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Apresentacao

As biotécnicas da reproducao animal sdo ferramentas singulares para o
avanco tecnoldgico da pecudria nacional, pois possibilitam a expansao
e selecao do material genético adequado para o melhoramento animal.
Gracas a um esforco continuo, o Brasil se tornou um grande utilizador
e multiplicador destas tecnologias, o que coloca o pais na condicao de
maior produtor de embrides bovinos por fertilizacao /n vitro do mundo.

A difusao e o aprimoramento destas biotécnicas sao desafios importan-
tes para os profissionais da area, para que elas possam alcancar fra-
cOes cada vez mais representativas da pecuéria nacional, e se tornem
ferramentas disponiveis para todos os produtores.

O presente documento Biotécnicas da Reproducado em Bovinos, em sua
primeira edicao, busca reforcar o compromisso da difusdo destas tecno-
logias. Nas péaginas a seguir, os principais aspectos tedricos e praticos
das biotécnicas mais utilizadas no Brasil sdo abordados, buscando in-
troduzir ao leitor a esséncia de cada uma delas. A demonstracao pratica
das atividades, realizada nos minicursos do lll Simpdsio TecLeite de
Biotécnicas da Reproducao em Bovinos, realizada no Campo Experimen-
tal Santa Mdnica em setembro do corrente ano, somada ao conteldo
do presente documento, enriquece a leitura e traz ao participante visao
complementar destas importantes ferramentas.

Paulo do Carmo Martins
Chefe-geral
Embrapa Gado de Leite
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Superovulacdo e Colheita
de Embridoes (SOV-TE)

A técnica de superovulacao e colheita de embrides consiste em re-

colher embrides de uma fémea doadora, que serdo transferidos para
uma fémea receptora com a finalidade de completarem o periodo de
gestacdo. Representa uma biotecnologia mundialmente difundida, e
um importante instrumento para o melhoramento genético de reba-

nhos, acelerando e conferindo maior precisdao no processo de sele-

cao animal (BARUSELLI et al., 20086).

A fémea bovina é monoovulatéria, portanto apenas um odécito deve
ser liberado de um foliculo durante seu ciclo estral. O principio da
técnica de superovulacao envolve o conceito de induzir a ovula-
cdo de varios foliculos, e a liberacao de véarios odcitos, e permitir a
fertilizacdo e o desenvolvimento destas estruturas até o estadio de
blastocisto. Assim, sdo coletados varios embridoes de uma fémea
superovulada, o que permite a disseminacao de sua genética de for-
ma mais abrangente do que no caso da inseminacao artificial, onde
apenas um embriao é formado. Este resultado é alcancado através
da aplicacao de hormoénios, que impedem o fendmeno de dominancia
folicular, observado nas vacas (BO et al., 20086).
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Dinamica folicular

Durante a onda de crescimento folicular, trés fases estdo presentes. O
recrutamento corresponde ao inicio do crescimento de varios foliculos,
desencadeado pelo hormoénio foliculo estimulante (FSH). A segunda
fase corresponde a selecdao e dominancia: um foliculo cresce mais do
que os outros, e se torna dominante. A presenca de um foliculo maior
inibe o crescimento dos demais foliculos. O crescimento folicular nesta
fase depende do FSH e de pulsos basais de LH. O foliculo dominante
produz alta concentracao de estrégeno (17b estradiol). A terceira fase é
a ovulacdo, que é desencadeada pelo pico de LH liberado pela hipéfise.
A ovulacdao somente ocorre se, no momento em que o foliculo dominan-
te produz alta concentracdo de estrégeno, nao existam niveis elevados
de progesterona. Ou seja, caso um corpo liteo funcional esteja presen-
te, nao havera liberacado de pico de LH nem a ovulacédo. Os foliculos da
onda que nao ovularem (incluindo os foliculos dominantes), entrardao em
atresia — processo de degeneracao das estruturas. Portanto, normal-
mente apenas um foliculo ovula por ciclo estral, liberando um oécito. O
ciclo estral da vaca compreende 2 a 3 ondas de crescimento folicular,
porém somente uma é terminada na auséncia de niveis elevados de
progesterona (GINTHER et al., 1989; AERTS e BOLS, 2010).

Superovulacao

Os protocolos de superovulagdo visam promover o crescimento e ovu-
lacdo de todos os foliculos recrutados. Para tanto, a onda folicular é
sincronizada, e altas doses de FSH sao administradas aos animais antes
que se estabeleca a dominancia. Assim, os efeitos inibitérios do foliculo
dominante sobre o crescimento dos demais foliculos sdao bloqueados,

e os efeitos deletérios da atresia sobre a qualidade dos oé6citos ovula-
dos sdo evitados. Portanto, o horménio foliculo estimulante em altas
concentracOes promove o crescimento simultaneo de vérios foliculos
com caracteristicas fisiolégicas semelhantes daqueles selecionados para
ovularem. A divergéncia folicular é impedida, e os foliculos terciarios
que seriam fadados a atresia se tornam foliculos ovulatérios (CARVA-
LHO et al., 2008).
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Selecdo das doadoras

As fémeas selecionadas para participar de programas de superovulacao
devem ser geneticamente superiores, e apresentar adequado estado
nutricional. Ao contrario do que ocorre na producao /in vitro de embri-
des, na qual todo o processo de embriogénese ocorre no laboratério, no
procedimento de SOV o sistema reprodutivo da doadora é utilizado para
produzir os embrides. Portanto, a mesma deve apresentar ciclos estrais
regulares. Ao exame reprodutivo, é importante descartar animais apre-
sentando defeitos anatdémicos, tais como desvio de cervix, distlrbios
reprodutivos, incluindo patologias de etiologia genética — que podem
ser transmitidas aos descendentes — e adquiridas, como aderéncias
uterinas, de tuba, ovéario, mucometra, entre outras. Estas condicdes im-
pedem a coleta, o desenvolvimento e transporte adequado dos gametas
e embrides, inviabilizando o procedimento (BARUSELLI et al., 20086).

Selecao das receptoras

A selecao das receptoras é um ponto critico. A aquisicao das fémeas é
custosa e delicada, e o ideal é a utilizacdo de animais do préprio reba-
nho para evitar problemas infecciosos (SCANAVEZ et al., 2013). Aqui
no Campo Experimental Santa Moénica (CESM), as receptoras utilizadas
sé@o novilhas pesando mais de 350 kg, com porte adequado a raca da
doadora do embrido a ser transferido, e com condi¢des reprodutivas
adequadas. O animal deve ter apresentado pelo menos dois cios regula-
res, nao demonstrar disturbios de pelve e nutricionais, e ter condicdes
uterinas adequadas, sem assimetria e sinais de endometrite. A escolha
das receptoras é crucial para o sucesso do programa de TE, pois qual-
quer distUrbio pode causar reabsorcao embrionéria, abortamento, e até
mesmo distocias no momento do parto.

Protocolo de Superovulacéao
O Protocolo apresentado foi adaptado para animais mesticos Gir-Holan-
dés, e é utilizado com sucesso nas condicdes do CESM.

Diluicdo do FSH - O protocolo hormonal utilizado foi delineado para
animais mesticos. A quantidade de FSH administrada pode variar de
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acordo com caracteristicas raciais e também individuais. A dose ideal
deve ser ajustada de acordo com a resposta de cada doadora.

1. Diluir o conteldo liofilizado de FSH (1.000 Ul) em 21 mL de so-
lucdo fisiolégica. Em seguida, dividir o contetddo em 03 frascos
contendo 7 mL cada.

2. Acrescentar 13 ml de solucéo fisiolégica em cada frasco, de modo
a completar para um volume final de 20 mL.

3. Preparar duas seringas dos seguintes volumes: 4 mL, 3 mL, 2 mL e
1 mL - duas de cada, correspondendo ao volume final de 20 mL.

4. Identificar as seringas com os dias para aplicacao de cada uma
(opcional) — exemplo: 6% manha, 62 tarde, sdbado manha, saba-
do tarde, domingo manha, domingo tarde, 2% manha, 22 tarde -, e
completar cada seringa para 5 mL com solucao fisiolégica. (Este
procedimento evita possiveis perdas na aplicacdo de volumes
pequenos, mas as seringas poderao ser confundidas caso nao haja
identificacdao adequada).

Sincronizacdo da onda folicular (dO) - Este procedimento visa “zerar” as
ondas foliculares existentes e iniciar uma nova onda. Na presenca de
progesterona, o benzoato de estradiol induz a atresia de todos os folicu-
los ovarianos, e uma nova onda folicular emergird em 4 dias.

Para este fim, inserir o dispositivo de progesterona (implante auricular
ou vaginal) e aplicar 2 mg de benzoato de estradiol.

Aplicacdo de FSH para driblar o fendmeno de selecdo e dominancia
(d5 a d8) — Suplementar o FSH a partir do quinto dia do protocolo, em
doses decrescentes conforme especificado abaixo:

- dia 5: 66 Ul (seringa de 4 mL) pela manha e a tarde;

- dia 6: 50 Ul foram aplicadas (seringa de 3 mL) pela manha e pela
tarde;

- dia 7: 33 Ul foram aplicadas (seringa de 2 mL) pela manha e pela
tarde;

- dia 8: 16 Ul foram aplicadas (seringa de 1 mL) pela manha e pela
tarde.
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Lise do corpo liteo, fonte endégena de progesterona (d7) — Na tarde do
sétimo dia do protocolo, aplicar nas doadoras via intramuscular 225 mg
(3 mL) de d-clorprostenol, analogo da PGF,a, para promover a lise do
CL.

Inducdo de ovulacédo dos foliculos crescidos (d9) e inseminacao (d9
e 10) - Ao final do tratamento com FSH, os foliculos ja estarao cres-
cidos e devera ser aplicado um indutor de ovulacao, por exemplo, um
medicamento analogo ao GnRH (buserelina), na quantidade de 0,02
mg (5 mL) no nono dia. A inseminacao artificial deve ser realizada 12 h
apods (dia 9 do protocolo a tarde), e se possivel repetida no décimo dia
do protocolo pela manha.

Procedimento de colheita dos embrides — A colheita dos embrides é
realizada no sétimo dia apds a segunda inseminacao artificial. Neste pe-
riodo, os embrides estao flutuando no limen da ponta dos cornos uteri-
nos, e se apresentam normalmente em fase de mérula ou blastocisto.

Com o animal contido no tronco, é realizada higienizacao da regiao
perineal do mesmo. Em seguida, a doadora é anestesiada por injecao
epidural baixa de 0,06 g de cloridrato de lidocaina (3 mL).

O expansor de cérvix pode auxiliar o procedimento em animais de cer-
vix estreita, como normalmente é o caso de novilhas. Este instrumento
é passado no interior da cérvix.

A sonda de Foley estéril deve ser inserida via intracervical com o auxilio
de um mandril, e posicionada no corpo uterino. O baldo deve ser inflado
com ar, até fixar a sonda no local desejado. O mandril é retirado, e uma
sonda um Y é acoplada a sonda de Foley, compondo o sistema fechado
de colheita de embrides (Figura 1). Em suas outras extremidades, sao
fixados o frasco de DPBS, e o copo coletor de embrides.

O sistema contém uma trava em cada extremidade, para controle da
entrada e saida do liquido instilado, formando uma pressao negativa
que facilita a retirada do conteudo, por sifonagem.
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A solucao utilizada, “Dulbecco Phosphate Buffered Saline” (DPBS) é
uma solucédo salina tamponada, com osmolaridade e pH fisiolégico, de
forma a manter as caracteristicas do embridao. Também contém antibié-
tico, reduzindo as possiveis contaminacoes.

PBS

Figura 1. Esquema adotado para colheita de embries em sistema fechado. O equipo em Y liga-se & sonda de Foley na
extremidade A, ao frasco de PBS, na extremidade B, e ao filtro coletor, na extremidade C. Através de valvulas, o veterinario
controla adirecdo do fluxo; primeiramente de B para A, posteriormente de A para C.

O copo coletor apresenta um filtro que permite a retencdo apenas dos
embrides, desprezando o restante do conteudo recuperado. Instila-se o
conteldo até encher os cornos, fecha-se a trava da saida do DPBS, e
a saida para o copo coletor é aberta, recolhendo o liquido instilado. A
operacao é repetida varias vezes, até lavar o Utero com cerca de 1 L,
quando o balédo é desinflado e é retirada a sonda do animal. A sonda
pode ser fixada no corpo do Utero, lavando o Utero de uma sé vez, ou
na base de cada corno uterino, e a lavagem é realizada em um corno
por vez.

Selecdo e classificacdo dos embrides recuperados

1. Deixar todo o liquido retido no sistema escorrer ao copo coletor.

2. Retira-se o copo, e com auxilio de seringa agulhada, o filtro é lava-
do com DPBS, e transfere-se o conteldo para uma placa de Petri
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(placa de rastreamento). Com uma caneta de retroprojetor, marcar
a placa para facilitar a procura.

3. Em outra placa de Petri, distribuir dez gotas de solucao de manuten-
cao de embrides. No microscoépio estereoscoépico, selecionar as estru-
turas recuperadas presentes na placa de rastreamento, e com auxilio
de uma micropipeta transferir os embrides para a primeira gota de
meio. Os embrides devem ser lavados em todas as gotas do meio
para diminuir a possibilidade de contaminagcao, de acordo com as
recomendacoes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Em-
brides (“International Embryo Transfer Society”- IETS). Os embrides
sao classificados por sua morfologia em mérula, blastocisto inicial e
blastocisto, que sdo normalmente as estruturas encontradas quando
a coleta é feita no 7° dia ap6s a IA, além de estruturas degeneradas.

4. Os embrides produzidos no CESM pela técnica de superovulacao
sdo destinados a criopreservacao, e serao transferidos futuramen-
te para receptoras, no 7° dia apds cio. O resumo esquematico do
protocolo apresentado encontra-se na Figura 2.

O QUE ACONTECE...

NA VACA @0
o) | @ 8B @ @osgooeeeso
NO r
| || |

CALENDARIO | | |
(diasde 7] [ [ | [ | [ | |

protocolo) | g ds d6 dz ds do  d1o di17

33
og8

NA m| P4+BE FSH | FSH | FSH | FSH [GnRH | IA COLHEITA
FAZENDA
-1 FSH | FSH | FSH+ | FSH+ | 1A

(aplicagdo de

horménios e PGF2A | RET.P4|

procedimentos)

Figura 2. Resumo esquematico do protocolo de SOV. No dO, a aplicacdo de P4 +BE “zeram” a onda folicular da doadora,
promovendo atresia dos foliculos em crescimento. Uma nova onda se inicia no d4. Do d5 ao d8, o FSH ¢ aplicado nos animais,
promovendo crescimento de todos os foliculos recrutados, sem que haja selecdo e dominancia. A aplicacdo de PGF2A no d7
promove lise de corpo liteo que possa existir, e o implante de P4 é retirado no d8. No d9, os foliculos crescidos ovulam pela
acdo do GnRH aplicado, liberando os o6citos, que sdo captados pela tuba uterina. No d9 a tarde e no d10 pela manh3, as
doadoras s&o inseminadas. Os odécitos fecundados seguem o desenvolvimento embrionario e no d17 se encontram no Utero,
onde serdo coletados. Siglas: SOV: superovulagcdo. M: manha. T: tarde. P4: implante de progesterona. BE: benzoato de
estradiol. FSH: horménio foliculo estimulante. PGF2A: anélogo de prostaglandina F2A. GnRH: anéalogo do horménio liberador
de gonadotrofinas. |A: inseminacéo artificial.

Desenvolvimento embrionario em bovinos
Embrido é um organismo nos primeiros estadios de desenvolvimento,
que nao apresenta ainda caracteristicas anatdémicas que permitam a
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identificacdo de sua espécie — um embrido de bovino é semelhante a
um embrido de camundongo, por exemplo.

Feto é um organismo que ja se apresenta potencialmente formado,
caracterizado anatomicamente por sua espécie, mas ainda depende das
condicdes uterinas para sobrevivéncia.

A embriogénese em mamiferos se inicia com a fecundacao do odcito e
formacao do zigoto (Figura 3). A singamia é o processo de fusdo entre
o pronucleo feminino e masculino, apds a fertilizacdo do oécito pelo
espermatozéide (WATSON & BARCROFT, 2001).
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Figura 3. Desenvolvimento embrionério pré-implantacdo em bovinos.

Clivagens — Por um periodo variadvel entre espécies, o zigoto sofre su-
cessivas clivagens — ciclos de divisdbes mitéticas. As células dos embri-
O0es sao denominadas blastdmeros. As células do zigoto e dos embrides
de 2, 4 e 8 células sao totipotentes — podem dar origem a individuos
completos e aos componentes fetais da placenta (SENGER, 2003).

Morulagdo — A formacado da mérula ocorre no estadio de 16 a 32 célu-
las, e corresponde ao aparecimento de juncdes tipo GAP nas células in-
ternas, que permitem a comunicacao entre elas além de fazer com que
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as mesmas permanecam fortemente unidas. As células externas desen-
volvem as juncoes “tight” entre as células, fazendo com que as mesmas
apresentem forte comunicacdo. Se torna dificil a distincdo dos blasto6-
meros nestas estruturas, e sua contagem, por sua compactacao. Assim,
0 sédio é bombeado para espacos intercelulares e por osmose a dgua se
acumula nestes locais, formando a blastocele (STANTON et al, 2003).

Blastulacéo - Neste estadio, é formado o primeiro grupo de células que
contribuira para a formacao de um novo individuo, denominado massa
celular interna - a porcdo embriondaria dos blastocistos. Esta diferencia-
cao ocorre quando o acumulo de liquido e a blastocele (cavidade em-
brionaria) sao estabelecidos. Este grupo de células permanece protegido
da exposicao ao liquido, e se mantém pluripotente. As células externas
do embriao se diferenciam em células trofoblasticas — um grupo de
células que dara origem a porcao embriondria da placenta. Apds a ex-
pansao dos blastocistos, ocorre a segregacao da massa celular interna
em células que constituirdo o endoderma primitivo (que mais tarde dara
origem ao saco vitelino), e em células pluripotentes, do epiblasto (que
darao origem ao individuo). A partir do estadio de blastocisto, células
trofoblasticas nao contribuem mais para a formacao das linhagens deri-
vadas da massa celular interna (SENGER, 2003).

Eclosdao — Apds o desenvolvimento do blastocisto, é preciso que haja

a eclosdo do mesmo para que seja possivel sua implantacdo. Primeira-
mente, o blastocisto precisa aumentar o nimero de células e acumular
liquido suficiente na blastocele, para que exerca pressao adequada so-
bre a zona pellcida. As células trofoblasticas entao iniciam a producao
de enzimas proteoliticas que promoverao o enfraquecimento da zona
peltcida, que é facilmente rompida quando ocorre o aumento da pres-
sao. Nos ultimos estadios do processo, o blastocisto intercala pulsos
de contracao e relaxamento, e estes pulsos de pressao gerados cau-
sam a ruptura final da zona peltcida. Assim, o embrido adquire contato
direto entre as células trofoblasticas do embriao e as células uterinas da
fémea gestante, dando inicio ao processo de implantacdo embrionéria
(WATSON et al., 2004).
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Para Classificacdo de Embrides e Vitrificacdo de EmbriGes, acessar o
capitulo de Producéo /in vitro de Embrides.

Material utilizado para a realizacao da superovulacéao e
colheita de embrides

- Estereomicroscoépio (70 X)

- Sondas uterinas de Foley (tamanhos 18, 20, 22)
- Mandril para fixacdo da sonda

- Sistema coletor (equipo) em Y

- Filtros com copo coletor para coleta de embrides
- Seringas descartaveis de 20 ml

- Seringas descartaveis de 50 mL

- Agulha 19G

- Placas de Petri 100 x 20 mm

- Placas de Petri 40 x 10 mm

- Micropipetador 5-20 uL

- Palheta de 0,25 mL

- DMPBS

- Solucao Holding

- Ponteiras descartéaveis
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Aspiracao Folicular Guiada
por Ultrassonografia

A utilizacdo das técnicas da reproducao assistida é considerada a base
da producao pecudria mundial, tornando-se cada vez mais importante
para enfrentar parte dos desafios que surgirdao nas proximas décadas.
Devido a isso, a utilizacao da técnica de aspiracao folicular associada

a producao in vitro de embrides (OPU-PIV), possibilitard aumentar o
numero de nascimentos por fémea de alto valor genético, melhorando
o ganho genético anual de 2% proporcionado pela inseminacao artificial
para aproximadamente 2,5% (VISHWANATH, 2003).

A aspiracao folicular transvaginal orientada por ultra-sonografia ou OPU
(Ovum Pick Up) é a técnica de eleicao para a obtencao de odcitos de
doadoras vivas, em bovinos, destinados a producéo in vitro de embrides
(PIV). Esta biotecnologia encontra-se difundida por varios paises, mas

o Brasil alcancou uma posicao de destaque frente ao nimero surpre-
endente de embrides produzidos por esta técnica no pais (STROUD e
CALLESEN, 2012).

Entre os fatores que podem influenciar os programas OPU-PIV é pos-
sivel considerar fatores mecéanicos tais como: aparelho de ultrassom
(GALLI et al., 2001), dominio da técnica de aspiracao pelo operador
(SCOTT et al., 1994), pressao da bomba de vacuo (HASHIMOTO et
al., 1999), tipo de agulha utilizada (BOLS et al., 2004) e frequéncia
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de aspiracao (MERTON et al., 2003). E entre os fatores biolégicos é
possivel destacar: raca (DE ARMAS et al., 1994), idade (MERTON et
al., 2003), estado reprodutivo (BUNGARTZ et al., 1995), fase do ciclo
estral (MACHATKOVA et al., 1996), status nutricional (OLIVEIRA

et al., 2002), estresse térmico (TORRES-JUNIOR et al., 2008), além
da variabilidade de resposta dos animais e dos sistemas de cultivo /in
vitro empregados (LONERGAN e FAIR, 2008). A influéncia destes fa-
tores pode diminuir a competéncia dos od6citos para o desenvolvimen-
to in vitro, afetando a producao e qualidade dos embrides, causando
perdas de material genético e perdas econdmicas nos programas OPU-
-PIV (BLONDIN e SIRARD, 1995).

Acessorios necessarios para o procedimento

Sao importantes porque afetam consideravelmente a quantidade e quali-
dade dos complexos cumulus-oécitos (CCOs) recuperados, e consequen-
temente a viabilidade destes para a producao in vitro dos embrides.

Agulhas para aspiracédo folicular — Inicialmente, a aspiracao era rea-
lizada com agulhas longas, produzidas especialmente para aspiracao
folicular. Estas agulhas apresentavam alto custo e rapidamente perdiam
0 corte mas, apesar disso, eram usadas para varios animais visando
minimizar o custo do procedimento, a despeito das extensas lesdes que
causavam nos ovarios das doadoras. Hoje, € comum a utilizacado de
agulhas descartaveis, de 18 e 19 G, para o procedimento. Elas podem
ser substituidas com maior frequéncia, diminuindo os danos aos ovarios
das doadoras (BOLS et al., 2004).

Pressédo negativa do sistema, gerada por bomba de vacuo — A presséao
do sistema afeta a recuperacao e a qualidade dos CCOs. Altas pressoes
danificam os oécitos, provocando perda das células do cumulus e rup-
tura da zona pellcida. Por outro lado, pressdes muito baixas dificultam
a recuperacao e facilitam tanto a aderéncia das estruturas no circuito
como a formacao de coagulos. A pressao ideal deve ser ajustada a cada
sistema e bombas de vacuo que permitam a estabilidade da pressao
ajustada, sem permitir variacdes, sao preferiveis. Normalmente, esta
pressao ideal estd entre 60 e 100 mm de mercudrio. Como existem dife-
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rentes modelos de bombas de vacuo no mercado que podem apresentar
diferentes calibragens na pressao do vacuo, a maneira mais adequada
para ajustar a pressao negativa do aparelho é mensurar em volume de
liguido aspirado por minuto. Neste caso recomenda-se pressao entre 10
e 20 mL de liquido aspirado por minuto (HASHIMOTO et al., 1999).

Transdutor — Diversos transdutores estao disponiveis no mercado, com
diferentes especificagbes e finalidades. O profissional deve considerar
se 0 equipamento serd de uso exclusivo ou nao para puncao, e procurar
a resolucao que consiga trabalhar de forma adequada. Normalmente,
sao utilizados para puncao transdutores de 7.5 MHz, porém outras
alternativas estao disponiveis (GALLI et al., 2001).

Rolha, tubos Falcon, circuito — Deve-se levar em consideracao a possi-
bilidade de reutilizacdo do material apds esterilizacdo, uma vez que nem
todos os materiais sdao adequados para este fim. Muitas opcdes estao
disponiveis no mercado, cabendo ao profissional selecionar com critério
materiais com custo e beneficio interessantes.

Escolha das doadoras

Alguns animais apresentam, naturalmente, uma tendéncia para recru-
tamento de um maior nimero de foliculos e, por isso, tormam-se mais
atrativos para serem escolhidos como doadoras de odcitos. Para a maio-
ria dos objetivos, as doadoras devem apresentar composicao genética
privilegiada. Patologias adquiridas, como aderéncias de tuba, Utero, entre
outras nao impossibilitam a puncao folicular. Da mesma forma, animais
gestantes, ou com patologias uterinas como mucometra, também podem
ser aspirados — desde que seja possivel manusear os ovarios, e que eles
estejam em boa condicao de ciclicidade (SENEDA et al., 2001).

O uso de animais com cistos ovarianos e outras patologias que oca-
sionem desbalan¢co hormonal como doadoras nao é aconselhavel, pois
reflexos negativos sobre a qualidade dos gametas sdo observados.

Animais pré-puberes fornecem odcitos com reduzida competéncia ao
desenvolvimento. Ha relatos de que animais senis também tendem a
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apresentar odcitos de qualidade inferior, assim como animais subnutri-
dos em condicOes de estresse.

Fémeas de racas europeias tendem a apresentar nimeros inferiores de
odcitos recuperados em relacao a fémeas zebuinas. Isso ocorre porque
existe um maior nimero de foliculos recrutados na onda folicular de
animais zebuinos.

Grande parte do sucesso e difusao da técnica de producao /in vitro de
embridoes no Brasil se deve a esta caracteristica, observada em animais
Nelore, por exemplo (PONTES et al., 2011).

Sincronizacao de onda folicular

Devido aos fendbmenos de selecao e dominancia que ocorrem durante
as ondas de crescimento folicular das fémeas bovinas, o momento

do ciclo estral em que se faz a aspiracao folicular pode interferir na
quantidade e na qualidade dos CCOs recuperados. A presenca de um
foliculo dominante inibe o crescimento dos demais foliculos, e os ga-
metas iniciam degeneracao. Por isso, para aumentar a competéncia ao
desenvolvimento dos CCOs recuperados, recomenda-se a sincroniza-
cao da onda de crescimento folicular das doadoras de odécitos. Assim,
0s o6citos sao recuperados no inicio da onda folicular, evitando os
efeitos prejudiciais do foliculo dominante (PFEIFER et al., 2009).

Além disso, o tamanho uniforme dos foliculos possibilita melhores
taxas de recuperacdo. O diametro dos foliculos recomendado para
recuperacao é de 2 a 8 mm. Foliculos muito grandes correspondem a
taxas de recuperacao inferiores as obtidas em foliculos menores (VAS-
SENA et al., 2003).

A sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda folicular pode ser
realizada de diferentes maneiras. O FSH e o eCG estimulam o cresci-
mento de foliculos adicionais, sendo indicados para doadoras de 06-
citos. O benzoato de estradiol na presenca de altas concentracoes de
progesterona promove o inicio de uma nova onda, quatro dias apds a
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aplicacdo. Por isso, muitos técnicos utilizam este protocolo 5 a 7 dias
antes da aspiracao folicular. A aplicacao de anédlogos da prostaglandi-
na F2o promove a lise do corpo ldteo, que por ser muito vascularizado
dificulta o procedimento de aspiragao.

Outra forma interessante de provocar a emergéncia de uma nova onda
folicular é a aspiracao do foliculo dominante 72 horas antes da OPU.

Procedimento

A fémea doadora de odcitos é devidamente contida no tronco, e sua
higienizacao é realizada, lavando com agua e sabao a regiao perineal e
a cauda. Com agulha descartavel 19 G, é realizada anestesia epidural
no espaco sacrococcigeo, com 40 mg a 80 mg (2 a 4 mL) de cloridrato
de lidocaina, que varia com o tamanho e temperamento do animal.

Com a mao esquerda enluvada no reto do animal, introduzimos o trans-
dutor setorial adaptado para a puncdo na vagina e, em seguida, a guia
apresentando uma agulha descartavel em sua extremidade, é acoplada
ao transdutor. Localizamos os ovarios e os tracionamos, um de cada
vez, para a superficie de contato do transdutor, que toca a parede do
saco vaginal. A imagem gerada no monitor corresponde ao ovario e
suas estruturas, sendo os foliculos apresentados de forma anecodica
(preto), pela presenca de liquido, e o parénquima de forma ecogénica
(cinza claro) (Figura 4).

Durante a sessao de aspiracdo, os foliculos sdo contados para que seja
calculada a taxa de recuperacao. Com auxilio de linha demarcada no
monitor, o ovario é posicionado e a agulha introduzida no interior de
cada foliculo a ser aspirado. A partir da guia de pung¢ao, segue um cir-
cuito fechado, que desemboca em tubo Falcon com DPBS, heparina (10
Ul/mL) e soro fetal bovino. No tubo Falcon é ligada uma mangueira de
silicone, que acaba em bomba de vacuo (Figura 5). Esta bomba, quando
acionada, promove a succao do liquido folicular para o tubo Falcon, e é
regulada para aproximadamente 90 mm Hg.
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Figura 4. Imagem ultra-sonogréafica de puncéo folicular (1:limite do
ovério; 2: foliculos; 3:agulha de puncéo).

FLUIDO FOLICULAR
il

g BOMBADEVACUO

Figura 5. Esquema de sistema fechado com presséo negativa para recuperacéo de odcitos in vivo.




27

Biotécnicas da Reproducdo em Bovinos

Literatura Complementar

GONCALVES, P. B. D.; FIGUEIREDO, J. R.; FREITAS, V. J. F. Biotécni-
cas Aplicadas a Reproducdo Animal. Sao Paulo: Varela, 2002. 340 p.

HAFEZ, E. S. E.; HAFEZ, B. Reproduction in Farm Animals. 7. ed. Ma-
ryland: Lippincott Williams & Wilkins, 2000. 528 p.

PALMA, G.A. Biotecnologia de la Reproducion. Local: Argentina. Edi-
ciones Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), 2001. p.
149-197.

SENGER, P. L. Pathways to Pregnancy and Parturition. 2. ed. Local:
Moscow, Indiana. Current Conceptions, Inc., 2003. p. 284-296.

Referéncias

BLONDIN, P.; SIRARD, M. A. Oocyte and follicular morphology as
determining characteristics for developmental competence in bovine
oocytes. Mol. Reprod. Dev., v. 41, p. 54-62, 1995.

BOLS, P. E. J.; LEROY, J. L. M. R.; VANHOLDER, T.; VAN SOOM, A.
A comparison of a mechanical sector and a linear array transducer for
ultrasound-guided transvaginal oocyte retrieval (OPU) in the cow. The-
riogenology, v. 62, p. 906-914, 2004.

BUNGARTZ, L.; LUCAS-HAHN, A.; RATH, A.; NIEMANN, H. Collection
of oocytes from cattle via follicular aspiration aided by ultrasound with
or without gonadotropin pretreatment and in different reproductive sta-
ges. Theriogenology, v. 43, p. 667-675, 1995.

DE ARMAS, R.; SOLANO, R.; PUPO, C. A.; AGUILAR, A.; AGUIRRE,
A.; RIEGO, E.; CASTRO, F. O. Effect of the donor oocyte breed on in
vitro fertilization results in cattle. Theriogenology, v. 41, p. 186, 1994.

GALLI, C.; CROTTI, G.; NOTARI, C.; TURINI, P.; DUCHI, R.; LAZZARI,



28

Biotécnicas da Reproducdo em Bovinos

G. Embryo production by ovum pick-up from live donors. Theriogenolo-
gy, v. b5, p. 1341-1357, 2001.

HASHIMOTO, S.; TAKAKURA, R.; KISHI, M.; SUDO, T.; MINAMI, N.;
YAMADA, M. Ultrasound-guided follicle aspiration: the collection of
bovine cumulus-oocyte complexes from ovaries of slaughtered or live
cows. Theriogenology, v. 51, p. 7567-765, 1999.

LONERGAN, P.; FAIR, T. /In vitro-produced bovine embryos—Dealing
with the warts. Theriogenology, v. 69, p. 17-22, 2008.

MACHATKOVA, M.; JOKESOVA, E.; PETELIKOVA, J.; DVORACEK,

V. Developmental competence of bovine embryo derived from oocytes
collected at various stages of the estrous cycle. Theriogenology, v. 45,
n. 3, p. 801-810, 1996.

MERTON, J. S.; DE ROOS, A. P. W.; MULLAART, E.; DE RUIGH, L.;
KAAL, L.; VOS, P. L. A. M.; DIELEMAN, S. J. Factors affecting oocyte
quality and quantity in commercial application of embryo technologies in
the cattle breeding industry. Theriogenology, v. 59, p. 651-674, 2003.

OLIVEIRA, J. F.; NEVES, J. P.; MORAES, J. C.; GONCALVES, P. B.;
BAHR, J. M.; HERNANDEZ, A. G.; COSTA, L. F. Follicular development
and steroid concentrations in cows with different levels of fertility rai-
sed under nutritional stress. Anim. Reprod. Sci, v. 73, p. 1-10, 2002.

PFEIFER, L. F. M.; SARTORI, R.; PIVATO, |.; RUMPF, R.; NOGUEIRA,
G. P.; XAVIER, E. G.; DIONELLO, N. J. L.; CORREA, M. N. Effect of cir-
culating progesterone on in vitro developmental competence of bovine
oocytes. Anim. Reprod., v. 6, p. 473-480, 2009.

PONTES, J. H. F.; MELO STERZA, F. A.; BASSO, A. C.; FERREIRA,

C. R.; SANCHES, B. V.; RUBIN, K. C. P.; SENEDA, M. M. Ovum pick
up, in vitro embryo production, and pregnancy rates from a large-scale
commercial program using Nelore cattle (Bos indicus) donors. Therioge-
nology, v.75, n. 1640-1646, 2011.



29

Biotécnicas da Reproducdo em Bovinos

SCOTT, C. A.; ROBERTSON, L.; DE MOURA, R. T. D.; PATERSON, C.;
BOYD, J. S. Technical aspects of transvaginal ultrasound-guided follicu-
lar aspiration in cows. Vet. Rec., v. 134, p. 440-443, 1994.

SENEDA, M. M.; ESPER, C. R.; GARCIA, J. M.; VANTINI, R.; OLI-
VEIRA, J. A. Relationship between follicle size and ultrasound-guided
transvaginal oocyte recovery. Animal Reproduction Science, v. 67, p.
37-43, 2001.

STROUD, B; CALLESEN, H. IETS statement on worldwide ET statistics
for 2010. Anim. Reprod., v. 9, p. 210-216, 2012.

TORRES-JUNIOR, J. Rde S.; PIRES, M. de F. A.; SA, W. F. de; FERREI-
RA, A. de M.; VIANA, J. H. M.; CAMARGO, L. S. A.; RAMOS, A. A,;
FOLHADELLA, I. M.; POLISSENI, J.; FREITAS, C. de; CLEMENTE, C. A.
A.; SA FILHO, M.F. de; PAULA-LOPES, F. F.; BARUSELLI, P. S. Effect
of maternal heat-stress on follicular growth and oocyte competence in
Bos indicus cattle. Theriogenology, v. 69, p. 155-166, 2008.

VASSENA, R.; MAPLETOFT, R. J.; ALLODI, S.; SINGH, J.; ADAMS, G.
P. Morphology and developmental competence of bovine oocytes relati-
ve to follicular status. Theriogenology, v. 60, p. 923-932, 2003.

VISHWANATH, R. Artificial insemination: the state of the art. Therioge-
nology, v. 59, p. 571-584, 20083.






Producao /n Vitro de
Embrioes (PIVE) Bovinos

A PIVE é uma técnica de reproducao assistida que consiste na prepara-
cao e co-cultivo de gametas em ambiente laboratorial para geracao do
zigoto, e seu cultivo até o estadio de desenvolvimento embrionério de-
sejado. A PIVE esté relacionada a uma série de procedimentos integra-
dos, que vao desde o manejo reprodutivo das doadoras e receptoras,
puncao folicular guiada por ultrassom, procedimentos no laboratério até
a transferéncia dos embrides. Portanto, trata-se de um processo que
demanda planejamento e equipe especializada (RIZOS, 2008).

As principais aplicacdoes desta biotécnica envolvem:

1. reproducao assistida de animais (fémeas) de alto valor genético por-
tadores de patologias reprodutivas adquiridas (FABER et al., 2003);

2. melhoramento genético animal (aumento da intensidade de selecao
e reducado do intervalo entre geracdes) (VARAGO et al., 2008);

3. pesquisa dos processos envolvidos na fecundacdao de gametas e
no desenvolvimento embrionario inicial (AHUMADA et al., 2013);

4. possibilidade de formacao de um banco de germoplasma para
conservacao de espécies (HASLER, 2014).

Obtencao de odcitos
Podem ser obtidos de doadoras vivas, através da aspiracao folicular,
ou, a partir da puncao de ovéarios de fémeas abatidas em abatedouros.
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e Aspiracdo folicular in vivo: Obtencao de odcitos a partir de animais
vivos. No passado, era realizada por laparotomia, dificultando o
procedimento pelas complicacOes pdés-cirdrgicas (incluindo aderéncias
ovarianas), tempo e custo relacionados (CALLESEN et al., 1987).
Com o advento da técnica de puncao folicular guiada por ultrassono-
grafia na década de 80, o processo se tornou menos invasivo, pos-
sibilitando otimizacdo da técnica com relacdo ao nimero de animais
puncionados e a freqiéncia de sessdes realizadas no mesmo animal.

e Aspiracdo folicular a partir de ovarios coletados em abatedouro:
Imediatamente apés o abate, os ovérios sao coletados e transpor-
tados ao laboratério, onde foliculos entre 2 a 8 mm sao aspirados
com auxilio de agulha acoplada a seringa ou bomba de vacuo. Este
método é utilizado, principalmente, para experimentos cientificos e
controle de qualidade dos sistemas de PIVE em laboratérios (AHU-
MADA et al., 2013).

e “Slicing”: Utilizado para maximizacao da recuperacdo de odcitos,
normalmente a partir de ovérios de fémeas de alto valor genético
que vem a Obito. Nesta técnica, a camada cortical do ovario é sec-
cionada em pequenos fragmentos para liberacao dos oécitos (HAS-
LER, 1998).

Maturacao in vitro (MIV)

A maturacao dos odcitos envolve uma série de transformacdes nuclea-
res, citoplasmaticas e moleculares que tornam o gameta feminino apto
a ser fecundado (SMITZ et al., 2004). A maturacao nuclear (Figura 6)
ocorre sem influéncia das células do cumulus e é caracterizada pela
ruptura da vesicula germinativa, que compreende os processos de con-
densacdo da cromatina e dissolucao da membrana nuclear (ANGUITA
et al., 2007). Concomitantemente a maturacao nuclear, o citoplasma
também sofre alteracdes na modulacado da sintese de proteinas e reor-
ganizacao de organelas citoplasmaticas, como reducao do tamanho do
Complexo de Golgi, aumento gradativo de lipideos, compactacao do
nucléolo e alinhamento dos granulos corticais proximos @ membrana
do odcito. Estes ultimos possuem grande importancia na prevencao
da polispermia (FERREIRA et al., 2009).
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Todos esses eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem no
odcito até atingir a maturacao devem ser estritamente controlados
para que um gameta feminino viavel esteja disponivel para fertili-
zacao e desenvolvimento embrionéario subsequente (WRENZYCKI &

PROFASE 1 METAFASE 1

.

Vesicula Quebra da VG — Alinhamento dos
Germinativa ruptura da membrana
(VG) nuclear e condensagdo cromossomos
cromossomica
ANAFASE 1 TELOFASE 1 METAFASE 2
Separagado dos Extrusdo do 1° Alinhamento dos

cromossomos COFpL’ISCU'O polar cromossomos

Figura 6. Etapas da maturacdo nuclear.

STINSHOFF, 2013). Sendo assim, a etapa de maturacao que ocorre
em um periodo de 22 a 24 horas tem recebido a atencao de pesqui-
sadores que visam melhorar os resultados da producao /n vitro de
embrides (PARRISH, 2014).

Durante o crescimento do o6cito hd 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 estao ligadas
aos odcitos pelas jungdes tipo gap, atuando na transferéncia de ions,
metabdlitos e aminoacidos que regulam o crescimento e maturagéao
do oécito (FAIR, 2003; KRISHER, 2004). As células do cumulus tam-
bém modulam a atividade transcricional do odécito e facilitam a pene-
tracdo espermatica durante a fecundacado (DE LA FUENTE e EPPIG,
2001). Por outro lado, os o6citos secretam fatores que induzem a
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proliferacdao e expansao dessas células (CHAND et al., 2006). Em
odcitos imaturos, as células do cumulus estao compactas e durante
a maturacao iniciam a secrecao de acido hialurénico o que causa a
mucificacdo e separacao das células, ocasionando a sua expansao
(FULOP et al., 2003).

O meio de maturacao apresenta gonadotrofinas (FSH e LH) que si-
mulam o ambiente folicular pré-ovulacao, para influenciar a expansao
de células do cumulus e a maturacao nuclear, através da ativacao de
AMPc e outros mensageiros intracelulares (revisado por LI & ALBER-
TINI, 2013).

A atmosfera gasosa geralmente utilizada em sistemas de MIV é de 5%
de CO2 e 20% de OZ, com umidade saturada. O CO2 é utilizado para

controlar o potencial de hidrogénio (pH) dos meios tamponados com bi-
carbonato (BAVISTER, 1995). Por outro lado, a tenséo de O, no fluido
folicular e na tuba uterina é menor (1,5 a 8,5%) quando comparado ao
ar atmosférico (20%) (BAVISTER, 1995). Portanto, alguns sistemas de
PIVE ja utilizam mistura de gases contendo 5% CO,, 5% O, e 90% N,.

Meios utlizados:

e PBS + Soro Fetal Bovino (SFB)

e MEIO DE LAVAGEM (TCM199 com sais de Hanks, tampao HEPES,
antibiético — penicilina e estreptomicina- e soro fetal bovino)

e MEIO DE MATURACAO (TCM199 com sais de Earle suplementado
com I-glutamina, antibiético —penicilina e estreptomicina-, bicarbo-
nato de sddio, piruvato de sédio, horménios —FSH, LH e estradiol- e
soro fetal bovino).

Procedimentos:

| — Preparacédo da placa de maturacdo

e Em uma placa de Petri fazer gotas de 100 ul de meio de maturacéao
e recobri-las com 6leo mineral.

e E necessério que a placa de maturacdo permaneca na estufa in-
cubadora por pelo menos duas horas antes da transferéncia dos
odcitos para mesma, para a estabilizacao do meio.
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Il - Rastreamento de odcitos

e O fluido folicular serd submetido a lavagem e filtracdo, com auxilio
de filtro apropriado, capaz de reter os odcitos.

e O material retido no filtro sera transferido para placa de Petri estéril
e descartavel, onde serao rastreados os oécitos.

®* A manipulacao das estruturas desta etapa em diante sera realizada
com auxilio do estereomicroscépio, no interior da capela com fluxo
laminar.

e As estruturas encontradas serao transferidas para outra placa con-
tendo duas gotas de meio de lavagem, onde permanecerao para que
em seguida sejam selecionados de acordo com a qualidade.

/Il - Selecédo

e A selecdo é baseada em caracteristicas do cumulus e do citoplasma
do o6cito como descrito na Tabela 1 e Figura 7.

e Serao selecionados odcitos classificados como grau |, 1l e lll.

1V - Maturacéo in vitro

e Os odcitos selecionados serdo lavados em gota de meio de matu-
racdo e em seguida transferidos para gotas de 100 ul de meio de
maturacao contidas em placa de Petri recobertas com éleo mineral,
previamente estabilizadas.

e A maturacado dos odcitos sera realizada em gotas de por um periodo
de 22 a 24 horas, em estufa incubadora com temperatura de 39,5
°C, 5% de CO,em ar atmosférico e 95% de umidade.

Tabela 1. Critérios adotados no CESM para a classificacdo morfoldgica dos odcitos recuperados.

Qualidade Descricéo

Grau | O6citos com mais de trés camadas de células compactas do cumulus, e
citoplasma regular.

Grau Il Odécitos com uma a trés camadas de células do cumulus, citoplasma regular ou
apresentando granulacdes finas.

Grau Il Odcitos apresentando menos de trés camadas do cumulus ou parcialmente
desnudos, citoplasma irregular.

Grau IV Desnudos (oécitos sem células do cumulus) ou em degeneragdo (com cumulus

expandido e citoplasma heterogéneo apresentando granulacdes severas).
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s

Figura 7. Complexos cumulus-odcito bovinos. Odcitos graul (a,b,c,e), graull (d,f), grau lll (g) e grau IV (h,i).

Fecundacao in vitro (FIV)

A fecundacao in vitro ocorre através da incubacao de odcitos madu-
ros com espermatozdéides capacitados, em meio de fecundacao. Nes-
te momento, ocorre a combinacao do material genético dos gametas
e a formacao do zigoto. Para adquirir competéncia para fecundacao,
0 espermatozdide precisa sofrer capacitacao. Este processo ocorre
pela remocao de fatores decapacitantes presentes no fluido seminal.
In vivo, o processo acontece durante a passagem do espermatozdide
pelo trato genital feminino, e envolve a desestabilizacdao da membra-
na plasmatica e hiperativacao espermatica. /n vitro, o processo de
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capacitacao é desencadeado por glicosaminoglicanas (como a hepa-
rina), que sado adicionadas nos meios de fecundacao. Ao entrar em
contato com o oécito, na presenca de calcio extracelular, o esper-
matozdide capacitado se liga a receptores presentes na zona pellci-
da (ZP3) e sofre a reacao acrossémica, determinada pela fusao das
membranas plasmatica e acrossomal. Assim, o conteddo acrossémi-
co é liberado, e somado a motilidade progressiva esperméatica, auxilia
a penetracao do espermatozdéide e ligacdo aos receptores ZP2. Apéds
penetrar o espaco perivitelino, a membrana plasmatica do esperma-
tozéide se funde a membrana vitelina, havendo liberacao de caélcio
no interior do oé6cito. Este influxo de célcio promove a liberacdao do
conteudo dos granulos corticais e reacao zonal, que determina o
enrijecimento da zona pellcida e blogueio a poliespermia (VARAGO
et al., 2008).

Na maioria dos laboratérios, utiliza-se sémen congelado para o pro-
cesso de fecundacao /n vitro em bovinos. No entanto, apds o des-
congelamento, é necessario selecionar os espermatozdéides vivos e
capazes de fecundar. Esta selecédo é realizada, na maioria das vezes,
pela separacao em gradiente de Percoll, embora outros sistemas
possam ser utilizados como o “swim-up” ou o lavado espermaético.
O percoll é composto por particulas de silica coloidal coberto com
polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentracdes para for-
mar um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e 30%)
para separacao espermatica (GONSALVES et al., 2002).

Meios utlizados:

e SPTL
e PERCOLL
e FERT-TALP

Procedimentos:

| - Preparacdo da placa de fecundacéao

- Em uma placa de Petri preparar gotas de 10 ul de meio de fecunda-
cao, recobri-las com 6leo mineral e equilibrar em estufa incubadora por
duas horas, antes do inicio do periodo de fecundacgao.
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Il — Preparacdo do Sémen

1.

1.

| - Swim-up
Adicionar 1 mL de SPTL em um tubo de fundo cénico de 15 mL,
tampar, sem vedar, a rosca dos tubos e manter em estufa incuba-
dora para estabilizar o meio.
Descongelar a palheta de sémen em banho-maria a 37 °C por 30
segundos. Em seguida, verter o conteudo da palheta cuidadosamen-
te no fundo do tubo contendo SPTL e manté-lo apoiado dentro de
um bécker em posicao inclinada. Lembrar de retirar uma pequena
amostra de sémen para analisar a motilidade e vigor do sémen an-
tes da incubacao em estufa.
Manter o tubo Falcon com o sémen por 1 hora em estufa incubado-
ra nas mesmas condicdes da maturacao.
Apbés 1 hora, remover o sobrenadante e transferi-lo para um novo
tubo Falcon previamente aquecido.
Remover uma segunda amostra de sémen para analisar motilidade e
vigor.
Centrifugar o tubo Falcon com o sémen por 8 minutos a 1.200
RPM em centrifuga sorolégica.
Remover o sobrenadante e ressuspender o pellet com meio FERT-
-TALP (previamente equilibrado na em incubadora) para um volume
final de 100 ul.
Deixar o tubo na incubadora enquanto se processa a contagem
espermatica.

Il - Mini Percoll

Preparar um tubo cb6nico com capacidade de 1,5 ml com gradien-
te de Percoll, pela adicdo de 250 ul de Percoll 90% e, sobre esta
camada, depositar 250 ul de gradiente Percoll 45%, vagarosa-
mente, de maneira que as duas camadas nao se misturem.
Equilibrar a temperatura e atmosfera do gradiente de Percoll em
incubadora por aproximadamente 1h antes do uso.

Apods o descongelamento do sémen, o conteldo da palheta deve
ser depositado sobre as camadas de Percoll previamente aqueci-
das (ndo deixar o sémen se misturar com as camadas de Percoll).
Centrifugar o tubo em uma microcentrifuga a 8.000 RPM, por 7
minutos.
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e Remover o sobrenadante, ressuspender o pellet com 1 mL de meio
FERT e centrifugar novamente por 5 min, utilizando a forca de
3.200 RPM.

e Remover 60 yl do pellet formado e transferir para outro eppendorf.

e Transferir 5 ul para eppendorf contendo 50 ul de meio FERT para
andlise de motilidade progressiva.

II. Il — Contagem espermética e ajuste da concentracdo do sémen (co-

locar em forma de tdpicos como os itens anteriores)

e Diluir 5 yl da amostra do sémen em 250 ul de 4gua e homogeneizar
bem.

e Contar os espermatozdides em 5 reticulos da cdmara de Neubauer
para se determinar o volume de meio FERT-TALP a ser adicionado.
Ajustar a concentracdo a ser utilizada na gota de fecundacao por
meio do seguinte célculo:

n° de sptz contados x (motilidade/1.000) x 50 yL (volume sedimento)
= volume final (em ylL)

e O volume (em ulL) de meio FIV-gotas a ser adicionado, no microtubo
contendo sémen e heparina (ou FIV-gotas), é a diferenca entre o
volume final e o volume sedimento (50 uL).

volume final — 50 yL (volume sedimento) = volume (uL) de meio FIV -
gotas a ser adicionado

e Adicionar 4 uL (ou 8 uL se o sémen foi processado com TL-Sémen)
desta mistura em cada microgota da placa de FIV, o que dard uma
concentracdo de 100x10°% espermatozdide por microgota de FIV,
que corresponderd a 5x10% espermatozdides por odcito.

Obs: verificar, sob lupa, se a microgota contém mesmo os espermato-
zbides.

* Deducédo da férmula utilizada para ajuste de concentracao esper-
matica

n 3
= []de sptz/mm°®> = nx2.500

1 1.1

10%5%50

[ 1 de sptz/mm? vidveis = n x 2.500 x motilidade (%)
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[ 1inicial x V inicial = [ ] final x V final
n x 25 x 10%2 x motilidade/100 x 50 yL = 25 x 10% x V final

nx 25x10° x motilidade/100 x 50uL
25x 103

V final =

V final = n x motilidade/1.000 x 50 uL
Obs: [ ] final = 25 x 10° sptz/mL = 25 x 103 sptz/mm?

Il — Fecundacéo in vitro

e Apds ajuste da concentracdo espermatica transferir, no maximo 20
odcitos por gota, adicionar volume espermético e completar com
FERT para volume final de 50 a 100 uL, de acordo com o protocolo
adotado no laboratério (ex para 50 uL: gota de 10 uL + 20 uL de
sémen + 10 yL de FERT com odécitos = 50 uL FERT).

e Antes de transferir os odcitos para gota de fecundacao, lavar, ao
menos duas vezes, em meio FERT previamente equilibrado e aque-
cido.

® |ncubar os odécitos juntamente com os espermatozoides por um
periodo de 18 a 22 h, nas mesmas condicdes de atmosfera, tempe-
ratura e umidade adotadas para a maturacao /in vitro.

Cultivo /n vitro (CIV)

O periodo de desenvolvimento embrionério pre-implantacdo é marcado
por importantes eventos, como clivagem, ativacao do genoma em-
brionario, compactacao dos blastémeros, diferenciacdo do trofoblasto
e embrioblasto, formacao e expansao da blastocele e rompimento da
zona peltcida (LONERGAN et al., 1999). Esses fendbmenos podem ser
afetados de muitas formas no cultivo /n vitro, sendo o ponto critico
do desenvolvimento a ativacao do genoma embrionario, que se da por
volta do estadio de 8-16 células (MEMILI & FIRST, 2000).

A qualidade dos embrides produzidos in vitro é inferior a dos embrides
produzidos /n vivo. Embrides derivados de PIVE geralmente apresentam
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coloracdo mais escura em seu citoplasma e menor densidade, devido ao
seu alto conteldo lipidico (FAIR et al., 2001). Estes embrides apre-
sentam também uma zona peltcida mais fragil, uma alta incidéncia de
anormalidades cromossomais (SLIMANE et al., 2000), falta de compac-
tacdo da massa celular, formacao prematura de blastocele, alteracao

na razao de massa celular interna em relacao as células trofoblasticas,
alteracoes na expressao génica e metabolismo celular (LONERGAN et
al., 2006).

Meios utilizados:
e SOF suplementado com SFB, BSA, aminoéacidos, piruvato, lactato e
glutamina

Procedimentos:

| — Preparacéo da placa de cultivo

e Em uma placa de petri preparar gotas de 100 uL de meio de cultivo
(SOF), recobri-las com 6leo mineral e manter em estufa incubadora
por pelo menos duas horas antes do inicio do cultivo.

Il - Desnudamento Parcial de odcitos

e Fazer o desnudamento parcial das estruturas contidas na gota de
fecundacao com o auxilio de uma pipeta de 100 uL, de forma a
manter algumas células aderidas aos od6citos para que a partir des-
tas se forme a monocamada.

/Il — Cultivo in vitro

e Retirar os possiveis zigotos parcialmente desnudos das gotas de
fecundacao e lavar por no minimo duas vezes em meio SOF, previa-
mente estabilizado.

e Transferir de 15 a 20 estruturas para gotas de meio de cultivo.

1V - Avaliacdo da taxa de clivagem

e Em um periodo de 48 apds o inicio do cultivo, sera realizada a troca
de 50% do volume de cada gota onde se encontram os embrides.
Para tal, serd necesséria a estabilizacdo do meio SOF por pelo me-
nos duas horas de antecedéncia.

e Apéds a troca do meio, seréd realizada a avaliacdo de quantas estru-
turas se dividiram e o nimero de células presente em cada uma.
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V - Avaliacdo da taxa de blastocisto

e No sétimo dia apds o inicio do cultivo, serd realizada a avaliacao
da formacao de blastocistos (inicial, expandido, eclodido), e qual a
proporcao de cada estadio no qual se encontram (Figura 8).

X T & ’ oy
* s

Figura 8. Blastocistos produzidos in vitro no dia 7 (I e Il) e 9 (lll e IV) ap6s a fecundacédo. Nas figuras | e Il, estdo presentes
blastocistos e blastocistos expandidos, e nas figuras lll e IV, blastocistos eclodidos.

Classificacao dos embrides

A classificacao morfolégica é uma ferramenta indispenséavel para a se-
lecdo dos embrides aptos a transferéncia e criopreservacao. Estruturas
que se apresentam viaveis, aptas ao desenvolvimento pés implantacio-
nal e com maior tolerdncia a congelacdo normalmente correspondem

a estruturas com boa aparéncia morfolégica. A descricao dos critérios
sugeridos pela IETS encontra-se disposta na Tabela 2.
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Tabela 2. Classificacdo embrionaria quanto a qualidade.

Codigo Classificacdo

Excelente ou

bom
2 Regular
3 Pobre
4 Morto ou
degenerado

Descricdo
Massa embrionéria simétrica e esférica, com blastdmeros uniformes
em tamanho, cor e densi dade. Estéddio de desenvolvimento adequado.
Ao menos 85% do material celul ar viavel, poucas células extrusas.
Zona pelucida lisa.

Irregularidades moderadas na forma ou tamanho da massa
embriondria, ou na cor e densidade das células individuais. A o menos
50% do material celular viavel.

Irregularidades maiores na forma da massa embrionéria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos 25% do
material celular viavel.

Embrides nado vidveis, ou com dese  nvolvimento parado e/ou muito
atrasado.

Fonte: Adaptado do Manual da /nternational Embryo Transfer Society, 3° edicdo, traduzida para o portugués em 1999.

Outras maneiras de se detectar a qualidade dos embrides produzidos é

a quantificacao da morte celular programada (apoptose), a contagem do

numero de células dos embrides, além da expressao de genes importan-

tes para o desenvolvimento. Porém, estas técnicas nao sao possiveis

em embrides vivos, servindo mais como indicadoras da qualidade do

processo de producao de embrides. Assim, servem como controle de

qualidade do processo, mas inutilizam os embrides analisados, que nao

podem ser transferidos. Imagens da contagem de células e quantifica-

cao de células mortas estado dispostas na Figura 9.

Figura 9. Blastocisto corado com HOECHST 33342 para contagem do niimero total de células (esquerda). A direita, o mesmo
embrido, com as células em processo de morte programada (apoptose) coradas pelo ensaio TUNEL.
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Criopreservacao de embrides

Importancia

A criopreservacao de embridoes é uma biotécnica que torna possivel o
controle racional das atividades da biologia da reproducao. A parada
do desenvolvimento embriondrio no estadio de blastocisto permite a
programacao de diversas etapas subsequentes, otimizando o destino
destes embrides. Dentre os aspectos de controle, o manejo de recep-
toras seria o mais evidente. Em qualquer programa de transferéncia de
embrides, ou temos um ndmero pequeno de receptoras ou 0 eéXcesso
delas, por ser muito improvavel a estimativa precisa do nimero de blas-
tocistos que serd produzido (KHURANA & NIEMANN, 2000).

Outro ponto critico na PIVE é o transporte e a comercializacao destes
embrides. Congelados, podem ser trabalhados de forma semelhante
a doses de sémen. A venda da genética se tornaria muito mais facil e
pratica, com beneficios que se estenderiam desde a sanidade dos re-
banhos, por ndo haver a necessidade de introducdo de animais recep-
tores, até ganhos genéticos extremos, pela completa substituicao do
material genético em apenas uma geracgao.

Técnica

O conceito de criopreservacéo envolve o armazenamento de tecidos
biolégicos vivos a baixas temperaturas. A criopreservacdo é um proce-
dimento amplamente utilizado para conservacao de linhagens celulares,
espermatozoides e fragmentos de tecidos (SANTIN, et al., 2009).

Embrides bovinos sao estruturas com apenas cerca de 90 células, e envol-
tas por uma forte membrana denominada zona pellcida, o que torna o pro-
cesso de criopreservacao bastante complexo pois a perda ou injuria destas
células pode ser irreparavel, principalmente se atingir algum tipo celular
especifico, como a massa celular interna ou trofectoderma. Por isso, neste
caso, o potencial de sobrevivéncia das células é um aspecto essencial —
caracteristica denominada criotolerancia (SHAW et al., 2000).

A primeira técnica proposta para criopreservacao de embrides com su-
cesso foi a congelacdo lenta. O principio da congelacao lenta é promo-
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ver o congelamento do meio externo ao embrido, promovendo desidra-
tacao gradual do blastocisto até que o mesmo atinja a temperatura de
vitrificacdo da matriz intracelular. Para tanto, os blastocistos sdo expos-
tos a baixas concentracOes de crioprotetores (moléculas que protegem
os embrides, reduzindo o ponto de solidificacao do meio), e a tempera-
tura é reduzida a -5 a -7 °C para equilibrio. Em seguida, as palhetas so-
frem o seeding para iniciar a congelacao extracelular e a temperatura é
diminuida gradualmente através de uma curva de -0.3 a -0.5 °C/minuto,
até atingir temperaturas da ordem de -30 a -65 °C, quando as palhetas
sdo imersas em nitrogénio liquido (VAJTA & NAGY, 2006).

Apesar de funcionar muito bem para embriées produzidos in vivo
(provenientes de colheita de vacas superovuladas), com taxas de
aproximadamente 41,5% de prenhez, em embrides produzidos in vitro
(provenientes da fecundacao /n vitro) os indices sao insatisfatorios.
Neste contexto, a técnica de vitrificacdo reemergiu como uma alternati-
va interessante para a criopreservacao de embrides produzidos in vitro
(LIEBERMANN et al., 2002).

O principio da congelacao rapida é promover a desidratacdo do embriao
utilizando solucdes osmoéticas, e entao, induzir a diminuicao drastica da
temperatura embriondria, transpondo a etapa de cristalizacdo. Sao mui-
to importantes trés aspectos neste processo: a taxa de resfriamento, a
viscosidade do meio de vitrificacao, que deve ser alta para diminuir as
chances de cristalizacao, e o volume, que deve ser o menor possivel
para permitir melhor transferéncia de calor (VAJTA, 2000).

Diversos protocolos utilizando o principio de congelacao rapida para
promover vitrificacao foram desenvolvidos. As diferencas encontradas
nas taxas de sobrevivéncia apds a vitrificacado entre diferentes autores
e protocolos refletem o estadio, origem, a qualidade e a razdo volume/
superficie dos embrides — que influencia a penetracao de crioprotetores
(VAJTA & NAGY, 2006).

O procedimento “open pulled straw” (OPS), proposto por Vajta, permite
que se alcance taxas muito altas de resfriamento e aguecimento (até
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20,000 graus C/min), e pequeno contato com os crioprotetores concentra-
dos (menos de 30s). A técnica permite que se evite a injuria causada pela
formacao de cristais e toxicidade/ danos osméticos (VAJTA et al, 1999).

As pesquisas relacionadas a criopreservacao de embrides bovinos
utilizam a porcentagem de eclosao para avaliar a recuperacao destas
estruturas apés as etapas de congelamento ou vitrificacdo. Nesse con-
texto, as condicOes de cultivo /in vitro sao responsaveis pelas altera-
coes que diminuem a viabilidade do embrido tanto antes como apds a
criopreservacdo. Sendo assim, o estudo dos componentes do meio de
cultivo , visando melhorar o resultado de eclosao apds criopreservacao
é essencial para o aprimoramento desta técnica e para complementar
os resultados da PIVE (VAJTA & NAGY, 2006).

Procedimento de vitrificacao

1. O procedimento aqui especificado é baseado na técnica desenvolvi-
da por Vajta et al. (1999), com pequenas modificacdes. Descreve-
remos o uso de palhetas esticadas e abertas (Open Pulled Straws
— OPS) para envase dos embrides.

2. Selecionar blastocistos e blastocistos expandidos no sétimo dia de
desenvolvimento (D7).

3. Lavar os embrides em meio base (SOF suplementado com 20% de
SFB), aquecido a 37 °C.

4. Transferir os embrides para meio base acrescido de 7,5% etilenoGli-
col e 7,5% de DMSO por 3 minutos.

5. Transferir os embrides para meio base acrescido de 16,5% EG
e 16,5% DMSO. Deixar os embrides por tempo maximo de 40
segundos.

6. Envasar os embrides, individualmente, em OPS, em um volume
maximo de 2 ul da solucao, e, submergi-los, imediatamente, em
nitrogénio liquido, onde serdao armazenados.

Reaquecimento dos blastocistos

Para o reaquecimento, trés solucoes serao utilizadas: meio SOF su-
plementado com 20% de SFB adicionado de 1,0 M/ 0,5 M/ e O M de
sacarose.
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1. Imergir a OPS em meio com 1 M de sacarose a 37 °C por 1 min.

2. Transferir os embrides para solucao com 0,5 M de sacarose por 5 min.

3. Em seguida, transferir os embrides para meio livre de sacarose (O
M) por 10 min. A dltima etapa consiste no envase dos embrides em
palhetas para serem transferidos para receptoras.
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