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RESUMO. A economia nacional sofreu inumeras modificagdes nas ultimas décadas no
setor pecuario; essas modificagcBes relacionam-se ao desenvolvimento e aplicagdo
comercial de biotecnologias da reproducédo visando aumentar a velocidade com a qual o
melhoramento genético vem sendo realizado. Destaque-se a técnica de Fertilizagdo In vitro
gue é uma tecnologia disponivel para todo o territorio nacional, e vem sendo utilizada
amplamente. Sendo uma biotecnia recente a producao in vitro de embrides visa a obtengéo
de embrides fora do aparelho reprodutivo da fémea, para isso sao necessarias algumas
etapas como a maturag&o in vitro de odcitos, fertilizagdo in vitro, e o cultivo in vitro. A
identificac&o e selecdo de receptoras de alta qualidade n&o s&o simples e possui relevancia
para o sucesso da atividade. Varios estudos tém relatado as variaveis que influenciam nos
resultados da sincronizagdo de receptoras. A partir desse estudo acredita ser que o Brasil
continuard liderando na producéo de embrides In vitro e passara a fornecer cada vez mais
genética a paises interessados.
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Relevant aspects in the commercial production of bovine
embryos through the biotechnological technique of in vitro
fertilization: Review

ABSTRACT. The national economy has undergone numerous changes in recent decades
in the livestock sector, such changes are related to the development and commercial
application o reproductive biotechnologies to increase the speed with which genetic
improvement is being realized as a highlight and the technique of In vitro fertilization and
available formation wide technology, and has been widely used. Being a recent biotech in
vitro production of embryos aims to obtain embryos outside their productive tract of the
female for it are a few steps as in vitro maturation of oocytes, in vitro fertilization, and
cultivation in vitro. The identification and selection of recipients of high quality are not
simple and has relevance to the success of the activity. Several studies have reported
variables that influence the result of the synchronization of recipients. From this study
believed to be that Brazil will continue to lead in the production of in vitro embryos and
will provide the genetic increasingly interested countries.
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Aspectos relevantes en la produccion comercial de embriones bovinos
por medio de fertilizacion in vitro: Revision

RESUMEN. La economia nacional sufri6 numerosas modificaciones en las ultimas
décadas en el sector pecuario, tales modificaciones se relacionan con el desarrollo y
aplicacién comercial de biotecnologias de la reproduccion objetivando aumentar la
velocidad con la cual el mejoramiento genético viene siendo realizado. Se destaca la técnica
de Fertilizacion In vitro que es una tecnologia disponible para todo el territorio nacional, y
viene siendo utilizada ampliamente. Siendo una biotecnologia reciente la produccion in
vitro de embriones objetiva la obtencién de embriones fuera del aparato reproductivo de la
hembra, para ello son necesarias algunas etapas como la maduracion in vitro de ovocitos,
la fertilizacion in vitro, y el cultivo in vitro. La identificacion y seleccién de receptoras de
alta calidad no son simples y tienen una relevancia para el éxito de la actividad. Varios
estudios han reportado variables que influencian el resultado de la sincronizacion de
receptoras. A partir de ese estudio se cree que Brasil pueda seguir liderando la produccion
de embriones In vitro y pasara a proporcionar cada vez mas genética a paises interesados.

Palabras clave: Produccién, embriones, receptoras

Introducéo

A economia nacional sofreu inimeras
modificagdes nas ultimas décadas no setor
pecudrio, tais modificacdes relacionam-se ao
desenvolvimento e aplicagdo comercial de
biotecnologias da reproducdo visando aumentar a
velocidade com a qual o melhoramento genético
vem sendo realizado.

O desenvolvimento da biotecnologia no Brasil
permitiu uma maior aplicagdo e a exportacdo de
modelos adotados para varios paises latino-
americanos e de outros continentes (Bols et al.,
2012). Apdés o conhecimento de técnicas de
obtencdo de embrides in vivo, 0 pais passou a
dominar a PIV, ocupando uma posigdo importante
no mercado de embrides bovinos, principalmente,
por possuir 0 maior rebanho comercial do mundo
e ser o principal exportador de carne bovina
(Seneda et al., 2002).

A técnica de fertilizacdo in vitro € uma
tecnologia disponivel para todo o territdrio
nacional, e vem sendo utilizada amplamente. Isso
se fez possivel por conta do surgimento uma
interessante rede de atendimento, onde o0s
laboratorios de biotecnologia passaram a atuar nos
estados mais longinquos, dessa forma originou-se
entdo um processo que permite uma logistica mais
flexivel por parte das equipes de coleta e de
transferéncia (ABCZ, 2014).

Em 2005, o Brasil firmou-se como o pais de
maior aplicacdo de biotecnologias da reproducéo
em bovinos no mundo (Viana & Camargo, 2007)).
Atualmente, o Brasil & considerado o maior
produtor de embriGes de fertilizacdo in vitro no

mundo, com producdo que corresponde a 85% do
mercado mundial, considerando todas as racgas
(ABCZ, 2014). Certamente ha um predominio da
raga Nelore, tanto no processo de producdo e
comercializacdo quanto pela valorizacdo dos
embriGes devido aos altos pregos muitas vezes
alcangados nesta raca (Pontes et al., 2011).

O sucesso desta tecnologia depende, em grande
parte, da resposta a superovulagao e essa pode ser
influenciada por fatores relacionados com o
tratamento super-ovulatério, ou em maior grau
por fatores individuais associados  as
caracteristicas da dindmica folicular ovariana (B6
et al., 2000) ou até mesmo a condi¢do ovariana no
momento da super ovulacdo (Monniaux et al.,
1983).

A produgdo in vitro (PIV) foi intensivamente
aperfeicoada, o que conotou nos ultimos anos
notavel avango no melhoramento genético. Nos
altimos cinco anos a disseminacao destas técnicas
no Pais atingiu grande relevancia. Diante do que
foi descrito acima, este estudo teve como objetivo
a realizacdo de uma revisao de literatura focada na
obtencdo de maiores conhecimentos inerentes a
producdo in vitro dos embriGes bovinos.

Producéo in vitro

A expandiu-se ap6s 0 nascimento de Louise
Brown em 1978, na Inglaterra. Este foi
considerado o primeiro bebé de proveta (Edwards
1981). Dai entdo em 1982 nasceu 0 primeiro
bovino obtido por fecundagéo in vitro nos Estados
Unidos (Brackett et al., 1982). O fato de a fémea
Bos taurus indicus produzir dezenas de o4citos em
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um unico procedimento de aspiragdo folicular
comum a relacdo direta com o nimero de foliculos
(Pontes et al., 2009). Por meio desta biotécnica
pode-se obter uma producdo média de uma
gestacdo por vaca/semana, O que permite uma
rapida multiplicacdo de gendétipos superiores
previamente selecionados e uma diminui¢cdo no
intervalo de geragdes, propiciando uma maior
intensidade de selecdo, do que por outros
processos como a transferéncia de embrides.
(Yang et al., 2013). Fisiologicamente as fémeas
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus apresentam
algumas diferencas. Rigolon et al. (2009), Rigolon
et al. (2003) verificaram similaridade entre a
populacdo de foliculos pré-antrais de fetos e
novilhas além de variacdo individual significativa
na quantidade dos foliculos das duas categorias
estudadas (Rubin et al., 2009),

Independente da espécie estima-se que a PIV
possa aumentar o ganho genético anual acima de
10%, quando aplicada  apropriadamente,
principalmente pela possibilidade de cruzamentos
fatoriais, diminuindo a taxa de consanguinidade,
bem como pela utilizacdo de fémeas pré-paberes.
Além disso, com a PIV pode-se ter uma producao
maci¢a de animais mestigcos, possibilitando a
manutencdo de rebanhos com o grau de sangue
desejado, o que é impossivel com o uso da monta
natural e inseminagdo artificial (Sugimoto, 2012).

Sendo uma biotécnica recente a produgdo in
vitro de embrides visa a obtencdo de embrides fora
do aparelho reprodutivo da fémea. Envolve a
coleta de odbcitos dos foliculos ovarianos,
completando trés etapas bioldgicas: Maturacgdo in
vitro de odcitos (MIV), fertilizacéo in vitro (FIV)
e o cultivo in vitro (CIV) (Hafez & Hafez, 2004).
Os procedimentos realizados geralmente sédo
laparotomia ventral média, laparoscopia apds
superovulagdo (SOV) (Lambert et al., 1983).

A técnica de aspiracgéo folicular orientada por
ultrassonografia (OPU)

A OPU foi desenvolvida para atender a
demanda por um procedimento para coleta de
complexo cumulus-0dcito o objetivo seria 0 uso
de uma técnica menos traumatica que as
abordagens cirlrgicas até entdo utilizada. A
grande vantagem da técnica estd o fato de ser
pouco invasiva, outra peculiaridade muito
importante e o fato de ndo depender de pre-
estimulacdo hormonal, podendo ser usada em
qualquer fase do ciclo estral, em animais pré-
puberes e inclusive em animais que apresentam

gestacdo inicial (Viana & Bols, 2005). A OPU ¢
uma técnica muito versatil e permite a utilizagdo
de animais muito jovens, a partir de dois a 3
meses, ou senior. N&o interfere no estado
fisioldgico do animal, ndo requere estimulacdo
hormonal exdgena e pode ser executada duas
vezes por semana (Galli & Lazzari, 2000). Pode
ainda ser usada para gerar produtos adicionais de
uma vaca de alto valor que ndo responda mais aos
tratamentos utilizados nas coletas de embrides,
também naquelas que apresentam infertilidade
adquirida devido a patologias no trato reprodutivo,
impossibilitando a  fecundacéo e 0
desenvolvimento embrionério in vivo (Bols et al.
2012). O primeiro requisito para 0 sucesso da
producdo in vitro de embriGes é a obtencdo de
odcitos de boa qualidade, com boas caracteristicas
morfologicas e de desenvolvimento, tais
caracteristicas dependem do tamanho do foliculo
de origem e a extensdo e integridade das células
do cumulus influenciam a competéncia oocitaria
(Sirard, 2017).

Dependendo do método de recuperagéo,
claramente pode se observa um impacto na
morfologia do CCOs e subsequentemente na
capacidade de desenvolvimento in vitro. A
importancia das células do cumulus estarem
intactas para a maturacdo oocitaria e para o
desenvolvimento in vitro ndo deve ser
subestimada (Sirard, 2017).

Maturacdo e fertilizago in vitro

O processo de maturagao in vitro inicia com a
chegada dos od6citos aspirados ao laboratério,
estes sdo mantidos em um meio de maturagdo. O
periodo necessario para a maturacdo nuclear e
espécies especifico, sendo que para a espécie
bovina a maturacdo nuclear do odcito requer um
periodo de 18 a 22 horas (Hafez & Hafez, 2004).

O meio de cultura mais utilizado para a
maturacgdo de oocitos é o TCM 199 acrescido de
10% de soro bovino, FSH, LH, estradiol e EGF. E
necessaria a utilizacdo de uma incubadora de CO-
(Galli & Lazzari, 2000), sendo uma temperatura
ideal 39°C em atmosfera a 5% de CO, em ar e
umidade saturada (Gongcalves et al., 2002).

Fim dado a etapa de maturacdo, os odcitos
precisam ser fecundados para que sejam capazes
de se desenvolver até o estagio de blastocisto.
Desta forma, deve ser feito o processamento do
sémen realizando-se uma selegdo espermaética e
capacitacdo espermatica. Ap0s a capacitacdo dos
espermatozoides, retira-se da estufa a placa de
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petri contendo o0s ovdcitos maturados e
depositam-se  0s  espermatozoides, sempre
procurando proporcionar um ambiente adequado
(Goncalves et al., 2002).

O dia da fertilizacdo é considerado como o dia
zero (D0). A fusdo do odbcito com o
espermatozoide ocorre ap6s a penetracao,
especificamente pelo contato entre 0 segmento
equatorial do espermatozoide e a membrana
plasmatica do odcito (Sirard, 2017).

Cultivo in vitro

O ponto mais importante no cultivo
embrionario é o uso de meios que suporte a
nutricdo celular e o desenvolvimento durante a
fase de pré-implantacdo embrionaria. A
composicao do meio deve simular o ambiente e 0s
fluidos do Utero e do oviduto durante o inicio da
gestacdo. O SOF é composto por secre¢Bes das
células epiteliais, a partir da difusdo de nutrientes
do plasma. O potéassio e o cloro estdo presentes no
fluido de oviduto em concentragdes mais elevadas
do que nas do plasma, enquanto o nivel de célcio
€ mais baixo e os de s6dio e magnésio sdo
similares ao do soro (Gongalves et al., 2002).

Vaérios estudos tém demonstrado a utilizagao
com sucesso de meios definidos de cultura,
adicionando o PVA em substituicdo ao BSA e
assim evitando a aderéncia dos embrides e as
substancias ndo conhecidas do BSA. No entanto,
embrides cultivados em meios totalmente
definidos, normalmente sofrem bloqueio no
desenvolvimento e reducdo da viabilidade em
relagdo  aqueles  cultivados em  meios
suplementados com BSA e SFB (Keskintepe &
Brackett, 1996).

Outros  estudos demonstraram que a
substituicdo de SFB e BSA por PVA proporciona
baixo desenvolvimento embrionario,
particularmente no estadio de blastocisto. Assim,
sugerindo que o desenvolvimento de mérula para
blastocisto exige fatores adicionais exdgenos que
podem ser encontrados no SFB, provavelmente
estimula diferenciacdo e a proliferagéo celular
(Lim et al., 1999).

Parece que a albumina exerce importante papel
com relagdio a nutricio do embrido em
desenvolvimento, especialmente pos-
compactacdo. Blastocistos derivados de meio
suplementado com PVA possuem perfil
metabdlico alterado quando comparados com
embrides cultivados na presenca de albumina ou
produzidos in vivo. A formulagdo de qualquer

sistema de cultivo em condicGes definidas deve
ser capaz de suprir o embrido com todos os seus
requerimentos fisioldgicos (Thompson, 2000).

Fémeas receptoras

A compra e manutencdo de receptoras
correspondem a uma consideravel proporcao dos
custos da TE, sendo de extrema importancia na
determinagdo do numero de produtos que podem
ser gerados. Ainda, a identificacdo do numero
6timo de receptoras é de grande valor econémico
(Pereira et al., 2010). Usualmente, o nimero de
receptoras a serem alocadas para um programa de
TE ou PIV é calculado com base no nimero médio
de embrides produzidos por doadora (B et al.
2000).

Os métodos disponiveis para o tratamento de
receptoras de embrides incluem a inducéo de estro
com o uso da prostaglandina F 2a ou seus
analogos sintéticos e o emprego de horménios
para a sincronizagdo da ovulacdo para TETF. A
utilizacdo de analogos da prostaglandina para
indugdo de estro € um dos métodos menos
dispendiosos para obtencdo de receptoras aptas a
transferéncia de embrides.

O uso de protocolos de sincronizagao de estro
ou de ovulagdo em receptoras de embrido tem
como objetivo a obtencdo de animais em fase do
ciclo estral compativel com a fase de
desenvolvimento embrionario. Entretanto,
existem algumas condigdes imprescindiveis para
seu uso, tais como, a deteccdo do corpo luteo por
palpacéo retal ou ultrassonografia e observagdo do
comportamento estral nos dias subsequentes ao
tratamento (Barreiros et al., 2006).

Nos bovinos sdo empregados inGmeros
protocolos hormonais que controlam o0
desenvolvimento folicular e a funcdo Idtea
permitem a inseminacdo artificial (IA) em
momento pré- determinado, superestimagao
ovariana, potencializando a eficiéncia reprodutiva
(Buratini Junior, 2007).

Em razdo de taxas adequadas de ovulacdo, o
uso destes protocolos permite a transferéncia de
embriGes em tempo fixo sem prévia observacdo de
cio, empregando apenas a avalia¢do do corpo liteo
no momento da inovulagdo dos embriGes. Além de
facilitar consideravelmente o manejo, as taxas de
aproveitamento estdo em torno de 70% dos
animais tratados para protocolos de TETF
(Barreiros et al., 2006).

PUBVET

v.12, n.3, ab1, p.1-6, Mar., 2018



Biotecnoldgica de fertilizagdo in vitro

A identificacdo e selecéo de receptoras de alta
gualidade ndo sdo simples. Varios estudos tém
relatado variavel que influenciam os resultados da
sincronizagdo de receptoras (Carvalho et al.,
2008).

Consideragdes finais

Desde 2006, vem sendo registrado um
crescimento médio de 28% no numero de
embrides FIV produzidos e uma diminuicdo de
73% na producdo de embrides In Vivo. Com bases
nesses dados acredita-se que o Brasil continuara
liderando na producdo de embrides In vitro e
passara a fornecer cada vez mais genética a paises
interessados.

O crescimento da producdo de embrides, por
sua vez, dependera de inGmeros fatores, mas
espera-se que o Brasil, mantenha um crescimento
entre 5 a 7% por ano, estabilizando sua producao,
consolidando-se definitivamente no mercado.

E importante salientar que outros mercados sdo
aquecidos com o0 aumento da producdo de
embriBes, a exemplo temos a realizagéo de exames
DNA que comprovam a paternidade do animal
para finalidades de registro.
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