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Resumo

A producdo in vitro de embrides (PIV) associada com a aspiracao folicular
guiada por ultra-som (OPU) permite a intensificagdao do uso de animais de alto
valor genético, maximizando a producdo leiteira, aumentando o numero de
nascimento por doadoras e reduzindo o intervalo entre geragdes, 0s quais sao
pré-requisitos importantes para a melhoria genética dos rebanhos leiteiros.
Apesar desses fatores, as taxas de blastocistos produzidos in vitro ainda

encontram-se abaixo do desejado. Com isso, a somatotropina recombinante
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bovina (rbST) vem sendo aliada a diferentes técnicas de reprodugdao com o
intuito de melhorar a qualidade dos embrides produzidos in vitro. Esta revisao
tem como objetivo fazer uma analise da producdo in vitro de embrides e suas
etapas, abordando seus aspectos atuais, bem como, a influéncia da utilizacao
da rbST, na producao in vitro de embrides em vacas de leite.

Palavras-chave: IGF-1, blastocisto, vacas de leite.

Influence of recombinant bovine somatotropin (rbST) in vitro

production of embryos in dairy cows: A review

Abstract

The in vitro production of embryos (PIV) associated with follicular aspiration
guided by ultrasound (OPU) allows for increased use of animals of high genetic
value, maximizing milk production, increasing the number of births per donor
and reducing the gap between generations, which are important prerequisites
for the genetic improvement of dairy herds. Despite these factors, the rates of
blastocysts produced in vitro are still lower than desired. With this,
recombinant bovine somatotropin (rbST) has been combined with different
reproduction techniques in order to improve the quality of embryos produced
in vitro. This review aims analyze the in vitro production of embryos and their
steps, addressing their current issues, as well as the influence of the use of
rbST in vitro production of embryos in dairy cows.

Keywords: IGF-1, blastocyst, dairy cows.

1. Introducao

A bovinocultura de leite é uma atividade que se encontra em pleno
crescimento no Brasil, apresentando uma producao anual de 29.112.000
toneladas de leite, e um acréscimo de 5,9% em relagdo ao ano anterior (IBGE,
2009). Porém os indices produtivos e reprodutivos da pecuaria leiteira

brasileira estdo muito abaixo do desejavel. O aumento na producao de leite
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nas ultimas décadas deve-se mais, a expansao das areas exploradas e
aumento efetivo do rebanho do que pelo aumento real da produtividade.

Desta forma, quanto mais maximizada for a producdo, utilizando-se de
biotecnologias como, a Inseminagao Artificial em Tempo Fixo (IATF),
Transferéncia de Embrides (TE) e a aspiracao folicular guiada por ultra-som
(OPU) associada a Producdo in vitro de embrides (PIV), maior sera a exigéncia
de uma 6tima eficiéncia reprodutiva, possibilitando aumentar o nidmero de
nascimento por doadoras de alto padrdo genético, reduzindo o intervalo entre
geracoes, onde torna-se um fator importante para a melhoria genética dos
rebanhos (NEVES et al., 2000).

A producgao in vitro de embrides (PIV) permite a intensificacdo do uso
de animais de alto valor genético. Estudos tém demonstrado a viabilidade da
PIV em combinacao com a aspiracao folicular guiada por ultra-som (OPU), com
resultados comparaveis ou superiores aqueles obtidos pela tecnologia
tradicional de TE (MERTON et al., 2003). Contudo, as taxas médias de
blastocistos obtidos in vitro ainda nao atingiram valores ideais para que esta
biotecnologia seja utilizada mais intensamente de forma comercial, devendo-se
levar em consideracao que a qualidade e a viabilidade dos embrides produzidos
in vitro sao inferiores a dos embrides obtidos in vivo (REICHENBACH, 2003).

Com isso a somatotropina recombinante bovina (rbST), vem sendo
aliada a diferentes técnicas de reproducao devido a seus efeitos na populacao
ovariana, na foliculogénese, maturacdo oocitaria e no desenvolvimento
embrionario. Ela atua, promovendo aumento na populacdo folicular ao redor de
3 dias apds a sua administracao, sendo relacionada ao aumento dos niveis
circulantes do hormonio do crescimento (GH), fator de crescimento semelhante
a insulina tipo-1 (IGF-1) e insulina (GONG, 2002).

O IGF-1 e a insulina atuam em sinergismo com as gonadotrofinas,
estimulando a esteroidogénese das células da granulosa, principalmente em
foliculos pequenos (SPICER et al., 2002). A rbST estimula a expansao das
células do Complexo Cumulus-Oophorus (CCOs) e a maturacao nuclear dos

odcitos, aumentando a taxa de fertilizacdo (SA FILHO, 2006). Moreira et al.
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(2002) relataram aumento na taxa de clivagem quando adicionou hormonio de
crescimento (GH) e IGF-1 no meio de maturacao, na producao in Vvitro,
comprovando seus beneficios no desenvolvimento embrionario em bovinos.

Porém, apesar dos promissores resultados encontrados, existe ainda
grandes variacdes no que envolve fatores como, diferencas entre racas,
periodo do ciclo estral e concentracdes das doses utilizadas quando da
administracao do rbST (DEISEL, 2010).

Neste sentido, esta revisdao tem como objetivo, fazer uma analise da
producdo in vitro de embrides, abordando seus aspectos e técnicas atuais, bem
como, a influéncia da utilizacdo da somatotropina recombinante bovina na

producao in vitro de embrides em vacas leiteiras.

2. Somatotropina Recombinante Bovina (rbST)

A somatotropina recombinante bovina (rbST) foi um dos primeiros
fatores de crescimento produzidos em grande escala para a industria animal,
visando aumentar a producdao de leite em bovinos (BAUMAN, 1992). Este
hormonio esta ligado ao crescimento (GLUCKMAN et al., 1987) e a regulacao
de processos fisiolégicos e metabdlicos dos animais por meio da sintese de
IGF-1 e proteinas transportadoras (IGFBPs), que sdo seus mediadores
hormonais nos processos metabdlicos (LUCY, 1996).

A administracdo exdgena de rbST aumenta a sintese hepatica de IGF-1
e conseqlientemente sua concentracao plasmatica (MCGUIRE et al., 1992). As
mudancas nas concentracdes sanguineas das IGFBPs podem modificar as
acoes do IGF-1, através do aumento ou da diminuicdo de sua disponibilidade
no sangue ou nos tecidos (CLEMMONS, 1998).

O tratamento com rbST tem aumentado a fertilidade de vacas de leite
de alta producdo submetidas a inseminacdo artificial em tempo fixo (SANTOS
et al., 2004), bem como em vacas consideradas sub-férteis (MORALES-ROUPA
et al.,, 2001) e também tem aumentado a eficiéncia em programas de

transferéncia de embrides (MOREIRA et al., 2002). Esses efeitos sao atribuidos
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principalmente aos efeitos positivos do Hormoénio do Crescimento (GH) e do
IGF-1 na fertilidade e no desenvolvimento embrionario (MOREIRA et al.,
2002). O tratamento utilizando rbST em vacas altera o desenvolvimento
folicular e a atividade luteal (LUCY et al., 1994).

Em novilhas, a rbST aumenta o niumero de foliculos menores que 5 mm
(GONG et al., 1997), e em vacas, aumenta o numero de foliculos médios entre
6 a 9 mm, sugerindo que a populacdo folicular é alvo do tratamento com rbST,
podendo variar em funcao da raca e condicdes metabdlicas relacionadas a
lactacao (KIRBY et al., 1997).

A rbST persiste circulando por até trés semanas apds a aplicacao
(CUSHMANN et al., 2001) e, segundo Lucy et al. (2000) a maior influéncia da
rbST na reproducao é feita de modo indireto através do IGF-1. A administracao
de rbST em animais duplica os niveis de IGF-1 sanguineo (BAUMAN, 1999).
Varios pesquisadores reportaram que o rbST, o FSH e os estrégenos estimulam
a expressao de IGF-1 nas células da granulosa (ATHANASSIOUS, 2000).

Varios trabalhos foram ampliados com o intuito de estudar os efeitos da
rbST sobre a populagao folicular, sendo desenvolvidos em bos taurus taurus
(ROHT et al., 2002), em bos taurus indicus (BURATINI et al., 2000), em ovinos
(JOYCE et al., 2000), como também em bubalinos (SA FILHO, 2006).

Baratini et al. (2000) relataram que o tratamento com 320mg de rbST
em novinhas Bos taurus indicus aumentou a concentracdo plasmatica de IGF-
1, resultando em um aumento de 36% do numero de foliculos, quando
comparado a novilhas tratadas com solucdo fisioldgica.

Com relacdo as mudancas na populacao de foliculos médios (6-9 mm)
apo6s tratamento com rbST sdo descritas de diferentes maneiras na literatura,
alguns demonstraram aumento no numero de foliculos médios (BILBY et al.,
2004) enquanto outros nao observaram essa alteracao (GONG et al., 1997).
Os efeitos do tratamento com rbST no aumento da populacgao folicular ocorre
ao redor de 3 dias apds a sua administracao e esta relacionado com o aumento
dos niveis circulantes de GH, IGF-1 e insulina no sangue e conseqlientemente

ao incremento na populacgao folicular (GONG, 2002).
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Gong et al., (1997) relatam que a administracao de diferentes doses de
rbST em novilhas resultam em aumento das concentragdes de GH, no entanto
somente altas doses de rbST foram associadas ao incremento das
concentracoes de IGF-1 e insulina. Dessa mesma forma, somente foram
observadas alteragdes na populacao folicular quando os animais apresentam
aumento nas concentracdes de IGF-1 e nao somente nas concentracoes de GH.
Sugerindo que o incremento na populagdo folicular é mais associado a
mudancas nas concentragoes de IGF-1 e insulina do que nas concentracdes de
GH.

Paviok et al. (1996) testaram o efeito de uma unica aplicacao de rbST
no numero de foliculos e na qualidade de odcitos recuperados apds o abate dos
animais 3 dias apds o tratamento com rbST. Os autores observaram que
apesar do tratamento com rbST ndo aumentar o numero de foliculos, o
tratamento hormonal aumentou significativamente o nimero de odcitos de boa
qualidade.

Bols et al. (1998) avaliaram o efeito do tratamento rbST durante um
longo periodo em programas de aspiracdo folicular em novilhas de leite Bos
taurus taurus. As novilhas (n=14) foram tratadas semanalmente com 640 mg
de rbST por via subcutanea e submetidas a aspiragao folicular duas vezes por
semana, durante dez semanas. Os autores observaram aumento no numero de
foliculos disponiveis no grupo tratado com rbST em comparagdao ao grupo
controle. No entanto o nimero médio de odcitos recuperados foi semelhante
entre os grupos, sugerindo que possiveis alteracdes morfoldgicas nas células
do cumulus, induzidas pelo rbST, possam ter levado a dificuldade de remocgao

dos odcitos do interior dos foliculos no momento da aspiragao.

3. Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo-1 (IGF-1)

O fator de crescimento semelhante a insulina do tipo-1 (IGF-1) é um

polipeptidio com 70 aminoacidos que exerce efeito no desenvolvimento



MOTA, L.H.C.M. et al. Influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) na producéo in
vitro de embrides em vacas leiteiras: uma revisdo. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 32, Ed. 219,
Art. 1456, 2012.

periférico de diferenciacdao celular e da prépria sobrevivéncia de diversas
células e tecidos do organismo (DAFTARY; GORE, 2005).

O IGF-1 é um potente agente mitogénico em resposta ao estimulo do
GH, sendo que a maior parte do IGF-1 circulante tem origem a parti da sintese
hepatica (LUCY, 2000). No entanto, as acdes do IGF-1 muitas vezes nao sao
derivadas somente apds o estimulo do GH por via hepatica, e sim pelo préprio
IGF-1 exercendo fungdes autdcrinas ou paracrinas sobre diversas células
somaticas, como nas gbnadas (CHANDRASHEKAR et al., 2004). Desta forma,
como esses mesmos autores relataram, o GH e o IGF-1 podem exercer agoes
como controle da liberacio de GnRH pelo hipotalamo, liberacdao de
gonadotrofinas pela pituitaria e no niumero de receptores para gonadotrofinas
nas células da granulosa.

Em bovinos, o IGF-1 tem a funcao de aumentar a sensibilidade dos
foliculos antrais entre 5 mm a gonadotrofinas, principalmente na transicao do
estadio de independéncia para dependéncia gonadotréfica (SA FILHO, 2006).

A expressao de IGF-1 nas células da granulosa de bovinos ainda é
controversa (HUNTER et al., 2004). Em ovinos e bovinos, a expressao ovariana
de IGF-1 parece ndo apresentar niveis significantes (MONGET et al., 2002). A
expressao do ligante para IGF-1 parece ser restrita as células do
compartimento somatico (células da teca e da granulosa) do foliculo, sugerindo
que o IGF-1 atue de maneira autdcrina e paracrina sobre o complexo cumulus-
oophorus (NUTTINCK et al., 2004).

A expressao do receptor do Tipo-1 aumenta de acordo com o
desenvolvimento dos foliculos primarios até foliculos antrais gonadotroéfico-
dependentes (WANDJI et al., 1992). Este aumento na expressao do receptor
do Tipo-1 coincide com o aumento da expressao de receptores para FSH e LH
dos foliculos (MONGET et al., 2002).

O estadio de desenvolvimento do foliculo depende da espécie animal,
tendo diferengas no sistema ovariano de IGF. As células ovarianas sintetizam e
secretam o IGF-1, sendo que a granulosa sintetiza IGF-1 e a teca sintetiza o
IGF-2 (PERKS et al., 1999). A sintese e secrecao do IGF-1 e IGF-2 do ovario,
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promove degradacao do IGFBP (ADASHI, 1998; BESNARD et al., 1997).
Entretanto, a resposta do ovario ao IGF-1 e IGF-2 depende da quantidade de
IGFBP no liguido folicular, pois altos niveis desta proteina inibiram o IGF-1 e
IGF-2 no liquido folicular (DE LA SOTA et al., 1996).

A quantidade de IGFBP no liquido folicular depende da qualidade do
foliculo. Foliculos atrésicos tém altas concentracdes de IGFBP (STEWART et al.,
1996) que impedem a atuacao do IGF-1 nos seus receptores posicionados
dentro da granulosa, afetando o crescimento e a diferenciacao dos foliculos
que entram em atresia. O IGFBP age diretamente no crescimento das células
ovarianas (RECHLER, 1997). O IGF-1 e a IGFBP parecem exercer papel
fundamental na dominancia folicular, durante o desenvolvimento dos foliculos,
ja que as concentracdoes de IGF-1 no fluido folicular aumentam, enquanto que
as concentracoes de IGFBP-1 diminuem durante o estabelecimento da
dominancia (GINTHER et al., 2002). Ha uma sintese local de IGFBP-2 e IGFBP-
4 na granulosa e teca, respectivamente, dos foliculos de bovinos (ARMSTRONG
et al., 1998). A proteina IGFBP é degrada pelas proteases, mantendo a
concentracao baixa no liquido folicular dos foliculos dominantes (BESNARD et
al., 1997). A concentracao baixa de IGFBP permite maior acao de IGF-1 nos
foliculos dominantes. Quando testado in vitro, IGFBP-3 inibiu os efeitos
estimulatorios de IGF-1 na granulosa. Conseqientemente, IGFBP diminuido,
pode conduzir a maior acao de IGF (SPICER & CHAMBERLAIN, 1999).

4. Producgao in vitro de Embrioes (PIV)

4.1. Aspiracao Folicular Guiada por Ultra-som (OPU)

Para a obtencdo de odcitos algumas técnicas de aspiracdao folicular
podem ser utilizadas como a aspiracgao folicular por laparoscopia e a aspiragao
folicular guiada por Ultra-som (OPU). No entanto, a OPU é o método mais
eficaz em bovinos para a recuperacao de CCOs imaturos e de boa qualidade.
Essa técnica foi descrita pela primeira vez em 1988 (PIETERSE et al., 1988). A

aspiracao folicular associada a PIV em doadoras é uma técnica extremamente
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versatil, podendo ser aplicada a doadoras de quase todas as idades, como
também em vacas secas, em lactacdo ou prenhes até o terceiro ou quarto més
de gestacao, devido até essa data ocorrer dificuldade de manipulacao dos
ovarios, limitando seu acesso por meio da guia de aspiracdo. Seu uso,
entretanto, ndao é recomendado em animais com hipoplasia ovariana grave e
animais no pds-parto imediato, pois ndao restaurarao ainda por completo sua
atividade ovariana (DIESEL, 2010).

Um fator fundamental para a realizacdo da OPU é o tipo de
equipamento e a sonda a ser utilizada. Suas freqiiéncias variam de 3,5 a 8
MHz, sendo que a escolha varia de acordo com a profundidade das estruturas a
serem visualizadas, bem como o grau de definicdo exigido para uma boa
eficiéncia do procedimento (VIANA, 2002). Bols et al. (2004), recomendam o
transdutor setorial para procedimentos de OPU de rotina devido a sua maior
area de digitalizacdo e capacidade de detectar uma maior quantidade de
foliculos pequenos. O transdutor de 7.5 MHz em comparacao ao de 5 MHz nao
apresenta diferenca na visualizacdo de foliculos entre 3-5mm e 6-10 mm.
Entretanto, a visualizacdo do numero total de foliculos € maior no transdutor
de 7.5 MHz (DIESEL, 2010). Em geral, os odcitos aspirados sdo de foliculos
entre 2 a 8 mm de diametro. Isso porque somente os odcitos que atingiram
seu crescimento total podem ser considerados competentes para a maturacao
in vitro (MIV), onde essa competéncia ocorre quando os foliculos atingem em
torno de 2 mm. Portanto, odcitos provenientes de foliculos menores que 2 mm,
seriam incompetentes para completar a maturagao e terem o desenvolvimento
embrionario normal (MACHADO, 2009)

Os sistemas de recuperacao de odbcitos in vivo por meio da OPU
baseiam-se na aspiracdo dos complexos-cumulus-oophorus (CCOs) apds a
perfuracao da parede folicular, utilizando-se pressao negativa gerada por
bomba de vacuo. A pressao utilizada deve ser eficiente para recuperar a maior
quantidade de CCOs sem comprometer a sua qualidade, principalmente no que

diz respeito ao numero de camadas de células do cumulus ao redor do odcitos.
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No entanto, a pressdao negativa efetivamente aplicada no foliculo
aspirado depende de uma complexa série de interacdes, envolvendo o
tamanho do foliculo puncionado, a caracteristica do circuito de vacuo (aberto
ou fechado), o diametro, o comprimento e o tipo de bisel da agulha de puncao,
o diametro e o comprimento do tubo utilizado entre a agulha e o recipiente de
recuperagao, o tipo de conexao entre as diferentes partes do sistema e as
diferencas de alturas entre a fonte de vacuo e o ponto de puncdo (BOLS et al.,
1996, 1997). O resultado final determinara a pressdo efetiva na extremidade
da agulha, a velocidade do fluxo do sistema e outros fatores mecanicos
capazes de influenciar a eficiéncia na recuperacdo e na preservacao da
integridade dos odcitos (VIANA, 2002).

Varias pressdoes de vacuo tém sido utilizadas em procedimentos de
puncao folicular, variando entre 30 a 400 mmHg (BOLS et al., 1996). No
entanto, pressdes entre 50 e 100 mmHg sao as mais freqlientemente
utilizadas, onde o aumento da pressao de vacuo resulta em aumento na taxa
de recuperagao, entretanto pressdes acima de 80 mmHg promovem aumento
significativo no numero de CCOs parcialmente ou totalmente desnudos,
diminuindo a taxa de producdo embrionaria (SA FILHO, 2006).

A agulha utilizada também tem influéncia direta sobre os resultados da
OPU. Agulhas de calibres entre 17G (diametro interno de aproximadamente
2mm) e de 21G (diametro interno de aproximadamente 0,45mm) e
comprimentos variados, descartaveis ou nao, sao normalmente utilizadas para
aspiracao folicular em bovinos (VIANA, 2002). A utilizacdo de calibres de
agulhas menores que 21G e maiores que 17G dificultam sua aplicacdao devido a
impossibilidade de colher CCOs intactos ou pela dificuldade na aspiragao de
foliculos de menor didmetro (HASHIMOTO et al., 1999).

O calibre interno é a caracteristica mais importante da agulha de
puncao, pois esta diretamente relacionado a velocidade do fluxo do fluido, ao
volume de espaco morto e a ocorréncia de turbuléncia no sistema de aspiragao
(VIANA, 2002). Alteragdes na velocidade do fluxo ou o aumento da turbuléncia

no sistema podem influenciar a taxa de recuperacdo, a qualidade e a



MOTA, L.H.C.M. et al. Influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) na producéo in
vitro de embrides em vacas leiteiras: uma revisdo. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 32, Ed. 219,
Art. 1456, 2012.

capacidade de desenvolvimento in vitro dos odcitos recuperados (BOLS et al,
1996, 1997; FRY et al., 1997).

Agulhas de menor diametro resultam na recuperacdao de maior
percentual de CCOs de melhor qualidade e menor percentual de odcitos total
ou parcialmente desnudos (HASHIMOTO, 1999). A possivel explicacdo para
estes resultados seria de que o movimento dos fluidos em agulhas de menor
diametro é mais lento e laminar resultando em menor turbuléncia (HORNE et
al.,, 1996). A utilizacao de agulhas maiores, mesmo aplicando menores
pressoes de vacuo, leva a diferenca na velocidade do fluxo entre o centro e a
periferia do lUmen destas, gerando forcas mecéanicas sobre os CCOs (VIANA,
2002).

Outro aspecto a ser considerado na escolha do tipo de agulha para
aspiracao folicular é o tamanho do bisel da agulha. Bols et al. (1997) testaram
o efeito de diferentes pressdes de vacuo (50, 70, 90, 110 e 130 mmHg) em
agulha de 20G com bisel curto ou longo. Neste estudo, as agulhas de bisel
longo promoveram maiores taxas de recuperagao quando se utilizou a mesma
pressao de vacuo. Uma das possiveis explicacbes poderia ser de que no
momento da perfuracao da parede folicular, agulhas mais afiadas (bisel longo)
ocasionam menor pressao intrafolicular, reduzindo o risco de perda de fluido

folicular entre a parede do foliculo e a agulha (HORNE et al., 1996).

4.2. Aspectos bioldgicos envolvidos na aspiracao folicular

Uma das grandes questdes abordadas quando se utiliza a aspiracao
folicular sdao os efeitos colaterais, entre eles a sedacdao dos animais e a puncao
dos foliculos, porém estes efeitos parece nao traumatizar os animais ou causar
qualquer outro sinal de estresse adicional, pois as medidas de progesterona
plasmatica sugeriram que a ciclicidade nao é interrompida (VIANA et al.,
2004). Em outro estudo para verificar o efeito da pungao na morfologia
ovariana, Boni et al. (1997) aspiraram todos os foliculos terciarios (> 2 mm de
diametro) dos ovarios de vacas da raca Holandesa duas vezes por semana,

com 3 ou 4 dias de intervalos durante 3 meses e abateram os animais apds as
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aspiracoes. Os autores observaram que a puncao duas vezes por semana de
todos os foliculos terciarios aboliu os ciclos estrais e levou a um aumento na
freqiéncia da onda folicular sem aparentes efeitos negativos no trato
reprodutivo e nos ovarios (BONI et al., 1997).

Da mesma forma, Galli et al. (2001) constataram que a OPU ndo teve
nenhum efeito colateral, mesmo depois de duas aspiracdes por semana por
mais de um ano, como foi 0 caso de algumas doadoras. Entretanto, esses
mesmos autores relatam que em alguns casos, um endurecimento leve da
superficie dos ovarios pode ocorrer apds varios meses de coletas repetidas.

Além das lesdes nos ovarios outro problema observado apds repetidas
OPUs, foi que a partir da quinta sessdo, se tornou cada vez mais dificil obter
uma boa anestesia epidural, mesmo alternando o espaco intervertebral
utilizado para infiltracdo anestésica e a diminuicdo da qualidade do bloqueio
anestésico pode contribuir negativamente para a taxa de recuperagcao de
odcitos em animais aspirados duas vezes por semana (VIANA et al., 2004).

Trabalhos realizados indicam claramente que aspiragao folicular
transvaginal guiada por ultra-som induz e sincroniza a emergéncia da onda
folicular subseqliente, e quando é realizada duas vezes por semana gera um
maior numero de foliculos disponiveis e maior porcentagem de odcitos de grau
1 e 2 quando comparado com o0 regime de uma vez por semana e esses
resultados podem ser atribuidos a aspiracao de um pool de foliculos recrutados
logo apds a primeira aspiracdo e antes do estabelecimento da dominancia
folicular e regressao de foliculos subordinados (GARCIA et al., 1998; GALLI et
al., 2001). Ja na aspiracdo folicular comercial tem se utilizado intervalos de 15
dias entre as aspiragoes.

Estudos comprovam que animais Bos taurus indicus apresentam
naturalmente maior nimero de foliculos por onda em relacdo a Bos taurus
taurus (BLASCHI et al., 2004). Vacas Nelore produzem, em média, 25 odcitos
por sessao de aspiracao folicular, esta média de odcitos por sessao é
aproximadamente quatro vezes maior a producao obtida por vacas de racgas

européias (RUBIN et al., 2004). Um aspecto bastante peculiar refere-se as
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fémeas capazes de produzir centenas de odcitos em uma Unica aspiragao
folicular. Ha relatos de até 564 odcitos obtidos em um Unico procedimento
(SANTOS et al., 2005).

Cruz et al. (2009) encontraram taxa média de odcitos obtidos por OPU
de 4,6 odcitos por sessao de fémeas Bos taurus taurus (Devon) e 16,3 odcitos
Bos taurus indicus (Nelore). Rubin et al. (2005) avaliando a influéncia do grau
de sangue zebuino na producdo de oodcitos relataram que para animais Bos
taurus taurus da raca Aquitanica a média por sessdo de aspiracdao foi de 3,7
odcitos aspirados, ja para animais Bos taurus indicus das racas Canchim e
Nelore obtiveram 13,6 e 18,4 odcitos, respectivamente.

A alta producao de odcitos da raca Nelore é um importante componente
para explicar como a OPU associada a PIV se tornou a opcao preferencial para
producdo de embrides no Brasil, porém para as racas européias como a
Holandesa, ainda necessita-se de estudos para que esta opcao seja mais
disponibilizada comercialmente (PONTES et al., 2009).

4.3. Maturacgao in vitro (MIV)

O processo de maturacdo inclui todos os eventos que permitem ao
oocito expressar seu potencial maximo de desenvolvimento apds a fecundacao.
Nesse sentido, € uma das fases mais importantes da PIV, pois é nesse periodo
que o oo0cito adquire capacidade para prosseguir nos préximos eventos
(fertilizacao e cultivo in vitro) chegando até a fase de blastocisto (GOTTARDI;
MINGOTI, 2009).

Os odcitos aspirados dos foliculos ovarianos ndao se encontram aptos a
serem fecundados, sendo necessario passar por um processo de maturagao
envolvendo transformacdes que conferem ao odécito a capacidade de
desenvolve-se até o estagio de blastocisto, composto por maturacao nuclear e
citoplamatica (PEREIRA, 2010).

A maturacao nuclear consiste na habilidade do nucleo em progredir na
meiose. Na maioria dos mamiferos, a meiose inicia-se durante a vida fetal

apo6s as células germinativas primordiais darem origem aos odécitos que entram
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na primeira divisdo meiotica (profase I) e interrompem a meiose organizando
seu nucleo em vesicula germinativa (VG) (VAN DEN HURK; ZHOU, 2005). Nos
bovinos, em condigbes in vivo, o reinicio da meiose ocorre apds o pico pré-
ovulatério do hormonio luteinizante (LH), enquanto que in vitro inicia-se com a
remocdo do odcito do interior do foliculo (GILCHRIST; THOMPSON, 2007).
Esses eventos cessam o bloqueio meidtico mantido pelo mediador quimico
intracelular, a adenosina monofosfato ciclico (AMPc) presente no liquido
folicular (VORONINA; WESSEL, 2003). Posteriormente, ocorre a quebra da VG,
condensacao dos cromossomos, formagao do fuso bipolar, pareamento seguido
da segregacao dos cromossomos homologos e extrusdo do primeiro corpusculo
polar (CP) (SIRARD et al., 2006). Entdo, o odcito completa a primeira divisao
meidtica e sofre nova parada em Meiose II até a fecundacao ou ativacao
partenogenética.

A maturacdo citoplasmatica consiste em modificacbes de organelas no
citoplasma do odcito, importantes para a fecundacao e desenvolvimento pré-
implatacional (LEONI et al., 2007). Apds estimulagao hormonal ou retirada do
odcito do foliculo, as organelas passam por uma reorganizacao € a maioria
migra para o centro (PEREIRA, 2010). Durante o crescimento do odcito ha um
aumento da taxa de mitose das células da granulosa, contidas no foliculo, que
irdo diferenciar-se em células do cumulus (FAIR, 2003). Estas células estdo
ligadas por juncOes tipo gap, atuando na transferéncia de ions, metabdlitos,
aminoacidos, assim como podem modular a atividade transcricional do odcito,
facilitando a penetracdo espermatica durante a fecundacao (DE LA FUENTE;
EPPIG, 2001; FAIR, 2003). Por outro lado, os odcitos secretam fatores que
induzem a proliferacdo e expansao das células do cumulus (CHAND et al.,
2006). Em odcitos imaturos, as células do cumulus estdo compactadas e
durante a maturagao iniciam a secrecao de acido hialurdonico o que causa a
mucificacdo e separacao das células, ocasionando a sua expansao (FULOP et
al., 2003). In vivo essa expansao € induzida pela onda de LH e in vitro pela
adicao de soro ou hormonio foliculo estimulante (FSH) no meio de maturagao
(GILCHRIST; THOMPSON, 2007).
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As condicoes de maturacdo utilizadas na maioria dos laboratérios sao o
meio TCM-199 com sais de EARLE’'S suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH e LH), em 5% de CO2 em ar a 38,5°C por
um periodo de 20-24h de incubacdao em estufas (GALLI et al., 2003). Neste
periodo, os oocitos completam sua maturacao com a extrusao do primeiro
corpusculo polar e podem entdo ser fecundados. Quando as condicdes de
coleta e cultivo sdo ideais, cerca de 90% dos odcitos chegam a metafase II
(GALLI et al., 2003).

Varios fatores afetam o sucesso da maturacdo in vitro de odcitos, tanto
fatores intrinsecos quanto fatores especificos do ambiente de cultivo. Dentre os
fatores externos, pode-se citar o meio de maturagdao propriamente dito,
envolvendo composicao, osmolaridade, pH, presenca de soro e hormoénios, e
fatores do ambiente como temperatura, tensao de O2 e volume do meio
(NAGAI, 2001).

Varios estudos na tentativa de melhorar a eficiéncia da MIV vém sendo
realizados com a adicao de diferentes substancias ao meio. Meios padroes
podem ser modificados de acordo com os protocolos de cada laboratorio,
podendo ser suplementados com fonte de energia como glicose e piruvato,
fonte protéica como soro fetal bovino, macromoléculas sintéticas (alcool
polivinilico-PVA) (RUSSELL et al., 2006) e fluido folicular bovino (FFB). Fatores
de crescimento produzido pelas células foliculares durante o desenvolvimento
do foliculo tais como, fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-
I), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento fibroblastico
(FGF) ja foram testados durante a MIV. Trabalhos usando células foliculares,
angiotensina II (Ang II) e IGF-I, obtiveram um incremento significativo no
indice de desenvolvimento embrionario precoce (GIOMETTI et al., 2005).

Estudos tém mostrado que quando odcitos sdo maturados em grupo
apresentam maior taxa de blastocisto no dia sete (D7) do que quando sao
maturados individualmente (WARD et al., 2000). De fato Brum et al. (2005)
relataram que a producao de blastocistos bovinos aumentou quando os odcitos

foram maturados em grupos de 10 e 20 quando comparado com o grupo de 5
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oocitos em uma proporcdao de 1:10, 1:5 e 1:1 ovdcitos/ul. A quantidade de
meio para cada oodcito, durante a maturacao, nao afetou a clivagem ou a
producdo de blastocistos, porém a taxa de eclosdao foi afetada quando o
volume de 1pul de meio por odcito foi utilizada.

A maioria dos estudos de maturacao in vitro é realizada com CCOs
obtidos de foliculos com 2-8 mm de diametro, provenientes de ovarios de
matadouro. A origem dos ovarios, coleta, selecao e manipulacdo do CCOs
antes do inicio da maturacao sdao minimamente descritos e, certamente,
diferem entre laboratdrios. Os dados experimentais obtidos em estudos, que
buscam revelar algum efeito de determinadas substancias sobre o
desenvolvimento in vitro, sdao por muitas vezes dificeis de interpretar, devido a
esta falta de informacdes da origem do material bioldgico (BEVERS et al.,
1997). Neste aspecto, a utilizacdo de odcitos provenientes de OPU de animais
com histérico conhecido € muito interessante e pode ser mais informativo

quando se testa substancias na PIV.

4.4. Fertilizagao in vitro (FIV)

O processo de fecundacdo do odcito envolve uma seqiéncia complexa
de eventos. Inicialmente, o espermatozdide sofre um processo de capacitagao
e reacdao acrossOmica (RA). Somente os espermatozdides capacitados
conseguem se ligar aos receptores de zona pellucida 2 (ZP2) e desta forma se
preparem para a penetracdao da zona pellucida (ZP) e fusdao com a membrana
plasmatica do odcito. Posteriormente a ligacdo com a ZP2, os espermatozdides
sofrem a RA e se ligam ao receptor de zona pellcida 3 (ZP3) (SILVA, 1998). A
penetracdo do espermatozdide no odbcito ocorre apds acao de enzimas
liberadas na RA que digerem a ZP auxiliada pela sua motilidade. A fusao do
espermatozdide com a membrana do odcito ocorre no espaco perivitelinico e
desta forma o espermatozdide é incorporado ao citoplasma (FLESCH &
GADELLA, 2000; GONCALVES et al., 2001).

Apds a penetracao do espermatozdéide no citoplasma, o odcito é ativado

respondendo, inicialmente, com a despolarizacdo da membrana plasmatica,
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aumento das oscilagdes intracelulares de calcio, exocitose dos granulos
corticais e sintese protéica (GONCALVES et al., 2001). Com a finalidade de
evitar a penetracdo de mais de um espermatozdide, ocorre o bloqueio primario
ou vitelinico devido a rapida despolarizacdo da membrana. O bloqueio
secundario ocorre logo apds, onde o conteudo dos granulos corticais, enzimas
hidroliticas, proteinases e peroxidases sao liberadas em toda a superficie do
oocito provocando a hidrélise parcial das proteinas da ZP (GONCALVES et al.,
2001).

Apdés a penetracdao espermatica, o odcito retoma sua atividade
metabdlica e conclui a segunda divisdo meidtica (MII), com a expulsdo do 2°
corpusculo polar. Segue-se, entdo, a descondensacdo da cromatina hapldide
do gameta masculino, ocorrendo a formacdo e aposicdo dos pronucleos
masculino e feminino e singamia (PALMA, 2001). Portanto, para que a FIV
ocorra com sucesso, € necessario que os oocitos tenham sofrido a maturagao
completa, que os espermatozoides tenham sido apropriadamente preparados e
gque 0os mesmo se encontrem em um ambiente adequado (DODE et al., 2002).

Dois meios sao, em geral, utilizados para FIV, o meio base TALP e o
meio base de Synthetic Oviductal Fluid (SOF) sem glucose. Esses sao
suplementados com concentracOes variadas de heparina e outros fatores
importantes para a motilidade e suporte do gameta masculino como a
epinefrina, hipotaurina e penicilamina (PHE). Espermatozdides e odcitos sao
co-incubados por um periodo de 18-20h (GALLI et al., 2003) em temperatura
de 399C, atmosfera de 5% de CO2 em ar e umidade saturada (GONCALVES et
al., 2001).

Para a preparacao do sémen a ser utilizado na FIV, varios métodos tém
sido descritos. Entre eles, pode-se citar a lavagem por centrifugacao,
gradientes de densidade, filtragem em coluna de fibra de vidro e migragao
ascendente. Os mais utilizados sao gradiente de densidade utilizando Percoll e
a migracao ascendente, conhecida por swim-up (DODE et al., 2002).

Resultados obtidos por Dode et al. (2002) mostraram que o gradiente

de Percoll, lavagem e swim-up podem ser usados para preparar as amostras
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de sémen para fecundacgao in vitro. Porém, devido a maior porcentagem de
espermatozdides modveis recuperados € o menor tempo necessario para sua
realizacdo, o método de Percoll € o mais utilizado para a preparacao de
espermatozdides bovinos a serem utilizados na FIV (PARRISH et al., 1995).
Independentemente do método utilizado, os melhores resultados foram obtidos
quando espermatozdides e odcitos foram co-incubados por 12h. No entanto, a
prorrogacao desse periodo em até 18h, ndao teve efeito negativo na taxa de

fecundacao e clivagem (DODE et al., 2002).

4.5, Cultivo in vitro (CIV)

Apds a fecundacgdo, os possiveis zigotos sao transferidos para o meio de
cultivo onde permanecem até atingirem o estagio de blastocisto. O meio de
cultivo in vitro de embrides (CIV) deve atender suas exigéncias para que sua
qualidade nao seja comprometida. Esse periodo de desenvolvimento
embrionario é marcado pelas primeiras clivagens, ativacdo do genoma
embrionario no estagio entre 8 e 16 células, a compactacao da morula e a
formacdo do blastocisto entre os dias 6 e 7 apos a FIV, o qual envolve a
diferenciacdo de dois tipos de células, o trofoectoderma e a massa celular
interna (MCI). Nesse estagio, os embrides podem ser transferidos para o Utero
de fémeas receptoras que levardo a gestacao a termo (DODE; RUMPF, 2002).

Assim como para a MIV, varios fatores afetam o sucesso do cultivo in
vitro, principalmente fatores especificos do ambiente de cultivo. Considerando
que a quantidade de estruturas com capacidade de desenvolver até o estagio
de blastocisto depende do odcito e da MIV, a qualidade dos embrides
produzidos é determinada pelas condicbes de cultivo. Dentre os fatores
ambientais, pode-se citar o meio de cultivo propriamente dito envolvendo
composicao, osmolaridade, pH, presenca de soro e outros como temperatura,
tensao de O, e volume do meio (DIESEL, 2010).

Um sistema de cultivo adequado, que proporcione um maior
desenvolvimento com melhor qualidade de embrides in vitro se tornou uma

preocupacao para a aplicagdo comercial dessa tecnologia. O meio mais



MOTA, L.H.C.M. et al. Influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) na producéo in
vitro de embrides em vacas leiteiras: uma revisdo. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 32, Ed. 219,
Art. 1456, 2012.

utilizado atualmente é o meio Synthetic Oviductal Fluid (SOF), entretanto,
varios outros tem sido utilizados, tais como meio de cultivo celular 199 (TCM-
199), meio Ham's F-10, CR1 e CR2, suplementados com substéncias
energéticas, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e fontes protéicas tais
como, soro fetal bovino (SFB), soro sintético quimicamente definido (SSS),
albumina sérica bovina (BSA) e as macromoléculas como alcool polivinilico
(PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP) (DIESEL, 2010). O SFB vem aos poucos
sendo substituido nos meios de cultivo pelas demais substancias por ter sido
considerado como o responsavel por anormalidades fetais, placentarias,
excesso de peso dos bezerros (sindrome do bezerro grande) e gerar distorcias
(HOSHI, 2003).

Estudos comparando a producdao de embrides em presenca de soro e
BSA tem mostrado que apesar da qualidade dos embrides serem superiores na
presenca de BSA, as taxas de blastocistos sao menores incluindo as taxas de
eclosdo (WANG et al., 1997; NEDAMBALE et al., 2004).

Além disso, varios outros protocolos vem sendo empregados com o
objetivo de mimetizar ao maximo as condicdes uterinas, melhorando a taxa de
PIV dos embrides, incluindo co-cultivo com células somaticas, cultivo livre de
células ou mesmo cultivo in vivo em ovidutos de ovelhas (GALLI et al., 2003).
O efeito positivo dessa interacdo das células somaticas com o embrido esta
atribuido a secrecdo de fatores embriotroficos que favorecem o
desenvolvimento embrionario. A composicao do meio junto as fontes protéicas
ja citadas exerce um efeito na morfologia das células do embrido e na

expressao de alguns genes (RIEF et al., 2002)

5. Consideracoes Finais

Apesar dos promissores resultados obtidos, existem ainda grandes
variacoes envolvendo varios fatores, tais como, diferencas entre racas, periodo
do ciclo estral, regido, faixa etaria e concentracdes das doses utilizadas de

rbST. Espera-se que o emprego do rbST, estimulando a sintese de IGF-1 na
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producao in vitro de embrides bovinos, resulte em uma melhor taxa de
producdo de blastocistos viaveis, além de produzir um aumento na qualidade.
Portanto, um maior e melhor entendimento das particularidades das
espécies domésticas quanto as alteracdes hormonais e a dindmica folicular é
necessario para adequar o tratamento com rbST, visando uma melhoria na
maturacao folicular e conseqlientemente, melhora na producgao in vitro de

embrioes.
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