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Apresentacao

A realizacéo de eventos de alta relevancia para o agronegécio do leite, encontra-
se dentro das diretrizes estratégicas definidas no |l Plano Diretor da Embrapa
Gado de Leite {PDU, 2000-2003}, com a finalidade de promover intercambio
cientifico, reunindo os mais experientes pesquisadores de érgaos puablicos e
empresas privadas, deixando come resultado o conteddo dos trabalhos apresen-
tados, além de posicionamentos e conclusdes sobre os temas discutidos,

Com o objetivo de estruturar essa parceria, realizou-se o Workshop “Embrides
bovinos produzidos in vitro: perspectivas de utilizagdo e possiveis impactos na
pecuéria brasileira,”, com a pretens3o de se discutir a situagéo de produgéo “in
vitro” de embrides [PIVE) bovinos no Brasil, conhecer os resultados de varios
laborat6rios sobre a taxa de producio “in vitro™ (PlV) de embriges, a eficiéncia
na coleta in vivo de odcito e da taxa de gestagcdo com o uso desses embrides.
Além disso, levantou-se as dificuldades encontradas, limitagdes e perspectivas
futuras dessa técnica no Pais, bem como se discutiu o potencial do uso das
técnicas de sexagem de espermatozdides e embrides.

A Embrapa Gado de Leite e a Embrapa Milho e Sorgo estdo concretizando uma
parceria com a Epamig, visando formar uma equipe de reprodugdo inter-
institucional para desenvolver trabalhos de pesquisas em Biotecnologias de
Reproducio, mais especificamente na fecundacéo “in vitro” {FIV), visando
melhorar a eficiéncia dessa técnica, para posteriormente assessorarem a implanta-
¢do de Laboratérios Regionais de PIVE, com o objetivo final de abastecerem o
Estado de Minas Gerais com embrides F1 {meio sangue HPB x Zebu}, cuja
demanda & cada vez mais crescente,



Foram definidos os principais pontos de estrangulamento no uso da PIVE, eo
resultado desse proveitoso Workshop encontra-se nas paginas desse livro, que
contém além das opinides de cada pesquisador palestrante, as conclusdes finais
resultado de amplo debate efetuado no final do evento.

Esperamos que esse Anais possa efetivamente contribuir para o delineamento de
novas metas de pesquisa na drea em questdo.

Duarte Vilela
Chefe-Geral
Embrapa Gado de Leite
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Producdo in vitro de em-
brides — eficiéncia, limita-
cbes e perspectivas futu-
ras: visdo da Embrapa Re-
cursos Genéticos e
Biotecnologia

Margot Alves Nunes Dode
Rodolfo Rumpf

Introducéo

Com o desenvalvimento de técnicas de reproducéo assistida em animais, tornou-
se possivel otimizar a utilizag3o de fémeas de interesse ndo s6 para a produc¢do -
animal, mas tarmbém para a conservag&o de espécies em perigo de extingao,
Viérias biotécnicas de multiplicaco animal foram desenvolvidas, algumas jé
estabelecidas e amplamente usadas no setor produtivo, enguanto outras estéo
ainda em desenvolvimento, sendo todas aditivas e ndo-substitutivas. Convém
ressaltar também que o conceito de técnica desenvolvida ou em desenvolvimen-
to é relativo, visto que, sendo a ciéncia dindmica, sempre haverd espago para o
aprimoramento e methora nos Indices, mesmo daguelas que j& estdo sendo

" utilizadas rotingiramente.

Dentre essas técnicas, a produgao in vitro de embrides (PIVE) surge como uma
nova opgéo para a multiplicagio animal, ndo sé pelo seu potencial de aumentar,
consideravelmente, o nimero de produtos/vaca/ang, mas também porque abre a
possibilidade de utilizar bezerras pré-ptiberes, vacas em inicio de gestagdo, vacas
com subfertilidade adquirida e vacas senis.

A PIVE, inicialmente, se resumia 3 fecundacio in vitro {FIV}, entretanto, apés o
nascimento do primeiro bezerro em 1981 (Brackett et al., 1982}, avangos
consideraveis foram obtidos. Atualmente, essa tecnologia se refere & combinagédo
de vérios processos interdependentes, que vio desde a obtengdo dos ovécitos
imaturgs até & transferéncia dos embrides para as fémeas receptoras, que levardo
a gestacdo a termo.
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Aplicacdes e perspectivas da PIVE

Apesar de a transferéncia de embrides {TE) ter proporcionado um melhor aprovei-
tamento de matrizes de'elevado mérito genético, somente com o advento da PIVE
€ que esse potencial de multiplicagdo se tornou significativo. A aspiracdo de
ovécitos imaturos diretamente dos foliculos ovarianos, associada & maturagio e
fecundacio in vitro desses, e ao cultivo in vitro dos embrides, permite que seja
produzida, em média, umna cria por semana de uma uUnica fémea. Além disso, o
estabelecimento da PIVE viabiliza o desenvolvimento de técnicas como a
clonagem por transferéncia nuclear, a injegso intracitoplasmética de
espermatozdides (ICS!) e a transgenia (Rumpf et al., 2000a,b).

Ovérios de abatedouro, apesar de constituirem importante fonte de ovécitos para
uso na pesquisa, sd30 geralmente provenientes de animais sem valor econdmico.
Entretanto, o desenvolvimento do método de pungdo folicular transvaginal (OPU)
tem possibilitade a recuperagéio de ovdcitos de animais vivos, permitindo a
produgao de embrides de fémeas de varias idades e diferentes estégios fisioldgices.

O uso comercial dessa técnica ainda estd limitado ao custo e vai depender do
halango entre o mérito genético do produto {bezerro} e o custo de sua produgao.
Entretanto, apesar de o custo ainda ser alto, a PIVE estd sendo gradualmente |
integrada a programas de melhoramento genético, como uma ferramenta comple-
mentar para a inseminag#o artiticial {|1A) e a TE. '

Em termos préticos © potencial da PIVE fica mais evidente quando se discutem
suas diferentes aplicages. A medida que o sistema PIVE melhora, novas alternati-
vas surgem, como a criopreservagdo do ovécito e do embrido, a identificagdo do
sexo dos embriSes previamente 3 transferéncia, a biparticdo destes visando 3
predugdo de gémeos monozigsdticos e & melhoria dos indices de gestagéo
mediante a transferéncia dos pares para a mesma receptora, No entanto, o maior
impacto da PIVE serd a sua aplicagdo asscciada a sexagem de espermatozéides.

‘lsso porque, com uma dose inseminante sexada sera possivel produzir vérias

gestagdes. Portanto, verdadeiras linhas de produg&o de embrides sexados
poder&o ser montadas para a producdo de fémeas, machos e animais com grau
de sangue fixo, como por exemplo o caso da Girolanda F1.

Eficiéncia e limitacdes

A média de ovécitos vidveis obtidos por coleta in vivo é em torno de oito,
entretanto essa média depende da estratégia adotada. Assim, & possivel
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puncionar os foliculos de uma doadora duas vezes por semana, uma vez por
semana ou uma vez a cada duas semanas, sendo nas duas Ultimas alternativas
possivel dobrar os resultados mediante a estimulagdo hormonal {Goodhand et
al., 1999). Independentemente da estratégia, o resultado final esperado é de
pelo menos uma gestagéo por semana por doadora (Peixer et al., 2000a,b;
Bousquet et al., 2000).

Considerando que ovdcitos maturados in vitro, guando comparados aos in vivo
apresentam menores taxas de blastocisto apds a fecundagao e o cultivo in vitro -
{Takagi et al., 2001}, pode-se supor que a maturagdo ainda continua sendo um
problema na PIVE. Vérios fatores podem afetar o sucesso da maturagio ovocitdria,
entre eles podemos citar a morfologia do complexo cumulus-ovécito (CCOY), as
condigGes de maturagdo e a competéncia do ovdcito.

Comparando os embrides produzidos in vitro e os produzidos in vivo, foi
observado que eles diferem em vérias caracteristicas, tais como aspectos
morfolégicos, aspectos metabdlicos, alteragdes cromossdmicas, nimero de
células e expressdo de RNAm especificos {Van Soom et al., 1996; Viuff et al.,
1999, 2000). Essas diferengas, possivelmente, determinam o comego de uma
série de problemas que levam uma redugio na eficiéncia da técnica {Farin et al.,
2001). Os embrides PIV apresentam maior vacuolizagdo, menor ndmero de
células, menor densidade de mitocdndrias, maior densidade de lipidios (Crosier et
al., 2001} e jungdes incompletas entre as células do botdo embriondrio e
trofoblasto (Farin et al,, 2001). Além de apresentarem alta percentagem de
mixoploidia e poliploidia {Viuff et al., 1899, 2000, 2001).

Muitos desses problemas sdo devido ao processo de maturagéio, mas que se
manifestam no desenvolvimento embrionéario, visto gque o ndmero de células e’
alteragbes cromossdmicas, por exemplo, s3o0 diferentes quando os embrides PIV
sdo produzidos a partir de ovécitos maturados in vivo e in vitro {Van Soom et -
al,, 1996; Vuiff et al.,, 2000, 2001),

Na PIVE cerca de 30-50% dos ovécitos inseminados chegam ao estégio de
blastocisto e os Indices de gestagdo estao em torno de 35% (Dayan et al.,
2000}, As maiores perdas no desenvolvimento embrionério ocorrem nos
estégios de oito para 16 células (ativag@o do genoma do embrido) e pds-
transferéncia, em torno de 14 e 15 dias da gestagdo. Quando embrides PIV ou
in vivo foram transferidos no sétimo dia pds-inseminagao e recuperados no
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décimo sétimo dia da gestagao, foi observado que a degeneracio ¢ perda
embriondria foi maior nos embrides PIV {Farin et al., 2001}, Esse perfodo
coincide com o reconhecimento materno da prenhez, o qual depend'e de um sinal
enviado pelo embrido, o interferon-t, ao organismo materno. De fato, tem sido
dernonstrado que embrides PIV secretam quantidades menores de interferon-t do
que os in vivo, sendo a secregdo menor quanto pior a qualidade morfolédgica do .
embrido {Stojkovic et al., 1999). Os problemas mencionados sdo, provavelmen-
te, os responséveis pela maior sensibilidade dos embrides PIV & criopreservagéo,
que juntamente com a dificuldade de criopreservar ovécitos constituem-se em
uma das grandes limitagGes para maior utilizagdo dessa técnica no setor produtivo.

Além disso, outras limitagGes podem ser citadas, tais como a menor viabilidade
dos ovécitos obtidos de bezerras em relagio aos de vacas e novilhas, a possibili-
dade de provocar lesdes nos ovéarios apds repetidas aspiragdes e o custo do
embrifo que é ainda superior a0 de um embrido de TE.

PIVE na Embrapa Recursos Genéti- -
cos e Biotecnologia

O Laboratério de Reprodugdo Animal (LRA} da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia utiliza a produgdo in vitro de embrides (PIVE) em vérias pesquisas
para aprimoramento, monitoramento e utilizag8o dessa técnica para o suporte das
demais. Desta forma, tem realizado estudos referentes & maturagio ovocitéria
{Dode et al., 2000b,c; Dode et al., 2001a,b; Ceordeiro, 2001), fecundagio
(Dode et al., 2002a), desenvolvimento embriondrio (Dode et al., 2002b),
ériopreservag:éo de ovdcitos {Luna, 2001; Branddo, 2001a), avalia¢do in vitro
da fertilidade de touros (Dode et al.,2000a; Mattarazo et al., 1999; Pereira et -
al., 2002}, sexagem de sémen (Peixer et al., 2001), injecdo intracitoplasmética
de espermatozéides (Salles, 2000; Martins et al. 2001a,b), clonagem e
transgenia {Rumpf et al., 2000a,b; Rumpf et al., 2001).

Os estudos na PIVE tiveram inicio em 1990, e essa equipe obteve, em 1994,
seu primeiro produto produzido totalmente in vitro. Em 1996 nasceram os
primeiros produtos por aspiragio folicular associada & FIV, e em 2000 um
produto produzido in vitro a partir de ovécito oriundo de pungao folicular de
uma bezerra com trés meses de idade.
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Com o sistema utilizado pelo LRA, os Indices médios obtidos atualmente séo de
56 ovoécitos viaveis/ ovario de abatedouro, de 10-11 ovdécitos por sessdo de
pungdo em vacas vivas, 70-80% de clivagem e 40% de blastocisto. Entretanto,
convém salientar que existe uma grande variacdo na produgdo de blastocistos,
devido ndo s6 a doadora, mas também ao sémen usado.

No gue se refere & utilizag3o da PIVE propriamente dita, o LRA tem desenvolvido
estudos visando melhorar a qualidade e quantidade de ovécitos recuperados.
Foram realizados experimentos avaliando o efeito daretengio da meiose e
avaliag@o de sintese protéica durante o perfodo de retengao pelos ovodcitos e
células do cumulus. A retencdo da meiose por vérios perfodos de tempo em gque
se usaram inibidores da proteina guinase, liquido folicular e cultivo intrafolicular
de ovécitos, mostrou gque n3o melhora a qualidade dos ovécitos, visto que ndo
foi observado um aumento na taxa de predugao de blastocisto in vitro (Dode et
al., 1999: Dode et al., 2000c; Dode & Adona, 2001}, Entretanto, estudos do
proteoma das células do cumulus durante o periodo de maturagdo demonstraram
que ocorre mudanga no padrdo de sintese protéica, sendo algumas proteinas
estagio-especificas indicando que mais estudos s3o necessarios para entendi-
mento dos mecanismos que ocorrem durante a retengdo da meiose e a maturagio
ovocitéria (Cordeiro et al., 2001).

A influéncia do FSH, GnRH e BST no recrutamento folicular e na qualidade dos
ovacitos, visando aumentar a taxa de blastocisto, foi também avaliada. Os dados
obtidos demonstraram que ovdécitos recuperados apds 20 horas da aplicagéo do
GnRH, em um esquema de sincronizag¢do de onda folicular e estimulo com FSH,
apresentaram maior potencial de desenveolvimento quando cormnparados aos
recuperados apds dez horas. O BST, por sua vez, aurnentou o hdmero de
foliculas, o nimero e a qualidade dos ovécitos recuperados, com tendéncia a
aumentar a taxa de blastocisto (Pivato, 2001).

A possibilidade de produgdo de bezerros de fémeas de dois a trés meses de
idade & de grande interesse, visto que o intervalo entre geragdes pode ser
significativamente reduzido, propiciando ganho genético elevado do rebanho em
um mencr perfodo de tempo, quando comparado com o teste de progénie
convencional. Visando avaliar o potencial de produg¢do de blastocistos a partir de
ovécitos obtidos de bezerras, foram realizadas pesquisas com bezerras Nelore de
dois a trés meses de idade utilizando procedimento cirdrgico. A média de
ovécitos recuperados foi de 21/bezerra, com taxas de clivagem, mérula e
blastocisto de 41,6%, 10,0% e 1,6%, respectivamente (Malard, 2000}. Dos
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embrides produzidos a partir de ovécitos aspirados dessas bezerras, cinco foram:
transferidos para vacas receptoras. A transferéncia resultou no nascimento de um
bezerro. Esses resultados sugerem que bezerras a partir de dois meses de idade
possuem potencial para serem doadoras de ovécitos, Entretanto, taxas de-
desenvolvimento embrionério in vitro sdo ainda baixas quando comparadas s
alcangadas em vacas adultas. Estudos de ovécitos de bezerras precisam ser
intensificados para que se possa definir protocolos de estimulagdo hormonal e

_alcangar os Indices de produgéo desejados.

Da mesma forma, foi também avaliade o poatencial de produgdo de ovdcitos de
novilhas Nelore pré-plberes de dez meses de idade, utilizando-se pungéo.
folicular {PF) por via transvaginal guiada por ultra-som. A taxa de recuperagao foi
em torno de 809% e a porcentagem de ovécitos vidveis de 70%, demonstrando
que esse método pode ser utilizado em bezerras Nelore de dez meses de idade...
A avaliagdo histolégica dos ovérios dessas novilhas mostrou fibrose capsular em
todos os ovérios examinados, além de auséncia ou pequenas quantidades de
folicutos primordiais e primé&rios na regido do cértex logo abaixo do espessamento
da cépsula. Além disso, foi observada presenga de foliculos atrésicos, corpos
fibrosos e 4reas circunscritas de cicatriza¢do (Snel-Oliveira, 2001).

Uma linha de pesquisa fundamental para o LRA é a criopreservacio de gametas,
visto que uma das metas bésicas da Embrapa Recursos Genéticos e . .
Biotecnologia ¢ a preserva¢ao e multiplicagio de material genético, seja de
espécies em perigo de extingdo seja de animais geneticamente superiores, .
visando & formagdo de banco de germoplasma animal, Os trabalhos relativos A
criopreservagdo de ovdcitos de bovinos estdo direcionados para estabelecimento
e emprego da técnica de vitrificagdo usando o método de OPS (open putied
straw}, segundo Vajta et al. 1998, Vdrios estudos tém sido realizados na busca’
de alternativas que possam diminuir os danos causados pela criopreservagdo em-
ovdcitos, tais como criopreservago em diferentes tempos de maturagdo e
combinagaoc de crioprotetores. A avaliagio dos danos cromossdmicos causados
pela exposicdo & solugdo de vitrificagéo, em ovéceitos vitrificagio 45 0, 8, 12 ou
22 horas de maturagéo, mostrou que a exposicdo & solugio crioprotetora
utilizada n&o alterou a freqiiéncia de aneuploidia nos ovécitos bovinos estudados
{Luna, 2001). Entretanto, quando os ovécitos bovinos foram vitrificados em
vérios momentos de maturagéo, e retornaram ao cultivo para finalizar a
maturagdo, foram observadas vérias alteragbes nucleares tais como diploidias e
condensagdo atipica da cromatina, assim como lesées na membrana plasmética
dos ovdcitos vitrificados (Brandao et al., 2001a,b)..
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Além dos estudos que visam aprimorar e monitorar a técnica de PIVE, propriamen-
te dita, vérias outras biotécnicas que dependem de sistema eficiente de PIVE séo
também pesquisadas., Uma drea bastante ativa no LRA é a clonagem por transfe-
réncia nuclear, a qual também depende de um eficiente sistema de PIVE. !nicial-
mente eram utilizadas células embriondrias como doadoras de nulicleos; apds o
estabelecimento da técnica com nascimento de um produto (Sousa et al., 2000,
Rumpf et al., 2001), passou-se entdo a utilizar fibroblastos adultos e fetais
como doadores de ndcleo {Oliveira et al., 1999, Iguma et al., 2001}.
Concomitantemente com os estudos de transferéncia nuclear usando fibroblastos,
estdo sendo iniciados os trabalhos de transgenia. Nesse caso, os fibroblastos
utilizados como doadores de nlcleo estdo sendo geneticamente medificados
antes de serem empregados para transferéncia nuclear {Oliveira et al., 2001),

Dentre as técnicas empregadas e que dependem da PIVE, destaca-se também a
producdo de embrides pela injegdo intracitoplasmatica de espermatozdides {ICSI).
Essa técnica é prioritdria como estratégia de regenerag3o de material genético raro
de macho. Os estudos iniciais envolvendo essa técnica visavam ao estabeleci-
mento dela {Salles et al., 2000}. Nesses, foram estabelecidos alguns parémetros
tais como o tempo de maturagao in vitro de ovdcitos bovino mais adequado para
a realizagdo da ICSI, sistema e melhor momento de ativagdo, entre outros.

Além disso, a avaliagdo do potencial de produgdo de embrides pela PIVE e ICSI
usando sémen do ejaculado e do epididimo dermonstrou gue ambos podem ser
utilizados em detrimento da taxa de embrides produzidos {Martins et al., 2000),
Os resultados também mostraram que os espermatozéides do epididimo séo
similares aos do ejaculado e podem ser criopreservados para posterior utilizagéo
{Martins et al., 2001a,b). As espermatides, por apresentarem potencial para
producdo de embrides, quando microinjetadas em um ovdcite maduro, constitu-
em-se em uma opcio para conservagdo animal, Q isolamento e identificagio das
células espermatogénicas {Martins et al., 2001¢) a partir de animais mortos
mostrou que vérios tipos podem ser isolados e se manter vidveis por a 4°C por
até 120 horas, para uso futuro (Martins et al., 2002},

Consideracdes finais

A produgdo in vitro de embrides surge como mais uma ferramenta para o
melhoramento animal, pois otimiza a utilizagdo das fémeas, por aumentar a sua
produc8o. Apesar de o custo ainda ser elevado, a aspiragdo associada 3 PIVE
estd sendo gradualmente integrada aos esquemas de selegido e melhoramento
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genético como uma complementagdo da IA e TE. Considerando que a aspiragdo
pode ser feita a campo, enguanto a PIVE requer laboratério adequado, o que esté
ocorrendo hoje no Brasil, semelhante a outros palses, é a formagao de laboratéri-
os regionais de PIVE que recebem os ovécitos aspirados por veterinarios
treinados. No laboratério os embrides so produzidos in vitro e s30 entregues
aos veterinirios que os transferem para vacas receptoras. Tornando, desta
forma, essa técnica acesslvel aos produtores interessados. -

Apesar dos avangos atingidos, varios aspectos precisam ser ainda esclarecidos.
As questdes estio associadas 4 avaliagdo da competéncia bioldgica dos gametas
e ao proprio sistema de cultivo. Estudos basicos sobre os diversos mecanismos -
envolvidos estdo sendo conduzidos em laboratérios nacionais e internacionais. -
Os resultados desses estudos esclarecerdo os aspectos relativos 3 maior suscep-
tibilidade dos embrides PIV & criopreservacio; & menor viabilidade dos ovécitos
de bezerras quando comparados aos de vacas e as baixas taxas de prenhez,
permmndo com isso aumentar os indices de predugdo e conseqlentemente -
reduzir os custos.

E importante salientar também que, por se tratar de uma técnica relativamente
nova, o monitoramento rigoroso das doadoras, dos ovécitos coletados, dos
embrides e dos produtos nascidos é de fundamental importéncia para que essa
possa ser utilizada com seguranga, de forma adequada e nas situacdes mais’
indicadas.
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A produgio in vitro de embrides bovinos passou a ter maior aplicagdo comer-
cial apés o inicio das aspiragfes foliculares guiadas pelo ultra-som. Visto que
esta técnica permite aspiragdes foliculares sucessivas sem aparente compro-
metimento para a vida e o aparelho reproduter feminino. Com objetivo de
avaliar a capacidade de vacas com transtorno reprodutivo adquirido, em
produzir embrides in vitro, realizamos aspiragdes foliculares em animais sem
estimulagéo para crescimento folicular (sem estimulagio) ou controle da
onda folicular utilizando como agentes sincronizadores o dispositivo de
progesterona intravaginal (CIDR®) e a aspiragéo do foliculo dominante ou
injegdo de 17-B estradiol (2,5 mg) ou Benzoato de estradiol {1 mg}; seguido de
estimulagdo com FSH {Plust’® ou Foltropin®} e posterior aspiracio folicular,
para avaliagdo da taxa de recuperac¢éo qualidade do oécito recuperado, taxa
de clivagem e competéncia no desenvolvimento embrionério, seguindo o
protocolo:

>  dia zero, colocagdo do dispositivo de progesterona intravaginal, indepen-
dentemente da fase do ciclo estral do animal {CIDR* com 1,9 g de
progesterona);

> dia 1, controle da onda utilizande um dos métodos {aspiracdo do foliculo
dominante ou 17-B estradiol ou benzoato de estradiol);

» dia b, estimulagio da onda folicular com dose Gnica de 200 Ul de FSH
(PLUST® ou Foltropin®);

> dia 8, aspiragdo dos foliculos acima de 3 mm, procura dos odcitos,
classificagio s inicio do cultivo de maturag3o;

> dia 9, fecundacio in vitro;
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» dia 10, inicio do cultive de desenvolvimento;

» dia 16, avaliagdo do desenvolvimento embrionério e transferéncna dos
embrides para as receptoras sincronizadas;

> dia 17, congelagdo das estruturas excedentes.

Nos procedimentos de aspiragdo felicular foram utilizadas agulhas “Cook” de 55
cm de comprimento e calibre de 17G, uma probe convexa acoplada ao guia de
aspiragio de um ultra-som da marca “Aloka”, modelo S5D500.

Nas 358 sessfes de aspiragdo folicular foram recuperados 3,928 odcitos (em
média 10,97 oécitos por sessio), distribuidos em cumuius compacto com mais
de quatro camadas de células da granulosa “Gl” (1,645 odcitos, 41,88%),
cumulus compacto com duas a quatro camadas de células da granulosa “G/f*
(1.095 o6ceitos, 27,88%), apenas uma camada de cumulus de células da
granulosa “Gili” {527 oécitos, 13, 42%), desprovidos de pelo menos uma
camada de cumulus de células “Desnudos” (270 odcitos, 6, 87%) e cumulus
atrésico {391 obcitos, 9 95%) Do total de recuperados, 3.376 obcitos
(85,95%) foram cultivados para maturagio, 146 obeitos (3,71%) contaminaram
durante a maturagio, os demais foram submetidos a fecundagio e, ao serem
avaliados 40 horas apés, resultaram em 2.216 (65;64%) estruturas de duas a
quairq células,

O cultivo de desenvolvimento foi realizado em microgotas de 100 ul de meio
199 suplementado corri 10 mg de BSA livre de acidos graxos/ml de meio e .
10% de SFB em co- -cultivo com células da granulosa ou em meio DRA
suplementado com 10 mg de BSA livre de &cidos graxos/ml de mejo. O meio
renovado em 70% a cada 48 horas até o 82dia de cultivo na temperatura de
38,5-38,7°c e atmosfera de 5% de CO, em ar. No transcorrer do cultivo de
desenvolvimento embrionario, constatou-se que 108 estruturas (4,87% das
clivadas) degeneraram em razéo da contaminagio das gotas. As demais 2.108
estruturas (9_5,1\3% das clivadas} foram mantidas em cultivo e avaliadas quanto
ao desenvolvimento no 7¢dia, quando foi constatado que 1,220 estruturas
{55,05%) ndo atingiram o desenvolvimento minimeo para transferéncia e foram
considerados como degenerados, as demais 996 estruturas (44,95%) haviam
desenvolvido para mdrula (221 estruturas 22, 19%) blastomsto {607 estrutu-
ras, 60,94%]) e blastocisto expandido {168 estruturas, 16,87 %]}.

Dentre os embrides que desenveolveram, 678 faram transferidas por método ndo-
cirdrgico para receptoras sincronizadas com a cronologia dos embrides (139
mérulas, 447 blastocistos e 92 blastocistos expandidos), resultando em 234
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{34,51%]) gestagbes com 28-30 dias, 28 {11,97%) mortalidades até os 60
dias, portanto confirmando 206 {30,38%) gestagdes.

Nas aspiragdes foliculares sem o controle prévio da onda folicular e estimulagao
com FSH de 27 sessdes, obtivemos 220 odcitos (8,15/sessao). Destes 96
clivaram {3,56/sessio) e b5 desenvolveram para mdrula e blastocisto (2,04/
sessdo).

Nos tratamentos em que os animais receberam Progesterona, as ondas foliculares
sincronizadas e depois estimuladas com FSH apresentaram os resultados
mostrados na Tabela 1.

‘Tabela 1. Resultados de aspiragdo folicular, fecundagdo e desenvolvimento
embriondrio até mérula e blastocisto apds controle da onda folicular e
estimulagdo com FSH. )

Tratamentos
Aspiragdo do Inje¢do de benzoato Injegdo de 17

folicule dominante de estradiol estradiol
N°de sessdes 39 200 56
N° de odcitos (sessdo) 427 {10,95) 2.2881{11,44) 488 18,71}
N¢ de maturados (sesséo) 375 (9,62) 1.877 (9,89 408 (7,29
N2 de desnudos {Sessin) 15 {0,38) 116 (0,58} 32{0,57}
N°de atrésicos (sessdo) 37 10,95 204 (1,02 43 [0,86)
Ne de clivados (sesséo) 217 (7,10 1.235{6,18) 180(3,21}
N¢ de embriGes desenvolvidos (sesséo) 82 (2,10} 683 (3,42 89 (1,59)

Nas estimulagdes com FSH foram utilizados dois produtos comergiais, Plust® ou
Foltropin®, os resultados de produgao de embrifes in vitro est3o apresentados na
Tabela 2,

Tabela 2. Resultados de aspiragéo folicular, fecundagio e desenvolvimento
embrionério in vitro apés estimulagdo ovariana com duas fontes de FSH.

Tratamentos
Foltropin-V® Pluset®
Nimero % Média  Nimers % Média
Sessbes 220 - - 146 - -
Total de odcitos 2.331 - 10,60 1.894 - 12,97
Oécitos maturados 1.946 83,48 8,85 1.827 85,90 11,14
Décitos desnudos 138 592 0,63 83 438 0,57
Ddcitos atrésicos 247 10,60 1,12 184 9.1 1,26
Clivados 1.080 54,47 4,82 1.043 64,11 714

Embrides desenvolvidos 633 59,72 2,88 392 37,58 2,68
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Os embrides excedentes que desenvolveram até blastocisto ou blastocisto
expandido foram congelados para transferéncia direta em 1,5 mM de etileno
glicol ou pelo método tradicional em glicerol. Dos 221 embrides transferidos,
apenas 40 resultaram em gestagio, apresentando, portanto, a taxa de 18,1% de
gestacdo.

Durante o processo de sexagem fetal constatamos a incidéncia de 64% de fetos
machos e durante o desenvolvimento da gestagio, foram observadas anomalias
placentérias: hidroalantéide e menor nimero de placentomas. Ao nascimento
constatamos 24 bezerros nascidos com mais de 50 kg fum com mais de 75 kg)
e as anomalias de fetos xifépagos (duas fémeas) e diplocefalia {um caso). Em
relagdo aos neonatos, foram registradas 17 mortes logo apds o nascimento, com
quadro clinico de dispnéia e hipertermia.

Os resultados de produgdo in vitro de embrides bovinos, taxa de gestagio aos
28-30 dias, taxa de mortalidade embrionéria, anomalias fetais, anomalias pds-
natal, peso ao nascer e maior porcentagem de nascimentos de machos observa-
dos durante o experimento forarm considerados dentro das expectativas dos
relatos de literatura. Apesar destas ocorréncias indesejaveis, a técnica de produ-
¢d0 in vitro de embrides pode ser aplicada para vacas de alto valor genético que
estdio impossibilitadas de desenvolver gestagio ou nio correspondem, no
processo de transferéncia de embriGes, como alternativa para reprodugéo.



Producdo in vitro de embrides
bovinos na Embrapa Gado de
Leite

Luiz Sérgio de Almeida Camargo
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Introducéo

A principal missdo da Embrapa Gado de Leite é identificar solugdes para o
desenvolvimento sustentdvel do agronegéceio do leite no Brasil e nos paises
tropicais, viabilizando tecnologias que visam ao aumento de sua
competitividade. Nesse contexto, o Laboratdrio de Reprodugdo Animal encaixa-
se estudando biotecnologias para aumentar a eficiéncia reprodutiva. Entre os
temas estudados esté a produgéo in vitro de embriGes (PIVE) bovines, que
possui grande potencial de multiplicagdo de descendentes quando comparada
com outras técnicas, como a transferéncia de embrides (TE)} convencional.

O uso da PIVE em programas de melhoramento genético ou ndcleos de miultipla
ovulagdo e transferéncia de embrides (MOET) contribuird para o aumento da
intensidade de selegdo e redugdo do intervalo entre geragdes, permitindo um
maior progresso genético e, conseqlientemente, maior numero de animais de
maior valor produtivo & disposigio dos produtores.

Outro aspecto da técnica & permitir maior disseminagdo do material genético
selecionado pelos programas de melharamento, devido & expectativa de produzir
embrides potencialmente mais baratos do que os produzidos pela TE convencio-
nal, proporcionando o acesso de pequenos ou médios produtores a animais
economicamente produtivos.

Nas pesquisas em PIVE, o Laboratério de reprodugdo da Embrapa Gado de Leite
vem dando maior énfase em estudos com animais zebuinos com caracteristica
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leiteira, como o Guzer e, principalmente, o Gir. Com isso espera-se estabelecer
um protocolo eficiente na produgio de embrides e bezerros saudéveis, para que
possam ser utilizados nos programas de methoramento dessas ragas e para a
produgac de F1. Em virtude do pouco conhecimenta sobre a fisiologia
reprodutiva, acredita-se que muito pode-se estudar e melhorar com relagdo a PIV
nessas racgas.

Metodologia utilizada na Embrapa
Gado de Lelte

A maturagéo dos odcitos é realizada em meios TCM (tissue culture medium)
199, adquiridos comercialmente, e adicionados de 10% de soro inativado de
vaca em cio, 20 ug/mL de FSH e antibidticos (penicilina e estreptomicina). Os
odcitos sdo cultivados em volume de 400 ml. do meio de cultivo, durante 24 h,
ao final do qual sdo levados para a fecundago in vitro. Na fecundag3o in vitro
temos utilizado o método de “swin up” para a selegdo de espermatozéides e a
capacitagdo espermética & feita com heparina na dose variando de 10 a 50 pg/m|
quando adicionada no meio de fecundagdo (Fert Talp). A fecundagio é feita em
gotas com volume variando de 100 a 160 ul, cobertas com 6leo mineral,
durante 18 a 22 h, em concentragdes espermaticas que variamde 1,8 a 2,6 x
108 células/ml. Apéds a fecundagdo, os possiveis zigotos sio levados para
cultivo em meio CR2aa, adicionado de 10% de soro fetal bovino. Alternativa-
mente, adiciona-se 1 mg/L de albumina bovina sérica, Os oécitos sio cultivados
em co-cultura com suas préprias células do “cumulus” por sete a oito dias,
quando entdo & avaliada a taxa de blastocistos e nimero de células totais. Em’
alguns casos, os blastocistos sdo cultivados até o 10° dia para avaliar a taxa de
eclosio. Metade do meio de cultivo & trocado 72 horas apés a fertilizagio
quando também é avaliada a taxa de clivagem.

Resultados obtidos

Uma visdo geral dos resultados obtidos no Laboratério da Embrapa Gado de
Leite esta representada na Tabela 1. Esta tabela mostra as taxas e ndmero de
células de embrides cultivados em CR2aa adicionado de SFB ou de BSA, com
melhores resultados na presenga de SFB, sendo entdo adotado em todos os
cultivos nag:experimentais realizados no Laboratério,
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Tabela 1. Efeito da albumina sérica bovina (BSA) ou soro fetal bovino (SFB) sobre 2
taxa de clivagem, produgao de blastocistos e nimero de células.

Soro n Clivagem Blastocisto N2 de células

n? (%} n® {%) média + EP [n)
8sA 480 328(11,3) 64 {13,9) 84,7 £3.86'(61)
SFB 480 279 (58,11 148 (30,8)" 104,81 2,63%(132)

A Tabela 2 mostra o resultado e sua variagdo, quando se utilizou o sémen de
apenas um touro da raga Holandesa, com um pool de odcitos obtidos de
doadoras abatidas em matadouro, em vérias repetigdes. Os dados mostram
que a repetigdo de resultados entre as baterias de PIVE ¢ varidvel, provavel-
mente por conta de fatores ainda n@o controlados presentes no meio de
cultivo e que ndo sio constantes durante a condugio da bateria, Experimen-
tos com sémen de touros Gir também foram conduzidos na Embrapa Gado de
Leite, avaliando principalmente concentragao espermatica e periodo de incu-
bagéo com os odcitos.,

Tabela 2. Variagdo na taxa de clivagem e produgéo de blastocistos eriundos de
zigotos fecundados in vitro.

Ndmero total Clivagem  Blastocistos/total de Blastocistos/zigotos
da odcitos {variacin) oficitos (variacio) clivados {variago)
390 66,15% 30.2% 45,7%
{40 - 80%) {11,5-50%) {154 - 69,5%)

A Tabela 3 mostra que o aumento da concentragio espermética provoca
maior taxa de polispermia, porém o periodo de incubag&o estudado n3o teve
efeito, indicando que concentragdes de 1 a 2 x 10° espermatozéides/m! por
12 ou 18 horas sdo suficientes para a fecundag¢ao in vitro, sem aumentar a
taxa de polispermia.

Tabela 3. Efeito da concentragéo espermatica e perfodo de incubagéo scbre a
fecundagdo in vitro com sémen de touros da raga Gir.

Odcitos fecundados  Odcitos com polispermia

Concentragio espermética/ml Ne n® (%) ne (%}
1 x 10 ® espermatozdides 21 73 (60,3} 325
2 x 10 ® espermatoztides 130 81(62,3} 5(3.8)®
4 x 10 ° espermatozéides 108 69 (85,1) 2{8,5)"
Perlodo de incubagdo
12 horas 170 102 (60,0} 84,7
18 horas 187 121 {64,7) 91{4.8)

*-byalores com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem estatisticamente
{P<0,05). Fonte: Camargo, L.S.A., Embrapa Gado de Leite.
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Nas Figs. 1 e 2 observa-se uma variago na taxa de clivagem e de produgio de’
blastocistos entre touros da raca Gir, utilizadas na fecundaco in vitro, mostran-
do a necessidade de uma avaliagdo prévia do sémen antes de utilizéd-lo em
sistema de PIVE, a fim de obter maior taxa de clivagem e conseqientemente
maior produgio de embrides. O efeito de doadora também & importante, como
observado na Tabela 4, onde a produgdo variou entre 10 e 32%, provavelmente
provocado por diferencas na qualidade dos odcitos.

a0,

804

70 Touro

604 LA
=50y ZB

40+ NG

30+ ]

20+ WE

10

]

Taxa de clivagem

Fig. 1. Taxa de clivagem apds a fecundagao in vitro com
sémen de diferentes tourcs da raga Gir (n = 1.257 odcitos).
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Fig. 2, Taxa de blastocistos apés a fecundagéo in vitro com
sémen de diferentes touros da raga Gir (n = 692 oéeitos),
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Tabela 4. Taxa de clivagem e produgéo de blastocistos, oriundos de obcitos
obtidos por meio de pungdo folicular realizadas uma ou duas vezes por semana
em doadoras da raca Gir.

Doadora N Clivagem Blastocistos/total de odeitos  N° sessdes
2564 66 40 {60,6%) 18 (27,3%} 5(1)
2786 ral 54 {76,0%) 201{28,1%) a4
5768 62 34 (54,8%) 8(12,9%) g{1}
5752 . 15 8 (53,3%!} 4(26,6%} 2(
5764 22 8 (36,1%} 3(13,6%) 20N
5745 144 106 (73,6%} 47 {32,6%)} (2
2803 46 39 (84,8%) 8{17,4%) 1{2)
5766 24 16 {66,7%) 6125%} 4(2)
2519 10 5 (50%) 1{10%} 2{2)
2441 49 26 (53%) 11(22,5%) 6 {2}

Variagio 36,1 -84.9% 10-32.6%

Desafios e perspectivas

A técnica em seu estdgio atual j& permite a sua utilizagao a nivel comercial, como
vem ocorrendo em alguns paises da Europa, América do Norte e no Brasil,
porém com um énfase da utilizagdo em animais de alte valor mas com problemas
reprodutivos, ou em alguns casos, em programas de melhoramento genético.
Talvez um grande fator da falta de estimulo do uso da técnica € o seu preco
atual, atingindo valores semelhantes ao de embrides de TE. Uma maneira de
reduzir 0 prego é a produgdo em escala, diminuindo o efeito dos custos fixos
{como equipamentos, depreciagao, imdvel) e do investimento inicial sobre o
custo final. OQutro ponto € a melhora da eficiéncia da técnica, através da resolu-
¢io de problemas advindos do cultive “in vitro”, reduzindo a variabilidade na
preducgdo entre touros de média fertilidade, entre doadoras e entre baterias,
produzindo embrides de maior viabilidade apés transferéncia, com menores
riscos de perda embrionéria, abortos ou anormalidades fetais.

Para isso s30 necessdrias pesquisas visando a melhora na qualidade dos
oogcitos, através de estudos com dindmica folicular e aplicagdo de hormdnios nas
doadoras, principalmente nas ragas zebuinas; melhora na taxa de fecundagéo de
touros de média fertilidade; melhora no sistemas de cultivo, afim de se obter um
meio quimicamente definido com o mesmo potencial de desenvolvimento
embriondric dos meios semi-definidos cu complexos, mas que tenha baixa
variabilidade entre as repetigdes.
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Com o uso da biologia molecular torna-se possivel estudar mais a fundo os
eventos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionério, permitindo avaliar
se existe alguma alteracio na sintese de proteinas ou na expressao génica
provocado pelo uso de hormonios na doadora ou pelo cultivo “in vitro” de
o6citos e embrides, bem corhp verificar a sintese pellos embrides de fatores
imporfantes para o estabelecimento da gestagéo, como o interferon tau, ajudan-
do, desse modo, a direcionar as pesquisas para um resultado mais rapido e
efetivo.

Existe também uma grande perspectiva da utilizago da técnica em fémeas
impuberes, o que daria um grande salto para o melhoramento genético, principal-
mente se associada a marcadores genéticos. A sua aplicag@o seria ainda maior
em animais zebulnos, principalmente a raga Gir e Guzerd, cuja puberdade é mais .
atrasada e seus programas de melhoramento no pals sdo mais recentes. Entretan-
to, para animais impuberes a técnica ainda enfrenta grandes dificuldades,
advinda do baixo potencial de desenvolvimento de seus oécitos, da necessidade
da utilizacdo de hormdnios e de acesso cirdrgico para os ovérios quando em
animais extremamenite jovens.
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Introducéo

O presente trabalho consiste em uma revisdo sobre a recuperagic de odcitos
bovinos, as diferentes formas de recuperagao e as principais utilizagdes deste
material biolégico. Porém, serd dada maior &nfase na aspiragao folicular guiada
por ultra-sonografia (OPU - ovum pick up) e posterior fecundagfo in vitro (FIV},
uma vez que, juntas, estas técnicas podem ser de grande valia na reprodugdo
animal.

O nascimento do primeiro bezerro produzido por fecundacio in vitro ocarreu em
1981 (Bracket et al., 1982) e o primeiro bezerro nascido por OPU-FIV em 1988
(Pieterse et al., 1988). No Brasil, o nascimento do primeiro bezerro produzido in
vitro foi em 1983 {Watanabe et al., 1993}, enquanto produtos nascidos por
OPU-FIV ocorreram em 1996 {Peixer et al., 1996).

Fisiologia ovariana

No tergo médio da gestagdo, o ovério do feto bovinoe j& esta repleto de cogbnias
contidas em foliculos primordiais (pré-antrais), e os estdgios iniciais do cresci-
mento folicular iniciam-se antes do nascimento {Erickson, 1966 ; Marion et al.,
1968).

Ao nascimento existem cerca de 0,5 milhdo de foliculos nos ovirios, os quais,
gradualmente, deixam seu estado de dorméncia e iniciam o desenvolvimento
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para folfculos antrais. Uma vez iniciado o desenvolvimento, ird ocorrer a ovula-
¢80 ou a atresia {praticamente todos os follculos sofrem atresia). Isto pode ser
demonstrado ao calcularmos que um animal ciclando normalmente num periodo
de 15 anos ird ovular menos de 300 obcitos {ov'ulando acada 21 dias ou 17,4
vezes ao ano, multiplicado por 15 = 260 ovulagdes) dentre o nimero total de
foliculos (0,5 milhic) existentes ac nascimento (Erickson, 19686). Isto sem
contar o periodo de gestagio dos animais, ou'seja, metade da vida reprodutiva.

Fica claro, portanto, que menos de 0,1% dos foliculos chegam a ovular.
Aparentemente, sdo necessérios 80 dias para que um foliculo primordial ativado
atinja o tamanho ovulatério (Lussier et al., 1987). Neste perlodo, segundo um
padréo de ondas foliculares {Wiltbank et al., 1996), ocorrem vérias fases de
crescimento e atresia folicular com subseqfente maturagdo ou degeneracio
oocitéria.

Novas biotecnologias visam ao aproveitamento destes foliculos para a recupera-
¢ao dos obeitos & posterior manipulagdo. A seguir serdo descritas algumas delas.

Aplicacoes da técnica
Pesquisas na drea da embriologia

A fecundac3o in vitro possibilita acompanhar passo a passo o infcio do desen-
volvimento embrionario, permitindo estudér os procéssos envolvidos na
maturagdo dos odcitos, capacitagédo do espermatozdide, interagado Qamética,
assim como todas as etapas envolvidas no periodo da pré-implantagéo,' como a
diferenciagdo celular, expresséo génica etc, Além disso, podemos estudar os
processos fisioldgicos e patoldgicos correspondentes, bem como a
embriotoxicidade de certas drogas (Kruip et al., 1994}, .

Producéo de maior niimero de embrides.

Uma vez que, pela monta natural ou inseminagio artificial {JA), podemos obter
apenas um produto por vaca ao ang, novas biotécnicas foram desenvolvidas
para acelerar os processos de melhoramento genético. Assim sendo, com o
advento da superovulagdo e posterior transferéncia de embrides (Moet - mulftf .
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ovulation and embryo transfer), toi possivel obter-se em média a produgao de 25
embrides ao ano, totalizando cerca de 100 embrides na vida reprodutiva de uma
vaca {Saumande et al., 1984},

Kruip et al. {1994} estudaram a eficacia da pungéo folicular transvaginal orienta-
da por ultra-som em vacas leiteiras e de corte, obtendo uma média de 8,0
o6citos colhidos por sessao, dos quais 16% desenvolveram em embrides
transferiveis apds MIV/FIV/CIV (maturagio, fecundagdo e cultivo in vitro) com
uma taxa de gestagdo de 40% a 50% (Nibart et al., 1995). Baseado no ndimero
médio de odcitos colhidos por sessio, € possivel transferir dois embriGes/
semana/vaca, resultando em um bezerro. Watanabe et al. {1998) obtiveram de
um unico animal 24 embrides em sete sessdes {x=3,5 embrido/sessdo) com
uma taxa média de 50% de gestagdo; assim sendo, &€ possfvel obter 1,75
bezerro/semana/vaca.

Menor intervalo entre geragoes

O intervalo entre geragGes € um dos elementos-chave em qualquer abordagem
sobre melhoramento genético animal {Berreridge, K.J. et al., 1989). O desenvol-
vimento de foliculos antrais em bezerras desde duas semanas de idade {Adams
et al., 1994}, o conhecimento das ondas foliculares e a habilidade de
superestimular o desenvolvimento folicular nesta categoria de animais oferecem a
possibilidade de se utilizar animais pré-pdberes para a recuperac¢do de odcitos
bovinos. Tais od6citos teriam a mesma competéncia para a FIV quando compara-
dos aos obtidos de animais adultos (Armstrong et al., 1994}, porém o ndmero
de oécitos recuperados em bezerras tende a ser 209% menor {Nibart et al., 1996},

Brogliatti & Adams {19986), utilizando-se de aspiragdo guiada por ultra-som,
obtiveram éxito na recuperag¢do de odcitos de bezerras a partir de seis semanas
de idade, Portanto, os produtos oriundos desta aspiragio nascerdo quando as
doadoras de odcitos tiverem ndo mais do que um ano de idade.

Assim sendo, o intervalo entre geragdes fica obviamente diminuido, permitindo
uma avaliagao precoce do potencial genético destes animais.

Para exemplificar o ganho genético, podemos avaliar que o método de MOET
proporciona um ganho genético para eficiéncia de crescimento (Growth-effician)
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em gado de corte entre 1,4 a 2,6%. A _utilizat;éo da aspiragdo em novilhas pré-
puberes pode elevar este Indice para até 22% {Brogliatti & Adams, 1996).

A superovulagdo (SOV) também pode ser utilizada em novilhas. Brogliatti &
Adams, {1996) conseguiram aumentar em até dez vezes o nimero de odcitos
recuperados, bem como o numero de foliculos vislveis.

Melhor aproveitamento dos animais

Conforme citado no item anterior, as doadoras de o6citos podem ser utilizadas
muito precocements e, assim sendo, o inlcio de sua vida reprodutiva & muito
antecipado. Da mesma forma, estudos realizados com vacas senis {Brogliatti &
Adams, 1996) e vacas prenhes {Kruip et al., 1994; Nibart et al., 1995} até o
terceiro més de gestagdo permitem a produgdo de embriGes pela aspiragdo guiada
por ultra-som. Assim sendo, as vacas podem produzir descendentes, praticamen-
te desde o seu nascimento até depois da perda da ciclicidade fisioldgica.

A Tabela 1 mostra a produgéo de uma vaca de doze anos de idade (Tabela 1).
Tabela 1. Produgdo de embrides in vitro a partir de odcitos oriundos de uma
vaca de doze anos de idade que ndo poderia mais conceber. Qito touros foram
utilizados para obter diferentes produtos.

Touros Q4citas colhidos {x} - Odcitos cultivados - % da embribes
1 129 207 9.2
2 15,4 77 9.1
3 14,3 57 31
4 10,5 21 18
5 125 25 0
B 120 12 0
7 16,0 18 0
8 9,0 : .- 9 0

Fonte: Kruip et af. {1994},

Produtos obtidos de vacas que ndo respondem &
superovulagdo

Uma vez que a OPU-FIV ndo requer tratamento hormonal para o seu sucesso,
pode-se aproveitar de forma muito eficiente animais que nio respondem &
superovulagdo, seja por anomalias adquiridas (fesisténcia ao horménio) ou por
serem refratdrias & SOV, Assim sendo, vacas que possuem grande potencial
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genético podem ser doadoras de obeitos, ndo importando mais sua resposta a
SOV (Kruip et al.,, 1994},

Produtos obtidos de animais com problemas
reprodutivos

Muitos sd0 os casos de animais inférteis ou subférteis por problemas adquiridos.
S&o freqlientes os casos de aderéncias de ovério e Gtero, metrites cronicas,
infeccoes tubdricas {Looney et al., 1994}, e outras patologias. A OPU-FIV
permite a produgio de progénie de animais com tais enfermidades (Kruip et al.,
1984), uma vez que ela ndo necessita do restante do aparetho reprodutivo,
bastando o ovério possuir foliculos de tamanho suficiente para a aspiragdo. Os
resultados obtidos de animais com tais patologias ndo diferiu dos resultados
obtidos de animais saudéveis (Kruip et al., 1994} '

Utilizacao de animais mortos

S3o freqlentes os casos de proprietdrios que desejam obter mais crias de uma
vaca acidentada, enferma ou morta. A remog¢3o dos ovérios destes animais pode
resultar na recuperagdo de odcitos vidveis e posterior produgdo de progénie.
Assim sendo, um animal recém-morto ou ante-rnortem ainda pode produzir um
descendente. Watanabe et al., {1998", utilizando-se de animais descartados de
uma central, obtiveram uma producéo conforme a Tabela 2.

Tabela 2. NOmero de odcitos aspirados e blastocistos produzidos por fémeas
em diferentes idades.

Vacas Idade N° de ofcitos  N° de odecitos N* de blastocistos
{anos) Total vidveis (%)
i 13 15 1" 32N
2 13 7 2 150
3 17 6 1 1{100)
4 10 27 7 5{71}
5 15 " 5 3160}
6 14 82 35 6{17)
7 15 3 2 2{100)
8 14 8 4 2 (50
9 19 20 1 4 (36)
10 14 0 0 0
1 11 15 4 3(75)

Total 194 82 . 301037)
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Pré-selecdo de touros

A aplicagdo a campo dos avangos das biotécnicas da reprodug
mento genético animal pode e deve ser utilizada como uma fer
sele¢do de touros e matrizes.

A fertilidade de touros esté relacionada com a probabilidade de sucesso do
espermatozéide em fecundar o oécito, formar o zigoto, seguir o desenvolvimento
embrionério efetalatéo nascimento. Evidentemente, esta fertilidade in vivo
apresenta uma variagdo entre os touros, a qual in vitro se apresenta de forma
semelhante {Fig. 1) {Watanabe et al., 1998).

Um método adequado de verificar a fertilidade de touros pode ser efetuado
mediante a fecundagdo in vitro, em que se detectam espermatozéides de touros
com baixa fertilidade. Resultados observados, na fertilidade in vitro entre touros,
consideram a habilidade do espermatozéide em fecundar o odécito e o zigoto
continuar o desenvolvimento in vitro até o estagio de blastocisto (Gordon, 1991;
Lacalandra et al., 1992; Watanabe & Oliveira Filho, 1984; Watanabe et al.,
1995}. Em 1992, Marquant-Le Guienne et al. observaram uma alta correlacio
entre as taxas de blastocisto e fertilidade a campo de touros distintos (r=0,84).
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Fig. 1. Variago na produg&o in vitro a partir de sémen de diferentes touros,

Vantagens de aplicacéo da técnica

Néo ocorrem efeitos deletérios significativos aos animais, mesmo apés cinco
meses de pung¢des, duas vezes por semana, No gue concerne aos exames de
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satde e fertilidade, clinicos ou post mortem, No exame histoldgico, animais que
foram aspirados por varios meses apresentaram maior quantidade de coldgeno na
tinica albuginea (Kruip et al. 1994).

Stubbings & Walton {(1995) demonstraram que em gado de leite aspiragbes
mensais de todos os foliculos iguais ou maiores do que 5 mm alteram o ciclo,
promovendo apenas um aumento de quatro dias entre estros.

Portanto, a producgéo in vitro de embrides de alto mérito genético pode tornar-se
uma alternativa & técnica Moet, por ndoc utilizar hgrménios, evitando assim os
efeitos nocivos a fertilidade do animal, e ainda aumentar o nimero de embrides
por doadora {Gibbons et al., 1994; Kruip et al., 1994},

Desvantagens de aplicacdo da téc-
nica

Além das grandes variagSes dos resultados apresentados pelos diversos autores
e de ndo haver um padrdo de meios de coleta ¢ das respostas 3
superestimulagéo, a técnica ainda é muito onerosa. Bols et al. {1995} descrevem
que as agulhas sdo um dos equipamentos descartdveis mais caros do processo
de aspiracdo. Elas sdo de dificil esterilizagic e apds algumas sessdes elas ficam
rombudas e afia-las ndo produz o mesmo efeito das novas. Este grupo tentou
com certo éxito o uso de agulhas descartdveis, porém novos estudos devem ser
feitos para aumentar as taxas de recuperago.

Foram encontradas massas ecogénicas no interior de 25 dos 37 foliculos
aspirados por Brogliatti et al. (1995). Estas massas ecogénicas, primeiramente
sugeridas como células da granulosa luteinizadas, foram consideradas hemato-
mas provocados pela aspiragdo, uma vez que nao foi detectado aumento na
progesterona sérica.

Variacdes na recuperacio

A aspiragao folicular, por ser uma técnica bastante recente, apresenta resultados
muito varidveis quanto ao nimero de foliculos aspirados, ao nimero de odcitos
recuperados e A taxa de blastocistos produzidos. A seguir serdo expostas
algumas causas das variagfes nos resultados de diferentes autores.
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.Diferencas entre animais

A variabilidade entre doadoras de o6citos & muito grande, e 0s animais respon--
dem diferentemente & aspiragdo folicular {Nibart et al., 1995). Porém, o ndmero
de odécitos recuperados de um mesmo animal n3o varia entre as coletas. Segun-
do Kruip et al. {1994), existe um recrutamente constante de novos foliculos

quando os presentes s&0 aspirados e a taxa de recrutamento tem uma variagao
individual.

A Tabela 3 (Kruip et al., 1994} demonstra a grande variabilidade entre vacas.

Tabela 3. Variagdo individual entre vacas quanto ao mﬁnjero médio da'oécitos
coletados e produgio de embrides in vitro, ap6s 22 sessbes de aspiragéo
folicular.

- Foliculos aspirades - Odcitos colhidos . N ® de odcitos

-Vacas (x) ) cultivados Embrides (%)
1 15,5 N 165 26,1
2 15,0 1 182 23,1
3 18,1 10 182 170
4 18,0 10 1M 15,8
5 132 10 156 8.4
6 17.4 9 13¢ 9,4
7 9,8 8 126 17,5
8 10,7 5 84 15,7
9 8,1 5 78 9.0
10 14,1 4 78 11,5

Total 14,5 8 1.366 16

Fonte: Kruip et al. {1994},

Variacdes entre operadores

O operador pode determinar grandes variagdes no nimero de foliculos aspirados,
bem como no ndmero de odeitos recuperados. Esta variagao ocorre entre
operadores, da mesma forma como entre sessdes com 0 mesmo operador {Nibart
et al., 1995}, Lansbergen et al. {1995) descrevem que houve variagdes signifi-
cativas entre veterinarios na taxa de recuperagio. Sua equipe era formada por
cinco veterinérios operando em duas estagdes experimentais. Com sucessivas

‘trocas de equipes, foi comprovada que a maior variagdo ocorre devido 4 doadora

e o0 segundo fator mais importante & o operador.
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Variacdes do comportamento do animal

Animais nervosos que se debatem no tronco, principalmente jovens, podem

dificultar a aspira¢ado, reduzindo assim o resultado de uma cu mai_s sessdes (Hill,
1989).

Tipo de animal

O nimero médio de odcitos coletados € pouco diferente entre as doadoras do
tipo leiteiro ou de corte. Entretanto, Looney et al. {1994} acharam resultados um
pouco superiores em vacas de corte.

Variagdes com o tipo de equipamento utilizado

Nibart et al. {1995) apresentam uma revisdo que demonstra que, globalmente,
qualquer que seja o sistema de visualizagdo e de pungao, os resultados em
termos de odcitos coletados é o mesmo. ‘

Hill et al. {1995} realizaram aspirag&o folicular sem o auxilio de ultra-som,
utilizando-se apenas da palpag&o retal, e obtiveram média de 6,2 odcitos
recuperados por doadora.

Brogliatti & Adams (19986) destacaram a importancia de aspectos como espessu-
ra da agulha, fio de corte do hisel, forma do bisel e pressﬁd de vécuo, que
podem alterar a eficiéncia de recuperagio. Relatam também que em eqlinos as
agulhas de duplo-limem (fiushing) tendem a aumentar a taxa de recuperagdo de
o6eitos. O aumento da pressao de aspiragdo em humanos demonstrou maior
taxa de recuperacdo, porém uma diminuigdo na qualidade dos odcitos, além de
aumentar o nimero de odcitos desnudos {Ushijima et. al., 1993 citagdo). A
presenca de células do cumulus & importante para aumentar a taxa de desenvol-
vimento de odcitos maturados e fecundados in vitro {Konishi et al., 1286b).

Os efeitos mecénicos da manipulagdo estdo sendo muito estudados (Brogliattl &
Adams, 1996).

Bols et al. 1995 obtiveram maiores taxas de recuperagéo por foliculos aspirados
usando agulhas mais espessas (18 G), independentemente da presséo do vécuo.
- Houve maior ndmero de odcitos recuperados com o aumento da presséo de
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vacuo, porém diminuiu a quantidade de células do cumulus, independentemente
do calibre da agulha. Agulhas mais finas apresentaram melhor COC (complexo
cumulus-obeitario) com células do cumulus mais compactas.

Freqiiéncia da aspiracéo

A taxa de recuperagdo de odcitos imaturos aumenta, se forem realizadas repeti-
das coletas no mesmo animal {(Kruip et al., 1994}, A aspiragdo repetida duas
vezes por semana produz um aumento considerdvel no ndmero de foliculos
vislveis (16,2 versus 7,0) e de o6citos recuperados (12,2 versus 5.2}
(Reichembach et al., 1994},

Gibbons et al. {1994) também obtiveram maior nimero de embriGes transferiveis
em aspiragdes realizadas duas vezes por semana.

Hasler et al. {1895} demonstraram que o nimera de odcitos produzidos caiu
consideravelmente apés 50 sessdes de aspiragio em um mesmo animal.

Consideracéo final

A aspiracdo folicular e fecundagio in vitro vem apresentando-se como uma forma
alternativa para a producao de embrides a partir de odcitos oriundos de vacas
com diversas caracterfsticas reprodutivas, £ uma técnica recente, e que deve
apresentar uma acentuada evolugdio nos préximos anos, apresentando-se como
uma alternativa eficiente na produgdo de embrides de alto valor genético. E
importante ressaltar que esta técnica ndo veio para substituir outras técnicas
{como a Transferéncia de Embrides), mas sim, junto a elas, melhorar a eficiéncia
reprodutiva destes animais, e acima de tudo atuar no melhoramento genético do .
rebanho bovino.
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Puncdo folicular em bovi-
nos da raca Gir: resultados,
perspectlvas e desaflos1

TR T L e Y L e il L SR B

Jodo Henrique Moreira Viana

Introducéo

0O desenvolvimento da técnica de puncdo folicular orientada por ultra-som, e sua
posterior adaptago para 0 uso em medicina veterinaria, criaram urna nova
perspectiva para a producgao in vitro de embrides bovinos. Esta técnica possibili-
tou a recuperagdo in vivo de odcitos, repetidas vezes e com um minimo de
trauma para os animais utilizados como doadoras, resultados ndo-possiveis com
a utilizagfo de odcitos provenientes de ovarios obtidos em matadourc, ou com a
abordagem cirtrgica dos ovérios. Também possibilitou a utilizagie de animais
em diferentes perfodos do‘ciclo estral, pré-piberes ou em gestagae inicial, assim
como o uso de animais com problemas de fertilidade decorrentes de patologias
na porgao tubular do trato genital. Estas vantagens tornaram a pungac folicular a
técnica de elei¢io para a recuperagdo de odcitos destinados a produgéo in vitro
de embrides, quando objetiva-se a multiplica¢8o de doadoras de alto valor
genético.

A eficiéncia do uso da puncgédo folicular como fonte de odcitos para a maturagéo,
fertilizacdo e cultivo in vitro, contudo, depende do nimero e qualidade dos
odcitos recuperados. Diversos avangos foram obtidos no controle dos fatores

' Trabalho financiade pela Fapemig e pelo CNPq.
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mecénicos que limitavam a eficiéncia da técnica, como estabelecimento das
configuragGes ideais do sistema de pungio, da pressio de vicuo e da resolugdo
do equipamente de ultra-sonografia utilizados. Os fatores biolégicos que interfe-
rem nos resultados da assoéiacéo entre pungdo folicular e produgio in vitro de
embrides, contudo, s8o menos conhecidos, particularmente nas ragas zebuinas,
largamente utilizadas na pecuéria nacional para a producao de carne e leite. A
dindmica do crescimento folicular nos bovinos determina flutuagdes periddicas
no nimero e “status” funcional dos foliculos disponiveis para a pungdo, e pode
ser uma importante fonte de variag8o nos resultados da técnica. Objetivando-se
superar esta deficiéncia, foram iniciadas pesquisas na Embrapa Gado de Leite
sobre o uso da pungao folicular em vacas da raca Gir, avaliando-se o efeito de
diferentes protocolos de coleta com ou sem estimulagio exdgena sobre a
fisiologia ovariana, o perfil endécrinc e a recuperacdo de complexos cumulus-
odcitos vidveis.

Metodologia

A configuragdo bésica do sistema de pungéo foi a mesma nos diferentes experi-
mentos realizados. As pungBes foram realizadas por meio de um aparelho de
ultra-sonografia (Scanner 1008, Pie-Medical} equipado com um transdutor
setorial intravaginal de 7,5 MHz e uma guia para pungéo folicular. Faram
utilizadas agulhas descartaveis de 50 mm, nos calibres 19 e 20 Gauge {Neolus,
Terumo Co.}, renovadas para cada novo animal a ser coletado ou caso fosse
constatada uma perda significativa no fio delas. Na conex&o entre a agulhae o
recipiente final foram utilizados circuitos de silicone com didmetros internos e
externcs de 1,35 e 2,3 mm (ou 4 e 7 Gauge), respectivamente, e com 80 cm
de comprimento. Optou-se por uma pressdo de vicuo de 80 mmHg, que
correspondia no sistema utilizado a um fluxo de 6 a 8 ml por minuto. Os
foliculos com didmetro superior a 3 mm visualizados foram identificados e
mensurados antes da pungdo. O circuito de pung&o era periodicamente
perfundido com uma solugdo de heparina {125 U.1./ml} para evitar a formagdo de
codgulas, O aspirado folicular foi recuperado em filtros com malha de 80 u
contendo PBS acrescido de albumina sérica ou soro fetal bovino. Os odcitos
Identificados foram avaliados e classificados quanto ao nimero de camadas de
células do cumulus e ao aspecto do citoplasma, e conduzidos em meio Talp-
Hepes ao Laboratério de Fertilizagdo in vitro, localizado em Juiz de Fora, a uma
distancia aproximada de 40 km.
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Resultados parciais

Efeito da freqiiéncia de puncéo

A eliminacgio da populagdo de foliculos com mais de 3 mm presente nos ovérios,
decorrente da realizagdo de pungdes foliculares, resulta no surgimento de uma
nova onda de crescimento folicular. Em animais que sio submetidos periodica-
mente a aspiragdo folicular, o intervalo entre as pungdes pode determinar o
estidio de desenvolvimento da nova onda de crescimento e o estabelecimente
ou nio de um novo foliculo dominante. Objetivando-se determinar o melhor
protocolo para a utilizagéio da técnica de QPU na raga Gir, avaliou-se o efeito de
diferentes regimes de pung¢do (intervalos de 3, 4 e 7 dias) scbre ¢ némero,
qualidade e capacidade de desenvolvimento in vitro dos odcitos recuperados. Os
resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 1. Nao houve diferenga no
ntimero de foliculos presentes ou puncionadeos em fungdo do regime de pungio
adotado. Entretanto, pungdes mais freqlientes proporcionaram a recuperacgdo de
um maior percentual de obcitos de melhor qualidade, o que se refletiu posterior-
mente no cultivo in vitro, resultando em maiores taxas de produgdo de embrides
em vacas puncionadas duas vezes por semana. Regimes de pungéc mais
intensos, além de mais eficientes do ponto de vista bioldgico, apresentaram a
vantagem de demandarem um menor periodo de manuteng8o da doadora para a
obtengdo do mesmo nimero de embrides.

Tabela 1. Resultados obtidos na recuperagéc de odcitos por pungio folicular e
produgdo in vitro de embrides em fungdo do regime de pungdo.

Resposta avaliada 1 x semana 2 x semana

Foliculos puncionados por sessdo [média £ E.P.} 1205+ 0,58 a 11,62+ 0,622
Décitos recuperados por sess3o (média £ E.P.} 895+ 0,76a 700+ 0,740
Taxa de recuperagio 1431a 58,744
Oécitos selecionados para cultivo {%} 83,77a 96,78 a
Ddcitos classificados como grau | {%) 886a 16,97 b
Taxa de clivagem (%) £8,69a 68,62 a
Taxa de embrides com mais de quatra células {%) 39,94 a 49,51b
Taxa de formagéo de blastocistas (%) 21,632 31,76 b
Produgdo de embrides por sessdo 1,62 2,05
Produgéo de embrides por semana 1,82 4,10

A avaliacio da dinamica folicular no intervalo entre pungdes mostrou que nova
onda de crescimento é estabelecida 12 horas apds a pungao folicular. A popula-
¢ao folicular presente aumenta até 48 horas, ndo ocorrendo qualquer aumento
significativo a partir de entao {Fig. 1).
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Fig. 1. Populagéo folicular total no intervalo entre pungdes (setas).

O novo foliculo dominante, contudo, continua a crescer até 84 horas ap6s a
pung3o, e os dois maiores foliculos subordinados até 60 a 72 horas (Fig. 2). 0
numero de foliculos presentes, portanto, ndo & um fator limitante para a utiliza-
¢3a de intervalos tdo curtos quanto dois dias entre pungdes. O menor didmetro
dos foliculos presentes até 72 horas apés a pungao, entretanto, pode compro-
meter as taxas de recuperagio oocitérias em intervalos de pungio inferiores a
trés a quatro dias. '
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Fig. 2. Didmetro médio do foliculo dominante e do segundo maior
follcula no intervalo entre puncdes {seta).
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Efeito do uso de progestagenos

Intervalos entre pun¢des de sete dias ou superiores possibilitam que o foliculo
dominante que emerge apds uma sessio de pungao possa atingir os estadios
finais de maturag¢ao e, eventualmente, ovular. Esta hipétese foi corroborada pela
observacdo de que a concentragdo média de progesterona na grupo puncionado
1 x semana foi superior & do grupo puncionado 2 x semana (P < 0,05).
Objetivado-se controlar a presenc¢a de concentragdes elevadas de progesterona
como fonte de variagdo nos resultados, avaliou-se o efeito do uso ou ndo de
implantes auriculares de norgestomed sobre grupos de vacas submetidas ao
mesmo protocolo de pungéo folicular,

A administragado de progestagenos exdgenos reduziu (P < 0,05) o niimero de
foliculos com didmetro superior a 9 mm e a concentragdo de estradiol no
moemento da pungdo, mas nao afetou (P > 0,05} a pobulacéo folicular total, o
nUmero de foliculos puncionados, o nimero de estruturas recuperadas, o
percenfual de odcitos de melhor qualidade ou o percentual de odcitos classifica- -
dos como vidveis. Estes resultados demonstram que a manutencdc de concentra-
cdes elevadas de progestdgenos ndo compromete os resultados da técnica de
OPU. Por outro lado, a presenga de corpos liteos pode interferir na eficiéncia da
pungdo folicular, dificultando o acesso aos foliculos e aumentando a presenca de
sangue no aspirado folicular. A utilizagdo de progestdgenos exdgencs mostrou-
se uma alternativa vidvel quando se deseja evitar a ocorréncia de ovulagfes e
formagéo de corpos liteos em vacas em regime de pung3o folicular.

Efeito da estimulacdo exdgena

Diversos protocolos de estimulagdo hormonais tém sido utilizados objetivando-
se aumentar o nimero e/ou qualidade dos o6citos recuperados pela pungio
folicular. Os resultados, entretanto, tém sido freglientemente inconstantes.
Foram avaliados dois destes protocolos, a pré-estimulacdo com FSH e a imuniza-
¢8o ativa contra inibina sulna. Apesar do efeito dos tratamentos sebre o didmetro
médio e sobre a taxa de crescimente folicular, ndo houve aumento no nimero gu
qualidade dos odcitos recuperados em relagdo ao grupo controle {Fig. 3). Este
fato pode ter sido decorrente da grande variagdo individual na resposta a pré-
estimulagdo, que ocorreu apesar da homogeneidade do grupo experimental.-

O tratamento com FSH {ou a imunizagdo contra inibina) ndo aumenta a popula-
¢éo folicular total, mas aumenta o estidio de desenvolvimento dos foliculos
presentes, o que poderia facilitar o procedimento de pungio. Contudo, foliculos
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de maior tamanho podem colabar e encarcerar o COC antes de sua efetiva -
aspiragio, além de dificultar o manuseio do ovério. Os resultados da pré-
estimulacio sobre a produgéo de odcitos por OPU foram, de forma geral,
inconclusivos, e novos estudos serdo necessdrios para o estabelecimento do real
beneficio e do protocolo ideal de utilizagdo.
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Fig. 3. Recuperagdo de o6citos {médias & E.P.M.) em vacas Gir
submetidas a diferentes pré-tratamentos estimulatérios. O momento
da aplicagde do imunégeno estd demonstrado pelas setas ().

Lesdes subseqiientes ao procedimento

Os animais submetidos a pungdes foliculares foram periodicamente avaliados
para o monitoramento da ocorréncia e intensidade de lesdes subsegilentes ao
procedimento. Os resultados demonstram que as perfuragdes do fundo de saco
vaginal s prontamente cicatrizadas, e em apenés duas ocasides foram observa-
das irritagdes transitérias da vagina e cérvix. As perfuragdes dos ovérios,
contudo, foram associadas ao aparecime'nto de sequelas como aderéncia e
fibrose, particularmente em vacas submetidas a mais de dez sessdes de pungio.
A incidéncia e intensidade das lesGes, apds dez a vinte sessdes, foi determinada
pelo nimero de foliculos puncionados por sessdo. Entretanto, ndo se observou
redugdo na recuperacio de obeitos por vaca ao longo do pericdo experimental,
mesmao quando foram constatadas seqlielas ao tratamento.

Desta forma, a ocorréncia de lesSes ovarianas sé seria um fator impartante em
animais com uma perspectiva de uso muito intensivo da técnica de puncio
folicular,
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Perspectivas e desafios

Os resultados obtidos até o presente momento demonstram o potencial da
técnica na produgdo de embrides, particularmente em regimes de coleta mais
intensivos, possibilitando a obtengdo de um niimero de produtos de uma
determinada doadora muito superior aquele obtido por outros procedimentos de
manipula¢do da fun¢do reprodutiva, e ern um menor espac¢o de tempo. Entretan-
to, a otimizagdo da produgio in vitro de embriGes a partir de odcitos recuperados
por pungdo folicular requer umn continuo aperfeicoamento da técnica, e a transpoe-
sigdo de algumas limitagOes bioldgicas. Dentre estas, ressaltamos:

Variacdo na producéao de odécitos

A produgdo individual de odcitos apresenta uma relativa constancia, independen-
temente do esquema de recuperaciao utilizado. Observa-se, contudo, uma grande
variagao entre doadoras, ndo-associada a raca, condicdo corporal, manejo ou
qualquer outra causa aparente, e esta tem sido a principal fonte de variagdo nos
resultados da puncao folicular. Em uma mesma sessdo de pungdo {14/09/00),
em um grupo de 14 vacas, a produgéo individual variou de 02 a 67 estruturas
recuperadas por doadora. Esta varidncia resulta de diferengas no recrutamento
folicular, e que determinam a disponibilidade de follculos para pungéo. O
controle desta fonte de variacdo requer ¢ estabelecimento de sua origem e dos
mecanismos genéticos, enddcrinos e intra-ovarianos envolvidos.

Variacdo nas respostas a estimulacdao hormonal

A populagdo total de foliculos em crescimento é uma das principais fontes de
variag:é'o da resposta a superovulagdo. Entretanto, a observagao de diferengas na
sensibilidade & estimulagdo exdgena, mesmo entre grupos de foliculos no mesmo
estddio de desenvolvimento, demonstram a necessidade de um melhor entendi-
mento dos mecanismes intra-ovarianos de controle do crescimento folicular.
Estas diferengas tém implicagdes diretas nos resultados de qualquer protocolo de
estimulagdo hormonal, tanto para a produgao in vitro como in vivo de embrides.

Resposta ovariana as punc¢des

Ainda que o procedimento de pungio folicular seja considerado pouco agressivo,
e as seqlelas subseqilentes moderadas, é necessério o estabelecimento do real
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efeito deste procedimento sobre os ovérios, particularmente considerando-se a
possibilidade do uso de animais em inlcio de vida reprodutiva, ou em regimes
intensivos de pun¢do. O padrdo de regressédo dos foliculos puncionados ainda
nao estd estabelecido, assim como o eventual efeito das pungdes sobre a
popula¢do de foliculos em fase pré-antral. -

Outro problema observado foi a progressiva dificuldade na realizago da
anestesia epidural em animais puncionados sucessivamente & em menores
intervalos de tempo. Dificuldade’ semelhante tem sido re[atada na literatura, e
demanda solugdes alternativas para a dessensibilizagio do trato genltal
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Introducéo

A pré-selecdo do sexo, antes da fecundagdo, tem gerado enorme interesse por

parte de todos os envolvidos nas pesquisas voltadas para a determinagdo do

sexo. A preferéncia por um dos sexos tem sido descrita desde os primérdios da

humanidade (Steeno et al., 1975; Egozcue, 1993; Laland et al., 1994}, A

influéncia social e cultural sobre o descendente, de determinado sexo, tem side

documentada ao longo da histéria (Gledhill, 1983; Egozcue, 1993; Shusshan et
, 1993; Grazi et al., 1924; Shenfield, 1994),

A pré-selegio do sexo pode também ser alternativa terapéutica nos casos de
desordens genéticas ligadas aos cremossomos sexuais {Veit et al., 1988;
Johnson et al., 1994). Na populagdo humana, desordens como a distrofia
muscular, a sindrome da fragilidade do cromossoma “X", hemofilia, sindrome de
Lesch-Nyhan, sindrome de Hunter e sindrome da feminizacéo testicular podem
ser citadas de mais de 400 tipos de desordens ligadas aos cromossomas sexuais
{Schuiman, 1993; Shusshan et al., 1993; Seidel & Jhonson, 1999).

O controle do sexo, nos sistemas de produgdo animal, apresenta enorme
interesse preservacionista e econdmico. A aplicagio potencial para um método
de selegdo do sexo antes da concepgdo dos animais inclui rdpide aumento do
estoque de pequenas criagdes, facilita o manejo de espécies em extingdo ou de
diffcil criag@o e também & extensivo acs animais usados para alimentagéo
humana. O controle da taxa de sexo em criagao de gado, aves e outros animais
induz ac aumento na eficiéncia da producgio.
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N&o se dispbe ainda de método rotineiro e seguro para a separagio das duas
populacbes de espermatozdides (Hossain et al., 1998), As diferentes
metodologias empregadasxno fracionamento do sémen, como a explorag3o da
diferenca da massa de cada populagdo, a motilidade, carga elétrica da superficie
celular e contelido de DNA, ainda ndo promoveram com seguranga, rapidez e de
forma econdmica a separacdo destas duas populagdes de células.

De acordo com Johnson et al, {1987), 0 aumento de uma das duas populagées
de espermatozéides portadores do cromossoma “X” ou “Y" deveré elevar o
ganho genético & aumentar a eficiéncia da produgdo animal. A pré-selecio do
sexo pode ser Gtil para criadores de diversas espécies animais, pois, selecionan-
do o sexo da prole, eles podem aumentar a eficiéncia de seus rebanhos. Interes-
ses cientificos e econdmicos tém direcionado esforgos para determinar um
método prético para a separagdo de fémeas e machos vidveis {Seidel et al,,
1982; Morel et al., 1988).

A determinagdo do sexo em embrides antes da implantag&o € muito usada, tanto
na Medicina Humana quanto na Veterinéria; entretanto, nenhuma técnica é ainda,
economicamente vidvel em fungdo da laboriosa confecgdo e da necessidade de
pessoal especializado e de alto custo. As metodologias disponiveis empregam

~ métodos invasivos em que ocorre a retirada de blastdmeros, seguindo-se andlise

por cariotipagem ou por intermédio de sondas de DNA “Y" especificas.

A identificagdo de uma proteina especifica na membrana plasmatica para ambos
espermatozdides “X" e “Y” pode gerar grandes oportunidades para a escolha do
sexo (Hendriksen,1999). Ela pode permitir o desenvoelvimento de um ou mais
anticorpos antiproteina X ou antiprotefna Y viabilizando a separag&o por meio de
técnicas imunolégicas. Atualmente, apenas a citometria de fluxo conségue
separar espermatozdides “X" ¢ “Y" com alta fidelidade. Entretanto, esse método
requer equipamentos caros e tanto o tempo quanto o namere de | -
espermatozéides separados por dia é limitado. Métodos imunoldgicos simples e
com equipamentos de baixo custo podem ser aplicados, possibilitando uma |,
separacdo dos espermatozdides em Iarga escala, evitando o uso de corantes de
DNA e excitagdo por raio laser, com possfvel efeito negativo no espermatozéide
e na viabilidade do embrido precoce (Mcnutt et al., 1996}

Revisdio bibliografica

O antigeno H-Y & um epitopo antigénico macho especifico que foi descrito pela .
primeira vez em 1955 por Eichwald e Silmser. Eles descobriram que a fémea de
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camundongo rejeitava enxerto de pele de camundongo macho isogénico,
enquanto o transplante entre todas as outras combina¢des macho/fémea néo
resultava em rejeigdo. De 1971 em diante, vérios estudos sobre anticorpos
contra o antfgeno H-Y tem sido publicado {Golberg et al., 1971; Wiberg, 1987).
Anticorpos anti-H-Y té&m sido publicados para distinguir com éxito parcial
embrides machos de fémeas (Booman et al., 1989; Veerhuis et al., 1994; White
et al., 1988). A expectativa de que o anticorpo anti-H-Y poderia produzir um |
método de sexagem de embrides aplicdveis em animais domésticos na prédtica
nunca foi cumprida. A razdo sugerida para explicar esta falha foi a baixa afinida-
de do anticorpo em combinagdo com uma ligagdo considerdvel para células
fémeas (Veerhuis et al., 1994). Anticorpes anti-H-Y ligados somente & fragdo do
espermatozdéide indicaram que a presenga do antigeno H-Y era restrita ao
espermatozdide Y. A preferéncia por anticorpes anti-H-Y ligados ao
espermatozéide Y foi reportada por Bennett e Boyse {Bennett e Boyse, 1973),
Zavos {Zavos, 1983) e Ali {Ali et al., 1290}, Outros ndo acharam evidéncias de
que o antigeno H-Y esteja preferencialmente presente no espermatozéide Y
{(Hoppe e Coll, 1984; Ohno e Wachtel, 1978). Estudos realizados nesses anos
foram dificultados por falta de um método confidvel para estimar a porcentagem
de espermatozdides X e Y em diferentes fragGes. O método de separagio por
citometria de fluxo promoveu a oportunidade de testar a ligagdo do anticorpo
anti-H-Y diretamente em fragdes enriquecidas de espermatozéides X e Y. Tem
sido relatado que 0s anticorpos usados nesse estudo se ligam preferencialmente
a embrides machos de bovino (Booman et al., 1989) ou espermatozdides Y de
touros (Ali et al., 1990}, Os anticorpos ligaram em uma proporg3o similar (20 a
50%]) de espermatozdides X e Y separados, ambos de touro e porco {Hendriksen
et al., 1993). Em adigdo, uma forte ligagdo foi encontrada em espermatozdides
mortos, indicando um reconhecimento de uma protefna intracelular presente em
todos os espermatozdides (Hendriksen et al., 1993). Usando uma diferente
aproximagdo, descabriram que anticorpos anti-H-Y faziam uma ligag&o similar em
espermatozdides X e Y de humanos.

A identificag8o dos epitopes H-Y permitiram um avango nos estudos com
anticorpos H-Y. Os epitopos H-Y sdo pequenocs peptidecs de oito a onze
aminodcidos que s3o derivados de umna clivagem proteolitica de uma grande
proteina intracelular {Greenfield et al., 1996; Sott et al., 1995; Wang et al.,
1995). Os peptldeos H-Y estdo presentes na molécula do Complexo Principal de
Histocompatibilidade {MHC} na superficie celular. No momento, trés epitopos H-
Y foram identificados em camundongo, enquanto se espera que existam mais
epitopos H-Y. Dois epitopos sdo codificados por diferentes exons do gene
Smey, enguanto o terceiro epitopo é codificado por outro gene, Uty {Greenfield
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et al., 1996; Sott et al., 1995; Simpson et al., 1997). Ambos 0s genes tém ..
homdlogos no cromossoma X, Smcx e Utx, que se diferem consideravelmente
na regido em que o epitopo H-Y é expresso {Greenfield et al., 1996; Sott et al.,
1995; Simpson et al., 1997).

Também em humanos, dois peptideos derivados SMCY manifestando atividade
H-Y foram identificados (Meadows et al., 1997; Wang et al., 1895). Um desses
peptfdeos difere somente em dois aminocacidos do peptldeo derivado do SMCX,
no qual & també&m encontrado na molécula de MHC na superffcue celular. A
anéhse por Southern Blot detectou seqiiéncias relacionadas com Smcey no
cromossoma Y no porco e no cavalo, mas ndo em bovinos e coelhos (Agulnlk et
. 1994). Portanto, em coelho e bovino a cépia de X da Smcy!Smcx pode ser

resu[tante da prépria fungio da cépla de Y. Em camundongos Smcy, Uty, Smex
e Utx sao expressados em muitos tipos celulares diferentes, com a primeira '
expressao de Smcy e Smcx comegando no camundongo no estagio de duas
células (Agulnlk etal., 1994). As fungdes dos genes sdo desconhemdas a
homologia da seqliéncia do nucleotideo com outros genes sugere ‘uma fungao na
regulagao transcricional (Scott et al,, 1997; Simpson et al., 1997). A produg:ao :
de anticorpos especfﬂcos para esses peptideos nio tem sido ainda reportado Se
desta maneira 0s anncorpos podem ser feitos, eles podem atuar especificamente
para cada espécie. Em adi¢ao, individuos expressando diferentes moléculas de
MHC ou HLA apresentam dlferentes epitopos H-Y na superﬂcue celular (Falk et

L, 1990), indicando a necesmdade de um conjunto de anticorpos para cobrir
todos os epitopos H-Y dentro das espécies. Os exemplos de ligagBes reportados
de provaveis anticbrpos_ligantes ac antigeno H-Y usados até hoje indicam que
esses anticofpos se ligaram a outras moléculas em vez de a epitopos H-Y
identificados recentemente. De fato, dois genes tém sido identificados para
codlflcar uma protefna reconhecida por anticorpos anti-H-Y, e esses sio diferen-
tes de Smcy elUtye Iocahzam -Se Nos autosomas: macho acrescentado de
antigeno 1 e 2 (Mea-1 a Mea-2), segundo Lau et al., 1989 e Su et al.,, 1992, A
express3o padrio de ambos Mea-1 e Mea-2 sugere uma fungdo na
espermatogénese {Kendo et al., 1997; Kondo et al., 1996; Lau et al,, 1989)..
Se anticorpos especlficos para 0 Smcy e Uty derivados de epitopos H-Y podem
ser produzidos, entio esses devem preduzir novas perspectivas para sexagem ,
de embrides e talvez também para espermatozéides X e Y {Hendriksen. 1899).



Sexagem de embrloes
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Introducéo

0O conhecimento do sexo de embrides & de grande importéncia para a pecudria,
tanto de leite como de carne. Na pecuéria leiteira, as fémeas produzidas s3o
utilizadas para reposicdo nos rebanhos e por isso saoc mais facilmente
comercializadas. Por outro lado, os machos produzides possuem pouco valor
comercial, a ndo ser que passuam alto valor genético e possam ser utilizados
como reprodutores. Na pecudria de corte, seria interessante o nascimento de
maior niimero de machos, devido ao maior ganho de peso. O conhecimento do
sexo dos embrides facilita a obtengdo de produtos desejados, reduzindo o custo
e o prazo para formar as populacdes desejadas.

O grande avango das tecnologias reprodutivas, principalmente a técnica de
fertilizagdo in vitro (FIV), permitiu que a técnica de sexagem de embrides se
desenvolvesse bastante nos Gltimos anos, e hoje € possivel obter alta
confiabilidade e alta taxa de prenhez confirmada (Martinez et al., 2000).

Embrides de um mesmo sexo podem também ser produzidos indiretamente por
meio da sexagem de espermatozéides, antes da produgio dos embrides. Uma
técnica de sexagem espermética que vem sendo investigada é a citometria de
fluxo, que se baseia na separagdo dos espermatozdides devido a diferenga na
quantidade de DNA que cada um possui. O espermatozéide que carrega o
cromossomo X possui mais DNA do que o espermatozdide que carrega o
cromossomo Y. Portanto, o equipamento consegue separar 0s espermatozéides
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machos dos espermatozéides fémeas. Esta técnica ainda precisa ser melhorada,
pois o procedimento de separagdo é um processo lento (cerca de 1.000
espermatozéides por segundo), a préciséo ¢ de apenas 90% e ocorre, ainda,
uma certa danificacio dos espermatozdides no processo, reduzindo a fertilidade
do sémen {Johnson, 1995},

Novos procedimentos de sexagem embrionéria, baseados em métodos
imunolégicos ndo-invasivos, estdo sendo investigados. Blecher et a/. (1999}
descreveram um método que se baseia na purificagio de proteinas sexo-especifi-
cas e no desenvolvimento de anticorpos contra estas proteinas. Os anticorpos
especificos se ligam na membrana do espermatozéide e possibilitam o desenvol-
vimento de procedimentos vidveis de sexagem de espermatozéides. Uma vez
que se desenvolva uma boa metodologia de sexagem de s&men, a aplicabilidade
desta técnica serd imediata e amplamente difundida na pecudria.

O maior desafio das técnicas de sexagem de embriSes se baseia no fato de que o
método ideal deve apresentar uma determinagio sexual altamente especifica
aliada & alta taxa de gestacdo confirmada apds a transferéncia dos embrides. A
sexagem de embrides pode ser realizada por meio de varias metodologias, que
podem utilizar procedimentos invasivos ou ndo-invasivos.

Métodos nio-invasivos

Os métodos néo-invasivos s3o considerados ideais pois n&o afetam a integridade
do embrifo e sdo menos provéveis de diminuir o potencial de sucesso da transfe-
réncia e implantag&o do embrido. Dois métodos foram desenvolvidos:
monitoramento da atividade de enzimas ligadas 4 inativagio do cromossomo X e
reagbes imunoldgicas com anticorpos contra antigenos ligadas ao cromossomo Y.

Monitoramento de enzimas ligadas ao cromossomo X

Para manter a equivaléncia no ndmero de genes entre os sexos em mamiferos,
um dos cromossomos X da fémea é inativado, em cada célula, no infcio da
embriogénese. Apesar de ndo se saber ao certo o0 memento exato da inativagio
do X, existe um péquen'o perfodo onde ambos os cromossomos X estdo ativos,
ocorrendo transcrigio génica. A atividade de ambos 0s cromossomos pode ser
notada pela atividade de certas enzimas ligadas ao cromossomo X, que apresen- _
tam o dobro da atividade se comparadas 3s enzimas autossomais. .
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Em estudos realizados por Williams et al. (1386}, embrides no estadio de mérula e
bl4stula foram examinados quanto a atividade da enzima glicose-6P-DH. Os
embrides foram cultivados em meic contendo o substrate glicose 6-P e indicador
de cor. A intensidade da coloragdo obtida indica maior ou menor atividade da
enzima, ou seja, embrides que apresentaram coloragdo mais intensa eram preferen-
cialmente fémeas, e embrides com coloragdo menos intensa eram preferencialmente
machos. A eficiéncia conseguida neste experimento foi de 65%.

Monk e Handyside (1888} utilizaram a enzima hipoxantina fosforibosil
transferase {HPRT), ligada ao cremossomo X, e como controle a enzima
autossomal adenina fosforibosil transferase {APRT). Pela relag3o das atividades
HPRT:APRT foi possfvel determinar, com 90% de eficiéncia, o sexo de embrides
de camundongos.

De maneira geral, estes métodos em que se utiliza coloragio apresentam uma
certa toxicidade aos embriGes, com altas taxas de mortalidade. Outro fator
negativo é que, em bovinos, a inativagéo do cromossomo X ocorre mais tardia-
mente {8-16 células), se comparado a camundongos (8 células), podendo
portanto haver uma tradugio de mRNA materno que foi armazenado e mascarar
o efeito da atividade transcricional diferencial, oriunda da inativagao
cromgssomal (Betteridge, 1988},

Antigenos ligados ao cromossomo Y

Foi demonstrado que existem antigenos sexuais especificos de
histocompatibilidade em Y (H-Y}. Fémeas de camundongo rejeitaram transplantes
de tecido de machos da mesma ninhada, embora nio tenha ocorrido rejeigio
quando tecido de fémeas foram transplantados em machos {Eichwald e Silmser,
1955), A fungo destes antigenos ainda ndo & conhecida; no entanto, um gene
foi identificado e esté locatizado no brago longo do cromossomo Y (Simpson et
al., 1987).

Dois métodos foram desenvolvidos para a detecgdo de antlgenos H-Y: método
citotéxico e metodo imunofluorescente. O método citotdxico baseia-se na
exposigido do embrido a um anti-soro diluido anti H-Y. Embrides que expressam
antigeno anti H-Y apresentam lise celular e portanto s&do designados machos. Em
um experimento realizado com 1.000 embrides de camundongo, em que se
usou sexagem citotSxica, 479 {48%) foram afetados e portanto considerados
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machos. Os embrides ndo afetados pela toxicidade do método foram transferi-
dos, dos quais 50 dos 58 filhotes nascidos foram fémeas (White et af., 1982).
Apesar de sensivel, esta técnica apresenta baixa taxa de sobrevivéncia de
embrides, além do fato de que os embrides machos s&o destruidos (Viiet et af,,
1989).

O método imunofluorescente baseia-se na exposi¢do dos embrides a anticorpos
primérios H-Y por 30 minutos, seguida de uma exposi¢do a um anticorpo
secundério conjugado com isotiocianato de fluorescelna {FITC). Os embrides s&o
entdo submetidos & microscopia fluorescente para detectar os sinais de FITC
{Watchtel, 1984), White et al. {1987} utilizaram 258 embrides bovinos com 0
método imuno-fluorescente e encontraram 132 embrides fluorescentes e 126
ndo-fluorescentes. Utilizando métodos citogenéticos para validar estes resulta-
dos, foram encontrados 79% de confirmagio para os genétipos XY e 89% para
os gendtipos XX. Experimentos com um ndmero maior de embrides sd0 necessé-
rios para validar a sensibilidade do método, bem como avaliar a taxa de sobrevi-
véncia dos embrides transplantados {Vliet ef a/., 1989).

Métodos invasivos

Métodos invasivos baseiam-se na retirada de uma amostra de células do em-
brido. Os embriSes de muitas espécies de animais resistem ao trauma provocado
pela bidpsia; no entanto, este procedimento requer equipamentos extras e
habilidade para proceder & biépsia. Mesmo assim, os melhores resultados .
obtidos com metodologias para sexagem de embrides sio conseguidos com
métodos invasives (Bredbacka, 2000},

Dois procedimentos sdo utilizados para proceder a biépsia do embrio: aspiragio e
microssecgdo, Na técnica de aspiragio, o embrido & estabilizado utilizando uma
pipeta de succdo controlada, sendo os blastdmeros aspirados com outra pipeta. Na
técnica de microssecgdo, um pedago do embrido é cortado com uma microladmina, '
num movimento vertical, O embrido é estabilizado utilizando um meio livre de
proteinas ou por meio de ranhuras no fundo da placa {Bodo et a/., 2001)."

As taxas de gestacio de embrides que sofreram bidpsias sdo compardveis as
taxas obtidas com embrides intactos (53-71%). Embrides de boa qualidade sdo
menos afetados pela biépsia e portanto sdo os preferencialmente utilizados para
a sexagem (Thibier e Nibart, 1995; Shea, 1989).
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Anidlise citogenética

Estes métodos envolvem a bidpsia de um pequeno nimero da células gue sdo
cultivadas em presenga de um agente'que faz com que as células sejam mantidas
na fase de metéfase. As células sfo entdo induzidas a inchar e os cromossomos
se dispersam. As células sdo fixadas numa lamina, coradas com corantes
especificos para DNA (ex. Giemsa) e observadas com microscépio. As células
em metafase apresentam os cromossomos espathados que podem ser identifica-
dos pelo bandeamento. O cromossomeo Y é facilmente detectado devido ao seu
pequeno tamanho e pelo seu brago longo que & altamente heterocromdtico (King,
1984),

A sensibilidade deste método € quase que absoluta, porém, & dificil conseguir
bidpsias que possuam metéfases de boa qualidade. Qutro aspecto complicador
neste método € que ele requer citogeneticistas bem treinados e & bastante demora-
do, cerca de 5 horas para analisar de 12 a 15 embrides {Booman, 1986). Uma
vantagem da andlise citogenética, ou cariotipagem, & que este método pode
detectar aberragdes cromossdmicas simultaneamente. Mesmo com todo o progres-
so obtido no refinamento das técnicas de cariotipagem, este método continua
sendo considerado tecnicamente complicado e demorado {Bredbacka, 2000},

Um método alternativo para deteccdo de cromossomos é a técnica de
hibridizag&o /n situ fluorescente (FISH), que se baseia na hibridizagdo de frag-
mentos de DNA especificos com o ndcleo da célula. Uma vantagem da técnica
de FISH sobre uma cariotipagem convencional é que nucleos interfisicos podem
ser analisades, além do tempo de andlise que pode ser de apenas uma hora
{Kobayashi et al., 1998},

Sondas especificas para o cromossomo Y

A técnica de sondas especlficas para o cromossomo Y baseia-se na bidpsia de
um pequeno nimero de células do embrido e na hibridizagdo do DNA total
destas células com uma seqliéncia marcada de DNA que é especifica para o
cromessomo Y,

Esta técnica foi desenvolvida a partir dos resultados das pesquisas com o fator
de determinagdo da testis (TDF}, que est4 envolvido no desenvolvimento do
testiculo e cujo gene estd situado no cromossomo Y, Em hurmanos, o gene TDF
estd localizado no brago curto do cromossoma Y, préximo 2 regido pseudo-
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autossdmica (Page et al.,, 1987). As pesquisas com TDF geraram bastante
‘inform_ac;ées sobre o cromossomo Y humano e sua correlagdo com o
cromossomo Y de outras espécies, levando ao isolamento de seqliéncias de
DNA especificas para Y {Viiet et al., 1989),

A primeira aplicagio clinica das sondas de DNA especificas de Y foi na determi-
nacdo pré-natal do sexo de humanos. O objetivo destes estudos era determinar o
sexo de um feto com risco de apresentar doengas ligadas ao cromossomo X,
onde os fetos masculinos poderiam ser abortados(Gosden et a/., 1982).

As primeiras sondas utilizadas, especificas de Y, eram de seqléncias repetidas, que
estdo presentes em multiplas c6pias no cromossomo, em regides heterocromaticas.
Estas sondas, no entanto, apresentam regiﬁes interespécadas com seqléncias nao-
especificas de Y, e que podem resultar numa hibridizagdo ndo-especifica e levar a .
resultados falso-positivos. O uso de sondas de Y, de copia dnica, aumenta
significativamente a precis3o da técnica, no entanto, reduz a intensidade do sinal
de hibridizag3c. Devido a estas dificuldades técnicas, esta metodologia ndo é muito
utilizada na detérmina¢éo do sexo de embrides de animais.

Reacido em cadeia da polimerase (PCR)

A reagdo em cadeia da polimerase {PCR) {Mullis e Faloona, 1987) é uma técnica
que amplifida seqléncias especificas de DNA e consiste de vérios ciclos de trés
etépas: deshaturagéo da seqliéncia molde, ligagéo dos primers (oligonucleatideos
curtos sintetizados) e extenséo da cadeia. Depois da liberag¢ado do material
genético das células, as fitas de DNA complementares sdo separadas por
desnaturagdo térmica (> 90°C). No resfriamento, dois primers sintetizados
{seqliéncia conhecida) irdo se ligar nas regides homdlogas especlficas na seqiién-
cia do DNA alvo, um primer em cada fita. A temperatura é ent3o aumentada para
72°C, que & a temperatura ideal para a enzima DNA polimerase resistente ao
calor (Taq polimerase), Utilizando os nucleotideos livres, a Taq polimerase

. comega a sintetizar DNA complementar & seqiéncia alvo, a partir do local onde o
primer se ligou (extens3o da cadeia), Os primers sdo orientados em sentidos
opostos, de maneira que a extens&o de um cria um novo sitio de ligagao para o
outro. Desta maneira, a amplificacdo é exponencial: em cada ciclo, a quantidade
de produtos alvos é dobrada. Teoricamente, 30 ciclos sdo capazes de amplificar
uma seqiiéncia em bilhdes de vezes. Os produtos de PCR s&o submetidos a uma
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eletroforese em géis de agarose e coloragdo com brometo de etidio ou géis de
poliacritamida corados com nitrato de prata,

A temperatura 6tima para a ligagio dos primers é especifica, usualmente 50-
60°C para um primer de 20 nucleotideos. Em temperaturas mais baixas, os
primers irdo se ligar em regides onde ndo ocorre uma complementaridade
perfeita, resultande em produtos de amplificag@o nado-especificos.

A técnica tipica de sexagem de embrides por PCR envolve a amplificacéo
simultdnea de uma seqﬁéhcia do cromossomo Y e de uma seqléncia autossomal,
que funciona como controle para a presenga de material coletado na bidpsia e
para as condigGes apropriadas de amplificagdo. A técnica de PCR é ajustada para
que os produtos de amplificagdo, oriundos do cromossomo Y e autossomal,
sejam fragmentos de tamanhos diferentes, 0s quais sdo separados por
eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida (Bredbacka, 2000). Apés a
bidpsia, a sexagem por PCR leva em torno de duas a trés horas, O sucesso da
técnica vai depender da qualidade da bidpsia, do protocolo de PCR utilizado e do
sistema de detecedo utilizado. Comercialmente, a eficiéncia de sexagem, que
mede a proporgcdo de amostras diagnosticaveis, tem sido de 90 a 95%, e a
precis@o da técnica entre 93 e 98% (Thibier e Nibart, 1995; Roschlau et al.,
1997; Shea, 1999}, Os passos utilizados para a sexagem de embrides, envol-
vendo a biépsia com subseqiiente anélise por PCR, estdo descritos na Fig. 1.

Protocolos especiais utilizando PCR
Nested PCR

Esta técnica foi desenvolvida visando aumentar a especificidade e sensibilidade
da técnica de PCR. A amplificagdo do DNA ocorre e duas etapas, e a primeira
amplificagdo utiliza primers externos as seqiéncias alvo para os primers internos,
utilizados na segunda reagdo. Os produtos resultantes da primeira amplificacio
servem como molde para a segunda amplificagio, onde s#o utilizados os primers
internos. O aumento da especificidade geral com esta téchica permite uma
amplificagdo moderadamente ndo-especifica na primeira amplificagdo, que utiliza
uma temperatura de anelamentc mais baixa. Esta técnica & especialmente
indicada quando se deseja amplificar o DNA a partir de pequenas quantidades,
como encontrado em gametas individuais ou blastdémeros. A amplificagio de
DNA nestas condigdes é altamente afetada pela pequena proporgao de DNA
alvo, em relacdo &s concentragBes dos primers e reagentes {Ruano et a/., 1989).
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Visando aprimorar a técnica de Mested PCR, na sexagem de embries bovinos,
Kirckpatrick e Monson {1993) desenvolveram uma técnica de NMested PCR
acoplada com uma amplificagdo alelo-especifica de seqliéncias horhélogas do
cromossemo X ¢ Y. O segmenta do genoma bovino amplificado com esta
técnica é uma regiio comum aos cromossomos X e Y, denominada regido
pseudo-autossomal. A primeira amplificagio envolve a utilizagdo de um par de
primers que se liga na mesma regido nos cromossomos X e Y. A segunda
amplificagio (Mested) utiliza primers internos, sendo um par especifico para o .
cromossemo X e um par espécifiqo paré o cromossomo Y, Uma aliquota da
primeira amplificagéo & utilizada como DNA molde para a segunda amplificagéo,
que & realizada com a presenca dos dois pares de primers simultaneamente. O
par de primers de X gera um produto de 247 pares de base {pb} e o par de
primers de Y gera um produto de 167pb. Os autores utilizaram bi6psias de
embrides bovinos com 2-8 células e conseguiram determinar o sexo de 38 em
40 bibpsias realizadas. A correta identificagdo do sexo foi detectada em 17 de”
um total de 18 gestacdes confirmadas.

Pré-amplificacdo com primers degenerados

Uma alternativa &s duas amplificagGes especificas da técnica de Mested PCR se
baseia na amplificagéo de todo o genoma na primeira amplificacio e utilizar uma
aliquota desta para a segunda amplificagdo. Telenius et a/, (1992) utilizaram um
primer degenerado para realizar uma amplificago universal (DOP-PCR). Neste
procedimento, um primer degenerado, de seqiiéncia aleatéria é utilizado na
primeira amplificagdc. Nesta etapa, a temperatura de ligagio do primer é baixa
(cerca de 30°C) para possibilitar pareamentos inespeclficos, permitindo a
amplificagdo de um grande namero de seqiiéncias no genoma.

Zhang et a/. {1992} utilizaram uma mistura de primers curtos (15 pb, de
seqUéncias aleat6rias, para amplificar o genoma inteiro de uma Unica célula. Este
procedimento, dencminado de primer extension preamplification {PEP-PCR),
utiliza baixas temperaturas de ligagio para possibilitar um pareamento nio-

. especifico dos primers e amplificar todo o genoma.

Ao contrério da técnica de PCR convencional, a amplificag8o pela técnica de
DOP-PCR ou PEP-PCR & linear em vez de exponencial, pois ocorre uma limitag&o
da sintese de DNA pela quantidade da enzima Taq polimerase, devido ao grande -
ndmero de regides onde ocorrem'pareamento dos primers. Como resultado, estas
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técnicas resultam num aumento de cerca de 60 vezes na quantidade de DNA,

utilizando de 30 a 50 ciclos de PCR, em contraste ao aumento de bilhGes de
vezes de uma regido especifica no PCR convencional.

ﬁ%{f S

Aspiragao dos ovocilos Fertillzag&o in vitro Cultivo in vitro

PCR de um Hastémero isolado Bitpsia do embrifo Embrides com B-16 ¢élulas

O

Blastocislo femining

Cultivo in vitro da embrides Transfaréncia dos
submetidos & bidpsia embrides

Resultado da PCR

Fig. 1. Procedimentos empregados na sexagem de embrides bovinos, utilizando
biépsia de células e anélise por PCR, com © uso de um par de primers especifi-
cos para o cromossomo Y e um par de primers especlficos para um cromossomo
autossdmico. Fonte: Bodo et al. {2001).

As técnicas de amplificagdo de todo o genoma s3o indicadas, ndo somente para
aumentar a sensibilidade da técnica de sexagem de embriGes, mas também para
permitir a amplificagio de vérios genes de interesse no genoma, visando realizar
diagnésticos genéticos para diversas caracteristicas de interesse (Hocman et al.,
1996; Chrenek et al., 2001).
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Consideracdes finais

Uma metodologia de rotina para a sexagem de embrides deve incluir uma
sexagem de alta especificidade, seguida de uma eficiente transferéncia de
embrites. Visando 4 aceitagdo comercial, a metodologia de sexagem deve ser
f4cil de usar, rébida e de custo aceitavel. '

Em relagéo aos métodos néo-invasivos, apesar de serem tecnicamente simples,
eles apresentam uma certa toxicidade aos embrides, com altas taxas de mortali-
dade. O desenvolvimento de kits imunoldgicos de alta sensibilidade e de facil
detecgéo poderd aumentar as chances de aceitagfo comercial destes métodos.

Quanto aos métodos invasivos, a anélise titogenética produz resultados muitos
precisos; no entanto, somente 60-70% dos embrides podem ser sexadas, além
do fato de que a técnica é bastante demorada {duas pessoas altamente treinadas
sdc capazes de analisar apenas de 12 a 15 embrides/dia). Devido a estes
fatores, esta técnica possui pequena aceitagdo comercial.

As sondas especificas para o cromossomo Y apresentam poucas chances de
serem empregadas comercialmente, devido & complexidade da técnica de
hibridizagdo de DNA. Sondas de seqlé&ncia repetida apresentam sinais fortes de
hibridizagdo, no entanto apresentam baixa especificidade, levando ao apareci-
mento de falsd-positivos. As sondas de cépia Gnica produzem um resultado
altamente especifico, no entanto apresehtam a intensidade de sinal bastante
diminuida. Por causa destas dificuldades, esta técnica ndo & muito utilizada na
determinagdo do sexo de embrides de animais.

A técnica de PCR possui vérias vantagens sobre as demais técnicas, sendo
utilizada comercialmente na sexagem de embrides. Uma biépsia de uma Gnica
célula de um embriso & suficiente para a sexagem em que se utiliza a técnica de
PCR. Esta técnica é extremamente rapida, levando apenas de duas a trés horas,
apods a bidpsia, para o resultado da sexagem. A rapidez da técnica aumenta
grandemente a taxa de gestagdo confirmada. A sensibilidade da técnica de PCR &
altissima, podendo ser melhorada ainda mais, se utilizadas modificagdes como.
Nested PCR e PCR alelo especifico, Além da sexagem de embrides, a técnica de-
PCR pode ser utilizada para a amplificac3o de vérios genes de interesse no
genoma, a fim de realizar diagnésticos genéticos para diversas caracterlsticas de
interesse,
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A Embrapa Gado de Leite vem realizando a sexagem de embrides com o uso da
técnica de PCR e, em breve, este método fard parte da rotina de produgdo de
embrides bovinos, permitindo o desenvolvimento da pesquisa sobre fatores que
participam do desenvolvimento embriondrio e que podemn estar ligados ao sexo
dos embrides. ,
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Introducédo

O Workshop constituiu-se numa oportunidade para o encontro de especialistas
em biotecnologias de reprodugio, reunindo cerca de 49 participantes, e possibili-
tou a discussio do conhecimento dos resultados que vém sendo obtidos em
diferentes laboratérios e dos entraves que vém dificultando a produgao in vitro
de embrides (PIVE) em maior escala no Brasil, além da definic8o dos principais
pontos de estrangulamento, sobre os quais deverio ser concentrados esforgos
de pesquisa para a melhoria da referida técnica. Foram discutidas também as
limitagGes e perspectivas futuras da PIVE no Pais,

Cerca de 50% dos avangos alcangados na eficiéncia da produgéo de leite nos
paises desenvolvidos, durante a 2.* metade do século passado, deveram-se
somente a universalizagdo de uma biotécnica de reprodugdo, a inseminagéo
artificial {lA), com os demais 50% correspondendo ao somatério das melhorias
sanitdrias, de manejo e da nutrigdo. Essa afirmagéo de Gordon {1994} permite
antever o grande impacto a ser gerado com a PIVE, uma vez melhorada a
eficiéncia de algumas etapas do processo.

Foram considerados como os dois maiores pontos de estrangulamento para a
ampla utilizacdo da técnica em nivel comercial, principalmente para rebanhos
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leiteiros, a criopreservagdo (devido & menor disponibilidade de receptoras em
relagéo ao gado de corte} e & sexagem dos espermatozdides (devido ao menor
interesse pelos machos em gado de leite). E bom ressaltar que na prépria 1A
usou-se sémen.fresco numa fase inicial, até que o congelamento apresentasse
resultados satisfatérios, o que devera ocorrer de maneira semelhante com os
embrides de PIV.

A PIVE pode ser considerada como uma biotécnica reprodutiva de 3.° geragdo,
com a A representando a primeira gerag&o e a Transferéncia de Embrides (TE), a
de segunda geragdo. A TE, embora utilizada ha bem mais tempo que a PIVE, nio
vem evoluindo em niveis desejados, apresentando 0s mesmos resultados de dez
anos atrés, apesar dos avangos obtidos nos estudos da dindmica folicular com o
uso de ultra-som. A grande variagdo nas respostas superovulatérias continua
como um dos grandes gargalos para a maidr'utilizagéo dessa técnica. Além
disso, é importante frisar que a PIVE é indispensével para os estudos e uso da
novas biotecnologias como a clonagem e a transgénese.

Vantagens da producdo in vitro
(PIVE) de embrides bovinos

Vérias vantagens da utilizagio de PIVE foram citadas e discutidas durante o
presente Workshop, tais como:

> Produc@o animal: otimizar a utilizagdo das fémeas de maior potencial
genético, utilizar ovécitos de animais prenhes, bezerras e de vacas velhas,
bem como de animais com problemas de fertilidade, daqueles que néo
respondem & superovulagio e até de animais mortos;.

> Preservago de espécies;

> Suporte ao desenvolvimento de novas biotécnicas (clonagem,
transgénese), marcadores genéticos, formagio de géméos idénticos;

> Estudos bésicos sobre a maturagéo in vitro (MIV) dos ovécitos e desenvol-
vimento embrionério;

>  Potencial superior & TE para multiplicagéo de genétipos melhoradas.
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Limitacdes da técnica de PIVE

Entre as limitagdes descritas para a utilizagdo da PIVE, foram destacadas:

A necessidade de energia elétrica constante no Laboratério;

Recursos humanos especializados;

Qualidade da agua (fator preponderante);

Custo x beneflcio atual: Indices de varias etapas do processo podem ser
melhorados como na maturagdo de ovdcitos (MIV), Fertilizagao (FIV) e
Cultivo in vitro {CIV), criopreservagio de embrides etc.;

Variabilidade na eficiéncia do sémen (touros apresentam resultados
diferentes);

> Baixa eficiéncia na criopreservagio de embrides de PIV, bem como de
ovdécitos, resultando em taxa de gestagdo insatisfatéria;

Menor viabilidade {competéncia) dos ovécitos de bezerras;

Custo de receptoras (poderia ser reduzido pela maior eficiéncia da
criopreservacio de embrides de PIV);

> Variagao individual entre doadoras de ovécitos {14% a 54% de
blastocistos); _
Variagdes entre operadores {taxa de recuperago e lesSes de ovérios);
Estagdo do ano e qualidade de ovdécitos.

Yy Y Yyvyy

Yy

Linhas de pesquisa na PIVE

Durante o Workshop foram citadas vérias linhas de pesquisas que necessitam ser
intensificadas visando & melhoria na eficiéncia do protocola de PIVE:

> Maior quantidade e melhor qualidade dos ovécitos {estudos sobre retencio
de meiose, tratamentos hormonais, recrutamento de foliculos, alimentacio,
idade, temperatura ambiente, sanidade, melhoria da eficiéncia de ovécitos
de bezerras pré-plberes, alteragbes ovarianas apds sucessivas pungdes
etc.);

>  Determinagéo prévia da eficiéncia do sémen para PIVE {reagdo acressdmica
induzida, teste de Iigag:éd 4 ZP, teste de penetrago, proteinas do sémen
etc.);

> Fatores que interferem na maturago in vitro (MIV) dos ovécitos: variagdes
individuais, tamanho do foliculo {> 4 mm), melhor fase do ciclo estral,
qualidade do ovécito, melhoria dos meios de MIV ete.:
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>  Fatores que interferem na fecundagdo in vitro (FIV): qualidade ou eficiéncia
do sémen, capacitagio espermaética, concentragio de espermatozdides,
injecéo intracitoplasmétiéa;

» Fatores que interferem no desenvolvimento do embrido: meios de cultivo;

» Fatores qué interferem na taxa de gestag@o: morte embrionéria,
criopreservagao (congelagdo de embrido PIV é problemétfca): .

> Sexagem de espermatozbides. ‘

Perspectivas para o uso comercial
da técnica

Uma das conclusdes do Workshop é de gue a biotecnologia reprodutiva em
questao {PIVE} poderia se tornar vidvel economicamente e dai ser utilizada em
escala comercial mais rapidamente em duas situagdes:

»  Disponibilidade de espermatozéides sexados para serem usados na PIVE,
associada a uma maior taxa de gestagéo com embrides de PIVE
criopreservados (40%);

»  Eficiéncia de 50% na produgio de embrides a partir dos ovécitos
coletados e de 50% na taxa de gestagao, ou seja, para cada 100 ovécitos
uma produgéo de 50 embrides e de 25 gestagdes.

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) pode caminhar de maneira semelhante &
inseminag3o artificial, acreditando-se que uma eficiente congelagao dos embrides
possa permitir a obtengao de gestagdes a um custo préximo de R$ 50,00, valor
que seria reduzido trabalhando-se com vacas de excelente pedigree, a serem
descartadas, nas quais ndo se utilizasse a aspiragdo.

A parceria Embrapa e Epamig.

Em maio de 2001 foi assinado o Convénio Embrapa Gado de Leite/Embrapa
Milho e Sorgo/Epamig, tendo como objetivos iniciais: a} promover pesquisas
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para melhoria da eficiéncia de diversas etapas do protocolo da biotécnica de
produgdo in vitro de embrides, visando 4 utilizagdo em grande escala e de
maneira econdmica; b) fornecer embrides F1 {meio-sangue} resultantes das
pesquisas conduzidas para atender um programa de grande impacto elaborado e
conduzido pela Epamig, o qual j& foi referendado como parte integrante do
Programa Referencial de Qualidade, coordenado pela Secretaria de Estado da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

Atingidos indices que tornem a técnica de PIVE vidvel economicamente, é
possivel que essa técnica seja usada a semelhanga da inseminagéo artificial, com
grande parte dos produtores de Minas Gerais tendo & disposigdo embrides F1
para serem colocados no Utero das receptoras {barriga de aluguel) sete dias apos
o cio. Esse o objetivo final do programa: “Abastecer Minas Gerais de animais/
embrides meio-sangue (F1}", cuja demanda é crescente.

O programa estaria alicergado na produg3o de leite com animais F1 {meio-
sangue}, 0 que exige uma oferta continua de embrides com esse grau de sangue,
de maneira a permitir ao produtor manter o seu rebanho estével nesse grau de
sangue, 0 gue nédo se pode conseguir com o uso da inseminagéo artificial
{sémen). Embora esse seja um anseio da maioria de nossos produtores, progra-
mas semelhantes ndo t&m sido praticado até o momento em qualquer parte do
mundo tropical. A Embrapa Milho e Sorgo colocaria a disposigio do Programa
uma 4rea para manutengdo de um ndmero representativo de receptoras.

Laboratérios regionais de producéo in vitro de embrides
(PIVE)

Para a operacionalizagdo de um programa de tal envergadura, serd imprescindivel
a criagdo de Laboratérios Regionais de Produgdo in vitro de embriGes (PIVE)} , a
serem instalados em regiSes estratégicas do Estado, cujos téenicos serdo
treinados e estario sob a orientagdo, supervisdo e acompanhamento permanente
de uma equipe de reprodugdo interinstitucional (Embrapa-Epamig) sediada em
Juiz de Fora. Cada Laboratdrio podera atender num raio em torno de 200
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quildmetros. A Embrapa Milho e Sorgo participaria também nos treinamentos
para a produgdo de alimentos volumosos e manejo nutricional do rebanho, a
serem ministrados aos produtores engajados no programa.

QO Laboratdrio existente na Embrapa Gado de Leite, por possuir infra-estrutura
suficiente e vir obtendo resultados promissores, deve tornar-se um laboratério
piloto ou de referéncia. Uma vez disponibilizada economicamente a .
biotecnologia, esse laboratdrio serviria de modelo para a implantagdo de uma
rede de laborat6rios semelhantes nas principais bacias leiteiras do Estado, que
poderd contar com a parceria da iniciativa privada, secretarias municipais de
agricultura, sindicatos rurais, cooperativas efc., conforme interesse j& demonstrado.

E importante frisar que tais laboratdrios terdo como finalidade principal a produ-
¢do maciga de embrides F1 {meio-sangue} em razéo da grande demanda por esse
tipo de animal pelos produtores do Estado, o que ndo impede, entretanto, o
atendimento a produtores com rebanhos puros (Holandés, Pardo-Suigo, Jersey,
Zebuinos etc.),

Equipe técnica -

A equipe técnica atualmente existente nas duas InstituigGes parceiras (Embrapa/
Epamig) ndo é suficiente ou adequada para atender aos objetives e programagéo
descritos.' Por esse motivo e em razdo da importancia do Programa, a Embrapa
Gado de Leite, que j4 conta com trés pesquisadores {doutores) na &rea em
questdo, recentements {nov./2001) contratou mais um pesquisador para se
integrar & equipe. Em contrapartida, conforme estipulado no Convénio assinado
entre as partes, cabera 3 Epamig disponibilizar dois médicos-veterin&rios recém-
doutores, com treinamento especifico na 4rea de Reprodugio (Biotecnologia-
Embriologia) e Biologia Molecular, para se integrarem a equipe de reprodugao da
Embrapa Gado de Leite, constituindo uma equipe interinstitucional, somando
esforgos para um objetivo comum.



Anais do Workshop sobre embrides bovinos produzidos in vitro: perpectivas de 91
utilizag8o e posslveis impactos na pecudria brasileira

Conclusdes finais

Concluiu-se que todas as etapas de produgao in vitro de embrides bovinos
(coleta de ovécitos, MIV, FIV, CIV, taxa de gestagio) precisam ter sua eficiéncia
melhorada, mas especificamente para gado de leite dois pontos de estrangula-
mento sio fundamentais: a sexagem de espermatozéides e a eficiéncia na
criopreservagdo de embrides PIV.
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