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RESUMO - O desenvolvimento dametodol ogia de produg&o in vitro de embrides (PlIVV) paramaximizar o ganho
genético e a producdo animal aum custo baixo é um desafio de pesquisa cientifica hd vérios anos. A possibilidade de
produzir, em escala comercial, embrides a partir de odcitos puncionados dos foliculos ovarianos pode aumentar os

beneficios do uso da inseminagdo artificial devido a0 seu decisivo papel no aumento do progresso genético entre

geracBes de acordo com as necessi dades de cada programa de melhoramento genético ou producéo animal. Diferentes

rotas tecnol égicas foram desenvolvidas apartir da PV em espécies de interesse zootécnico ou espécies ameacadas de

exting&o.
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Methodological advances on in vitro embryo production

ABSTRACT - Thedevelopment of in vitro embryo production (I'VP) methodol ogy to maximize genetic gain and
animal production at lower cost is a challenge of the research and it has been studied for many years. The possibility
to produce, in commercial scale, embryos from ovum pick up methodology may increase the benefits of the use of

artificial insemination (Al) for its decisive role to maximize the genetic progress between generations, according to
the requirements of each genetic improvement program and livestock capacity. Different technological routes are
associated to |VP, both for zootechnical interest species and for endangered species.
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Introducédo

A oferta suficiente de alimentos saudéveis, a
prevencao e controle de enfermidades e a sobrevi-
véncia harmoniosa do homem nos diferentes
ecossistemas é sem dlvidao maior desafio dacién-
cianaatualidade. O investimento nabiotecnologia
animal no Brasil é respaldado por dois principais
fatos. O primeiro é o fato que o Brasil aindalidera
a lista dos paises com maior biodiversidade e o
segundo, € que o mercado interno por carne eleite
€ o0 terceiro maior do mundo. Seguramente, 0s
genes serdo a moeda forte do futuro, mas do que
adianta possui-los se ndo for possivel identifica-
los e torné-los disponiveis para a sociedade?

Os recursos genéticos animais, tanto domés-
ticos como silvestres, comerciais ou em vias de
extingdo j4 constituem um dos mais promissores
segmentos da economia nacional. Eles represen-
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tam um nicho capaz de responder rapidamente a
investimentos pontuais. Portanto, o que hoje pare-
ce distante e utépico do ponto de vista de aplica-
bilidade pode se tornar uma realidade amanhg, ja
que o elemento determinante na relagdo custo/
beneficio dasmodernas biotécnicasde multiplicacéo
animal é o mérito genético do material a ser
multiplicado. Neste contexto, fica evidente ainda, a
necessidade cada vez maior de interacdo dos
diferentes segmentos da produgéo animd a fim de
atender os aspectos inter e multidisciplinares.

Os marcadores genéticos; a formagao de
bancos de sémen, 6vulos, embrides e foliculos; a
sexagem do sémen; a transferéncia de embrides,
aidentificag8o do sexo do embrido; a producdo in
vitro de embrifes; a clonagem; e a propria trans-
genia sdo ferramentas disponiveis aos programas
de melhoramento e conservagdo de recursos
genéticos animais.
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E importante salientar, que em se tratando de
biotécnica de multiplicacéo deve-se buscar a
melhoria constante dos indices zootécnicos, 0
monitoramento do desenvolvimento e uso da
tecnologia (Carmo et al., 1999; Luna et al., 1999),
bem como a identificagdo de parémetros cada vez
mais eficientes de selecao das doadoras de ovoécitos
e embrides (Lunaet al., 1997) e dos doadores de
sémen (Bdlin et al., 1994; Silva, 1998).

Tecnologia de embrides

Natransferéncia de embrides (TE) os esfor¢os
se concentram no desenvolvimento de novos
protocolos deindugdo daovulago multiplaapartir
de uma nova geragdo de horménios (mais puri-
ficados) e informagfes basicas sobre a foliculo-
génese (Macmillan, 1999; Fortune & Rivera, 1999;
Caccig, €t al., 2000).

A manipulagéo dadietadas doadoras étambém
uma alternativa para melhorar as respostas da TE
e diminuir os custos (Cavalieri et al., 1999). O
objetivo é duplicar as atuais taxas médias de duas
atrés gestacOes por colheitae aumentar afrequén-
cia de colheitas para 6 a oito por ano.

A producdo in vitro de embribes (PIV) vem
apresentando avangos consideraveis e esta sendo
lentamente incorporada aos projetos de producéo.
Com o desenvolvimento do método de pungéo
folicular, tornou-se possivel arecuperagéo de ovo-
citosde fémeasvivasparafecundacdoinvitro (FIV),
abrindo novos caminhos para multiplicacéo de
animais de interesse econdmico superando os atuais
indicesdaTE classica, no quediz respeito aproducdo
de bezerro por vaca por ano. Essa técnica pode ser
utilizadaem animaisjovens, gestantes ou lactantes e
com problemas de infertilidade adquiridos (Tervit,
1996; Goodhand et al., 1999; Tangja et al., 2000).
Sendo que a utilizagdo de bezerras como doadoras
de ovécitos em programas de TE of erece um poten-
cia consideravel paraacelerar 0 ganho genético pela
de reducéo do intervalo entre geracles (Tangja et
al., 2000). Além disso, possibilita a oferta constan-
te de embrides F1 seja para os programas de
producdo de leite ou de carne.

A médiadeovécitosviaveisobtidos por sessdo
de puncdo depende da estratégia adotada.

Assim épossivel puncionar osfoliculosdeuma
doadora duas vezes por semana, uma vez por
semana ou uma vez a cada duas semanas, sendo
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que, nas duas Ultimas alternativas é possivel
melhorar os resultados mediante a estimulagéo
hormonal. Independente da estratégia, o resultado
final esperado é de pelo menos uma gestagéo por
semana por doadora (Peixer, et al., 1996; Hadler,
1996; Bols, 1997; Nibart et al., 1997; Rodrigues
& Garcia, 1998; Sauvé, 1998; Goodhand et al.,
1999; Bousquet, et al., 2000). Estes resultados
estéo vinculados as condigdes clinicas das doado-
ras, jaque boa parte dos animais submetidosaPIV
sdo animais com problemas de fertilidade
adquiridos.

Apesar dos avancos obtidos, a producdo in
vitro de embrides ainda apresenta algumas limita-
¢oes tais como os baixos indices de blastocisto,
dificuldade na criopreservacdo dos embrides,
menor viabilidade dos ovicitos obtidos de bezerras
em relag8o aos de vacas e novilhas, e o custo do
embrido que é mais alto do que um embrido de
TE. Além disso, bezerros com maior peso ao
nascer, periodo de gestagdo mais longo, aumento
naincidéncia de abortos, aumento da mortalidade
perinatal e aumento de anormalidades congénitas
tem sido associados a prenhezes produzidas por
transferéncia de embrifes produzidos in vitro
(Leibfried-Rutledge, 1999; Wagtendonk de Leew
et al., 2000).

O uso comercial em larga escala dessa técnica
esta, portanto, vinculada a melhoria dos indices
Zootécni cos e consequentemente adiminuigéo dos
custos. Tendo em vista que a aspiragdo pode ser
feita a campo, enquanto a PlV requer laboratério
adequado, a tendéncia é que ocorra, no Brasil, o
mesmo que em outros paises como Alemanha,
Franca e Canada, onde existem laboratérios
regionaisde PlV querecebem osovdcito aspirados
por veterinarios que atuam em fazendas. No
laboratério é produzido o embrido in vitro que é
entregue ao veterinario que o transferiraparavacas
receptoras que levardo a gestacdo a termo.

A PIV trouxe algumas vantagens nos progra-
mas de reproducéo:

« Com o desenvolvimento de técnicas de
reproducdo assistida em animais, ocorreu
um grande avan¢o na otimizacdo e multi-
plicacdo de fémeas deinteresse ndo s para
a producdo animal, mas também para a
conservagdo e regeneracdo de espécies
animais em perigo de exting&o.

e A transferéncia de embrides (TE) propor-
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cionaum melhor aproveitamento de matri-
zes de elevado mérito genérico, podendo
aumentar, em média, 10 vezes o nimero
de crias por ano. Com o advento da produ-
¢&o in vitro de embrifes (PIV) esse poten-
cial de multiplicagdo se torna ainda maior.
A aspiragdo de ovocitos imaturos por
puncdes foliculares, associadas a matura-
¢do e fecundagdo in vitro dos mesmos, e
ao cultivo in vitro dos embriBes, permite
gue sgjam produzidas, em média, 36 crias
por ano de uma Unica fémea.

Com o estabelecimento da PIV de em-
briGes, técnicas como aclonagem por trans-
feréncianuclear, ainjegdo intracito-plasmé-
tica de espermatozéides (ICSl) e a trans-
genia podem ser aprimoradas e utilizadas.
Além de proporcionar, como nova 0pgao,
a multiplicagdo animal, possibilita a
utilizacdo de bezerras pré-puberes, vacas
em inicio de gestagdo, vacas com subfer-
tilidade adquirida e vacas senis.

Impactos:

Por setratar de umatécnicarelativanovao
monitoramento rigoroso das doadoras de
ovacitos, dos ovacitos, dos embrides e das
crias nascidas é de fundamental importan-
Cia para que a mesma possa ser utilizada
com segurancga, de forma adequada e nas
situacBes mais recomendadas.

A utilizag8o comercial da PV ainda esta
limitada ao seu elevado custo, e vai depen-
der do balango entre o mérito genético do
produto (bezerro) e o custo de sua produgéo.
Apesar dos avangos ocorridos nos Ultimos
anos nessa biotécnica, varias questdes
relacionadas a avaliagdo da competéncia
bi ol 6gi ca dos gametas e ao préprio sistema
de cultivo precisam ser esclarecidas. Estu-
dos bésicos que estéo sendo condu-zidos a
nivel mundial poder&o esclarecer aspectos
relativos a maior susceptibilidade dos
embrides PIV a criopreservagéo, a menor
viabilidade dos ovdcitos de bezerras
guando comparados aos de vacas e as
baixas taxas de prenhez.

A PIV esta sendo gradualmente integrada
a programas de melhoramento genético,
como uma ferramenta complementar a

inseminacdo artificial e a transferéncia de
embrides.

e O maior impacto da PIV, todavia, sera a
sua aplicacéo associada a sexagem de
espermatozdides. 1sso porque, com uma
dose inseminante sexada seréd possivel
produzir em torno de 30 gestacOes.

Outro método para otimizar a utilizacgo das
fémeasdeinteresse serefere ap isolamento e culti-
vo de foliculos pré-antrais (FOPA) (Figueiredo et
al., 1993). Os FOPAs representam 90% da
populacdo de foliculos ovarianos, sendo que a
grande maioriadegenerae ndo chegaaté ovul agao.
A potencialidade dessa técnica se sustenta nos
milhares de ovécitos que podem ser recuperados
de um Unico ovério ou de partes do ovério,
podendo ser utilizado como fonte de ovécitos para
FIV ou paraoutras biotécnicas (Lucci et al., 1999).
A colheita de tecido ovariano pode ser feita em
qualquer idade, estagio do ciclo ou mesmo de
animais que morrem subitamente, podendo-se
obter grande nimero de ovécitos de qualquer
fémea (Shaw et al., 2000). Como fonte de ovacitos,
0s FOPAs devem ser cultivados in vitro até a
ovulacéo, ou o tecido ovariano podem ser
transplantado para ovério de doadora da mesma
espécie, ou paraumareceptoraimuno-compativel.

A criopreservacdo de embrides depende
fundamental mente do estagio de desenvolvimento
equalidade morfol 6gicados mesmos. A introducéo
do etilenoglicol como crioprotetor viabilizou a
transferéncia direta, onde a remoc&o do etileno-
glicol ocorre no Utero dareceptora, sem alterar os
resultados até entdo obtidos com o glicerol
(Zanenga & Pedroso, 1997). A expectativa hoje
se volta para a criopreservacéo dos embrides pela
vitrificac8o com a transferéncia direta. Os resul-
tados, embora ainda preliminares sdo promissores
e seguramente em breve sera possivel contar com
mais esta tecnologia (Dattena et al., 2000). A
criopreservagdo de ovécitos continua sendo um
desafio para a pesquisa, sendo que os melhores
resultados também estdo relacionados a
vitrificagdo (Vajta, et al., 1998).

A micromanipulacdo de embrides seja para
diagnésticos pré-implantacéo (por exemplo, a
identificac8o do sexo), seja a propria biparticdo
visando a producdo de gémeos homozigoticos,
depende igualmente do estagio de desenvol-
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vimento e qualidade morfol 6gica do embrido e do
treinamento do técnico. Essas técnicas estéo
estabelecidas e disponiveis ao setor privado.

A injecdo intracitoplasmética de esperma-
tozoide (I1CE) é uma técnica amplamente
difundida na reproducéo assistida humana, mas
com resultados ainda baixos em bovinos, embora
0 primeiro bezerro tenha nascido em 1991(Goto
et al., 1991). Atuamente, através da |ICE, o uso
das células espermiogénicas primordiais e
espermatozoéides do parénquima testicular e
epididiméario, podem ser a op¢éo e garantia
bioldgica para a preservagdo de materia de alto
valor genético, de reprodutores deidade avancada,
e em perigo de extingdo. Também a possibilidade
de transferénciainterespecifica de células primor-
diais e producdo da espermatogénese entre
espécies como camundongos e ratos (xenogénica)
podem se tornar uma realidade nos animais
domeésticos.

A TransferénciaNuclear (TN) paraaprodugdo
de clones em mamiferos esta sendo implantadaem
algunslaboratérios do Brasil que vem trabalhando
com FIV. Embora a fonte cléssica de células
doadoras de nicleos seja mérulas produzidas in
Vivo ou in vitro, o estabelecimento de linhagens
celulares apartir de células tronco embrionérias e
fibroblastosfetais (Garcia et al.,1998; Oliveira, et
al.,1999), bem como células espermatogénicas
(Feliciano Silva et al., 1998) esta sendo
perseguido.

A TN esta sendo implantada e desenvolvida
com os objetivos de modelo cientifico para dife-
rentes estudos béasicos, regeneracdo de racas/
espécies em vias de extingdo, melhoramento
animal, e sem dlvida, com o objetivo de dar
suporte a produgéo de animais transgénicos.

A TN - utilizada na clonagem animal - tem
diversas aplicagfes potenciais em diferentes
setores estratégicos, sejam cientificos ou produ-
tivos. Para o primeiro, podemos citar estudos da
interac@o nucleo-citoplasma da reprogramacéo
nuclear e a questdo da heranca citoplasmética. Ja
para o setor produtivo, esta técnica atende a
programas de melhoramento genético com arapida
multiplicacéo de animais com caracteristicas
genéticas desgjaveis, proporcionando uma dimi-
nuicdo no intervalo de geracBes; ainda podemos
apresentar a possibilidade de conservagdo e
regeneracdo de recursos genéticos em vias de
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extingdo. Porém, o maisimportante impacto desta
biotécnica ser4 em combinagdo com a tecnologia
gue introduz genes especificos em linhagens
celulares aserem utilizadas como fonte de nticleos
na transferéncia nuclear, resultando na producdo
de clonestransgénicos. Estesanimais, certamente,
terdo varias aplicagdes biomédicas (producdo de
proteinas de interesses farmacéuticos, alimentos
com propriedades nutritivasincrementadas, 6rgaos
para transplante) e caracteristicas produtivas
melhoradas.

A TN ndo deve ser vistaisoladamente, massim
articulada a outras tecnologias de multiplicacéo
animal, como por exemplo ainseminagéo artificia,
a sexagem de espermatozdides, atransferénciade
embrides, a fecundag&o in vitro, dentre outras. O
impacto dessas tecnologias fica vinculado a
selecdo criteriosado material genético aser multi-
plicado, e ndo é absurdo prever um ganho genético
em 1 ano equivalente a 12 anos de selecéo e
multiplicagdo por métodos convencionais.As
tecnologias relatadas, independente de seu estégio
de desenvolvimento, constituem a caixa de
ferramentas tecnol 6gi cas disponiveis para atender
asdemandas do setor produtivo. Essastecnologias
sd0 aditivas e ndo substitutivas, e a estratégias de
uso das mesmas esta diretamente relacionada ao
mérito genético dos doadores.

Literatura citada

BELLIN, M.E.; HAWKINS, H.E.; AX. R.L. Fertility of range
beef bulls grouped according to presence or absence of
heparin-binding proteins in sperm membranes and seminal
fluid. J. Anim. Sci., v.72, p.2441-2448,1994.

BOLS, PE.J. Transvaginal ovum pick-up in the cow;
technical and biological modifications.Merelbeke:
Universidade de Gent, 1997. 228p. (Tese de Doutorado).

BOUSQUET, D.; TWAGIRAMUNGU, H.; DUROCHER, J. et
al. Effect of LH injection before ovum pick-up on in vitro
embryo production with oocytes collected at differentintervals
after thelast FSH injection. Theriogenology, v.53, p.347, 2000.

CACCIA, M.; TRIBULO, R,; TRIBULO, H. et al. Effect of
pretreatment with eCG on superovul atory responsein CIDR-
B-treated beef cattle. Theriogenology, v.53, p.495, 2000.

CARMO,T.FEM.; LUNA, H.S.; LUNA, H. Efeito da super-
ovulag8o na instabilidade cromossdmica de novilhas. Gen.
Moal. Bio., v.22, n.3, p.51, 1999 (Supl.).

CAVALIERI, FL.B. Efeito deflushing nutricional associado
ou n&o ao bst e de dois niveis de concentrado no cresci-
mento folicular, resposta superovulatéria e produgéo de
embrifes em vacas de corte.Dissertacdo (Mestrado em
Zootecnia) - Escola de Zootecnia da UEM, Maringa. 70p.,
2000.

DATTENA, M.; PTAK, G; LOI, P etal. Lambing ratefollowing
transfer after vitrification of in vitro and in vivo-produced
ovine embryos. Theriogenology, v.53,p.252, 2000.

FELICIANO SILVA, A.[ED.; SILVEIRA, L.L.; OLIVEIRA,



Avancos metodoldgicos na producgéo in vivo de embrides

233

R.R. et al. Isolation and identification of spermatogenic cells
asfactor potentially usedinanimal genetic preservation. Arq.
Fac. Vet. UFRGS, v.26, n.1, p.259,1998.

FIGUEIREDO, J.R.; HULSHOF, S.C.J; VAN DEN HURK,
R. et al. Development of a new mechanical and enzymatic
method for isolation of intact preantral follicles from fetal,
calf and adult bovine ovaries. Theriogenology, v.40, p.789-
799, 1993.

FORTUNE, J.E.; RIVERA, GM. Persistent dominant follicles
in cattle: Basic and appliedaspects. Arq. Fac. Vet. UFRGS,
V.7, n.1, p.24-36, 1999 (Supl.).

GARCIA, JM.; WOLF, A.; SMITH, L.C. Obtenco e carac-
terizacdo de embryonic stem cells bovina: resultados
preliminares. Arq. Fac. Vet. UFRGS, v.26, n.1, p.282, 1998
(Supt).

GOODHAND, K.L.; WATT, R.G; STAINES, M.E. etal. Invivo
oocyte recovery and in vitro embryo production from bovine
donors aspirated at different frequencies or following FSH
treatment. Theriogenology, v.51, p.951-961, 1999.

GOTO, K.; KINOSHITA, Y.; TAKUMAE. et al. Birth of calves
after the transfer of oocytes fertilized by sperm injection.
Theriogenology, v.35, p.205, 1991 (Abstr.).

HASLER, J.F. Commercia production of invitro derived bovine
embryos. Arg. Fac.Vet.UFRS, v. 24, n.1, p.117-134, 1996.

LEIBFRIED-RUTLEDGE, M.L. Factors determining
competence of in vitro produced cattle embryos.
Theriogenology, v.51, p.473-485, 1999.

LOHUIS, M.M. Potential benefits of bovine embryo-
mani pulation technol ogiesto geneticimprovement programs.
Theriogenology, v.43, p.51-60, 1995.

LUCCI, C.M.; RUMPF, R,; FIGUEIREDO, JR. et al. Isolation
of ovarian preantral follicles from zebu cows: development
and efficiency of a specific mechanical. Arqg. Fac. Vet.
UFRGS, v.27, n.1, p.240, 1999 (Abst.).

LUNA, H.S;; LUNA, H.; RUMPF, R. Estudo da instabilidade
cromossdmica em bovinos subférteis. Arq. Fac. Vet.
UFRGS, v.25, n.11, p.244, 1997 (Supl.).

LUNA, H.S.; RUMPF, R.; LUNA, H. et al. Alteracdes
cromossomicas em ovécitos bovinosmaturadosin vitro. Arg.
Fac. Vet. UFRGS, v.27, n.14, p.252, 1999 (Supl.).

MACMILLAN, K.L. Pharmacological control of the oestrous
cycleto improve thereproductive performance of cattle. Rev.
Bras. Reprod. Anim., v.23, n.2,p.61-64, 1999.

NIBART, M.; MARQUANT, B.; HUMBLQT, P. Theapplication

of new reproductive technologies in France. Arg. Fac. Vet.
UFRGS, v.25, n.1, p.21-35, 1997.

OLIVEIRA, R.R.;; RUMPF, R.;; LUNA, H.S. et al. Isolamento,
cultivo e criopreservacdo de fibroblastos fetais bovinos. In:
SIMPOSIO DE RECURSOS GENETICOS PARA
AMERICA LATINA E CARIBE - SIRGEALC, 2., 1999,
Brasilia. Anais...Brasilia:Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 1999. CD-ROM . Editado por Arthur daSilva
Mariante e Patricia Goulart Bustamante.

PEIXER, M.A.S,; RUMPF, R.; BEM, A.R. de et al. Producéo
de embrides e gestagBes a partir de ovécitos recuperados por
ultrasonografia em fémeas super-ovuladas. Arg. Fac. Vet.
UFRGS, v.24, n.1, p.231, 1996.

RODRIGUES, C.; GARCIA, JM. Theapplication of ultrasound
guidedfollicular aspirationin cattle. Arg. Fac. Vet. UFRGS,
V. 26, n.1, p.156-159, 1998.

SAUVE, R. Ultrasound guided follicular aspiration and in vitro
fertilization. Arq. Fac. Vet. UFRGS, v.26, n.1, p.141-155,
1998.

SHAW, J.M.; ORANRATNACHAI, A.; TROUSON, A.O.
Fundamental cryobiology of mammalian oocytesand ovarian
tissue. Theriogenology, v.53, n.1, p.59-72, 2000.

SILVA, A.E.F. Reagao acrossomicainduzida: M étodo indicador
de fertilidade de touros. In: EMBRAPA RECURSOS
GENETICOS E BIOTECNOLOGIA, Brasilia: Embrapa,
1998. 38p.(Embrapa/Cenargen. Documentos, 35).

TANEJA, M.; BOLS, PE.J,; VELDE, V. Development
competence of juvenile calf oocytes in vitro and in vivo:
influence of donor animal, variation and repeated
gonadotropin stimulation. Bio. Reprod., v.62, p.206-213,
2000.

VAJTA, G; HOLM, P; KUWAYAMA, M. et al. Open pulled
straw (OPS) vitrification: a new way to avoid cryo injuries
of mammalian ova and embryos. Mol. Reprod. Dev., v.51,
p.53-58, 1998.

WAGTENDONK-DELEEUW, A.M.; MULAART, E.; DE
ROOS, J.S. et al. Effectsof different reproduction techniques:
a, MOET or IVP, on health and welfare of bovineoffspring.
Theriogenology, v.53, n.2, p.575-597, 2000.

ZANENGA, C.A.; PEDROSO, M.F. Comparison between the
pregnancy rates of frozen bovine embryos with glycerol or
ethyleneglycol. Arg. Fac. Vet. UFRGS,v.25, n.1, p.145-146,
1997 (Supl.).

© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia



