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RESUMO: A qualidade dos odcitos bovinos é a analise primordial para producdo de embrides
in vitro, eles devem ser classificados de acordo com seu grau de qualidade, o que sera
diretamente responsavel pela producéao final dos embrides, que também sdo classificados em
estadgio e qualidade, esses dois fatores extremamente interligados sdo responsaveis pelos
resultados obtidos com a utilizacdo da biotecnologia. A PIVE é responsavel por uma grande
parcela do sucesso no melhoramento genético, valorizagdo da bovinocultura, e lucratividade no

mercado geral, envolvendo ndo somente o territério nacional, como também o internacional.
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1INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias aplicadas & reproducdo de bovinos tém apresentado um
crescimento exponencial ao longo dos anos, e a producdo de embribes representa uma parcela
importante desse mercado, segundo a SBTE(2019), a maior parte dos embrides foi gerada por
producdo in vitro correspondendo a 93.8%, e principalmente no segmento leite com 54.4%. A

PIV consiste na producdo de embrides em ambiente laboratorial, onde apo6s a obtencdo dos

o0citos, eles sdo submetidos a fecundacao, com sémen previamente selecionado, convencional
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ou sexado, 0 que permite ao proprietéario direcionar a sua escolha especificamente para sua

necessidade principal, melhorando o rebanho geneticamente e agregando valor ao seu produto.

Segundo Viana et al (

Com o passar dos anos e as mudancas revolucionarias no mercado da pecuéria, a PIVE tem
ganhado mercado e visibilidade, no entanto, ainda existem barreiras que comprometem a
eficiéncia da técnica, uma vez que diversos fatores intrinsecos e extrinsecos sdo capazes de
afetar os resultados, a qualidade dos odcitos por exemplo, tem papel fundamental na conversao
dos embrides, e os embrides propriamente ditos interferem na taxa de prenhez, de acordo com

a sua qualidade.

Contudo, o objetivo dessa revisdo foi esclarecer os aspectos que influenciam na producao

in vitro de embribes e consequente taxa de prenhez.

2REVISAO DE LITERATURA
2.1 Producdo in vitro de embrides
A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica que consiste na producéo

de embriBes a partir de técnicas laboratoriais de cultivo celular, com umidade e temperatura
controlados, com o objetivo de formar um zigoto vidvel capaz de se desenvolver até o estagio
embrionério desejado, e posteriormente ser transferido a uma fémea apta (LUEDKE et al.,
2019). Segundo Rizos (2008), a técnica estd relacionada a uma série de procedimentos
integrados, que vdo desde o manejo reprodutivo das doadoras e receptoras, puncédo folicular
guiada por ultrassom, procedimentos no laboratdrio até a transferéncia dos embriGes.

Entre seus objetivos, o principal deles é o melhoramento genético de forma rapida e

eficiente, reduzindo o intervalo entre partos, entretanto também permite a utilizacdo de fémeas

de diferentes categorias (jovens e adultas), em varias fases do ciclo reprodutivo (lactacao,




gestacdo), além de animais que apresentam alguma patologia do sistema reprodutivo ou correm

risco de extingdo (HASLER, 2014 RENESTO, 2004)

Com o desenvolvimento da técnica de puncéo folicular e recuperacdo de odcitos obtidos
de fémeas vivas, para a fertilizagdo in vitro (FIV), a producdo in vitro conseguiu alcancar o
mercado e superar indices da TE classica no que diz respeito a relacdo bezerro produzido por
vaca por ano (DAYAN, 2001). Para Gongalves (2019) a PIVE consolidou-se como a técnica de
eleigdo para a producgéo de embrides bovinos, respondendo pelo maior percentual dos embrides
produzidos ndo apenas em ragas zebuinas de corte, mas também nos demais segmentos
(taurinos, corte e leite).
2.2 Fatores que interferem na pive
A PIVE apresentou com o passar dos anos, um grande desenvolvimento, tanto em tecnologias
como em utilizacdo e eficiéncia, no entanto os processos podem ser afetados por diversos
fatores que comprometem a qualidade do embrido e consequente prenhez da receptora. Em
estudos realizados por Scanavez et al. (2013) a taxa de prenhez pode ser afetada pelo grupo
genético da receptora, o lado do corpo ldteo, touro, cultivo do embrido, horas de servico,
namero de inovulacbes e tempo de transporte. Mello et al. (2016) relataram que os fatores
ligados a doadora podem influenciar positiva ou negativamente a PIVE, como o grupo genético,
a categoria animal, o nimero de partos, a idade, a fase do ciclo estral, o estado nutricional,
sanidade e a sazonalidade.

Em relacdo a raca da doadora, é importante levar em consideragdo que vacas Bos indicus
apresentam maior producdo e qualidade de odcitos quando comparadas a Bos taurus, assim
como maior taxa de clivagem dos gametas (SALES et al., 2015). Em estudos realizados por

Watanabe et al. (2017), a raca Senepol nos periodos de outono e inverno apresentaram menor

taxa de blastocisto possivelmente pela pouca disponibilidade de forragens, enquanto fémeas




holandesas tiveram menor taxa no verdo, pelo provavel stress térmico. O hormonio

antimulleriano (AMH), é um possivel indicador de nimeros de foliculos antrais e pode ser
utilizado para indicar o desempenho reprodutivo das fémeas, em seu estudo Batista et al. (2014)
evidenciou que fémeas Bos indicus possuem concentra¢des maiores de AMH.

A nutricdo € outro fator que deve ser considerado, animais com peso abaixo ou acima do
ideal, possuem maiores desafios para controlar fisiologicamente a reproducédo, Chrenek et al.
(2014) demonstraram que vacas de melhor ECC apresentaram maior porcentagem de odcitos
de boa qualidade na OPU, porém as taxas de clivagem e de blastocistos foram semelhantes,
levando-os a afirmarem que a PIVE é capaz de mascarar os efeitos do estado nutricional
inadequado. O selénio adicionado na dieta de doadoras possui capacidade de interferir na
qualidade e quantidade dos odcitos (MORAES et al.,2012).

A idade das doadoras também esta relacionada ao bom desempenho durante a OPU,
fémeas muito jovens permitem um maior avanco genético, no entanto ndo possuem producao
completa dos horménios e apesar da alta recuperacdo de odcitos o desempenho das taxas de
clivagem e formacao de blastocistos é baixa ( LANDRY et al., 2018). J& as fémeas pré-puberes,
em idade avancada possuem menor recuperacdo de odcitos, mas alta taxa de clivagem e
blastocisto e fémeas senis apresentam baixas taxas de produgdo em todos aspectos.

O macho tambeém é capaz de influenciar de forma positiva ou negativa, Cummins (2001)
relatou que a contribuicdo do espermatozoide para a PIVE é muito maior do que somente 0 seu
DNA. Um dos principais problemas encontrados é a capacitacdo dos espermatozéides onde é
necessario a utilizacdo de substancias capazes de capacita-los, quando ocorrem anormalidades,
principalmente estresse oxidativo, ocorre consequente falha no desenvolvimento do embrido

(BARROSO et alm, 2006). Fatehi et al. (2006) sugere que espermatozoides com danos no DNA

durante a expressdo génica embrionaria em estadios iniciais de desenvolvimento afetam o




mecanismo da apoptose do embrido, e atraves do bloqueio da mitose, interrompem o avango no

desenvolvimento embrionario.

Outros fatores capazes de interferir no produto final sdo o transporte e 0s meios de cultivo,
exigindo meio de cultivo e atmosfera controlada com 5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2
(CAVALIER et al., 2015). Contudo, muitas vezes a méo de obra qualificada também pode
interferir nesses processos, quando ndo se tem atencdo a quantidade dos produtos, horérios,

podem ocorrer perdas significativas.

2.3 Qualidade do odcito

Segundo Reis et al. (2006) animais que vao passar pela OPU devem estar na fase luteinica,
com foliculos de vérios tamanhos no ovério, em relacdo corpo IUteo ocorrem variacfes de
opinides entre os autores, para Batista et al. (2016) relataram que a presenca do corpo Iiteo ndo
influenciou a qualidade de odcitos imaturos, do ponto de vista nuclear e morfoldgico.

Chagas et al. (2014) coletou ovérios de 198 fémeas Bos indicus ,totalizando 396 ovarios,
apods seu abate no frigorifico municipal. Os ovérios foram separados por categoria animal em
nulipara ou multipara. Posteriormente o animal os foliculos ovarianos foram classificados em
pequenos (<6mm), médios (6-9mm) ou grandes (>9mm). Os foliculos maiores que 3mm de
diametro foram aspirados e o completo cumulus-o6citos (CCOs) foi classificado em Grau |,
Grau I, parcialmente desnudos, desnudos e/ou degenerados e com cumulus expandido. Na
andlise estatistica ndo encontraram diferenca na taxa de recuperacao e na qualidade dos CCOs
em fémeas nuliparas versus as fémeas multiparas. Os foliculos pequenos (< 6mm) tiveram
maior taxa de recuperacdo de CCOs grau 1 quando comparados com foliculos médios e grandes,

porém tém uma menor taxa de recuperacao total de foliculos. Resultados semelhantes também

foram encontrados por Fukui e Sakuma (1980), foliculos menores tém maior taxa de o4citos




com qualidade superior.

A qualidade oocitaria tem papel importante na etapa de maturacdo in vitro. Um odcito
com baixa quantidade de camadas de células do cumulus, parcialmente desnudo ou desnudo
tém mais dificuldades em adquirir competéncia durante a maturacdo. Os CCOs secretam
hormonios esterdides, progesterona e estradiol que sdo importantes para expansao do cumulus
e maturacio meidtica (MAGALHAES et al., 2011). Mesmo os foliculos menores tendo maior
taxa de recuperacdo de odcitos considerados de melhor melhor qualidade, os odcitos
recuperados de foliculos de didametro médio e grande possuem maior competéncia para o
desenvolvimento in vitro. O6citos recuperados de foliculos maiores gerou maior porcentagem
de blastocistos que odcitos de foliculos pequenos (HENDRIKSEN et al , 2000). Os horménios
secretados pelas células do cumulus ativam a maturacdo meidtica, essa ativacdo ndo acontece
em odcitos recuperados de foliculos pequenos (CECCONI et al., 2008). Rauber et al, (2003)
diz que provavelmente os hormonios estimuladores estejam ausentes ou em menor

concentracdo em foliculos pequenos.

2.4 Qualidade de blastocistos

A Sociedade Brasileira de Tecnologia de embrides (SBTE, 2021), estabeleceu normas a
serem utilizadas na classificacdo de qualidade dos embrides, as categorias sdo: morula,
blastocisto inicial, blastocisto expandido, em eclosdo e eclodido. Sete dias apds o cultivo é
realizada a avaliacdo da formacéo e proporcao de cada estadio que necessitam apresentar boa
estrutura morfoldgica, os embrides sao classificados em: Excelente ou bom, que possuem massa
embriondria simétrica e esférica, com blastdmeros uniformes em tamanho , cor e densidade,

85% do material celular viavel, poucas células extrusas e zona pellcida lisa; Regular onde

possuem irregularidades moderadas na forma ou tamanho da massa embrionaria, cor e




densidade das células, ao menos 50% do material celular viavel; Pobre é visualizada grandes

irregularidades na massa embrionaria, cor e densidade, somente 25% viavel; e Mortos ou
degenerados que ndo estdo viaveis, com o desenvolvimento parado ou atrasado (OLIVEIRA, et
al, 2004).
Para Hafez (2004), a classificacdo se d& dessa forma:
Mo - Morula: Blastémeros individuais ndo- distintos, espaco
perivitelino ocupado pelo embriéo;
Mc — Morula Compacta: Blastomeros individuais tornam-se mais
préximos, formando uma massa embrionéria compacta que ocupa dois
tercos do espaco perivitelino;
Bi — Blastocisto Inicial: Embrido com a cavidade preenchida com fluido
ou blastocele, ocupando trés quartos de espaco perivitelinico,
trofoblasto e MCI podem ser diferenciadas;
Bl — Blastocisto: Pronunciada diferenciacdo do trofoblasto externo,
MCI compacta e mais escura, blastocisto muito proeminente e embri&o
ocupando quase todo o espaco perivitelinico;
Bx — Blastocisto expandido: o embrido cresce notadamente em
tamanho, a zona peldcida torna-se mais fina;
Bn — Blastocisto em Ecloséo: o embrido no processo de eclosao, zona
pellcida desprendida;
Be — Blastocisto Eclodido: o embrido reexpandido com blastocisto
grande, circular, muito fragil e em estagios mais avancados, alongados;

Para o sucesso do cultivo celular, é necessario meios que mimetizam o ambiente uterino

e do oviduto no momento da gestagcdo, com pH, nutrientes, horménios e oxigénio adequados




para nutri¢do celular do embrido (FIGUEIREDO et al, 2010). Com 24 horas de fecundacao, 0s

odcitos sdo desnudados com auxilio de uma pipeta e transferidos para o meio de cultivo, em
geral o Synthetic Oviductal Fluid(SOF) ¢ utilizado por laboratorios. Podem ocorrer Vvarios
defeitos no momento da producdo, como falta de compactacdo da massa celular, formagéo
de vaclolos na massa embrionéria, formacdo prematura de blastocele, alteracdo na razdo de
massa celular interna em relacdo as células trofoblasticas, alteragcdes na expressdo génica e

metabolismo celular (LONERGAN et al., 1999).

2.5 Influéncias na taxa de prenhez das receptoras

Vérios fatores influenciam diretamente o resultado da producéo in vitro de embrides
(PIVE). Entre os fatores que influenciam o resultado, evidenciam-se o desenvolvimento do
embrido, a qualidade do corpo luteo da receptora e a sincronia da doadora e receptora
(JELONSCHEK et al., 2018).

O controle do ciclo estral das receptoras precisa ser realizado para obter-se
sucesso na PIVE (JONES & LAMB, 2008). O uso de protocolos em tempo fixo leva a altas
taxas de sincronizacdo e gestacdo das receptoras, 85% e 40-50% respectivamente, também
exclui a necessidade de constatar o estro (BO et al., 2004). Veloso Neto et al. (2017) marcando
a sincronia entre embrido e receptora de acordo com a apresentacéo do estro, um dia apds a FIC
(S/-1), no dia da FIV (S/0) e um dia antes da FIV (S/+1) teve resultados corroborando que a
sincronia da receptora influéncia nas taxas de prenhez. Em receptoras S/-1, S/0 e S/+1 teve
68,42%, 88,88% e 41,85% respectivamente.

Segundo Jelonschek et al. (2018) o estadio de desenvolvimento embrionario é

uma das variaveis mais importantes para o sucesso da PIVE. Segundo Dayan (2001) maiores

taxas de gestacdo foram obtidas ao fazer inovulacdo de embrides, produzidos in vitro, em




estadios de desenvolvimentos mais avangados, como blastocisto expandido e eclodido. Os

resultados encontrados por Veloso Neto et al. (2017) exemplifica essa afirmacéo, em embrides
em estadio inicial de desenvolvimento (moérula e blastocisto inicial) tiveram 25% de taxa de
prenhez e em embriGes em estadio mais avancados ( blastocisto e blastocisto expandido)
tiveram 57,14% de taxa de prenhez. EmbriGes transferidos em estadios iniciais podem ter
mudangas bioquimicas e metabdlicas que comprometam o desenvolvimento e reduzam a taxa
de prenhez (VELOSO NETO et al, 2017).

A qualidade do corpo luteo (CL) ndo esta diretamente relacionada com sua classificagdo
em relacdo ao tamanho, mas sim com sua capacidade de produzir progesterona. A taxa de
gestacdo foi maior em vacas com mais de 5ng/mL de progesterona sérica e vacas com menos
de 2ng/mL de progesterona sérica dificilmente conseguem manter a gestacdo (KENYOM et al.,
2013). Em um compilado de estudos, Mann (2009) comparou o tamanho do CL com a
concentracdo de progesterona sérica no 5°, 8° e 16° dia p0s estro. O autor notou que o aumento
da progesterona sérica ocorreu do 5° para 0 16° dia, mas nédo foi condizente com o crescimento
minimo do CL. Mann (2009) concluiu que o CL influencia a progesterona sérica até o 8° dia do
estro e quando atinge o tamanho fisico maduro para de influenciar a progesterona. E preciso
ressaltar que um CL considerado pequeno, na palpacdo retal, ndo implica que também seja
pequeno no estroma ovariano e que um CL considerado grande pode conter pouca massa lltea
(LEAL et al. 2009). A presenca do CL se faz mais importante que o seu tamanho propriamente

dito (VELOSO NETO et al., 2017).

2.6 Processo de selecdo até cultivo

A primeira etapa para Producdo in vitro de embrides é a selecdo das possiveis doadoras

que devem apresentar bom escore de condicdo corporal, genética corresponde ao objetivo,




auséncia de anomalias genéticas que podem ser transferidas a sua progénie, saudaveis

ginecologicamente e com auséncia de doencas infectocontagiosas. Para obtencdo do odcito
imaturo, atualmente a técnica de eleicdo é a OPU (Ovum pick up), onde € realizada a aspiracao
folicular guiada por meio de ultrassonografia transvaginal (Alves et al., 2001). Esse
procedimento possui muitas vantagens, como: pouco invasivo, utilizacdo de fémeas de
diferentes idades, gestantes até 3 meses, 2 a 3 semanas ap0s o parto, realizagdo sem estimulagéo
hormonal e obtencdo de odcitos de fémeas de alto mérito genético porém inférteis. (BOLS et
al. 2012; VARAGO et al. 2008;).

Os o6citos aspirados devem possuir didmetro de 2 a 8 mm e séo observados na tela do
ultrassom durante a puncéo folicular com agulha acoplada na sonda transvaginal, a agulha fica
ligada a uma bomba a vacuo que leva 0s odcitos recuperados para o tubo e posteriormente serdo
avaliados e classificados, em 3 graus, I 1l e 111 que correspondem a 6timo, bom e regular e com
citoplasma irregular e degenerado (desnudos), a classificacdo é fundamentada nas propriedades
das células do cumulus e do aspecto do citoplasma do odcito de acordo com sua morfologia e
quantidade de camadas, (GONCALVES et al., 2008). E evidente que um processo
significativamente complexo pode ser prejudicado por diversos fatores, como CO2 e 02, pH,
temperatura, osmolaridade, uso do soro e células somaticas, 0 00cito se encontra pronto para
fertilizacdo apos a extrusdo do primeiro corpusculo polar (AVELINO et al. 2002).

A préxima etapa é a maturacao in vitro(MIV) que, de acordo com Fissore et al., (2002)
consiste em uma série complexa de eventos nucleares e citoplasmaticos. Diferentes técnicas
e protocolos ja foram utilizados, e 0 TCM 199 é o mais comum em laboratdrios, e possuem

outras substancias para suplementacdo, como soro fetal, gonadotrofinas, aminoacidos,

vitaminas e antibidticos, além da necessidade de atmosfera e temperatura controlada




rigidamente. O dleo mineral é utilizado nessa etapa para evitar evaporacdo dos meios e

colaborar com absorgdo de hormonios esterdides, nesse momento a maturagao ocorrera de 18 a
24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada
(GONCALVES et al., 2007, 2008). Os processos ja citados anteriormente serdo responsaveis
por desenvolver as alteracfes no odcito e permitir que ele se torne apto a fecundagéo, portanto
0s meios de cultivo devem simular o ambiente ovariano original para que tenham sucesso
(SANGILD, 2000).

A Fertilizacdo in vitro (FIV), € realizada ap6s o cultivo estar completo, e corresponde a
juncdo do odcito maduro com o espermatozéide, que apos a fecundacao evoluira de zigoto até
0 estagio de blastocisto (MELO et al., 2016). Podem ser realizados testes para verificacdo
adequada da concentracdo de sémen e evitar poliespermia, segundo Young (1998), em geral, a
concentracdo usada é de 2 x 106 espermatozdides / ml, calculada de acordo com a motilidade
e concentracdo da fracdo viva de espermatozdides obtida apds a centrifugacdo em gradiente
Percoll. A FIV tem duracédo de 12 a 24 horas, em temperatura de 38,5°C, atmosfera com 5%
de CO2em ar e umidade a 95% (CORREA, 2006). O sémen de eleicio pode ser
convencional ou sexado, 0 meio adequado para a fertilizacdo € Fert-TALP (Tyrode-albumina-
lactato-piruvato), que é capaz de promover a capacitacdo espermatica.

A etapa de cultivo in vitro (CIV), € realizada ap6s o término da FIV, € a fase que o zigoto
se desenvolve até blastocisto e consiste em diversas transformacgdes que impactaram na
viabilidade do embrido, como clivagem, ativacdo do genoma, compactacao dos blastdmeros,
diferenciacdo da distincdo embrionaria, formacdo e expansdo da blastocele e rompimento da
zona peltucida(LONERGAN et al., 1999). Fair et al. (2001), afirma que os embrides produzidos

in vitro possuem qualidade inferior aos produzidos in vivo, uma vez que a coloracdo do

citoplasma é mais escura e com menor densidade devido maior contetdo lipidico. De acordo




com, Slimane et al., (2000) afirmam que embriGes produzidos in vitro contém uma zona

pelucida mais fragil, com grande predisposi¢do a anormalidades cromossomais.

3 CONSIDERACOES FINAIS
A qualidade dos od6citos é capaz de interferir na producdo de embrides, fatores
relacionados a doadora estdo diretamente ligados & qualidade desses odcitos, e devem ser
levados em consideragdo no momento de selecdo. A classificacdo dos embribes é fator
importantissimo, uma vez que os resultados podem ser alterados de acordo com a fase em que
ele se encontra, por fim o sucesso da PIVE depende de um conjunto de processos tecnoldgicos

e fisiol6gicos que sdo completamente dependentes para um resultado satisfatério.
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