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RESUMO

A producéo in vitro de embrides (PIV), tem sido usada comercialmente por algumas empresas, com
resultados razoaveis. O principal objetivo da PIV comercial visa a obtencao de embrifes viaveis de
fémeas que ndo estdo mais aptas a produzirem descendentes pelas técnicas convencionais, como
em vacas doadoras que apresentem infertilidade provocada pelo tratamento com gonadotrofinas ou
por distlrbios patolégico do aparelho reprodutor feminino. Fémeas a partir dos seis meses de idade,
gestantes até o terceiro més e mesmo pos-parto (2 a 3 semanas) podem ser usadas como doadoras
para a PIV. Outra vantagem da aspiracao folicular guiada por ultra-sonografia na PIV esta no fato de
gue nao é necessario o uso de horménios para a recuperacéo de odcitos. Apesar destas vantagens,
estudos relacionados a maturagcdo oocitaria, cultivo embrionario e criopreservagdo sédo ainda
necessarios visando a maximizacao desta técnica e a producao de embribes de boa qualidade. Isto é
de suma importancia para a diminuicao dos custos da PIV, tomando-a mais acessivel aos produtores.
O objetivo dessse trabalho € descrever a técnica e as principais etapas da producédo in vitro de
embrides bovinos.
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ABSTRACT
The production of embryos in vitro (PIV), has been used commercially for some companies with
reasonable results. The primary purpose of IVP commercial seeks to obtain viable embryos of females
who are no longer able to produce offspring by conventional techniques, such as donor cows showing
infertility caused by treatment with gonadotrophin or by pathological disorders of the reproductive
female. Females from six months of age, pregnant women up to the third month, and even post-
partum (2 to 3 weeks) can be used as donors for the IVP. Another advantage of follicular aspiration
guided by ultrasound in PIV is in the fact that it is not necessary the use of hormones for the recovery
of oocytes. Despite these advantages, studies related to the maturation oocitéria, culture and embryo
cryopreservation are still seeking the necessary technical and maximising the production of embryos

of good quality. This is of paramount importance to the reduction of the costs of IVP, taking it more
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accessible to producers. The goal dessse work is to describe the technique and the main steps of the
production of embryos in vitro cattle.
Keywords: in vitro fertilization, veal, aspiration guided by transvaginal ultrasound

1. INTRODUCAO

A producado comercial de embrides bovinos in vitro no Brasil teve inicio no ano
de 1998 com um projeto de inovagdo tecnoldgica financiado parcialmente pela
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e pelas
Empresas Beabisa Agricultura Ltda e Gertec Tecnologia de Embrides (GALLI, 2003).

O aprimoramento dos sistemas envolvidos no processo de producdo in vitro
(PIV) de embrides na espécie bovina a partir de oocitos recuperados de foliculos de
ovarios de vacas abatidas tem sido fundamentais para o estudo e compreensédo de
varios fenbmenos e mecanismos biolégicos que ocorrem durante este periodo,
desde a maturacdo dos o00citos, 0 processo de capacitacdo espermatica e
fertilizagc&o, até o inicio do desenvolvimento embrionério em fase de pré-implantacéo
(HOSHI, 2003). A obtencdo de odécitos de animais vivos, mediante a técnica de
laparoscopia e mais recentemente, por meio da aspiracao folicular transvaginal
guiada por ultra-sonografia, tornou possivel a aplicacdo da técnica de PIV in vivo
visando aumentar o aproveitamento do potencial genético das fémeas consideradas
superiores (NAGAI, 2001). O aprimoramento das condi¢des de cultivo in vitro bem
como das técnicas de recuperacdo de odcitos in vivo tornou viavel a aplicacdo da
PIV em escala comercial, sendo importante seu desenvolvimento dentro do atual
contexto de incremento da produtividade na pecuaria e pesquisa de novas
biotecnologias (SANGILD, 2000).

2. CONTEUDO
Em bovinos, além do uso em estudos relacionados a compreensdo dos eventos
biol6gicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario inicial, a PIV tem
sido usada como um método alternativo ou em complementacao a TE, com o uso de
oocitos imaturos recuperados de ovarios de doadoras de varias idades e estado
fisiologico-reprodutivo distintos (YOUNG, 1998). Apds a recuperacdo dos 00citos,

trés passos bioldgicos que ocorrem in vivo sdo realizados em laboratério para a
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producdo de embrides: maturacéo in vitro (MIV) dos odcitos, fertilizacao in vitro (FIV)
e cultivo in vitro (CIV) (THOMPSON, 2000).

Para a producéo in vitro de embrifes, uma das técnicas mais utilizadas para a
recuperacdo de odécitos é a aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultra-
sonografia (RODRIGUES, 2000). Com o auxilio de um ultra-som e um transdutor
acoplado a um guia-de-aspiragao, realiza-se a aspiracdo mediante introdugcdo de
uma agulha no interior dos foliculos ovarianos (AVELINO, 2002). Um sistema de
bomba a vacuo permite a recuperacdo dos odcitos e do liquido folicular para um
tubo coletor (GALLI, 1996). Realiza-se em seguida a procura e selecdo dos odcitos,
em microscopio esteroscopico, de acordo com o niumero de camadas de células do
cumulus e o aspecto do citoplasma do odcito (NAGAI, 2001). Os od6citos
selecionados sédo entdo transportados até o laboratério para que se tenha inicio o
processo de producéo in vitro de embrides (SANGILD, 2000).

A aspiracao folicular, em geral, ndo promove danos ao sistema reprodutor
feminino, embora em alguns casos ja tenha sido relatada a predominancia de tecido
conjuntivo no parénquima ovariano em algumas vacas doadoras que estavam sendo
submetidas a sessfes de aspiracado quinzenais (THOMPSON, 2000).

Ao contrario da transferéncia de embrides, a aspiracéo folicular € considerada
uma técnica que apresenta maior flexibilidade, uma vez que pode-se obter odcitos
de fémeas a partir dos 6 meses de idade vacas prenhes até o terceiro més de
gestacdo entre 2 a 3 semanas apos o parto (GALLI et al., 1996). A periodicidade
pode variar desde a realizacdo de sessdes de aspiracdo de forma esporadica em
intervalos de duas semanas, durante varias semanas ou meses (NAGAI, 2001).
Outra vantagem da realizacdo da aspiracdo folicular em comparacdo a TE esta
ligado ao fato de que ndo é necessarios o tratamento das doadoras com
gonadotrofinas, o que é considerado benéfico especialmente em novilhas jovens,
pois a estimulacdo hormonal pode provocar edema mamario e sindrome de ovario
cistico (YOUNG et al., 1998). Além da possibilidade de levar a casos de infertilidade,
a superovulacao, feita repetidas vezes, pode provocar ainda relaxamento dos
ligamentos do Ubere (AVELINO, 2002).
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Uma vez que os odcitos foram aspirados do interior dos foliculos ovarianos, os
mesmos ainda ndo encontram-se aptos a serem fecundados, sendo necessario uma
série de transformacdes do nucleo e do citoplasma, que consiste na maturacdo
oocitaria (GALLI et al., 2003). Em condi¢bes in vivo, a maturacdo tem inicio logo
apos o pico pré-ovulatério de LH enquanto que no caso da aspiracao folicular, este
processo se inicia com a remocado do odcito do interior do foliculo ovariano (HOSHI,
2003). Entre 18 a 22 horas s@o necessarias para que ocorra a maturacao nuclear em
bovinos, passando do estadio de diploteno da profase | da primeira divisdo meiotica
para o estadio de metafase Il (THOMPSON et al.,, 2000). As modificacbes
citoplasmaticas estdo relacionadas a reorganizacdo das organelas citoplasmaticas,
migracdo dos granulos corticais e a alteracdes significativas dos padrdes de sintese
protéica, sendo que a transcricdo de genes sO voltara a ocorrer apds a transicao
materno-zigoética (YOUNG, 1998). Além disso, ocorrem modificacbes nas células
somaticas que envolvem o odcito durante o processo de maturacédo, atribuindo-se a
estas células funcdes importantes na maturacdo nuclear e citoplasmética do odcito
bem como na passagem de nutrientes e proteinas reguladoras através das juncdes
tipo gap (NAGAI et al., 2001).

Para que todos os eventos da maturagdo oocitaria ocorram in vitro, é
necessario que os meios utilizados durante este periodo mimetizem as condicfes
encontradas durante o processo de maturacdo in vivo (SANGILD, 200). Existem
varios meétodos diferentes que podem ser utilizados e que ja foram testados durante
a maturacao in vitro (MIV) em bovinos, sendo que a grande maioria dos laboratérios
tem optado pela suplementagcéo do meio de maturagdo com soro fetal bovino (SFB)
e gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol) em condi¢cdes controladas de atmosfera
gasosa e temperatura (RODRIGUES et al., 2000). Sabe-se que o potencial de
desenvolvimento dos odcitos pos-maturacdo pode ser afetado por uma série de
fatores, como osmolaridade, temperatura, pH, tensdo de CO2 e O2, e uso do soro e
células sométicas (SANGILD, 2000). Apés o tempo de incubacgédo da MIV, os odcitos
completam a maturacdo com a extrusdo do primeiro corpusculo polar e estando

prontos para a fecundacdo (AVELINO et al., 2002).
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No processo de fertilizacdo in vitro, sdo usados espermatozoides de palhetas
de sémen congelado e o sistema baseado na separacéo pelo gradiente Percoll tem
sido o método mais comum para a obtencdo da fracdo espermatica viva apos a
descongelacdo (GALLI, 1996). Embora outros sistemas possam ser usados, como 0
swim-up. Para se maximizar a capacidade fecundante de um sémen com o minimo
de polispermia possivel, testes com diferentes concentragdes esperméticas podem
ser feitos, fixando-se os odécitos apOs a incubacdo com os espermatozoéides e
analisando-se em microscopio a configuracado da cromatina (HOSHI, 2003). A partir
destes resultados, se determina a concentracdo de espermatozéides ideais para
cada touro (THOMPSON et al.,, 2000). Em geral, a concentracdo usada para a
fertilizacdo in vitro é de 2 x 10° espermatozéides / ml, calculada de acordo com a
motilidade e concentracdo da fracdo viva de espermatozoides obtida apos a
centrifugacdo em gradiente Percoll (YOUNG, 1998). O periodo de incubacéo dos
o0citos com os espermatozéides varia entre 12 a 20 horas.

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-implantacdo que ocorrem eventos como ativacdo do genoma
embrionério, processo de divisdo celular, compactacdo dos blastbmeros no estadio
de morula, inicio da diferenciacdo embriondria com a formacgdo da blastocele
(HOSHI, 2003). Assim como nas outras etapas anteriores ao cultivo in vitro,
diferentes protocolos tém sido usados durante esta fase de desenvolvimento
embrionario (GALLI, 1996). As condicdes de cultivo in vitro sdo consideradas muito
importantes para que bons indices de producdo de embries sejam alcancados,
razdo pela qual inimeras pesquisas tem sido realizadas visando avaliar o efeito que
diferentes fatores, intrinsecos e extrinsecos, possam exercer sobre o metabolismo e
capacidade de desenvolvimento destes embries, como por exemplo a composicéo
dos meios de cultivo e condi¢cdes de temperatura e atmosfera gasosa, a adicao de
aminoécidos, vitaminas, macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o
uso de soro (NAGAI, 2001). O co-cultivo com células do oviduto ou sobre
monocamadas de células diferenciadas, como BRL ou células VERO tem sido

usadas com éxito em alguns laboratérios (HOSHI, 2003). Entretanto, este sistema
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guase nédo tem sido usado na producdo em larga escala de embrides in vitro devido
a sua baixa praticidade, uma vez que é necesséario a manutencdo destas células em
crescimento e cultivo, estando sujeitas a variacfes bioldgicas que podem levar a
producdo de fatores que afetariam negativamente o desenvolvimento embrionario
(SANGILD, 2000). Recentemente, a utilizacdo de meios semi-definidos com pouco
ou sem soro e baixa tensdo de oxigénio tem substituido quase que totalmente o co-
cultivo com células ou sobre monocamadas (AVELINO et al., 2002).

O desenvolvimento embrionario in vitro € avaliado no 6° dia de cultivo
visualizando-se a compactacdo dos blastébmeros e inicio da formacao da blastocele,
sendo que no 7° dia é feita a selecdo e avaliacdo final dos embrides para a
transferéncia a fresco ou para congelacdo (THOMPSON, 2000).

3. CONCLUSAO

A producéo in vitro de embrides, aliada a aspiracao folicular guiada por ultra-
sonografia, permitiu aumentar o potencial de fémeas de alto valor genético, bem
como de animais portadores de infertilidade adquirida que estavam condenados ao
abate por incapacidade de produzir descendentes. A perspectiva de aplicacdo em
diversas outras situacdes, assim como a dependéncia que outras biotécnicas
possuem ao uso dos sistemas de cultivo in vitro, tem incentivado a realizacdo de
novas pesquisas envolvendo o aprimoramento da técnica e compreensdo dos
mecanismos bioldgicos que ocorrem durante este periodo de pré-implantacdo, como
metabolismo embrionario e expressédo de genes importantes para as subsequentes
fases do desenvolvimento. A otimizagdo da técnica, envolvendo a producgdo de
embrides de boa qualidade em numeros cada vez mais expressivo, associada a
diminuicdo de alguns problemas que tem limitado seu uso em escala comercial,
certamente contribuira para o decréscimo do custo operacional da PIV, que ainda é
alto em decorréncia dos materiais e equipamentos utilizados, o que possibilitara a
difusdo desta tecnologia visando o aumento da produtividade da pecuaria nacional.
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