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RESUMO

A pecuaria brasileira esta em constante crescimento, seja em numeros na balanga
comercial ou através do emprego de técnicas que sejam capazes de maximizar os
resultados e os indices produtivos. Dentre estas técnicas destaca-se a Produgéo in
vitro de embrides bovinos (PIVE), que juntamente com as demais biotécnicas da
reproducao, foi responsavel pela grande expansao da pecuaria brasileira, reduzindo
o intervalo entre geragdes e selecionando, cada vez mais os reprodutores. Além
disso a PIVE é capaz de gerar produtos viaveis de animais que nao estdao em
condigbes de se reproduzir, é o fato de animais jovens, animais com problemas
reprodutivos, animais mortos e até extintos. A técnica em si € um procedimento
complexo, que envolve varias etapas, que vao desde a colheita do odcito, em
animais vivos ou em ovarios retirados de carcagas, passando pela maturagao,
fertilizacdo e cultivo em laboratério, até a classificagcdo dos embrides viaveis e a
transferéncia a fémea receptora. Seguindo-se nesta linha de pensamento e levando
em consideracgao todos os beneficios desta técnica para o agronegécio brasileiro, o
objetivo deste trabalho foi revisar o processo de producao in vitro de embrides
bovinos a partir de ovarios coletados em abatedouro, desde a coleta do material

bioldgico até a criopreservagéo ou transferéncia do embrido produzido.

Palavras-Chave: Biotécnicas da reproducdo. Embrides. Pecuaria. Producao in vitro.

Zootecnista.
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ABSTRACT

Brazilian livestock breeding is constantly growing, due to trade balance or through
employment of technologies to improve results and productive indexes. Among
these, stands out in vitro embryo production (IVP) in bovine cattle, which along with
other reproductive techniques, is responsible for a greater expansion in Brazilian
cattle breeding, so reducing generation interval, and selecting animals. Besides, IVP
can generate viable products from animals that are no longer able to breed, with
reproductive problems, dead or even extinct. This technique is a complex procedure,
in several steps, since oocyte collection from live or slaughter animals, undergoing
maturation, fertilization and laboratory culture, to classifying viable embryos and
transferring them to the female receptor. Considering every benefit of this technique
to brazilian agribusiness, the aim of this work was to review the process of IVP of

bovine embryos from slaughterhouse ovaries.

Keywords: Reproductive biotechnologies. Embryos. Livestock breeding; In vitro

production. Animal scientist.
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| 1 INTRODUGAO

O Brasil, desde seu periodo de colbénia, vem mantendo os tragos de economia
baseada nos setores agropecuarios. Mesmo com os avangos industriais e
tecnologicos, o Agronegocio vem se mantendo por tempos como carro chefe da

balanca comercial brasileira (ABIEC, 2016)
Em 2015, o saldo da balanga comercial do pais foi de US$19,69 bilhdes. As

exportacdes do agronegodcio, que atingiram US$88,22 bilhdes, contribuiram para o
saldo positivo do setor, que por sua vez foi fundamental para o saldo positivo da
balanca comercial brasileira. A cadeia produtiva da pecuaria do Brasil movimentou
mais de R$483,5 bilhdes em 2015, registrando um crescimento de mais de 27%
sobre o ano anterior. Ja as exportagdes de carne bovina geraram receita de US$5,9
bilhbes em 2015, representando 3% de tudo o que o Brasil exportou em 2015
(ABIEC, 2016).

\ E neste cenario grande, tanto em desenvolvimento econdmico quanto técnico,

que o emprego das diferentes biotécnicas da reproducdo vem em constante
crescimento, seja ele em numeros ou em eficiéncia de resultados. Todo este
desenvolvimento da pecuaria nacional esta intimamente associado ao emprego das
diferentes biotécnicas da reproducgao, e o Brasil &€ detentor de um bom nivel técnico-
cientifico dessas biotécnicas, se destacando como um dos maiores produtores de
embrides in vitro, ndo s6 pelo dominio da técnica, mas pela qualidade do seu
rebanho (DA SILVA et al., 2015).

Com a expansao do mercado, varias biotécnicas foram desenvolvidas e
aprimoradas, principalmente na espécie bovina. Inicialmente, a inseminacgao artificial
(IA) teve um importante papel na disseminagdo do material genético do macho e,
posteriormente, técnicas como o controle do ciclo estral, a superovulagéo (SOV) e a
transferéncia de embrides (TE) proporcionaram um aumento na possibilidade da
multiplicagdo do material genético da fémea (DAYAN, 2001).

A ultrassonografia somou-se as técnicas existentes como importante recurso
para o monitoramento da atividade ovariana, bem como a producado de embrides in
vitro (P1V), com odcitos de animais abatidos, constituiu novo marco na pesquisa da
reproducao em bovinos (DAYAN, 2001).
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A possibilidade de obtencdo de oodcitos de animais vivos surgiu com a
aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU), que foi responsavel pelo intenso
aproveitamento do material genético de fémeas superiores, além de proporcionar
prole de fémeas de alto valor genético, oriundas de animais com problemas
reprodutivos adquiridos, novilhas pré puberes, vacas gestantes e senis, sendo
responsavel pelo aumento da velocidade de multiplicagdo dos animais de alto valor
genético e por uma grande pressao de selegao (RENESTO, 2004).

O aprimoramento dos sistemas envolvidos no processo de produgao in vitro
de embrides na espécie bovina a partir de odcitos recuperados de foliculos de
ovarios de vacas abatidas e também através da OPU, tém sido fundamental para o
estudo e compreenséao de varios fendbmenos e mecanismos biolégicos que ocorrem
durante este periodo, desde a maturacido dos odcitos, o processo de capacitagao
espermatica e fertilizacdo, até o inicio do desenvolvimento embrionario em fase de
pré-implantagdao (HOSHI, 2003). Seguindo-se nesta linha e de acordo com este
cenario de desenvolvimento, o objetivo deste trabalho foi entender os diferentes
processos da PIV que ocorrem desde o abate das fémeas bovinas até a obtencao
do embrido apto a ser transferido a fémea receptora, passando por toda a parte

logistica e laboratorial.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia
2.1.1 Conceito

O conceito tradicional que define a embriologia é o estudo de embrides. A
embriologia estuda o desenvolvimento de uma célula que € um ovo fertilizado, até se
tornar um organismo pronto para eclosdo como no caso dos moluscos (BARBOSA,
1995). Durante o desenvolvimento embrionario, a diversidade celular é determinada
através da diferenciagdo, enquanto o processo da morfogénese € o que organiza
diferentes células em tecidos e 6rgaos, e o crescimento € o aumento em tamanho e
numero celular. A segunda maior fungéo no desenvolvimento € a reproducao, isto é,
a geracao de novos individuos (BARBOSA, 1995).
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Segundo Montanari (2013), a Embriologia é mais abrangente que aquilo que
conceitualmente se apresenta, no caso, o estudo dos embrides, pois ela nao se
restringe apenas ao periodo embrionario, visto que periodos anteriores como a
gametogénese e a fertilizagdo, necessarios para a produgdo do embrido, e
acontecimentos posteriores, como os do periodo fetal, também s&o objetos de
estudo. Logo, a Embriologia aborda e estuda, desde a produgcdo dos gametas até o
nascimento do feto.

Com outro entendimento, Moore (2008) traz a seguinte informaggo: *
Embriologia é ramo da biologia e da medicina que estuda o desenvolvimento do ser

vivo desde a fecundacao do ovo até o final do estado embrionario”.

| 2.1.2 O principio da Embriologia
|

Os primeiros estudos embriolégicos foram feitos por Hipdcrates (460-377
a.C.) e Aristoteles (384-322 a.C.), que analisaram o desenvolvimento de aves, por
estes estudos Aristoteles é reconhecido como o fundador da Embriologia
(MONTANARI, 2013). Os estudos embrioldgicos pioneiros registrados estdo nos
livros de Hipdcrates (MOORE, 2008).

Lazzaro Spallanzani demonstrou que tanto o évulo quanto o espermatozoide
eram necessarios ao desenvolvimento do novo individuo e concluiu que o
espermatozoide era o agente fertilizante, que desencadeava o0 processo de
desenvolvimento (MOORE, 2008).

Em 1673, o embriologista italiano Marcelo Malpighi (1628-1964), fez
representacdes detalhadas do embrido de aves, e Lazzaro Spallanzani (1729-1799),
apesar de ser um ovista, em um e seus trabalhos, usando uma seringa, impregnou
uma cadela com sémen e verificou que os filhotes assemelhavam-se a mae e ao céo
que fornecera o sémen, contribuindo para o descrédito em relagao a “teoria da pré-
formacédo”, onde se acreditava que o embrido era uma reducdo do adulto
(MONTANARI, 2013).
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2.2 Biotecnologia

Biotecnologia € o uso ou manipulagcdo de um organismo ou de seus
componentes e a moderna biotecnologia € primariamente associada a biologia
molecular, clonagem e a engenharia genética. Sendo que esse avango nas ciéncias
bioldégicas permitiu isolar e manipular genes que facilitaram o desenvolvimento da
biotecnologia industrial (WETHERINGTON, 2010).

De acordo com Morris et al., (2001) A biotecnologia € uma “nova” ciéncia ou
alta tecnologia condutora das industrias farmacéuticas, médica e agro-alimentar e é
aplicada para a produgao ou modificacdo de produtos. Por outro lado, pode-se
pensar que esta informacado esteja obsoleta, pois ja se passaram dezessete anos
desde a sua publicacéo.

Segundo a Organizagdo das industrias de biotecnologia — BIO (2018), A
Biotecnologia explora processos celulares e biomoleculares para desenvolver
tecnologias e produtos que ajudam a melhorar a vida e saude das pessoas.

A Biotecnologia € um campo emergente com grande concentragdo de
conhecimento, € um conjunto de técnicas que possibilitam a realizagdo, pelo
homem, de mudangas animais, vegetais e sistemas microbianos, conducentes a
produtos e tecnologias uteis. Em si mesma a biotecnologia ndo pode resolver todos
os problemas fundamentais do meio ambiente e do desenvolvimento mas pode
contribuir muito para a melhoria deles, como por exemplo: melhor atendimento da
saude, maior segurancga alimentar por meio de praticas agricola sustentaveis, melhor
abastecimento de agua potavel, maior eficiéncia nos processos de desenvolvimento
industrial para transformacado de matérias-primas, apoio para métodos sustentaveis
de florestamento e reflorestamento, e a desintoxicagdo dos residuos perigosos
(MATTOS, 2001 apud AGENDA 21, 1995).

A biotecnologia também oferece novas oportunidades de parcerias globais,
especialmente entre paises ricos em recursos biolégicos, que incluem os recursos
genéticos, mas carentes da capacitacdo e dos investimentos necessarios para a
aplicagao desses recursos. A biotecnologia pode contribuir muito para a conservagao
de tais recursos (MATTOS, 2001 apud AGENDA 21, 1995).

A utilizagdo de métodos bioldgicos de manipulagdo de seres vivos, animais,
vegetais e microorganismos, na conservagao, produgdo e desenvolvimento de

recursos naturais tem sido, desde tempos remotos, uma das formas mais
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importantes de intervengdo da inteligéncia humana na otimizagdo de sistemas de
informacéao criados pela propria natureza. A finalidade desta intervencdo é aumentar
a eficiéncia do desempenho dos seres vivos, torna-los mais produtivos e alterar suas
caracteristicas originais para incorporar-lhes requisitos que maximizem a capacidade

estrutural e funcional de seus principios (PAVAN et al., 1986).

2.3 Biotécnicas da Reprodug¢ao Animal

As biotécnicas da reprodugdo animal sdo ferramentas singulares para o
avanco tecnologico da pecuaria nacional, pois possibilitam a expansao e sele¢ao do
material genético adequado para o melhoramento animal (OLIVEIRA et al., 2014).

Os avancgos biolégicos e tecnoldgicos, desencadeados pelo desejo de
controle dos processos reprodutivos, proporcionaram o desenvolvimento de quatro
geragdes de tecnologias de reprodugdo assistida para humanos e animais. A
primeira geragado inclui: Inseminagao artificial, criopreservagdo de gametas e
embrides; na segunda geragdo encontram-se a superovulagéo e a transferéncia de
embrides; ja a terceira geragdo compreende a sexagem espermatica e embrionaria,
a recuperacao de odcitos e a fertilizagdo in vitro; e a quarta geragcao envolve a
clonagem por transferéncia nuclear de células embrionarias ou somaticas, a
transgenia e a biologia de células-tronco. Sendo que estas tecnologias estédo
amplamente interligadas umas com as outras (BERTOLINI e BERTOLINI, 2009).

De acordo com Gongalves et al.,, (2008) Pode-se considerar inegavel a
contribuicdo das biotécnicas reprodutivas ao desenvolvimento técnico-cientifico e
econdmico das nacbes. Destaca ainda que sao ferramentas importantes para a
compreensao da fisiologia reprodutiva, atuam na multiplicagdo de animais
geneticamente superiores, formagao de bancos de germoplasma animal e ainda
pode-se esperar a producdo de 6rgdos humanos em animais através dos avangos
na transgenia animal (GONCALVES et al., 2008)
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2.3.1 Producao in vitro de embrides bovinos

A Produgao in vitro de embrides (PIVE) € uma técnica de reproducao
assistida que consiste na preparagdao e co-cultivo de gametas em ambiente
laboratorial para geragao do zigoto, e seu cultivo até o estagio de desenvolvimento
embrionario desejado. A técnica esta relacionada a uma série de procedimentos
integrados, que vao desde o manejo reprodutivo das doadoras e receptoras, pungao
folicular guiada por ultrassom, procedimentos no laboratério até a transferéncia dos
embrides (RI1ZOS, 2008).

Inicialmente, a técnica foi desenvolvida para humanos, criada pelos
pesquisadores ingleses Robert Edwards e Patrick Steptoe em 1978, resultou no
primeiro bebé produzido através de fertilizagdo in vitro da historia, rendendo aos
pesquisadores, o Prémio Nobel de Medicina no ano de 2010 (BBC, 2012).

A Producdo de embrides in vitro tem como aplicagdes principais o
melhoramento genético animal, pois aumenta a intensidade e pressao de selecéo,
quando reduz o intervalo entre geragdes (DAYAN, 2001; RENESTO, 2004; VARAGO
et al., 2008) e a reproducgao assistida de fémeas de alto valor genético, portadoras
de patologias reprodutivas adquiridas (DAYAN, 2001; FABER et al., 2003;
RENESTO, 2004). Segundo Hasler, (2014) ha ainda, dentre as possibilidades que a
PIVE apresenta, a formagdo de um banco de germoplasma para a conservagao e
regeneragao de espécies animais em perigo de extingao.

Esta técnica tem apresentado muitos avangos e esta sendo gradativamente
incorporada aos projetos de producdo. Com o desenvolvimento do método de
puncao folicular, tornou-se possivel a recuperagao de ovocitos de fémeas vivas para
FIV, o que contribuiu para a abertura de novos caminhos para multiplicacido de
animais de interesse econbémico superando os atuais indices da transferéncia de
embrido (TE) classica, no que diz respeito a producao de bezerro por vaca por ano
(DAYAN, 2001).

A PIVE pode ser utilizada em animais jovens, gestantes ou lactantes e com
problemas de infertilidade adquiridos (GOODHAND et al., 1999; TANEJA et al.,
2000; DAYAN, 2001; RENESTO, 2004).

A utilizacdo de bezerras como doadoras de ovdcitos em programas de TE

possibilita a oferta constante de embrides F1, oferecendo assim, um grande
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potencial para acelerar o ganho genético através da redugédo do intervalo entre
geracdes (TANEJA et al., 2000).

Dentre os beneficios da PIVE, ainda pode-se destacar o aprimoramento de
técnicas como a clonagem por transferéncia nuclear, a injecéo intra-citoplasmatica
de espermatozoides (ICSl) e a transgenia animal (WAGTENDONK-DELEEUW et al.,
2000).

Em relagdo a producgao in vivo de embrides, a PIVE ainda apresenta diversas
diferengas, tanto metabdlicas quanto morfoldgicas, e se devem principalmente pelas
diferentes condigdes de cultivo (SA et al., 2003). Com isso os embrides obtidos
através dessas técnicas tém se tornado mais sensiveis a criopreservacgao,
diminuindo a viabilidade apdés o descongelamento e a taxa de gestacdo (HOLM et
al., 1998).

De acordo com Rizos et al., (2001) os embrides de PIV possuem citoplasma
mais escuro, menor densidade, menor taxa de crescimento e maior sensibilidade
térmica. E ainda, nos estagios iniciais, possuem grande quantidade de gotas
lipidicas no interior do citoplasma, que sao atribuidas ao soro adicionado aos meios
de cultivo (TOMINAGA et al., 2000).

Por outro lado, em pesquisas mais recentes Deus et al., (2018) conseguiram,
com diferentes protocolos com adicdo de Soro Fetal Bovino (STF) taxas de
viabilidade celular superiores a cinquenta por cento.

Seguindo os parametros e as taxas de recuperagédo oocitaria e produgédo de
embrides através da PIVE, desde 2006, vem sendo registrado um crescimento
médio de 28% no numero de embrides FIV produzidos e uma diminui¢ao de 73% na
producao de embrides in vivo. Com bases nesses dados acredita-se que o Brasil
continuara liderando a producado de embrides in vitro e passara a fornecer cada vez

mais genética a paises interessados (LUSTOSA et al., 2018).

2.3.1.1 Coleta de ovarios em abatedouro

Ovarios de abatedouro ndo podem ser utilizados em programas de

melhoramento genético, pois, em geral, sdo oriundos de animais de descarte, cujos

historicos sanitario, nutricional e reprodutivo sdo desconhecidos, sendo, portanto,
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destinados apenas as pesquisas por constituirem uma fonte abundante e barata de
oocitos (GIBBONS et al., 2008).

Em frigorificos, os ovarios sdo coletados imediatamente apdés o abate e
evisceracao dos animais, identifica-se quanto ao lado em ovario direito (OD) e ovario
esquerdo (OE), apds isso sdo armazenados e transportados em solugédo salina a
0,9% e com temperatura entre 35°C e 37°C (CHACUR, 2006).

Leivas et al., (2004) realizou a coleta de ovarios em abatedouro e transportou-
os em solugcao de NaCl a 0,9% acrescida de 50Ul/ml de penicilina G-Potassica e
100mg/ml de estreptomicina, utilizando garrafas térmicas com bom isolamento
(Figura 1).

Nas pesquisas em que os ovarios sao provenientes de vacas de abatedouros,
estes normalmente sao transportados em solugao salina a 0,9% de NaCl aquecida a
30-35°C. O tempo transcorrido entre a obtencdo dos ovarios e o inicio da colheita
varia entre grupos de pesquisa, mas nao parece afetar a viabilidade dos ovdcitos
quando realizado no periodo de até 3 horas (GONCALVES et al., 2002).

Figura 1. Modelo de recipiente térmico que pode ser utilizado para transporte de

ovarios coletados em abatedouro.

Fonte. O autor, 2018.
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2.3.1.2 Obtenc¢ao de oécitos

Odcitos sao células hapldides derivadas das células germinativas primordiais,
as quais se desenvolvem antes do nascimento (DEW, 2001). Estas células iniciam a
mitose enquanto migram do saco vitelinico embrionario para o local de
desenvolvimento gonadal (ovario primitivo), onde sao denominadas oogbnias
(WASSARMAN e ALBERTINI, 1994). Assim que a divisdo mitotica se encerra, as
oogonias sdo denominadas odcitos, e tem inicio a meiose (DEW, 2001).

Os odcitos podem ser obtidos de doadoras vivas, através da aspiragao
folicular, ou a partir da puncao de ovarios de fémeas abatidas em abatedouros. Na
década de 80, a aspiracao in vivo era realizada através de laparotomia, dificultando
o procedimento pelas complicagdes pds-cirurgicas (incluindo aderéncias ovarianas),
tempo e custo relacionados (CALLESEN et al., 1987).

Outra técnica que permite o aproveitamento de odcitos € a laparoscopia,
podendo ser transvaginal ou paralombar (LAMBERT et al, 1983). E um
procedimento cirurgico menos cruel que a laparotomia, e permitiu a recuperagéo de
odcitos em novilhas (LAURINCIK et al., 1991), e mesmo em bezerras de apenas 3
semanas de idade (ARMSTRONG et al., 1994).

Na década de 80 surgiu a técnica da pungdo folicular guiada por
ultrassonografia, que modernizou e tornou o processo menos invasivo, tanto no que
se refere ao numero de animais, quanto a frequéncia de sessdes realizadas com o
mesmo animal (OLIVEIRA et al., 2014).

Apesar do éxito deste procedimento, a recuperacado de odcitos bovinos com
uso da ultrassonografia s6 ganhou grande impulso mais tarde, com uma modificagao
que tornou o procedimento de mais rapido e pratico (DAYAN, 2004). Pieterse et al.
(1988) alteraram a técnica descrita para humanos e descreveram a aspiragao
folicular via transvaginal através da ultrassonografia, que tornou viavel o
aproveitamento de odcitos bovinos, sem as limitagdes dos procedimentos existentes
até entdo. Apos avaliagdes, a técnica mostrou-se simples e indcua, viabilizando a
recuperacao, maturagao e fecundacado de odcitos imaturos, podendo ser repetida
varias vezes em um mesmo animal (KRUIP et al., 1991), inclusive com um aumento
no numero de foliculos apds varias semanas de aspiragdes foliculares (WALTON,
1995).
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Os odcitos destinados a PIV podem ser obtidos do oviduto, logo apés a
ovulagéo, sendo que neste caso, o processo de maturagao oocitaria ja se iniciou in
vivo, ou de foliculos pré-ovulatérios, imaturos e por vezes atrésicos, havendo
necessidade de ser realizada a maturag&o oocitaria in vitro (WANI, 2002).

Quando se trabalha com ovarios oriundos de abatedouro, os odcitos podem
ser obtidos por meio da técnica do fatiamento dos ovarios (slicing) ou do método da
aspiracao folicular com agulha acoplada a seringa (Figura 1) ou bomba a vacuo
(BERNARDI, 2005). De acordo com Wani et al. (2000), a técnica de slicing possibilita
o acesso a foliculos localizados profundamente dentro do cértex do ovario,
resultando na recuperagao de maior quantidade de odcitos do que o método da
aspiracao folicular com agulha acoplada a seringa, no qual ainda ha maior

possibilidade de perdas.

Figura 2. Esquema da PIV, com aspiragao folicular com agulha acoplada a seringa.

PRODUGCAO DE EMBRIOES IN VITRO

2) MIV
v 1) Coleta dos ovdcitos ' ;
D“:LL.SE\’O gadecgg
ST » 8%
EL“; ol 24h

Fonte: Adaptado de Vaquero et al., 2015.

No entanto, o slicing apresenta a desvantagem de ser uma técnica demorada

além de gerar muitos debris, os quais dificultam a posterior identificagcdo das
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estruturas, havendo necessidade de maior treinamento do individuo que efetua a
técnica (WANI, 2002).

Logo apds a coleta, os oocitos sao analisados sob estereomicroscoépio e
classificados em diferentes graus, de acordo com a presenga das células do
cumulus e caracteristicas do ooplasma (SHIRAZI et al., 2005), sendo selecionados
para a posterior maturacao in vitro. A presencga das células do cumulus, bem como
sua intima associagdo com odcito por meio das jungdes GAP comunicantes (GJCs),
é fundamental para aquisicdo de competéncia oocitaria para suportar os posteriores
eventos da fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario (SHIMADA E TERADA,
2002).

Através da transferéncia de nutrientes, ions, nucleotideos e substancias de
baixo peso molecular, as células do cumulus garantem a nutricdo e a conexao do
oocito com o meio externo, modulam os efeitos dos horménios e fatores de
crescimento e ainda participam da regulagdo da maturagao oocitaria (SOOM et al.,
2002).

A comunicagao entre o odcito e as células do cumulus ndo é unidirecional,
mas sim bidirecional, de modo que os fatores soluveis sintetizados pelos odcitos
podem afetar diversas fung¢des das células da granulosa, como: a proliferagdo das
células da granulosa, a secregao de inibinas, a expressao de receptores de LH, a
expansdo das células do cumulus e a fungdo esteroidogénica das células da
granulosa (SHIRAZI et al., 2007).

Em relagcdo a aspiracao folicular em ovarios coletados em abatedouro, os
ovarios sao coletados e transportados ao laboratério, onde foliculos entre 2 a 8 mm
sdo aspirados com auxilio de agulha acoplada a seringa ou bomba de vacuo. Este
método é utilizado, principalmente, para experimentos cientificos e controle de
qualidade dos sistemas de PIVE em laboratérios (AHUMADA et al., 2013).

2.3.1.3 Maturacgao in vitro (MIV)

Em bovinos, o primeiro bezerro nascido de PIV a partir de um ovdcito, cuja
maturacgao foi realizada in vitro, nasceu em 1981. A maturagao oocitaria é essencial

no processo de PIV pois € onde o ovocito adquire capacidade para ser
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posteriormente fecundado. Assim, a maturagao dos ovécitos depende da eficiéncia
do método de colheita e principalmente do método de maturacédo in vitro, pois
somente o0s ovocitos maturados nuclear e citoplasmaticamente poderdo ser
fecundados (BRACKET et al., 1982).

Esta etapa, que ocorre em um periodo de 22 a 24 horas, tem recebido a
atencao de pesquisadores que visam melhorar os resultados da producéo in vitro de
embrides (PARRISH, 2014), dada a sua importancia, visto que envolve uma série de
transformagdes nucleares, citoplasmaticas e moleculares que tornam o gameta
feminino apto a ser fecundado (SMITZ et al., 2004).

De acordo com Thompson et al., (2000) entre 18 a 22 horas s&o necessarias
para que ocorra a maturagao nuclear em bovinos, passando do estadio de dipléteno
da proéfase | da primeira divisdo meidtica para o estadio de metafase Il.

Essa maturagdo € caracterizada pela transicdo do estagio de vesicula
germinativa (VG) ao de metafase Il (MIl), passando por mudangas que preparam o
odcito para ser fecundado e estar apto para se desenvolver como embrido, sendo
que estas alteracbes ocorrem ndo somente no nucleo, mas também no citoplasma,
de maneira independente e modo coordenado para garantir a competéncia no
desenvolvimento celular (RODRIGUES, 2003). No inicio da maturagdo nuclear
ocorre condensacao gradual da cromatina, desaparecimento do nucléolo e
desintegracdo da membrana celular, processo denominado quebra de vesicula
germinativa (KUBELKA et al., 1998).

Posteriormente, os cromossomos se encontram mais condensados e
dispostos no plano central do eixo metafasico, caracterizando o estagio de metafase
| (MI), evoluindo para MIl quando ocorre compactagdo dos cromossomos e extrusao
do primeiro corpusculo polar (HEWITT & ENGLAND, 1997). Estas fases estédo

representadas na Figura 3.
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Figura 3. Etapas da maturacao nuclear.
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Fonte. Oliveira et al., (2014, p. 33).

Para que todos os eventos mostrados na figura acima ocorram in vitro, &
necessario que os meios utilizados durante este periodo mimetizem as condi¢des
encontradas durante o processo de maturacgao in vivo (SANGILD, 2000).

Existem varios métodos que ja foram testados e que podem ser utilizados
durante a MIV em bovinos, sendo que a grande maioria dos laboratorios tem optado
pela suplementacdo do meio de maturagdo com soro fetal bovino (SFB) e
gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol) em condi¢des controladas de atmosfera
gasosa e temperatura (RODRIGUES et al., 2010). Sabe-se que o potencial de
desenvolvimento dos odcitos pds-maturacdo pode ser afetado por uma série de
fatores, como osmolaridade, temperatura, pH, tensdo de CO2 e O2, e uso do soro e
células somaticas (SANGILD, 2000). Apds o tempo de incubagao da MIV, os odcitos
completam a maturacdo com a extrusdo do primeiro corpusculo polar, estando
assim, aptos a fecundacgao (AVELINO et al., 2002).

Os eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem no oécito até atingir a
maturagcdo devem ser estritamente controlados para que um gameta feminino viavel
esteja disponivel para fertilizagdo e desenvolvimento embrionario subsequente
(WRENZYCKI e STINSHOFF, 2013).
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2.3.1.4 Fecundacgao in vitro (FIV)

A fecundagao in vitro ocorre através da incubagao de odcitos maduros com
espermatozoides capacitados, em meio de fecundacdo. Neste momento, ocorre a
combinagdo do material genético dos gametas e a formacéo do zigoto. Para adquirir
competéncia para fecundacdo, o espermatozoide precisa sofrer capacitacdo. Este
processo ocorre pela remocado de fatores “decapacitantes” presentes no fluido
seminal (OLIVEIRA et al., 2014).

No processo de fertilizagdo in vitro, sdo usados espermatozoides de
palhetas de sémen congelado e o sistema baseado na separacgao pelo gradiente
Percoll tem sido o método mais comum para a obtenc¢ao da fracdo espermatica viva
apos o descongelamento (GALLI, 1996).

In vivo, o processo acontece durante a passagem do espermatozoide pelo
trato genital feminino, e envolve a desestabilizacdo da membrana plasmatica e
hiperativagdo espermatica. In vitro, o processo de capacitacdo é desencadeado por
glicosaminoglicanas, como a heparina, que s&o adicionadas aos meios de
fecundacao (VARAGO et al., 2008).

Ao entrar em contato com o odcito, na presenca de calcio extracelular, o
espermatozoide capacitado se liga aos receptores presentes na zona pelucida e
sofre a reacdo acrossbmica, determinada pela fusdo das membranas plasmatica e
acrossomal. Assim, o conteudo acrossdmico € liberado, e somado a motilidade
progressiva espermatica, auxilia a penetragdo do espermatozoide e ligagdo aos
receptores. Apds penetrar 0 espacgo perivitelino, a membrana plasmatica do
espermatozoide se funde a membrana vitelina, havendo liberagdo de calcio no
interior do odcito. Este influxo de calcio promove a liberagdo do conteudo dos
granulos corticais e reacao zonal, que determina o enrijecimento da zona pelucida e
bloqueio a poliespermia (VARAGO et al., 2008).

Na fertilizagdo, o espermatozoide capacitado liga-se a zona pelucida do
ovécito, sofre a reagcdo acrossomal e hiperativagdo (Figura 4). Apds o inicio da
fusdo, o espermatozoide torna-se imével e sua membrana plasmatica € incorporada
a membrana do ovdcito, ativando as fosfolipases componentes. A hiperpolarizagao
da membrana é o primeiro sinal da ligagdo do espermatozoide com o ovo, sendo
seguida imediatamente da liberagédo de calcio dos estoques internos localizados no

reticulo endoplasmaético do ovécito (GOMEZ et al., 1998).



30

Figura 4. Ovécito bovino na FIV com espermatozoides aderidos.

Fonte: Adaptado de Mattos, 2001.

Ha ainda a necessidade do influxo de Ca2+ do meio se este for disponivel, e
a alta concentracéo deste ion promove entdo a ativagao de enzimas e segundos
mensageiros, responsaveis pelo estimulo de finalizacdo da divisao celular do ovdcito
e ativagdo da metafase Il (EDWARDS, 1995).

Na insuficiéncia de Ca2+ no meio, a ativagdo ndo pode ser continuada. A
liberacdo de granulos corticais pelo ovocito € um dos mecanismos induzidos pela
alta concentragao de calcio, e tem funcéo de bloqueio a polispermia. A organizacao
da cromatina e fusdo dos pré-nucleos masculino e feminino, leva um tempo variavel
entre as espécies, bem como o inicio das clivagens do nucleo entdo diploide
(GOMEZ et al., 1998).

Embora outros sistemas possam ser usados, como o swim-up, (método que
seleciona os espermatozoides mais ativos) para se maximizar a capacidade
fecundante de um sémen com o minimo de polispermia possivel, testes com
diferentes concentragdes espermaticas podem ser feitos, fixando-se os odcitos apos
a incubacdo com os espermatozoides e analisando-se em microscopio a
configuragcédo da cromatina (HOSHI, 2003). O periodo de incubagéo dos odcitos com

0s espermatozoides varia entre 12 a 20 horas (SANGILD et al., 2000).
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2.3.1.5 Cultivo in vitro (CIV)

O cultivo in vitro corresponde a etapa de desenvolvimento do odcito fertilizado
até o estadio de blastocisto (SANGILD et al., 2000). E durante este periodo de
desenvolvimento pré-implantacédo que ocorrem eventos como ativagdo do genoma
embrionario, processo de divisao celular, compactacdo dos blastdmeros no estadio
de moérula e inicio da diferenciagdo embrionaria com a formagao da blastocele
(HOSHI, 2003).

O periodo de desenvolvimento embrionario pré-implantacdo é marcado por
importantes eventos, como clivagem, diferenciagdo do trofoblasto e embrioblasto,
formagao e expansao da blastocele e rompimento da zona pelucida (LONERGAN et
al., 1999). Esses fendbmenos podem ser afetados de muitas formas no cultivo in vitro,
sendo o ponto critico do desenvolvimento a ativagdo do genoma embrionario, que se
da por volta do estadio de 8 - 16 células (MEMILI e FIRST, 2000).

As condig¢des de cultivo in vitro sdo consideradas muito importantes para que
bons indices de producdo de embrides sejam alcangados, raz&o pela qual, inumeras
pesquisas tém sido realizadas visando avaliar o efeito que diferentes fatores,
intrinsecos e extrinsecos, possam exercer sobre o metabolismo e capacidade de
desenvolvimento destes embrides, como por exemplo, a composi¢cao dos meios de
cultivo e condi¢gdes de temperatura e atmosfera gasosa, a adigdo de aminoacidos,
vitaminas, macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o uso de SFB
(NAGAI, 2001).

2.3.1.6 Classificagao dos embrides

O desenvolvimento embrionario in vitro é avaliado no 6° dia de cultivo
visualizando-se a compactagao dos blastdmeros e inicio da formacao da blastocele,
sendo que no 7° dia é realizada a selegcado e avaliacao final dos embrides para a
transferéncia a fresco ou para o congelamento (THOMPSON, 2000).

A classificagdo morfolégica é uma ferramenta indispensavel para a selegao
dos embrides aptos a transferéncia e criopreservacdo. Estruturas que se

apresentam viaveis, aptas ao desenvolvimento pds-implantacional e com maior
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tolerdancia ao congelamento normalmente correspondem a estruturas bem

desenvolvidas morfologicamente (OLIVEIRA et al., 2014). A descrigdo dos diferentes

escores de classificagdo da qualidade dos embrides pode ser observada na Tabela

1.

Leal, (2008) classificou os odcitos em graus 1, 2, 3, desnudos e expandidos,

de acordo com o numero de camadas de células do cumulus e o aspecto do

citoplasma do ovécito. Sendo os de grau 1 complexo cumulus oophorus compacto e

uniforme, com trés ou mais camadas de células e citoplasma homogéneo, até os

Desnudos, sem células ao redor do ovécito e Expandidos, com as células do

cumulus oophorus expandidas.

Tabela 1. Classificacdo dos embrides quanto a qualidade

Descrigao

Cadigo Classificacao
1 Excelente ou bom
2 Regular
3 Pobre
4 Morto ou degenerado

Massa embrionaria simétrica e esférica, com
blastbtmeros uniformes em tamanho, cor e
densidade. Desenvolvimento adequado. Ao menos
85% do material celular vidvel. Zona pelucida lisa.

Irregularidades moderadas na forma ou tamanho da
massa embrionaria, ou na cor e densidade das
células. Ao menos 50% do material celular viavel.

Irregularidades maiores na forma e na massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das
células individuais. Ao menos 25% do material
celular viavel.

Embrides nao viaveis ou com desenvolvimento
parado.

Fonte. Adaptado do manual da Embrapa: Biotécnicas da reprodugao em bovinos. 2014.

2.4 Criopreservagao de embrides

Criopreservagao envolve o armazenamento de tecidos biologicos vivos a

baixas temperaturas,

sendo,

um procedimento amplamente utilizado para

conservagao de linhagens celulares, espermatozoides e fragmentos de tecidos.

(SANTIN et al., 2009).
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Uma maneira de solucionar problemas relacionados com o armazenamento
de embrides produzidos in vivo ou in vitro nao transferidos é a utilizagcado de técnicas
de criopreservagao de embrides. O dominio dessas técnicas torna viavel a formagao
de bancos de embrides, promovendo a oportunidade de se preservar material
genético fundamental no melhoramento genético dos plantéis, podendo ser efetuado
com maior rapidez e eficiéncia, mesmo em pequenas populagdes de animais, com a
possibilidade de disseminacdo do material genético de animais zootecnicamente
superiores (SIQUEIRA-PYLES et al., 2003).

Consiste em uma biotécnica que torna possivel o controle racional das
atividades da biologia da reproducéo. A parada do desenvolvimento embrionario no
estagio de blastocisto permite a programacado de diversas etapas subsequentes,
otimizando o destino destes embrides. Khurana e Niemann, (2000) ressaltaram que
0 manejo das receptoras seria o mais interessante, mas afirmam a sua inviabilidade,
visto que, a estimativa do numero de blastocistos produzidos é sempre muito

imprecisa.

A preservagdo das estruturas gaméticas através do resfriamento ou
congelagdo, denominada de criopreservagao, foi um dos eventos que mais
contribuiu para a difusdo do ganho e melhoramento genético, e para o estudo
aprofundado das diferentes racas e espécies bovinas. A partir do primeiro relato do
nascimento de animais normais de ovécitos criopreservados de camundongos,
diversas outras espécies comecaram a ser testadas (WHITTINGHAM et al., 1972).
No entanto, percebeu-se que o abaixamento da temperatura, em qualquer grau,
afeta de forma muito mais drastica o ovdcito bovino, em relagdo ao de outras
especies de mamiferos (ARAV et al., 1996).

Embrides bovinos séo estruturas com apenas cerca de 90 células, envoltas
pela zona pelucida, o que torna o processo de criopreservagao bastante complexo,
pois a perda ou injuria destas células pode ser irreparavel, principalmente se atingir
algum tipo celular especifico, como a massa celular interna ou trofectoderma
(OLIVEIRA et al., 2014).

Ressalta-se ainda que, embrides PIVE sdo menos resistentes a
criopreservacdao do que os in vivo, o que tem sido associado as diferengcas nas
caracteristicas fisicas e morfologicas desses embrides (ABE et al., 2002). E segundo

Crosier et al., (2001) é possivel mencionar que dentre essas diferencas destaca-se,
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maior quantidade de vacuolos, reduzida expressao de comunicacgdes intercelulares,
compactagdo menos pronunciada, disco embrionario geralmente de menor tamanho
e com menos células, menor quantidade de células totais e zona pelucida mais
fragil. Aléem disso, possuem um grande acumulo intracelular de lipideos e um
decréscimo na densidade de mitocbndrias maduras quando comparados com
embrides in vivo (FARIN et al., 2004).

De acordo com Dode et al., (2013) dois métodos sao utilizados para a
criopreservacdo de embrides: congelamento lento ou classico e vitrificagdo. Sendo
que o congelamento classico, método mais utilizado, utiliza baixas quantidades de
crioprotetores, contudo permite a formacao de cristais de gelo (efeito solugao), que,
em maior ou menor escala, resultam em lesbes as membranas e organelas.
Segundo o mesmo autor, neste processo, controla-se a queda da temperatura até
que se atinja - 32°C e apds isso, mergulham-se as palhetas no nitrogénio liquido.

Um dos mais importantes principios da criopreservacdo reside na
necessidade de se remover o maximo possivel de agua das células antes de se
proceder ao congelamento, se esta desidratagdo nao ocorrer, grandes cristais de
gelo se formaréo lesando severamente a estrutura intracelular. No entanto, a
remogao demasiada de agua das células também pode ser deletéria (SEIDEL Jr.,
1986).

Em relagdo ao processo de vitrificagdo, se utilizam altas concentragdes de
crioprotetores, os quais formam uma solugdo viscosa que, durante o resfriamento,
fazem com que a agua da célula se solidifique em estado vitreo, sem a formagéao de
cristais de gelo (VAJTA e NAGY 2006). Entretanto, a toxicidade dos crioprotetores &
tanta, que as células s6 podem ser expostas a essa solugédo por um periodo muito
curto de tempo e/ou um volume minimo de solugcdo (VAJTA et al., 1998). Como
forma de enfrentar esse problema, a maioria dos protocolos utilizados atualmente
tem visado a diminuicdo na concentragdo e no volume dos crioprotetores utilizados e
o aumento na curva de resfriamento (DODE et al., 2013).

A técnica Open Pulled Straw (OPS) provocou um grande impacto no uso da
vitrificacdo. A maioria dos autores relata resultados positivos com a vitrificagado de
embrides bovinos PIV (VAJTA et al., 1998).

Nesta técnica, os tampdes de algoddo das palhetas francesas de
inseminacgao de 0,25mL sdo removidos e estas sdo amolecidas por aquecimento em

sua regido central e esticadas manualmente até que o didmetro interno e a
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espessura da parede diminuam para aproximadamente metade do tamanho original.
As palhetas sao subseqlentemente resfriadas em ar e cortadas em duas na
extremidade estreita (VAJTA et al., 1998).

O envasamento dos embrides € realizado utilizando o efeito capilar simples.
Cerca de 1 a 2uL do meio de vitrificacdo contendo o embrido € introduzido na
extremidade estreita da palheta, a qual é imediatamente submersa no nitrogénio
liquido. A coluna liquida solidifica-se imediatamente, sem que haja a dispersédo da
solugéo, o que é comum quando sao utilizadas palhetas de tamanho original (VAJTA
et al., 1998).

2.5 Transferéncia de Embrioes

A transferéncia de embrides (TE) € uma biotécnica mundialmente difundida,
com mais de 500.000 embrides bovinos sendo produzidos e transferidos a cada ano
(HASLER, 2003). O Brasil tornou-se referéncia na area da reprodugéo animal devido
aos avangos e a vasta aplicacdo dessa técnica, havendo um aumento significativo
no numero de TEs realizadas no pais (VIANA e CAMARGO, 2007).

A TE consiste na estimulagdo hormonal dos ovarios de um animal doador,
para induzir o desenvolvimento e a maturacédo de varios foliculos simultaneamente.
De seis a oito dias apd6s a fecundacdo natural ou a inseminacéo artificial, os
embrides sao coletados através de uma lavagem uterina e transferidos para outros
animais receptores, que levardo a gestacdo a termo (BEM et al.,, 1996). O termo
transferéncia de embrides constitui de um leque de varias técnicas que se iniciam
com a selecdo dos animais até a inovulacdo. Inovulagdo € um termo técnico, e
consiste na deposi¢cao do embrido de um animal doador para o utero de um outro
receptor, quer seja pelo método cirurgico ou transcervical (BEM et al., 1994).

Esta técnica € utilizada em diversos tipos de mamiferos, sendo que seus
melhores resultados sdo com animais domesticados (bovinos, caprinos e suinos)
(HAFEZ, 1995), proporcionando um melhor aproveitamento de matrizes de elevado
meérito genético, podendo aumentar, em média, 10 vezes o numero de crias por ano
(WAGTENDONK-DELEEW et al., 2000).

Nos rebanhos bovinos, quando se alia a TE com as técnicas de genética

quantitativa, possibilita-se o aumento da intensidade de sele¢cdo, a reducdo no
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intervalo de geragdes de fémeas e consequentemente, obtém-se maiores ganhos
genéticos (BILHASI, 2010).

Na TE os esforgos se concentram no desenvolvimento de novos protocolos
de inducdo da ovulagdo multipla a partir de uma nova geragdo de hormdnios (mais
purificados) e informacgdes basicas sobre a foliculogénese (CACCIA, et al., 2000).

A TE apresenta algumas restrigdes. Relatos de cistos ovarianos, endometrites
e lesdes iatrogénicas foram observados em grande niumero de doadoras (BAK et al.,
1989). Kruip et al. (1991) observaram que o numero de estruturas recuperadas nem
sempre justificava a realizagdo da técnica. Meintjes et al. (1995) relataram que a
continua interrupcédo do ciclo estral e as terapias gonadotréficas poderiam
comprometer a fertilidade da doadora e Bols et al. (1997) ressaltaram a variabilidade
de respostas ao estimulo gonadotréfico, além da regular colheita de estruturas ndo
fecundadas.

Outro aspecto € que a colheita de embrides mostra-se inviavel em algumas
situacdes de infertilidade extra-ovariana, como hidrosalpinge bilateral (BOLS et al.,
1997) e nas obstrugdes uterinas (SENEDA et al., 2000). Uma limitagdo adicional diz
respeito a dificil aplicabilidade da TE em programas de biotecnologia, como a
clonagem, que requer embrides em estadios iniciais de desenvolvimento (LAMBERT
et al., 1986).

3 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com a revisdo de literatura realizada, pode-se perceber que a
produgao in vitro de embrides, juntamente com as demais biotécnicas da
reproducgao, foi responsavel pelo grande desenvolvimento que a pecuaria brasileira
obteve nos ultimos anos. A técnica envolve varias etapas e o sucesso nos resultados
depende do éxito de cada uma dessas etapas do processo.

A producgao in vitro de embrides a partir de ovarios coletados em frigorifico
serve para o aperfeicoamento da técnica e para fins de pesquisa, mas a coleta de
oocitos em animais vivos € capaz de reduzir o intervalo de geragbes entre as
espécies, uma vez que possibilita inclusive, a reproducdo de animais com meses de
idade.
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Dentre os beneficios da técnica podem-se ressaltar a redugcédo do intervalo
entre geragdes, a reproducado de animais em situagdes problematicas, o aumento do
numero de produtos por fémea e a reproducdo de animais mortos e até mesmo
considerados extintos.

Ainda existe um longo caminho a ser percorrido no tocante ao
aperfeicoamento da técnica, mas os esforgos realizados até entdo tém garantido
bons resultados. Além de serem responsaveis pelo incremento financeiro a cadeia
animal, as biotécnicas da reproducdo podem ser consideradas como o futuro de

muitas espécies.
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