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RESUMO

No decorrer dos anos, 0os avangos obtidos na producé&o in vitro de embrides
proporcionou eficiéncia no melhoramento genético dos rebanhos. A inovacdo da
biotecnologia no mercado comercial agropecuario, possibilitou que uma Unica fémea
de alto valor zootécnico ou casos de fémeas inaptas a reproducéo, produzisse varios
descendentes ao longo de sua vida reprodutiva diminuindo os intervalos entre as
geracdes. O processo da producdao in vitro de embrides envolve etapas que incluem
a obtencdo dos odcitos, maturacdo, fecundacdo e o cultivo. O Brasil continua
liderando e sendo referéncia para a técnica, mas ainda existe alguns entraves que
estdo relacionados ao elevado custo de producdo especialmente pela necessidade
de uma infraestrutura laboratorial e pela variabilidade entre os resultados obtidos,
entre outros desafios. O que justifica o enfoque da biotecnologia é a importancia de
ressaltar que o Brasil possui lideranca do melhoramento genético rapido
favorecendo o lucro para as industrias de carne e leite. A comercializacdo dos
embrides in vitro em grande escala favorece custos viaveis e beneficios que tornam
a técnica acessivel, sendo de grande importancia a compreensao dos requisitos que
essa producdo tem a nos oferecer. Portanto, o objetivo desta revisédo é realizar uma
retrospectiva das principais etapas da producao in vitro de embrides bovinos
mostrando os beneficios que a técnica possui e os desafios que a mesma enfrenta.

Palavras-chave: Biotecnologia. Maturagdo in vitro. Fecundacao in vitro. Cultivo in
vitro.

ABSTRACT

Over the years, advances in embryos in vitro production have provided efficiency in
the herds genetic improvement. Biotechnology innovation in the commercial
agricultural market allowed a single female of high zootechnical value or cases of
females not to reproduce to produce several descendants throughout their
reproductive life, reducing the intervals between generations. The process of in vitro
embryo production involves steps that include oocyte uptake, maturation, fertilization
and culturing. Brazil continues to lead and is a benchmark for the technique, but
there are still some obstacles that are related to the high cost of production especially
due to the need of a laboratory infrastructure and the variability between the results
obtained, among other challenges. What justifies the approach of biotechnology is
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the importance of emphasizing that Brazil has leadership of the rapid genetic
improvement favoring the profit for the meat and milk industries. The
commercialization of in vitro embryos in large scale favors viable costs and benefits
that make the technique accessible, and it is of great importance the understanding
of the requirements that this production has to offer us. Therefore, the aim of this
review is to perform a retrospective of the main stages of the in vitro production of
bovine embryos showing the benefits that the technique possesses and the
challenges that it faces.

Key-words: Biotechnology. In vitro maturation. In vitro fertilization. In vitro culture.

1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embribes é uma biotecnologia reprodutiva que se
iniciou para fins de producdo comercial de embrides bovinos no ano 1998 pelo
projeto de inovacdo tecnoldgica financiado pelas empresas Beabisa Agricultura
LTDA e Gertec Tecnologia de Embriées (GALLI, 2003), sendo o Brasil lider mundial
da producdo in vitro de embrides, tornando-se assim referéncia na técnica, segundo
Viana (2012). Houve aumento de 300% na producdo de embribes por fecundacéo in
vitro em um periodo de 15 anos, atingindo total de 666.215 em 2016, ano que a
técnica superou pela primeira vez o volume de embrides produzidos in vivo (IETS,
2017).

Dados fornecidos pela revista ABS News (2016), informam que foram
produzidos 12 mil embrides da raca Angus na Russia pela empresa In Vitro Brasil,
demostrando a importancia do Brasil na lideranca da técnica e no fornecimento do
melhoramento genético por todo o mundo, e no ano de 2017 a mesma empresa
aumentou para 20 mil embribes produzidos da ragca Angus na Russia, expandindo
seu valor de producédo e consequentemente conquistando um papel fundamental
gue permitiu a exportacdo de embriées in vitro em mais de 10 paises. A perspectiva
nacional da producgéo in vitro de embrides deve continuar progredindo nos proximos
anos, principalmente pela pecuaria de corte, em especial pela producdo de matrizes
de ragas zebuinas, enquanto em gado de leite, de preferéncia ragcas bos taurus,
também apresentam um crescimento significativo, mas um aumento inferior quando
comparado as racas de corte (VARAGO, 2008). Este aprimoramento da producéo
comercial de embrides bovinos in vitro no Brasil e no mundo é uma biotecnologia

empregada na producdo de animais geneticamente superiores que privilegia fémeas
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de alto valor genético ou casos de fémeas inaptas a reproducdo de forma natural,
tais motivos podem ter causados por infermidades do aparelho reprodutivo feminino
(BUENO et al., 2008).

Essa técnica possibilita a reposicdo de animais geneticamente superiores ao
plantel, maximizando a quantidade de descendentes, acelerando o0 progresso
genético dos rebanhos bovinos e diminuindo os intervalos de geracdes entre 0s
animais (VARAGO et al., 2008). Deste modo, a producédo in vitro de embrides
permite o contato com odcito da fémea fora do trato reprodutivo com o
espermatozoide do macho que leva a formacédo de um individuo (GONCALVES et
al., 2008). Esse processo envolve etapas que incluem a coleta de odcitos,
maturacao in vitro, fecundacéo in vitro e o cultivo in vitro (VARAGO et al., 2008;
BUENO et al., 2008). A coleta pode ocorrer de duas maneiras, sendo que a primeira
forma, a partir de odcitos recuperados de foliculos de ovarios de vacas abatidas ou
de animais que sofreram morte subita (BUENO et al., 2008), e a outra forma é
através da aspiracéo folicular guiado por ultrassonografia transvaginal em animais in
vivo (PEIXER et al., 2018). Portanto, o objetivo desta revisdo € realizar uma
retrospectiva das principais etapas da producado in vitro de embrides bovinos

mostrando os beneficios que a técnica possui e os desafios que a mesma enfrenta.

2 ETAPAS DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

A primeira etapa da producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos depende da
obtencdo dos od6citos, em seguida a técnica € desenvolvida em trés etapas: a
maturacao in vitro, a fertilizacéo e o cultivo até o estadio de moérula e blastocisto que
normalmente é alcancado no sétimo dia pos fecundagéo, sendo o0 momento em que
0s embrides estdo prontos para serem transferidos ou criopreservados (DODE;
RUMPF, 2002; THOMPSON, 2000; HAFEZ E HAFEZ, 2004), todas interligadas e
realizadas dentro de uma infraestrutura adequada em laboratério de reproducéao

animal.

2.1 OBTENCAO DE OOCITOS IMATUROS

Existem diversas técnicas que podem ser usadas para a coleta de odcitos

para PIV. Os primeiros procedimentos realizados eram feitos através de laparotomia
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ventral média, apds superovulacéo in vivo ou pela coleta de ovarios de animais post
mortem pelo método de puncéo folicular, slicieng e/ou pela curetagem da parede
folicular (LAMBERT et al., 1983; VARAGO et al., 2008; WANI et al, 2000). Com o
passar dos anos, no entanto, avancos consideraveis foram obtidos que facilitaram os
meios de obtencdo de odcitos em animais in vivo, popularmente conhecida como a
técnica de aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia — Ovum pick
up (OPU), que favorece os programas de melhoramento genético (ALVES et al.,
2001).

A OPU foi elaborada para satisfazer a demanda por um procedimento para
coleta de complexo cumulus-odécito, menos traumatica que as abordagens cirdrgicas
utiizadas antigamente. Esta técnica possui varios beneficios e por ser pouca
invasiva, pode ser usada em qualquer fase do ciclo estral. Obtendo-se também
obcitos de fémeas a partir de 6 meses de idade, fémeas idosas, de animais pré-
puberes ou de animais que apresentam gestacdo inicial até o terceiro més e é
possivel fazer coleta em animais que estejam entre segunda e terceira semanas
apos parto (GALLI et al., 1996; VIANA; BOLS, 2005). Outro beneficio da técnica é a
nao interferéncia no estado fisiologico do animal, ndo exige estimulacdo hormonal
exdgena e as sessdes de aspiracao folicular podem ser realizadas a cada 15 dias ou
mensalmente (GALLI; LAZZARI, 2000; NAGAI, 2000; VARAGO et al., 2008). Essa
periodicidade dos procedimentos até mesmo mensalmente, possui em torno de 40%
de indices de producdo em relacdo ao seu rendimento, podendo superar os indices
obtidos pela transferéncia de embrides, tornando esta técnica rentavel, relacionando
o custo ao beneficio (VARAGO et al.,2008). Além disso a técnica de OPU possibilita
a coleta em animais de alto valor genético que por algum motivo possuem
infertilidade, tornando-se possivel a obtencdo de odcitos gerando produtos
descendentes (BOLS et al., 2012).

A coleta de odcitos em fémeas bovinas € realizada pela puncgéo folicular com
uma agulha acoplada a uma sonda transvaginal, de forma que os foliculos a serem
puncionados sao observados na tela do ultrassom. Os odcitos aspirados dos
foliculos devem ter diametro de 2 a 8 mm e os foliculos menores que 0 minimo de 2
mm s&o incapazes de recomecar a fase de meiose e 0s maiores de 8 mm
normalmente se deparam em estagio de atresia para a maturacéo, tornando essas
duas formas inviaveis (GONCALVES et al., 2008).
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Nesse procedimento, um sistema de bomba a vacuo acoplado a agulha que
pode ser hipodérmica descartavel, libera a recuperagdo dos oocitos e do liquido
folicular para dentro de um tubo coletor (GOODHAND et al., 1999). Apés essa etapa
é realizado a selecédo desses baseada em caracteristicas das células do cumulus e
do aspecto do citoplasma do odcito, que sdo classificados de acordo com sua
morfologia pelo nimero de camadas, Grau | (6timo), Grau Il (bom), Grau Il (regular)
e citoplasma irregular e degenerado (desnudo) em funcdo da sua morfologia e
gualidade, segundo Goncalves et al., (2008). Em seguida os odcitos selecionados
sdo transportados até o laboratério, para iniciar a proxima etapa de maturagao
oocitaria in vitro (GOODHAND et al., 1999).

2.2 MATURACAO IN VITRO DE OOCITOS

Segundo Fissore et al., (2002) o desenvolvimento da maturacdo oocitaria
consiste em uma série complexa de eventos nucleares e citoplasméaticos. Este
procedimento foi observado por Hardy et al., (2000), onde o processo da maturacao
nuclear dos odcitos, a partir da retirada do ambiente folicular, era um processo
simples na espécie bovina, verificando que através do cultivo in vitro dos odcitos,
gue o fator inibitério da maturacdo desaparecia, permitindo o desenvolvimento dos
oocitos fora do ambiente folicular. Estes od6citos inclusos nos foliculos primordiais
presentes no ovario, se encontram em estagio adormecido, além de estarem
pequenos e imaturos. Durante as ondas foliculares com intervalos regulares na
espécie bovina, € o momento em que 0s o6citos comegcam a crescer e maturar mas,
somente um odcito sera ovulado, o dominante, e o restante sofrerd atresia de todo
esse potencial in vivo (HARDY et al.,, 2000). Com essa descoberta foi possivel
resgatar uma grande quantidade de odcitos imaturos dos ovarios e cultiva-los in vitro
até a maturacdo (GILCHRIST et al., 2008). De acordo com Chian et al. (2004) os
odcitos maturados in vitro ndo tém o mesmo potencial de desenvolvimento que os
odcitos maturados in vivo.

Diferentes condi¢des de cultivo in vitro e protocolos ja foram testadas para a
maturacdo de oocitos, e o TCM 199 é o meio mais comum entre os laboratorios de
producéo in vitro e sdo geralmente suplementados com substancias de soro fetal
bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol-1783), aminoacidos como L-

glutamina, bicarbonato de sédio, piruvato de sédio, lactato, vitaminas e antibiéticos,
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em condi¢des controladas de atmosfera gasosa e temperatura (RODRIGUES et al.,
2000; GANDHI et al., 2000; SMETANINA et al., 2000; PALMA, 2008). Os oécitos sdo
mantidos em um meio de maturacdo, sendo comumente utilizado um meio coberto
por 6leo mineral que auxilia a ndo ocorrer a evaporacdo do meio de maturacao e
facilita a rapida absorcdo de hormbnios esteroides adicionados ao meio
(GONCALVES et al., 2008). Dito isto, o periodo necessario para a maturacao dos
oocitos para a espécie bovina ocorre de 18 a 24 horas em atmosfera controlada
contendo 5% de CO? em ar e umidade saturada (GONCALVES et al.,, 2007;
VARAGO et al., 2008). Esse processo permite e envolve uma série de
transformagBes nucleares, citoplasmaticas e moleculares que tornam o gameta
feminino apto a ser fecundado (SMITZ et al., 2004). Assim, para que as etapas da
maturacao oocitaria ocorram in vitro, é importante que os meios usados durante este
periodo mimetizem as condi¢des encontradas durante o processo de maturacao in
vivo (SANGILD, 2000).

O desenvolvimento dos odcitos pos-maturacdo pode ser afetado por uma
série de fatores, como temperatura, pH, osmolaridade, tenséo de CO? e O? e uso do
soro e células somaticas (SANGILD, 2000; GONCALVES et al., 2002). Logo apés o
tempo de incubacdo da MIV, os o0citos completam a maturacdo com a extrusdo do

primeiro corpusculo polar e estao prontos para a fecundacéo (AVELINO et al., 2002).

2.3 FECUNDACAO IN VITRO

A fertilizagcéo in vitro é descrita por PALMA (2008) como a etapa em que 0s
oécitos maduros sao cultivados com os espermatozoides e apés fecundados,
gerando em seguida um zigoto, que evoluira até o estagio de blastocisto (MELO et
al., 2016). A FIV é realizada por um periodo de 18 a 22 horas, em temperatura de
38,5°C, atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade a 95% (CORREA, 2006).
Outros autores descrevem também a realizacdo por um periodo 22-24 horas com
temperatura de 39°C em estufa de 5% de CO?2.

Nesta fase ocorre a combinacdo do material genético dos gametas e a
formacdo do zigoto. O meio mais adequado para utilizacdo de acordo com alguns
autores para a fecundacao in vitro € o Fert-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato),
gue possui agentes capazes de promover a capacitacdo espermatica, como a

heparina (MELO et al., 2016). Para isto, sao utilizados espermatozoides de palhetas
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de sémen congelado sendo convencional ou sexado e a técnica de separacdo dos
mesmos mais utilizada atualmente é pelo gradiente Percoll para a obtencdo da
fracdo espermatica viva apos a descongelagédo (GALLI, 1996; VARAGO et al., 2008).
O Percoll é composto por particulas de silica coloidal coberto com
polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentracdes para formar um gradiente
para separacdo espermatica (GONCALVES et al., 2002; GORDON, 2003). Embora
outras técnicas possam ser utilizadas como o “swim-up” um método baseado na
mobilidade dos espermatozoides moveis migrarem do sedimento formado apds
centrifugacdo para um meio de cultura enriquecido sobreposto aos mesmos. De
acordo com YOUNG (1998), a concentracédo utilizada para a fertilizag&o in vitro & de
2 x 108 espermatozoides / ml, calculada de acordo com a motilidade e concentragdo
da fracdo viva de espermatozoides obtida apdés a centrifugacdo em gradiente
Percoll.

2.4 CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES

Esta etapa compreende o desenvolvimento do zigoto até o momento do
estagio de blastocisto, que consiste em fases extremamente importantes como
clivagem, ativacdo do genoma embrionario, compactacdo dos blastdmeros,
diferenciacdo da distincdo embrionaria, formacdo e expansdo da blastocele e
rompimento da zona peltcida (LONERGAN et al., 1999; BUENO; BELTRAN, 2008;
LIMA; SOUZA, 2009). De acordo com FAIR et al (2001) as caracteristicas dos
embrides preparados in vitro € inferior a dos embrides produzidos in vivo por
possuirem geralmente coloragdo mais escura em seu citoplasma e menor
densidade, devido conteudo lipidico. Slimane et al., (2000) afirmam que embribes
produzidos in vitro contém uma zona peltcida mais fragil, com grande predisposicéo
a anormalidades cromossomais. Podem ocorrer varios defeitos no momento da
producdo, como falta de compactacdo da massa celular, formacéo de vacuolos na
massa embrionaria, formagéo prematura de blastocele, alteracdo na razdo de massa
celular interna em relacéo as células trofoblasticas, alteracfes na expressao génica
e metabolismo celular (LONERGAN et al., 2006).

Para 0 sucesso ha preparacdo do cultivo in vitro € extremamente necessario
gue as composicdes dos meios usados artificialmente sejam similares ao ambiente e

aos fluidos do Utero e do oviduto de uma vaca durante o inicio de uma gestacéo,
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sendo um dos pontos mais importantes para o desenvolvimento embrionério, que é
dependente do suporte a nutrigdo celular. Figueiredo (2010), prioriza a relevancia
gue os nutrientes, pH, hormdnios e oxigénio devem estar presentes nas mesmas
guantidades ou aproximadas do ambiente uterino.

ApoOs 24 horas da fecundagéo in vitro, os oocitos sdo desnudados com auxilio
de uma pipeta e transferidos para o meio de cultivo in vitro (CIV), um meio comum
utilizado pelos laboratérios para essa etapa € o meio Synthetic Oviductal Fluid
(SOF), originado através de fluido do oviduto de fémeas bovinas, que expressam
taxas significativamente agradaveis sem o0 aparecimento de células somaticas
(HOLM et al., 1999; WATSON et al., 2000). De acordo com varios autores, o cultivo
embrionario in vitro requer um ambiente adequado, com tempo de variacdo de todo
0 processo de desenvolvimento de 7 a 9 dias dependendo de cada forma, técnica e
meios utilizados pelos laboratérios em suas rotinas (podendo ser interpretado da
seguinte forma: no dia OPU sendo considerado como dia-1 (D-1) e apés 24 horas é
realizada a fase de fecundacéo in vitro que € classificada como dia 0 (D0), passados
24h, temos o dia-1 (D1) que é a etapa de cultivo in vitro e com mais 48 horas dia-3
(D3) sendo realizadas as etapas de 1° feeding e clivagem. Apds estes
procedimentos realizados, espera-se mais 48 horas, o dia-5 (D5), momento do 2°
feeding, no dia 6 (D6) realiza-se a previsdo e no dia 7 (D7) acontece a saida dos
embrides para envase a fresco ou congelamento). As estufas tém atmosfera
controlada (5% de O?, 5% de CO? e 90% de N?) e umidade saturada e com
temperatura controlados em torno de 39°C (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et
al., 2008).

2.5 CLASSIFICAGAO E DESTINO DOS EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO

O método de classificacdo morfologica € essencial para a selecdo dos
embrides viaveis, tanto para a transferéncia a fresco como pelas técnicas de
criopreservacao. Atualmente as mais utilizadas séo a directtransfer e a técnica de
vitrificacdo de embribes. A descricdo dos critérios de classificacdo quanto as
gualidades dos embrides sdo de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides (SBTE, 2014), divididos em categorias: morula, blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto em eclosdo e blastocisto

eclodido. A qualidade dos embriGes também é classificada pela viabilidade, cor,
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formato, integridade da zona pelicida e aspecto morfolégico dos mesmos
(MARTINEZ; SOUZA, 2007).

3 CONCLUSAO

Os desafios que esta técnica enfrenta estdo relacionados ao alto custo,
dependéncia de uma infraestrutura laboratorial e pela variabilidade dos resultados
referentes as taxas de moérulas e blastocistos, incluindo o tempo gasto em todo o
procedimento para a produgéo in vitro de embrides, que se inicia desde o momento
da sincronizacdo das receptoras, selecdo de doadoras, aspiracao folicular dos
odcitos, evolucao in vitro de embrides e o processo da transferéncia dos embribes
(MIRANDA et al., 2007). De acordo com Rumpf (2007), havia limitacbes na
dificuldade na criopreservacdo dos embrides, menor viabilidade dos odcitos obtidos
de bezerras em relacdo aos de vacas e novilhas, além de bezerros com maior peso
ao nascimento com periodo de gestacdo prolongado, aumenta a incidéncia de
abortos e de anormalidades congénitas.

Em 2016 a empresa ABS Pecplan desenvolveu um melhoramento genético ja
pronto via embrides congelados por uma tecnologia exclusiva IVB Transfer,
garantindo eficiéncia e viabilidade do produto contribuindo para o sucesso da
técnica. Neste ano os resultados foram de mais 53% de taxa de concepcéao através
do uso da biotecnologia. Um dos maiores clientes que a ABS possui, transferiu no
mesmo ano 1.100 embrides, conforme dados fornecidos pela revista ABS News
(2016). Em 2017 foi registrada pela ABS NEO uma média de concepc¢éo de 48% no
Brasil, sendo um valor muito expressivo com uso da tecnologia no pais e foram
vendidos 6 mil embrides em todas as regides brasileiras comprovando a eficiéncia
da tecnologia chegando a mais de 60% a taxa de concepcdo em algumas
propriedades, demostrando ser uma ferramenta eficiente e lucrativa para quem
procura melhoramento genético com resultados rapidos que garantem facilidade e
flexibilidade de manejo dentro das propriedades.

Através desses dados percebemos a importancia da técnica e seu
crescimento no pais, mesmo a pecuaria em varias regides enfrentando dificuldades
de logistica e de assisténcia veterinaria especializada para o trabalho de producao in
vitro de embribes com genética propria, atualmente o quadro do uso da

biotecnologia esta sofrendo modificacbes benéficas, através de produtores que
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procuram rentabilidade e lucro com o melhoramento genético. O uso dos embrides
congelados pela técnica IVB Transfer, aumentou a demanda proporcionando um
custo viavel aos produtores para investirem nessa tecnologia tornando-se mais
acessivel, e para que haja sucesso € necessario ter manejo operacional, sanitario e
nutricional adequados dentro das propriedades. O estudo demonstra que
independente do meio de producéo, este deve seguir uma conduta determinada, da
mais simples a mais elaborada, como os procedimentos da producgao in vitro. Os
métodos e meios utilizados sofrem pequenas variagbes nos laboratorios
influenciando nos resultados que cada um destes alcangca, como a qualidade dos
embrides, a producdo, bem como a capacidade de producdo dos mesmos,
mostrando que a dedicacdo e comprometimento aliados ao constante crescimento
biotecnoldgico sdo o marco fundamental para o sucesso da producdo in vitro de

embrides bovinos.
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