram utilizadas 26 vacas, 16 da raga Nelore Padréo, trés da
Nelore Mocho, quatro da Gir, duas da Brahman e uma da raca Guzera. Para o processo de superovulacdo
utilizaram-se 350 Ul de FSH em oito doses decrescentes a cada 12 horas, a partir do 10°dia do ciclo estra
(estro = dia 0). Ao sé&imo dia apds o estro os embrides foram coletados pelo método néo cirdrgico e
avaliados a0 microscopio estereoscopio quanto a qualidade e estadio de desenvolvimento embrionario.
Foram coletados 135 embrifes viave's, sendo 68,2% (92/135) Nelore Padrdo, 12,6% (17/135) Nelore
Mocho, 11,1% (15/135) Gir, 52% (7/135) Brahman e 3,0% (4/135) Guzera. Os embrides foram
classificados segundo a qualidade em grau |, 51,1% (69/135), grau Il, 43,7% (59/135), grau Ill, 4,4%
(6/135), e grau IV, 0,7% (1/135), e segundo o estédio de desenvolvimento em morula, 3,7% (5/135),
blastocisto inicial, 16,3% (22/135), blastocisto, 37,0% (50/135), blastocisto expandido, 42,2% (57/135), e
blastocisto eclodido, 0,7% (1/135). Observou-se predominancia de estédios embriondrios avancados
(blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) que representaram 80% do total de embrifes.
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ABSTRACT

This study was carried out with the objective of reporting the developing stages of embryos collected from
superovulated zebu cows. Twenty-six zebu cows of Nelore (16), Polled Nelore (3), Gir (4), Brahman (2)
and Guzerad (1) breeds were superovulated with 350IU of FSH, divided into eight decreasing doses
administered each 12 hours, starting on day 10 of the estrous cycle (estrous = day 0). Seven-day embryos
were collected non-surgically and evaluated at microscopy to determine the grade and stage of
development. A total of 135 viable embryos were collected, being 68.2% (92/135) Nelore, 12.6% (17/135)
Pooled Nelore, 11.1% (15/135) Gir, 5.2% (7/135) Brahman and 3.0% (4/135) Guzerd. Embryos were
classified according to quality as grade I, 51.1% (69/135), grade-1I, 43.7% (59/135), grade-1II, 4.4%
(6/135), and grade-1V, 0.7% (1/135), and according to developmental stage in morulae, 3.7% (5/135),
young blastocyst, 16.3% (22/135), blastocyst, 37.0% (50/135), expanded blastocyst, 42.2% (57/135), and
hatched blastocyst, 0.7% (1/135). These results showed the predominance of advanced developing stages
(blastocyst, expanded blastocyst and hatched blastocyst) witch represented 80% of the total of embryos.
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INTRODUCAO

Em fungdo do importante papel econdmico e social dos rebanhos zebuinos na pecudria brasileira e do
interesse naciona e internacional na aquisicdo e multiplicagcdo de animais de elevado valor genético, o
mercado de embriBes ampliou-se bastante nos anos 1990. Entretanto, grande parte das metodologias e
biotecnol ogias desenvolvidas e utilizadas na obtencéo e criopreservacdo de embrifes foram desenvolvidas
em taurinos. Por isso, estudos que atendam as peculiaridades fisiologicas dos zebuinos devem ser
realizados e poderiam justificar, por exemplo, a maior sensibilidade a criopreservacéo (Zanenga, 1993) e
0 estadio de desenvolvimento embrionario relativamente mais avancado dos embrifes zebuinos, quando
comparados com embrides taurinos coletados no sétimo dia de animais superovulados.

O objetivo deste estudo foi relatar e explicar 0 avancado estédio de desenvolvimento embrionario
apresentado por embrides de vacas zebuinas (superovuladas) coletados no sétimo diado ciclo estral.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 26 doadoras das racas Nelore Padrdo (16), Nelore Mocho (3), Gir (4), Brahman (2) e
Guzera (1), adojadas no Centro de Assessoria Técnica e Transferéncia de Embrides (CENATTE),
municipio de Pedro Leopoldo-MG. Apés selecdo e controle do ciclo estral com deteccdo do estro base
(dia-0 ou dia do estro), as fémeas foram superovuladas a partir do 10°dia do ciclo estral com horménio
foliculo estimulante (FSH) (FsH; Pluseta , Serono Veterindria) na dosagem de 350U, fracionada em oito doses
decrescentes, administrados a cada 12 horas, por via intramuscular, durante quatro dias. Cada doadora
recebeu duas doses de um miligrama por via intramuscular de um and ogo sintético de prostaglandina Fx,
(PGF2a) (PGFz; Cloprostenol, Ciosind, Coopers do Brasil), 60 € 72 horas ap6s 0 inicio da superovulagdo para
induc&o do estro. Cada doadora foi submetida a trés inseminactes artificiais (I1A). A primeirafoi reaizada
14 horas ap6s inicio do estro e as demais a cada oito horas apds a primeira.

Os embrides foram coletados pelo método ndo cirdrgico no sétimo dia do ciclo estral (estro = dia 0) em
meio PBS (tampéo salina fosfato) de Dulbecco & Vogt, modificado por Whittingham (1971), sendo em
seguida avaliados ao microscopio estereoscopio segundo a qualidade (Kennedy et al., 1983) e 0 estadio de
desenvolvimento embrionario (Lindner & Wright, 1983).

Foram utilizados cinco estadios de desenvolvimento: estédio 1 (moérula: aglomerado celular em cuja
superficie blastémeros individuais podem ser distinguidos); estadio 2 (mérula compacta: blastémeros
individuais ndo podem ser distinguidos na superficie do embrido); estadio 3 (blastocisto inicial: uma
pequena cavidade, a blastocele, esté visivel e a massa celular interna comega a se formar); estadio 4
(blastocisto: 0 embrido ocupa a maior parte dentro da zona pellcida, a massa celular interna comeca a
tornar-se mais distinta mas o didmetro globa do embrido, incluindo a zona pellcida, permanece
inalterado); e estadio 5 (blastocisto expandido: o didmetro embrionario esta aumentado e a espessura da
zona pel licida pode ser reduzida para aproximadamente 1/3 da espessura original).

Quanto a qualidade, os embriGes foram classificados em quatro graus: grau | (excelente: estadio de
desenvolvimento com zona pelUcida intacta e esférica, massa celular homogénea com células de tamanho
uniforme, nenhum ou poucos fragmentos celulares no espagco perivitelino); grau 1l (bom: ateracdes
minimas na forma e coloragdo com relacdo ao grau |, alguns fragmentos ou debris celulares no espago
perivitelino e/ou pequenas formagdes vesiculares nos blastbmeros); grau Il (regular: claras ateracdes
comparadas com o grau |1, embora com a maior parte da massa celular intacta); e grau IV (ruim: muitos
fragmentos ou debris celulares no espaco perivitelino, vesiculas maiores e em maior nUmero e claras
mudangas degenerativas nos blastdbmeros, com menos da metade da massa celular intacta).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de embriGes vidveis coletados em funcdo da raca da doadora é apresentado na
Fig. 1. Obteve-se média geral de 5,2 (135/26) embrides viaveis por doadora. Essa média assemelha-se a
resultados obtidos por equipes de transferéncia de embrides e em estudos anteriores em taurinos (Callesen
et al., 1995) que relataram uma média de quatro a cinco embriGes viavels por doadora superovul ada.

Dados referentes a qualidade dos embriGes coletados séo apresentados na Fig. 2. Ressalta-se que a maior
parte dos embrifes (95% ou 128/135) foi classificada nos graus | e Il (excelente e bom, respectivamente).
A média de embriGes viaves obtidas por coleta e a porcentagem de embribes excelentes e bons podem
atestar a eficiéncia dos procedimentos utilizados, dentre eles o do protocolo de superovulacéo (350Ul de
FSH). Resultados semel hantes foram encontrados por Munro (1986).
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Figura 1. Nimero de embrides coletados em funcdo da raca da doadora
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Figura 2. Nimero de embribes em funcdo da qualidade embrionéria
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Dados referentes ao estadio de desenvolvimento sao apresentados na Fig. 3. Observa-se predominancia de
estadios embrionarios avancados (blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido) que
representaram 80% do total de estruturas, contra 20% de morulas e blastocistos iniciais. O grande
predominio de estadios avancados de desenvolvimento no sé&timo dia apds 0 estro parece ser uma
caracteristica marcante que diferencia zebuinos e taurinos. Em um amplo estudo realizado por Callesen et
a. (1995), procurou-se identificar os fatores que afetam o estadio de desenvolvimento de embrifes
taurinos recuperados no sétimo dia ap6s o estro. De 1495 embrifes vidveis estudados, 84,5%
encontravam-se em estadios iniciais de desenvolvimento (5,8% de mérulas, 56,1% de morulas compactas
e 22,5% de blastocistos iniciais) e o restante (15,5%) em estadios mais avancados (10,3% de blastocistos
e 5,2% de blastocistos expandidos). Comparando-se os resultados de Callesen et a. (1995) com os do
presente estudo, observa-se que no sétimo dia apds o estro houve predominancia de estadios iniciais em
taurinos, e de estédios mais avancados em zebuinos.
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Figura 3. NUmero de embrides em funcdo do grau de desenvolvimento embrionario (Inicia* e
Avancado**)

Algumas diferencas endécrinas poderiam estar contribuindo para a obtencdo de estédios embrionarios
mais avancados em zebuinos quando comparados com os obtidos em taurinos. Fémeas Bos indicus
geramente atingem a puberdade mais tarde (Plasse et a., 1968a; Dobson & Kamonpatana, 1986), tém
periodo de gestacéo mais longo (Plasse et a., 1968b; Dobson & Kamonpatana, 1986), exibem anestro
pos-parto prolongado (Plasse et al., 1968c) e apresentam importante sazonalidade reprodutiva, isto €,
tendem a ser acasaladas em dias longos (Chenoweth, 1994). Quanto ao ciclo estral, apresentam estro mais
curto (Chenoweth, 1994; Pinheiro et a., 1998) e em menor intensidade, e tendéncia em ndo permitir a
monta por outras fémeas.

Outro importante aspecto divergente entre taurinos e zebuinos sdo as caracteristicas do corpo Iiteo (CL).
O CL é primariamente reconhecido por sua habilidade de sintetizar e secretar progesterona (Hafs &
Armstrong, 1968). Segundo Fields & Fields (1996), o CL formado a partir da hiperplasia e diferenciacéo
das células da granulosa e da teca do foliculo ovulatério passa de 200 miligramas no momento da
ovulacdo (células foliculares) a 48 gramas de peso no 11° dia do ciclo estral nas racas zebuinas. Esse peso
€ consideravelmente maior nas racas européias. O peso do CL esta relacionado com sua capacidade de
produzir progesterona, horménio intimamente relacionado com a manutencdo de um ambiente Gtero-
tubdrico adequado a0 desenvolvimento embrionario e manutencdo do proprio CL durante o periodo
critico da vida embrionéria (da ovulago a implantacdo), quando ocorre o reconhecimento materno da
gestacdo (Fidlds & Fields, 1996). Fémeas zebuinas apresentaram CL menor, com menor conteldo de
progesterona por grama de tecido luteal (Segerson et al., 1984). Neste aspecto, estudos anteriores
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reportaram que a deteccdo do CL por palpacdo transretal € mais dificil em zebuinos do que em taurinos
(Plasse et a., 1968a; Vale Filho et a., 1986). Existem evidéncias de que o CL de Bos indicus produz
menos progesterona do que o de fémeas Bos taurus (Randel, 1989).

Com relagdo a ultra-estrutura embrionéria, Esper & Barbosa (1993) encontraram menor area média de
mitocdndrias, maior area média de lisossomos (sobretudo nas células trofoblasticas) e menor volume de
lipides em blastdémeros de embrides zebuinos em relagdo aos de embrides taurinos. Talvez a caracteristica
mais importante de zebuinos que possa justificar a obtencdo de estadios embrionarios mais avancados
esteja relacionada a ovulagdo. O horménio luteinizante (LH), que coordena a ovulacdo em bovinas,
apresenta uma onda pré-ovulatéria entre 20 e 22 horas antes da ovulacdo ou trés a seis horas apds o inicio
do estro em fémeas taurinas (Henricks et a., 1970). Isto ocorre mais precocemente em fémeas zebuinas
(Cavalieri €t a., 1997). Fémeas Brahman apresentaram menor contelido de LH hipafisario, onda pré-
ovulatoriade LH mais precoce (Randel, 1976), com menor amplitude e duracéo (Randel, 1976; Rhodes et
al., 1978) e ovulagdes cerca de 10 horas mais cedo em relagéo ao inicio do estro do que fémeas Hereford
(Randel, 1976). OvulacBes mais precoces podem refletir em fertilizagbes também mais precoces, 0 que
daria aos embriBes zebuinos tempo adicional para desenvolvimento, permitindo-lhes atingirem estadios
relativamente mais avangados no dia da coleta de embrides.

Os resultados deste estudo apontam predominancia de estadios embriondrios mais avancados de embriGes
recuperados de vacas zebuinas superovuladas. Esta, entre outras caracteristicas que diferenciam zebuinos
de taurinos, deve ser considerada quando da exploracdo de embriGes em zebuinos.
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