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RESUMO

A producgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica reprodutiva que busca o
melhoramento genético aliado a maximizacdo da capacidade reprodutiva animal. A producéo
de embriGes em ambiente laboratorial consiste na coleta de ovdcitos (ovum pick-up - OPU) de
fémeas bovinas doadoras, que sdo posteriormente fertilizados com espermatozoides de touros
geneticamente selecionados e entdo transferidos a fémeas receptoras. Esse processo deve ser
bem planejado para que seus resultados ndo sejam comprometidos e se extraia 0 maximo de
potencial que estes podem oferecer ao produtor rural. A selecdo de fémeas é parte fundamental
desse planejamento, a coleta dos gametas no estagio e forma correta, além da idade da doadora
podem influenciar no sucesso da obtencdo de ovdécitos de boa qualidade, tanto em parametros
guantitativos quanto qualitativos. Os resultados obtidos por meio da PIVE podem variar de
acordo com diversos fatores (espécimes, clima, condi¢cdes nutricionais e de técnica, entre
outros). Neste trabalho foi feita uma revisdo de literatura para identificar esses fatores e

determinar como eles interferem nos resultados obtidos com essa biotécnica.

Palavras-chave: Biotécnica Reprodutiva. Melhoramento Genético. Producéo in vitro de
embrido. Reprodugdo animal.



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a reproductive biotechnology that seeks genetic
improvement combined with maximizing animal reproductive capacity. The production of
embryos in a laboratory environment consists of the collection of oocytes from donor females,
which are then fertilized with sperm from genetically selected bulls and then transferred to
recipient females. This process must be well planned so that its results are not compromised
and the maximum potential that these can offer to the rural producer is extracted. The selection
of females is a fundamental part of this planning, the collection of genetic material at the stage
and correct form, in addition to the age of the donor can influence the success of obtaining good
quality oocytes, both in quantitative and qualitative parameters. The results obtained through
IVP can vary according to several factors (specimens, climate, nutritional and technical
conditions, among others). In this work, a literature review was carried out to identify these
factors and determine how they interfere with the results obtained with this biotechnology.

Keywords: Reproductive Biotechnics. Genetical enhancement. In vitro embryo

production. Animal reproduction.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a atividade leiteira brasileira evoluiu de forma continua, resultando
no crescimento consistente da producdo, que colocou o pais como um dos principais do setor
no mundo. Segundo o levantamento do portal Noticias Agricolas (2020) a producéo nacional
de leite no ano de 2019 foi de 34,8 bilhdes de litros, isso representa um aumento de 2,7%, sendo
0 segundo ano de maior producéo registrado desde 1974. O estado lider na producéo de leite é
Minas Gerais, com volume de 27,1% do total produzido no Brasil, tendo como base um rebanho
de 3,1 milhGes de vacas ordenhadas. Sdo propriedades e estabelecimentos de todos os tamanhos
que sustentam a atividade leiteira com a marca da diversidade.

Atualmente, na reproducdo animal do territério nacional, destacam-se técnicas com
objetivo de aumentar a producdo de animais de alto padrdo. Desta forma, a incorporacédo de
biotecnologias relacionadas a reproducdo animal com a finalidade de maximizar a eficiéncia
reprodutiva, vem aumentando o potencial genético do rebanho com maior nimero de progénies
em menor intervalo de tempo (RENESTO, 2004).

Nesse contexto, a producao in vitro de embries (PIVE), surge na década de 90 como
uma biotecnologia que possui estreita relacdo com o melhoramento genético combinada com o
melhor aproveitamento reprodutivo dos animais. Atualmente, é possivel afirmar que a PIVE é
uma técnica economicamente viavel e, se bem aplicada na pecuéria, eleva os indices
reprodutivos de fémeas, viabiliza maior selecdo genética, reduz o intervalo de tempo entre
geracOes e facilita a disponibilidade de animais para reposicdo (PENNA, 1993). Sabe-se que a
selegdo gendmica embrionaria vem atender a um importante nicho de mercado, visto que o
Brasil € o maior produtor de embrides bovinos do mundo (cerca de 400 mil por ano) (NEIVA,
2018).

Apesar de ter sido desenvolvida mais recentemente, a técnica de PIVE ja esta disponivel
para rebanhos comerciais e é bastante utilizada em sistemas de producdo de leite do Brasil. O
aumento da demanda por genética superior, a baixa disponibilidade de animais selecionados
para producao de leite e a limitada capacidade de multiplicacdo dos mesmos por meio das outras
biotécnicas, sdo os principais fatores responsaveis pela disseminacéo da PIVE no Brasil.

A PIVE possibilita maior pressdo de selecdo animal por meio da realizacdo de coletas
de ovocitos seriadas (intervalos de 7 a 15 dias) de fémeas doadoras de alto padrdo, sem causar
prejuizos no recrutamento de novas ondas de crescimento folicular e sem comprometer a
fertilidade destes animais. Por meio da monta natural, uma fémea é capaz de produzir apenas

um bezerro por ano. Por meio da transferéncia de embribes (TE), é possivel obter em torno de
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12 bezerros por ano. Ja na PIVE, 40 a 50 produtos provenientes de uma Unica fémea doadora
de ovdcitos podem ser obtidos por ano (LEITE et al., 2019).

De acordo com Gongalves e Viana (2019), no ano de 2017 foram produzidos 375.503
embrides bovinos no Brasil. Verifica-se intensa retracdo da PIVE no gado de corte e grande
expansdo da técnica em racgas leiteiras, devido a maior disponibilidade de sémen sexado e
adocdo dessa ferramenta como estratégia de producdo de fémeas mestigas de alta produgéo.
Como resultado desta inversdo de mercado, ocorreu uma reducao nos custos de producdo de
embrides. A preparacdo e manutencdo das receptoras passou a representar o principal 6nus no
custo total do processo, sendo mais vantajoso gerar um excedente de embrifes para garantir o
aproveitamento maximo das receptoras disponiveis.

Entretanto, podem ocorrer variacdes nos resultados de PIVE em decorréncia de fatores
como a resposta folicular da doadora, relacionadas diretamente com a fertilidade e viabilidade
embrionaria. Nesse sentido, para evitar perdas, tanto a campo quanto no laboratério,
procedimentos como avaliagdo e manipulagdo hormonal das doadoras e receptoras, qualidade
da dieta, habilidade dos técnicos, controle do estro, manejo geral da propriedade, escolha do
sémen, diagnostico precoce de gestacdo, perdas embrionarias, sexagem fetal com o uso de
ultrassonografia e controle de qualidade do laboratério devem ser realizados (MORAES, 1990;
ARMSTRONG, 1993).

Observa-se entdo a necessidade de pesquisas para otimizar a eficiéncia da PIV,
aumentando desta forma a quantidade de blastocistos e gestacdes produzidas em relacdo ao
namero de ovocitos que sdo aspirados. Assim, objetiva-se com a presente revisdo, destacar 0s
principais fatores que interferem na produgdo in vitro de embrides bovinos obtidos por
aspiracdo folicular in vivo de fémeas doadoras de ovdcitos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producdo in vitro de embrides

A producdo in vitro de embrides (PIVE) associada com a aspiragdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom — OvumPick-Up (OPU) proporcionam aumento significativo
na selecdo e melhoramento genético e na exploracao do potencial reprodutivo do rebanho com
finalidade de produzir animais superiores aos seus progenitores (VARAGO et al., 2008). Apos
a obtencdo dos ovaocitos, realiza-se a maturagdo in vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e 0
cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de zigotos e embrides fora do corpo do animal
(GONCALVES et al., 2008).

A PIVE viabiliza a utilizacdo da fémea para fins reprodutivos mesmo em momentos
mais criticos onde, fisiologicamente, por técnicas convencionais, isso ndo seria possivel.
Proporciona utilizacdo de fémeas gestantes (até o terceiro més) e no periodo pds-parto, ou até
mesmo obtencdo de ovocitos de animais muito novos (a partir do sexto més de idade) ou mais
velhos. Por meio da aplicacdo da PIVE € possivel produzir maior nimero de embriGes em
menos tempo, utilizar diferentes touros, e como em outras biotécnicas a utilizagdo de sémen
sexado (BRACKETT; ZUELKE, 1993; SANTL etal., 1998; BELTRAN, BUENO, 2008).

Embora apresente inimeros beneficios, a técnica de PIVE é considerada de alto custo
por embrido, devido a baixa taxa de blastocitos produzidos, além disto, € uma técnica que nao
apresenta resultados satisfatérios quando associada a congelacdo, desta forma, os embrides
devem ser transferidos a fresco para que se tenha taxa de prenhez satisfatoria. Alternativas como
0 estudo da incorporacdo de agentes antioxidantes (L-ergotioneina ou dimetilglicerina) aos
meios de cultura promoveram o aperfeicoamento da qualidade de embrides bovinos
(TAKAHASHI et al., 2016; ZULLO et al., 2016) assim como aumentam a resisténcia dos
embrides a criopreservagdo (ZULLO et al., 2016).

2.1.1 Coleta de ovocitos para a PIVE

A coleta de ovocitos pode ser realizada na fémea ap6s a morte por meio da puncao
folicular em ovérios obtidos em abatedouro ou com o animal vivo por meio da laparotomia ou
da laparoscopia via flanco, por laparoscopia vaginal ou pela técnica da aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom - OPU (VARAGO et al., 2008). Atualmente, a técnica de

aspiracdo folicular transvaginal € o0 método mais aceitavel para a obtencéo de ovocitos de boa
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qualidade in vivo na espécie bovina, embora exija uma maior agilidade do operador (BOLS et
al., 2004; GONCALVES et al., 2007; ANDRADE et al., 2012).

Aspiracdo folicular a partir de ovarios coletados em abatedouro ocorre imediatamente
apos o abate, onde os ovarios coletados séo transportados ao laboratorio, ocorrendo a aspiracdo
de foliculos entre 2 a 8 mm. Este método é utilizado na maioria dos casos para experimentos
cientificos e controle de qualidade dos sistemas de PIVE em laboratérios (AHUMADA et al.,
2013). Outra técnica utilizada para obtencdo de ovocitos de animais post mortem é o “Slicing”
ou fatiamento; técnica utilizada para maximizacdo da recuperacdo de ovocitos a partir de
ovarios de fémeas de alto valor genético que vém a dbito. Para a execucdo desta técnica a
camada cortical do ovério é seccionada em pequenos fragmentos para liberacdo dos ovocitos
(HASLER, 1998).

Para a aspiracdo folicular transvaginal (Figural), utiliza-se ultrassom com transdutor
conectado a uma guia de aspiracdo. O transdutor é inserido na vagina da vaca e apos localizagéo
do ovério por palpacéo retal, é feito o alinhamento dos foliculos na imagem de ultrassom e
entdo iniciada a puncdo com a penetracdo da agulha no interior dos foliculos ovarianos. E
realizada a aspiracdo do liquido folicular, com auxilio de uma bomba a vacuo, para obtencéo
dos ovacitos que sdo direcionados a um tubo coletor (AVELINO, 2002; GALLI, 1996).

B

Figura 1. Esquema do procedimento de aspiracéo folicular via transvaginal guiada por ultrassom em uma vaca.
Fonte: HAFEZ et al. 2004.
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Os ovacitos aspirados sdo classificados, ap6s avaliagdo em microscopio estereoscopico,
baseado em critérios quanto ao nimero de camadas de células do cumulus oophorus (COCs) e
0 aspecto do citoplasma do ovécito (NAGAI, 2001). Define-se complexo cumulos ovdcito
(COCs) viaveis os de classificacdo | a Ill, sendo os COCs de classe 1V designados como
inviaveis e posteriormente descartados (STRINGFELLOW:; GIVENS, 2010). As caracteristicas
dos quatro tipos de ovécitos sdo:

Grau I: Ovocitos com cumulus compacto e trés ou mais camadas de células do cumulus
oophorus. Ooplasma com granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona
pellcida e de coloracdo marrom (Figura 2A).

Grau Il: Ovocitos com menos de trés camadas de células do cumulus oophorus.
Ooplasma com granulagGes distribuidas heterogeneamente, com possibilidade de estar mais
concentradas no centro e mais claras nas bordas ou condensadas em um s6 local aparentando
uma mancha escura. O ooplasma ocupa todo espaco interior da zona peltcida (Figura 2B).

Grau Ill: Ovdcitos que possuem o cumulus oophorus presente, mas expandido.
Ooplasma contraido, com espaco entre a membrana celular e a zona pelGcida, preenchendo
irregularmente o espaco perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado (Figura 2C).

Grau IV: Ovocitos desnudos sem células do cumulus, citoplasma com coloracéo e
granulacdo anormais ou com células expandidas com aspecto apoptotico (Figura 2D).

(|

Figura 2. Classificagdo dos ovdcitos segundo a classificacdo de STRINGFELLOW e GIVENS (2010). A (Grau
1), B (Grau Il), C (Grau Ill) e D (Grau 1V). Fonte: STRINGFELLOW; GIVENS, 2010.

Agueles ovacitos selecionados sdo acondicionados em microtubos e imersos em meio
proprio de transporte, entdo encaminhados até o laboratério por meio de transportador, a
temperatura minima de 34°C e maxima de 39°C, para que dé sequéncia na producdo in vitro de
embrides no laboratorio (SANGILD, 2000).

A aspiracdo folicular ndo promove danos ao sistema reprodutor da fémea, visto que
quando realizado duas vezes por semana produz resultado mais satisfatério na producéo de
embrides que quando feita semanalmente ou quinzenalmente (GIBBONS et al., 1994; HASLER
et al., 1995; LOONEY et al., 1994; DAYAN, 2001; GARCIA et al., 2004). Pode se assumir
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que o foliculo dominante é ablado durante cada sessdo onde a vaca é submetida a aspiracdo
duas vezes por semana, desta forma estimulando uma onda de pequenos foliculos para o
crescimento (BERGFELT et al., 1994).

Entretanto, segundo Oliveira et al. (2018), sucessivas puncdes foliculares em vacas
doadoras podem causar lesdes macroscdpicas nos ovarios como cisto, cicatriz lateral e fibrose.
Ainda, pode causar fibroma, fibrose, luteoma, ooforites, tecoma e tumor de células da granulosa
visto a microscopia optica. Essas lesdes, ndo so reduzem a fertilidade dessas fémeas, como
podem ainda causar risco a saude dos individuos. Viana et al. (2003) também relataram
alteraces morfoldgicas nos ovarios, como pontos de perfuracdo na tunica albuginea, presencga
de areas com hemorragia, infiltrados de células inflamatdrias e fibrose no estroma ovariano,
associado a cicatrizes no trajeto da agulha. Também foram identificados foliculos previamente
aspirados apresentando hemorragia interna e graus variados de desorganizacao das camadas da
parede folicular.

Para obtencgdo de bons indices, é necessaria uma boa regulagem do sistema de pressao.
Altas pressdes afetam os ovacitos, provocando perda das células do cumulus e ruptura da zona
pellcida. Por outro lado, pressdes muito baixas impedem a recuperacdo e facilitam tanto a
aglutinacdo das estruturas no circuito como a formagdo de coagulos. A pressdo ideal deve ser
ajustada a cada sistema e bombas de vacuo que possibilitam a estabilidade da pressao ajustada,
sem permitir variagcbes. Usualmente a presséo ideal esta entre 60 e 100 mm de mercurio. No
mercado existem diferentes modelos de bombas de vacuo que podem apresentar calibragens
distintas na pressdo do vacuo, desta forma, a maneira utilizada para ajustar a pressdo negativa
do aparelho é mensurar em volume de liquido aspirado por minuto. Assim sendo, O
recomendado é que a pressdo seja entre 10 e 20 mL de liquido aspirado por minuto
(HASHIMOTO et al., 1999).

Segundo Cruz et al. (2009) a recuperacdo de ovdcitos de bovinos obtidos por OPU
apresenta taxa média de 4,6 ovécitos por sessdo em fémeas Bos taurus taurus (Devon) e 16,3
ovécitos Bos taurus indicus (Nelore). Junior (2005) define que a aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia se mostrou eficaz com média de 25,66 ovdcitos recuperados por sessdo de

aspiracao.

2.1.2 Maturacéo in vitro (MIV)

A MIV de ovdcitos é a técnica responsavel por induzir in vitro as diversas mudancas

citoplasmaticas e nucleares do ovaocito, viabilizando desta forma, que 0 mesmo possa ser
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fecundado, originando um blastocisto vidvel. Durante este processo, 0 ovocito aspirado em
estadio de vesicula germinativa (fase de diploteno da profase | da meiose), retoma o reinicio da
meiose ou maturacéo nuclear que, in vivo, ocorre apés o pico pré-ovulatorio de LH. Representa
o desenvolvimento do estadio de dipldteno da profase | (meiose 1) até fase de metafase (meiose
I1) completando a maturacéo nuclear. A maturagdo citoplasmatica refere-se a modificacdes ultra
estruturais, moleculares e bioquimicas do citoplasma e da membrana plasmatica do ovdcito,
possibilitando o desenvolvimento e 0 mecanismo enzimatico relacionados ao blogueio da
polispermia (Figura 3) (HAFEZ et al., 2004).
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Figura 3. Arranjo dos cromossomos durante a mitose e a meiose. (A) Arranjo cromossdmico durante a mitose.
(B) Meiose do ovdcito. Fonte: HAFEZ et al., 2004.

Para que o embrido adquira uma boa maturagdo in vitro, € necessario que 0s meios de
maturacdo promovam uma sincronia da maturagdo citoplasmatica e nuclear (LONERGAN et
al., 1994; GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). Maziero et al. (2016) e Farghaly
et al. (2015) estudando as alteracdes da M1V, e objetivando atingir maior sincronia entre estes
acontecimentos, avaliaram dois inibidores da meiose (roscovitina e butirolactona) durante a
maturagdo in vitro de ovocitos bovinos e afirmaram que a associagdo dos dois apresentou
maiores taxas de clivagem e de blastocisto do que empregados isoladamente ou na auséncia de
ambos.

A inovacdo da ciéncia voltada a reproducdo animal desenvolveu diferentes meios e
protocolos utilizados na maturagdo dos ovdcitos in vitro: Synthetic Oviductal Fluid - SOF,
Ham’s F- 12 e o Tissue Culture Medium 199 (TCM 199®). O mais utilizado nos laboratorios
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de reproducéo é o TCM199®, adicionado de soro fetal bovino (SFB), aminoacidos como L-
glutamina, bicarbonato de sodio, FSH, LH, estradiol-17p, piruvato de sddio, lactato, vitaminas
e antibioticos (GANDHI et al., 2000; SMETANINA et al., 2000).

Para concretizacdo da MIV, é necessaria uma estufa que conserve atmosfera gasosa e
temperatura controlada. Neste equipamento, 0s ovdcitos permanecem por um periodo que varia
de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada
(GONGALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008).

2.1.3 Fertilizacé&o in vitro (FIV)

A fertilizacdo compreende a interacdo do espermatozoide com o ovOcito para
obtencdo do zigoto que em seguida desenvolve-se até o estddio de blastocisto.
Fisiologicamente, este processo corresponde a0 momento em que 0s espermatozoides atingem
a ampola da tuba uterina para fecundar o ovécito, apds terem sofrido a capacitacdo espermatica
(conjunto de alteracBes bioguimicas) no sistema reprodutor feminino com posterior
hiperativacdo espermatica. A partir disto, ocorre a comunicacdo da membrana do
espermatozoide a receptores especificos na zona pelicida do ovécito, onde ocorre a reacdo
acrossdmica (YANG et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002; GONCALVES et al., 2007).

No processo in vitro, para que ocorra o processo de fecundacéo, 0s meios e 0s protocolos
utilizados devem fornecer um ambiente adequado, sendo que esse deve permitir o metabolismo
dos ovocitos e células do cumulus, além de manter a funcdo espermatica eficiente para que
ocorra a fecundacdo (YANG et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002; GONCALVES et al.,
2007).

Na presenca do meio de fertilizacdo, o espermatozoide capacitado liga-se a receptores
presentes na zona pellcida (ZP3) e entdo acontece a reacdo acrossdmica, determinada pela
fusdo das membranas plasmética e acrossomal. Desta forma, o contetdo acrossémico é
liberado, e combinado a motilidade progressiva espermatica, contribui com a penetracdo do
espermatozoide e ligacdo aos receptores ZP2. Ap0s penetrar o espaco perivitelino, a membrana
plasmética do espermatozoide une-se @ membrana vitelina, acontecendo liberacdo de célcio no
interior do ovdcito. Este influxo de célcio possibilita a liberagdo do conteudo dos grénulos
corticais e reacdo zonal, que determina o enrijecimento da zona pellcida e impede a
poliespermia (VARAGO et al., 2008).

Com a finalidade de promover a FIV, os espermatozoides e ovocitos maduros sao co-

incubados em meios de fertilizacdo, por aproximadamente 18 horas (DODE; RODOVALHO,
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2002). O meio mais empregado na fecundacéo in vitro é o Fert - TALP (Tyrode-albumina-
lactato-piruvato), que possui agente capaz de proporcionar a capacitacdo espermaética
(heparina).

As técnicas mais utilizadas para separacdo de espermatozoides vivos dos demais
componentes do sémen e dos crioprotetores sdo 0 método de migragdo ascendente (swinup) e 0
gradiente de Percoll. A técnica ideal para a separacdo espermatica deve ser rapida, simples, de
baixo custo, capaz de recuperar a maioria dois espermatozoides moveis, nao resultar em
alteracbes espermaticas, remover espermatozoides mortos e outras células, incluindo
microrganismos, remover substancias toxicas e bioativas, permitir o processamento de grandes
volumes de sémen, além de permitir o controle de concentracdo e volume final da suspensao
espermatica (GONCALVES et al., 2008).

A técnica de swimup consiste na separacdo de espermatozoides mortos do plasma
seminal e demais componentes dos diluidores, através da motilidade ascendente. Esta técnica
consiste em depositar 100uL de sémen no fundo de tubos de centrifuga (15mL) contendo 1 mL
de SP-TALP, de modo que o sémen permaneca no fundo do tubo coberto pelo meio SP-TALP.
Na sequéncia estes tubos devem ser colocados em ambiente a 39°, permitindo que 0s
espermatozoides migrem para a posic¢ao superior do meio e os demais constituintes do sémen
permanecam no fundo do tubo. Posteriormente, 0 sobrenadante é aspirado de modo que nao seja
possivel que os componentes do sémen no fundo do tubo entrem em contato com os
espermatozoides com motilidade. Posteriormente, esta amostra € transferida para outro tubo
para ser centrifugada. Na sequéncia é coletado o pélete formado no fundo do tubo e entéo
adicionado o volume necessario para obter a concentragdo final de 1 a 2 x 10°
espermatozoides/mL (GONCALVES et al., 2008).

No meio Percoll os espermatozoides sdo selecionados pela passagem por diferentes
gradientes, momento que é feita a separacao daqueles viaveis do restante dos componentes
seminais. A composi¢do do Percoll baseia-se em particulas de silica coloidal cobertas por
polivinilpirrolidona, preparado em concentracdes distintas para formar um gradiente necessario
de separacdo espermatica. ApOs a maturacdo dos ovocitos e separacdo dos espermatozoides
viaveis, é obtido um ambiente adequado para que ocorra sua capacitacdo e a fecundagdo. Com
isso, diversos componentes sdo adicionados ao meio de fecundagdo, como a heparina e PHE
(penicilamina, hipotaurina e epinefrina), pois influenciam na capacita¢do, incrementam a
atividade espermatica e aumentam os indices de fecundacdo (GONCALVES et al., 2002).

Durante o processo de FIV, para que aconteca a capacitacdo espermatica, é feita a

diluicdo do numero necessario de espermatozoides em meio tamponado com bicarbonato
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contendo 10 mg/ml de heparina. O meio com o sémen é distribuido em microgotas sob 6leo de
parafina ou em pogos sem 6leo e incubado por 4 horas. Os ovocitos sdo transferidos para uma
placa contendo o meio de maturacdo (TCM199 com 10% de soro fetal bovino e
gonadotrofinas). Posteriormente, quatro a cinco ou um grupo de CCOs sdo colocados em
microgotas do mesmo meio sob 6leo de parafina em placas de Petri e entdo incubados a 39 °C
em 5% de CO2 e 95% de ar com alta umidade por 24 horas (HAFEZ et al., 2004).

2.1.4 Cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV)

Apos a FIV, os zigotos devem ser cultivados para posterior desenvolvimento antes de
serem transferidos para o Gtero ou criopreservados. O CIV refere-se a técnica que possibilita o
desenvolvimento embrionario in vitro, correspondente ao periodo de desenvolvimento
embrionario pré-implantacdo, marcado por importantes eventos, como clivagem, ativacéo do
genoma embrionario, compactacdo dos blastbmeros, diferenciacdo do trofoblasto e
embrioblasto, formacdo e expansdo da blastocele e rompimento da zona pellcida
(LONERGAN et al., 1999).

Para isso, sdo utilizados meios especificos como o Whitten e o BrinsterMedium for
OvumCulture (BMOC), acrescidos da utilizacdo do co-cultivo de embriées com outros tipos
celulares, como células epiteliais do oviduto bovino (CEOB), células da granulosa, vesiculas
trofoblasticas, células VERO (linhagens celulares estabelecidas para cultivo), células BRL
(buffaloratliver), células endometriais, ou do cultivo em meio condicionado por varios outros
tipos celulares (GONCALVES et al., 2007; BUENO; BELTRAN, 2008).

Esta etapa é executada durante um periodo entre 7 a 9 dias, dependendo do objetivo da
rotina de PIV, em temperatura de 39°C com atmosfera controlada (5% de 02, 5% de CO2 e
90% de N2) e umidade saturada (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). Durante
0 processo, 0 zigoto passa por varias divisdes celulares ou clivagens até se constituir em
blastocisto, estadio adequado para execucdo da transferéncia de embrido. Deve ser realizado
monitoramento da cinética de desenvolvimento embrionario para obtencao de embrides de bons
indices qualitativos e quantitativos na etapa de cultivo in vitro (BLONDIN; SIRARD, 1995;
MINAMI, 1996; BREVINI-GANDOLFI; GANDOLFI, 2001; CAMARGO et al., 2001).

Por fim, os embrides produzidos a partir da FIV devem ser classificados baseados em
seus aspectos morfoldgicos. Conforme definido por HAFEZ et al. (2004), a classificacdo deve
ser realizada do seguinte modo (Figura 3): Mérula: Blastbmeros individuais nao-distintos,

espaco perivitelino ocupado pelo embrido; Mérula Compacta: Blastdmeros individuais tornam-
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se mais préximos, formando uma massa embrionaria compacta que ocupa dois ter¢os do espaco
perivitelino; Blastocisto Inicial: Embrido com a cavidade preenchida com fluido ou blastocele,
ocupando trés quartos de espacgo perivitelinico, trofoblasto e MCI podem ser diferenciadas;
Blastocisto: Pronunciada diferenciacdo do trofoblasto externo, MCI compacta e mais escura,
blastocisto muito proeminente e embrido ocupando quase todo o espago perivitelinico;
Blastocisto expandido: o embrido cresce notadamente em tamanho, a zona peldcida torna-se
mais fina; Blastocisto em Eclosdo: o embrido no processo de eclosdo, zona pelicida
desprendida; e Blastocisto Eclodido: o embrido reexpandido com blastocisto grande, circular,

muito fréagil e em estdgios mais avangados, alongados.
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Blastocisto
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© r | ,
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Figura 4. Classificacdo inicial do desenvolvimento de embrides bovinos. Fonte: HAFEZ et al. 2004.
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De acordo com a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), os
embrides bovinos produzidos também podem ser classificados quanto & qualidade. Desta forma,
podem ser usados 0s seguintes cddigos: 1 (qualidade excelente): embrides sem defeitos
morfoldgicos ou extrusdes celulares, estagio de desenvolvimento compativel com periodo pos-
ovulagdo; 2 (qualidade regular) embriGes com maior numero de alteragdes morfoldgicas ou
extrusdes celulares, mas com pelo menos 50% da massa celular integra e mostrando sinais de
desenvolvimento, 3 (qualidade pobre) embrides com extrusbes celulares ou fragmentacdo
comprometendo mais que 50% da massa celular e dificultando a classificacdo das células
viaveis, potencial de desenvolvimento significativamente reduzido; 4 (mortos ou degenerados)
embrides com comprometimento definitivo da massa celular, com blastdmeros de tamanhos
variados apresentando sinais de degeneracdo celular, picnose, fragmentacéo e alteracGes de cor
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).

2.2 Fatores que interferem negativamente na PIV

Embora seja uma biotecnologia que proporciona inimeras vantagens ao pecuarista, esta
gera alto custo e deve ser bem monitorada para maximizar seu aproveitamento, desta forma é
importante controlar a sazonalidade, parametros nutricionais do rebanho, qualidade do sémen
empregado e senescéncia das doadoras.

Os indices de gestacao resultante da transferéncia de embrides PIV depende de diversos
fatores, estes relacionados a fémea, raca, nutricdo, método e local de transferéncia ou da
interacdo entre esses fatores. Adicionalmente, falhas no reconhecimento materno da gestagéo
sdo apontadas como as principais responsaveis por perdas embrionérias (LEITE et al., 2019).

2.2.1 Fatores relacionados as fémeas

Taxas de fertilizagéo e clivagem reduzem com o avangar da idade de fémeas bovinas
(MALHI et al., 2008; FERREIRA, 2011; SU et al., 2012) e ja estd descrita uma queda da
eficiéncia reprodutiva determinada por mudancas no perfil hormonal e que podem ser
detectadas por alteragdes na dindmica folicular ovariana (VOM SAAL et al., 1994). Trabalhos
descrevem que ha um menor nimero de embriGes e uma maior propor¢do de ovocitos nao-
fertilizados e zigotos degenerados ap0Os superestimulacdo ovariana a partir de fémeas mais
velhas em comparagdo com as mais jovens, havendo produgéo inferior a 50% dos embrides em

consideracdo ao total de ovocitos recuperados por doadora mais velhas quando comparadas as
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doadoras mais novas. No entanto, apesar da diferenca dos resultados do aproveitamento de
ovacitos em embribes, a sobrevivéncia de embrides apds transferidos para as receptoras jovens
é igual quando comparadas as origens do embrido (doadoras velhas com as jovens),
demonstrado que ndo ha diferenca entre as perdas embrionarias ou gestacionais entre as
doadoras jovens e velhas (MALHI et al., 2008).

Estudos voltados a entender a senescéncia reprodutiva bovina e sua interferéncia na PIV
apontam que héa relacdo direta entre ovocitos de baixa qualidade com animais mais velhos
(DAYAN, 2001; PEIXOTO et al.,, 2006; MALHI et al., 2008). Trabalhos feitos por
MERMILLOD et al. (1992), com o objetivo de verificar os efeitos da idade na producédo de
blastocistos apds a maturacdo, fertilizacao e cultivo embrionario in vitro, apontaram que fémeas
entre 1 e 3 anos produzem maior numero de embrides quando comparadas a fémeas mais velhas.
Em contrapartida, outros estudos indicam que fémeas mais velhas produzem menor nimero de
ovacitos e com baixa porcentagem de desenvolvimento, também apresentam baixa qualidade
devido ao menor numero de camadas de células do cumulus, formando ovécitos menos
competentes (GARCIA et al., 1999; SU et al., 2012)

H& uma variabilidade muito grande entre as doadoras, onde nédo sé a idade da doadora
pode interferir nos indices de aproveitamento da PIVE, mais também a fase do ciclo estral que
esta doadora se encontra, como é demonstrado em trabalhos que o desenvolvimento folicular
influencia a competéncia ovocitaria, uma vez que o didmetro do foliculo afeta diretamente o
ovocito (MACHATKOVA, et al., 2004).

PEIXOTO et al. (2004) observaram que melhores taxas de prenhez acontecem em
receptoras que deram cio um dia antes da aspiragéo folicular, ou um dia antes do cio da doadora.
Conforme CALLESEN et al. (1996), isto € explicado pelo estabelecimento das condicdes
uterinas ideais mais cedo. Deve acontecer uma conexdo entre 0 ambiente uterino e o embrido
para maximizar a sobrevivéncia embriondria, ja € conhecida a importancia da progesterona por
controlar mudancgas no Utero, além de influenciar o crescimento embrionério (REIS et al.,
2006). Porém, CAROLAN et al. (1996), SENEDA et al. (2001), ndo observaram influéncia do
diametro folicular sobre a competéncia do ovacito, analisando ovdcitos aspirados de foliculos
pequenos e grandes. WATANABE et al. (1998) indicam que doadoras distintas apresentam
resultados variaveis tanto na producédo de ovdécitos quanto na qualidade dos mesmos, como na
clivagem e no desenvolvimento embrionéario até o estadio de blastocisto.

O ciclo estral das fémeas possui fases distintas, desta forma para os animais que vao
passar pela OPU, é interessante que se encontrem na fase luteinica, assim o ovario vai possuir

foliculos de vérios tamanhos, e em diversas fases de crescimento, 0 que ndo acontece
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exatamente em animais na fase folicular, onde os ovérios, na presenca de um foliculo grande
ou dominante, os demais foliculos j& estdo em processo de atresia (REIS et al., 2006).

Outros autores relatam nao haver efeito da presenca do corpo liteo no ovario das fémeas
submetidas a PIVE no momento da aspiracdo sobre a qualidade ovocitaria. Sales et al. (2018)
avaliando a presenca do corpo luteo, relataram que este ndo influenciou na qualidade de
ovdcitos imaturos, do ponto de vista nuclear e morfoldgico. De forma semelhante, Guemra et

al. (2013) apontaram que a presenca do corpo luteo ndo influenciou a qualidade morfolégica.

2.2.2 Fatores relacionados a raca

Existe diferenca entre producdo média de ovocitos dentre as doadoras em relacéo a sua
aptidao e origem. Segundo Looneyet al. (1994), sdo observados resultados superiores em vacas
de corte. De Armas et al. (1994) concluiram que vacas holandesas produziram média de 6,8
ovacitos por OPU, enquanto vacas zebuinas produziram 5,1. Dominguez (1995) constataram
que vacas de origem européia apresentaram maior quantidade de foliculos grandes (>10mm) e
que, quanto maior o foliculo, pior a qualidade dos ovacitos obtidos.

No entanto, SALES et al. (2018), registraram que vacas Bos indicus apresentaram
producdo total de ovdcitos superior, em ovocitos viaveis, e ainda melhor indice de qualidade
dos ovdcitos, quando comparadas a vacas Bos taurus, o que deve explicar também, a maior taxa

de clivagem dos gametas observada nesses animais.

2.2.3 Fatores relacionados a nutricao

O balanco energético, bem como a nutricdo possui relacdo direta com o desempenho
reprodutivo dos animais, isto significa que o animal que possui alguma deficiéncia nutricional
tera piores taxas de concepcdo (BEDERE et al., 2018). Desta forma é necessario acompanhar
0 escore de condicéo corporal (ECC), objetivando obter valores entre 3 e 4 numa escala de 1 a
5 (TORRES et al., 2015; FERREIRA et al., 2013).

O uso de antioxidantes na dieta das doadoras pode trazer beneficios na reprodugéo
animal. Foi descrito que o selénio, quando adicionado a dieta de vacas em programa de PIVE
possibilita a obtencdo de maior quantidade de ovdcitos totais aspirados, viaveis, embrides e
blastocistos expandidos, melhorando assim quantitativa e qualitativamente os resultados
(MORAES et al., 2012).
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2.2.4 Fatores relacionados ao método

Fatores relacionados aos técnicos responsaveis pelo procedimento de aspiracdo
folicular, podem expressar variagcbes no numero de foliculos aspirados, bem como no nimero
de ovdcitos recuperados na FIV. Também ha registro de variagdes de indices entre sessGes
diferentes de um mesmo técnico veterinario com grupos repetidos de animais (NIBART et al.,
1995). Além disto, o material utilizado no procedimento pode alterar a eficiéncia da
recuperacdo de ovocitos, devendo-se atribuir importancia a aspectos como a espessura da
agulha, fio de corte do bisel e pressdo de vacuo (BROGLIATTI & ADAMS, 1996).
LANSBERGEN et al. (1995) indicam que a maior variagcdo ocorre devido a doadora e, 0

segundo fator mais importante é o operador.

2.2.5 Aspectos relacionados ao clima

Particularidades climaticas de cada regiao podem interferir nos indices reprodutivos dos
rebanhos inseridos nas mesmas, portanto, umidade relativa do ar, pluviometria, tipo de solo e
cobertura forrageira sdo aspectos importantes que devem ser levados em consideragéo, pois
estes, em certas situacdes, podem limitar a eficiéncia produtiva e reprodutiva, com impactos
diretos na PIVE (PEIXOTO et al., 2006; FERREIRA, 2011; DOURADO et al., 2012).

Considerando que grande parte do rebanho bovino brasileiro é alimentado a pasto,
alteracdes climéticas ao decorrer do ano além de interferir no bem-estar animal, interferem
também na qualidade e disponibilidade de alimento para estes animais (FERREIRA, 2011).
Com o objetivo de mensurar os efeitos das alteragdes climaticas no decorrer do ano, TRIBULO
etal. (1991) verificaram que vacas da raca Brahman mantidas a pasto produziram maior nimero
de estruturas totais e fecundadas em coletas realizadas nos meses do verdo (época chuvosa)
quando comparadas com aquelas realizadas nos meses do inverno (época seca), sendo
observado, nesta estagdo do ano, menor nimero de ovocitos viaveis e embrides por coleta. Com
0 objetivo de entender o efeito da sazonalidade na reproducéo de bovinos, RUBIN et al. (2005),
trabalhando com doadoras da raga Nelore, relataram que as fémeas produziram maior proporgao
de ovacitos viaveis na época da primavera e verdo quando comparado com a época do outono
e inverno.

Em estudos realizados por SOUZA et al. (2007), com doadoras da raga Nelore,

submetidas a bom manejo nutricional, foi observado baixo efeito da época do ano na coleta de
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embrides vidveis, sendo que as médias encontradas foram 11,0 e 9,8 para o verdo e inverno,
respectivamente.

Em trabalhos avaliando com fémeas Bos taurus (Holandesas) e Bos indicus (Brahman)
submetidas a aspiracdo folicular durante a primavera/verdo e outono/inverno, foi relatado que
as fémeas Holandesas apresentaram menor porcentagem de ovocitos normais durante 0s meses
da primavera e verdo (24,5%) em relacdo aos meses do outono e inverno (80,0%) e ainda uma
menor porcentagem de ovacitos fertilizados que atingiram o estagio de 8 células, sendo que
nenhum embrido chegou ao estadio de morula ou blastocisto. Ja para as fémeas da raca
Brahman, néo foi visto diferenca na porcentagem de ovocitos normais ou no desenvolvimento
embrionario entre as esta¢des do ano, por fim foi concluido que a alta temperatura e umidade
ambiental durante o periodo do verdo resultaram em declinio na qualidade embrionéria a partir
de ovdcitos obtidos de fémeas da raca Holandesa, ndo se observando o mesmo efeito na raca
Brahman, talvez pelo fato das mesmas serem mais resistentes aos danos provocados pelo
aumento da temperatura ambiental (ROCHA et al., 1998).

Conforme descrito na literatura, o estresse calérico também afeta as propriedades
estruturais, fisicas e bioquimicas das membranas celulares, atribuindo diferencas na morfologia
dos ovacitos coletados no inverno em relacéo ao verao e, ainda, um maior teor de acidos graxos
saturados no verdo e poli-insaturados no inverno (ZERON et al., 2001). Na mesma linha de
pesquisa, segundo SARTORI et al. (2002), o alimento na temperatura corporal, comumente
observados durante o verdo, provoca hipertermia e interfere com a producao de calor enddgeno,
tendo consequéncias negativas na funcao reprodutiva, reduzindo assim, as taxas de fertilizacédo
e de desenvolvimento embrionério. Tal fato se relaciona a possivel prejuizo da capacidade
esteroidogénica dos foliculos e da dindmica folicular ovariana, afetando-os no inicio do estadio
antral de desenvolvimento e causando prejuizo no foliculo subsequente, na fungéo e na reducéo
da dominancia do foliculo selecionado (GUZELOGLU et al., 2001; Al KATANANI et al.,
2002; JU et al., 2005; CAMARGO et al., 2007).

2.2.6 Aspectos relacionados ao sémen

Na bovinocultura de leite é desejado obter maior nimero de fémeas conforme o interesse
produtivo, desta forma em muitos casos utiliza-se sémen sexado, permitindo a selecdo de
fémeas para maior potencial de producéo de leite (MOCE et al., 2006; RATH & JOHNSON,
2008; SILVA et al.,, 2015). Porém o processo de sexagem pode danificar caracteristicas

estruturais do espermatozoide bovino, mas ndo impede a geracdo de embrides in vitro (LU &
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SEIDEL, 2004; GARNER & SEIDEL, 2008; CARVALHO et al., 2010; ARRUDA et al.,
2012). Estudos com sémen sexado apontam baixas taxas de clivagem e blastocisto, enquanto
outros ndo tem observado diferencas no desenvolvimento de blastocistos entre 0 sémen sexado
e ndo-sexado (LU & SEIDEL, 2004; CARVALHO et al., 2010; STINSHOFF et al., 2012).

Tais diferencas podem acontecer devido a véarios fatores, como os métodos de selecéo
dos ovocitos, qualidade do sémen sexado ou tipo de cultivo. Por outro lado, diferengas
individuais dentre os touros foram observadas, mostrando que o sémen de alguns touros pode
ser mais negativamente afetado pelo processo de sexagem do que outros touros (LU & SEIDEL,
2004; BLONDIN et al., 2009; ARRUDA et al., 2012; SILVA, 2012; TRIGAL et al., 2012),
como também ja foi observado variacbes partidas de sémen de touros (SAUVE, 1998). Desta
forma é indispensavel a execucéo de testes para avaliar cada partida de sémen.

Conforme descrito no processo de fertilizacdo in vitro da PIVE, ha a adicao de heparina
ao meio de fertilizacdo para proporcionar a capacitacdo espermatica, contudo estudos indicam
que h& variagdes individuais entre touros quanto a concentracdo de heparina para causar a
capacitacdo espermatica, como foi observado por GONSALVES et al. (2008), que verificaram
variacdo de 2 a 100 pug/mL de heparina em meio, dependendo do touro e do processo de
separagdo espermatica.

LU & SEIDEL (2004) relatam que, em media, 10 pg/mL de heparina em meio, é
eficiente nos diferentes processos e para os diferentes touros. Segundo os autores, ao avaliar
sémen sexado de diferentes touros, observa-se que diferentes concentracdes de heparina sdo
necessarias para se obter uma boa capacitacdo. O sémen sexado de alguns touros ndo
necessitava da heparina como um reagente para se induzir a capacitacdo, apontando que as
concentracOes espermaticas efetivas do mesmo touro podem diferir entre 0 sémen sexado e ndo-
sexado.

Por outro lado, fatores associados com o processo de sexagem, em alguns casos, podem
proporcionar parcialmente a capacitacdo espermatica, gerando diferencas nas taxas de
blastocisto entre touros individuais (PALMA et al., 2008; SILVA, 2012). MELLO et al. (2016)
apontam que doadoras fertilizadas com sémen nao-sexado apresentam melhores taxas de

clivagem e de blastocistos, favorecendo o programa de producéo in vitro.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de embrioes in vitro € uma biotecnologia que auxilia o pecuarista a produzir

maior nimero de animais geneticamente superiores aos seu progenitores. Entretanto, embora
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traga muitas vantagens, possui diversos fatores que podem influenciar os resultados esperados,
desta forma deve ser bem implantada na propriedade para obtencéo de resultados satisfatérios.
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