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1. INTRODUCAO GERAL

O mercado de embrides bovinos, no Brasil, passou por grandes modificagdes ao longo
do tempo, refletindo no aumento do uso da producdo in vitro de embrides (PIVE). Essa
evolucdo ocorreu pelo o aumento da eficiéncia da técnica e reducao dos custos, € o uso da
técnica influenciou a producao bovina de maneira geral. Além de contribuir nos programas de
melhoramento genético, a técnica permite alternativas de acasalamento para geragdo de
animais mesticos. Além disso, mudangas nos sistemas de produgdo, tanto de leite quanto de
carne, induzidas por pressdo do mercado em funcdo da necessidade de aumento de
produtividade, reducdo dos custos, aumento do bem estar animal e sistemas de produgao
sustentaveis podem possibilitar novos nichos para o desenvolvimento da técnica (Viana,
Figueiredo e Siqueira, 2017).

O rebanho brasileiro foi estimado em 2018 em 213,5 milhdes de animais ficando atras
apenas da India em tamanho de rebanho. A producao leiteira em 2014 foi aproximadamente
24 bilhdes de litros de leite (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE), ficando
atras somente dos Estados Unidos segundo dados da USDA. Enquanto a producao de carne
foi em torno de 10,7 bilhdes de toneladas (ABIEC, 2014), fazendo com que o pais também
ocupe o segundo lugar no ranque de produgdo de carne. Essa produtividade, entre outros
fatores, teve uma contribuicdo das biotécnicas, como inseminagdo artificial (IA) e
transferéncia de embrides (TE), principalmente produzidos in vitro. A PIVE no Brasil passou
de 12.500 embrides produzidos em 2000 para mais de 353.000 embrides em 2015 (Sartori et
al., 2016; Viana, Figueiredo e Siqueira, 2017).

A disponibilidade de sémen sexado foi um fator marcante para a PIVE, pois permitiu
a utilizacdo em gado de leite (Pontes ef al., 2010), contribuindo para o aumento da quantidade
de embrides produzidos. Atualmente as ragas leiteiras, zebuinas, taurinas e cruzadas, sdao
responsaveis pela maior parte dos embrides do pais. Um cenario bastante diferente do inicio
do uso da técnica comercialmente, no qual as racas de corte zebuinas, com destaque para a
raca Nelore, eram as responsaveis pela maior parte dos embrides (Viana, Figueiredo e
Siqueira, 2017). No gado de leite os animais mesticos (Bos taurus X Bos indicus) t€m sido os
responsaveis por grande parte dos embrides produzidos. Por outro lado, em gado de corte isso

ainda ¢ incipiente e pouco utilizado, principalmente quando avaliamos o potencial de



aplicagdo nesse nicho de mercado baseado no tamanho do rebanho brasileiro. De maneira
geral, a produ¢do de animais mestigos utilizando o cruzamento Zebuino X Taurino ¢ uma
estratégia adotada que permite aproveitar o vigor hibrido, aliando a resisténcia do gado
zebuino com a alta produgdo do gado taurino (Facé et al., 2008). Justamente por isso, em
ambos 0s casos, o animal mestico tem como principal finalidade a produgdo, diferindo do
mercado de genética, no qual o animal considerado puro tem objetivo o melhoramento da
raca e a disseminacao daquela genética.

Os resultados da PIVE podem ser influenciado por diversos fatores, incluindo
variagoes individuais das doadoras, o ambiente folicular no qual os oocitos se desenvolvem,
estacionalidade reprodutiva, fatores ligados ao s€men, ra¢a da doadora, qualidade do odcito e
o ambiente de cultivo dos embrides (Camargo et al., 2006; Lonergan et al., 2006). Sabe-se,
por exemplo, que os oocitos provenientes de fémeas taurinas apresentam menor competéncia
nos processos de PIVE quando comparados aqueles provenientes de animais zebuino
(Camargo et al., 2006). As particularidades de cada raga, de cada regido e com as mudungas
no mercado de embrides se torna necessarios buscar alternativas e ajustes de forma a manter
a eficiéncia do processo independente dessas varidveis. Apesar de numeros expressivos,
resultados satisfatorios e uma notavel evolucao da técnica ao longo dos anos, a PIVE ainda
apresenta falhas, como taxas de perdas gestacionais relativamente altas conforme aponta o
estudo de Sponchiado ef al. (2019). Isso demonstra a necessidade de entender as limita¢des
da técnica do ponto de vista comercial, e buscar alternativas de corrigir as falhas, melhorar os

indices e reduzir custos de forma a ampliar a sua utilizagdo.

2. OBJETIVOS

O trabalho consiste de dois capitulos, em ambos relacionados a PIVE, no entanto, no
primeiro capitulo o banco de dados analisado foi referente a gado de leite, enquanto o
segundo capitulo o banco de dados ¢ referente a gado de corte. Os objetivos de cada capitulo
foram:

e Estudar o papel da doadora de odcitos, na variagdao dos resultados observados,

na produgdo in vitro de embrides em duas racas leiteiras;
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e Identificar e compreender fontes de variacdo dos resultados da producdo in
vitro de embrides e transferéncias de embrides em um programa de grande

escala em gado de corte comercial.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 EVOLUCAO DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS (PIVE)

O nascimento do primeiro bezerro produzido por FIV a partir de odcitos recuperados
cirurgicamente ocorreu em 1981. Por falta de meios de cultivo confidveis disponiveis na
época, os embrides foram transferidos ainda no estagio de 4 células. Nas décadas seguintes,
diversas tentativas de aumentar a eficiéncia da PIVE foram realizadas, ¢ levaram ao
desenvolvimento do protocolo padrio utilizado atualmente, no qual a transferéncia ocorre
entre o 6° e o 8° dia pos-fecundagdo, sendo preferencialmente realizado no sétimo dia. Apos
estas alteracdes, diversos grupos comecaram a focar no desenvolvimento dos meios de
cultivo (Jones et al., 2001; Biggers, 2002; Summers e Biggers, 2003; Van Wagtendonk-De
Leeuw, 2006).

Embrides produzidos in vitro apresentam diversas diferencas em relagdo aos
produzidos in vivo, tais como menor quantidade de células, maior acimulo de lipideos e
menor criotolerancia dentre outras (Lonergan et al., 2003). Estas diferencas provavelmente
sao influenciadas por varios fatores, como raca, qualidade do odcito, ambiente intrafolicular,
interacdo touro/vaca e ambiente de cultivo embrionario. Os embrides produzidos in vitro
geralmente possuem uma coloragdo mais escura, menor numero de células, menor
compactagdo, formagdo preCCOe da blastocele, e alteragdes na relagdo massa celular interna
(ICM): células do trofoblasto, quando comparados aqueles que se desenvolvem in vivo, assim
como maior frequéncia de apoptose, menor tolerdncia a criopreservagdo e alteragdes na
expressdo génica e metabolismo celular (Knijn et al., 2002; Camargo et al., 2006; Lonergan
et al., 2006). Diversos transcritos que parecem estar envolvidos de forma importante no
desenvolvimento pré-implanta¢do sdo afetados pelo tipo de meio de cultivo e pelo tipo de

suplemento protéico (Knijn et al., 2002).



Segundo Knijn ef al. (2002), blastocistos derivados de oo6citos maturados com
protocolos diferentes, mas cultivados de forma idéntica, ndo demonstraram diferengas
significativas em relacao a expressao dos genes avaliados. Desta forma, o ambiente de cultivo
(pos-fecundacao) pode estar relacionado com a alteracdo do padrao de expressdao génica no
embrido, que por sua vez pode ter implicagdes na qualidade e viabilidade do blastocisto.
Além disso, ap0s a transferéncia, os embrides produzidos in vitro possuem menor potencial
de implantagdo e desenvolvimento em relacdo aos embrides produzidos in vivo, o que
frequentemente tem sido associado a ocorréncia de anormalidades fetais e problemas

perinatais (Numabe et al., 2000; Rizos et al., 2002; Lonergan et al., 2006).

32 0RIGEM E CARACTERISTICAS DOS BOVINOS: BOS INDICUS E BOS
TAURUS

A emergéncia da civilizagdo moderna foi acompanhada, dentre outras coisas, pela
adaptacao e cruzamento de animais de cativeiro. No caso dos bovinos, a consequéncia disso
foi o desenvolvimento de ragas individuais diferindo em, por exemplo, producio de leite,
qualidade da carne, tolerancia ou resisténcia a doencas e pragas. No entanto, o genotipo e a
histéria dos bovinos ainda nao ¢ conhecida em detalhes. Os bovinos ocorrem em dois grandes
grupos geograficamente distintos taurinos (europeu, africano e asiatico) e o indiano, ou zebu
(sul-asiatico e oeste-africano), os quais provavelmente divergiram a mais de 250 mil anos
atras (The Bovine Hapmap Consortium, 2009).

Atualmente a maior parte do gado zebuino (Bos indicus) mundial vive em regides
entre o Tropico de Cancer e o de Capricornio, onde a nutri¢ao, o balango térmico, a produgao
de leite e a reproducdo estdo sujeitas a temperaturas e umidade relativa altas. Os animais
zebuinos ja sdo bem adaptados a estas regides, apresentando maior tolerdncia ao estresse
térmico (Camargo et al., 2007). Ja o gado taurino (Bos taurus) pode ndo ser uma opcao viavel
para a producdo de leite em paises tropicais devido a sensibilidade ao calor e a ectoparasitos,
com consequente queda na produgdo. Embora diversas ragas taurinas tenham sido
introduzidas nos Tropicos por desde os anos 1800, em um esfor¢o para aumentar
comparativamente os baixos niveis de producao leiteira do gado zebuino (Gordon, 2004). As

ragas zebuinas contribuem de forma significativa para a industria de carne e leite em paises
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tropicais (Bo, Baruselli e Martinez, 2003). No entanto, as ragas taurinas tém médias de
producdo de carne e leite mais elevadas, e um historico relacionado com o melhorado
genético mais antigo, que remonta ao século XIX.

Racas zebuinas apresentam algumas particularidades em sua fisiologia ovariana,
como no numero de ondas de crescimento, momento da divergéncia, tamanho méximo,
persisténcia dos foliculos dominantes, perfil de recrutamento folicular, etc. (Rhodes et al.,
1995; Viana et al., 2000; Sartorelli et al., 2005), quando comparadas com ragas europeias
(Van Wagtendokn-De Leeuw, 2006). Estas caracteristicas podem determinar o maior nimero
de pequenos foliculos em crescimento nos ovarios destes animais e, consequentemente, um
maior nimero de CCO recuperados por OPU (Viana et al., 2004), quando comparados com
resultados de Bos taurus (Van Wagtendokn-De Leeuw, 2006). Em outro estudo, Carvalho et
al. (2008) também descreveram um nimero maior de foliculos sendo recrutados por onda de
crescimento folicular em fémeas zebuinas do que em taurinas (cerca de 34 e 25,
respectivamente). Esta caracteristica, particularmente, tem influéncia direta nos resultados
obtidos pela técnica de transferéncia de embrides e de OPU-PIVE, uma vez que possibilita a
coleta de um nimero maior de foliculos, indicando uma vantagem do uso de fémeas zebuinas
sobre taurinas como doadoras (Baruselli, Gimenes e Sales, 2007).

Outras caracteristicas podem ter relagdo com o melhor desempenho de fémeas
zebuinas na producdo de gametas e embrides em regides tropicais e subtropicais. Um
exemplo seria a melhor adaptagdo desses animais ao ambiente. Embrides zebuinos tendem a
atingir maiores taxas de desenvolvimento até o estddio de blastocisto, principalmente em
periodos sazonais mais quentes, indicando que estes embrides podem possuir uma
termotolerancia maior do que os taurinos (Camargo et al., 2007).

A observagdo do comportamento de embrides zebuinos e taurinos em ambiente de
cultivo in vitro sugere que exista alguma forma de regulagdo em resposta a este sistema que
permita, bloqueie ou altere o desenvolvimento embrionario normal. A identificacdo de
variacoes nos padrdes de expressao génica pode ser uma forma de avaliar se variagdes a nivel
molecular podem estar envolvidas na manifestacdo de alteracdes morfoldgicas associadas ao
ambiente de produgdo in vitro, e que sejam relacionadas com a raga dos animais utilizados

como doadores dos o6citos (Wohlres-Viana, 2010).
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3.3 FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE DOS OOCITOS

Em mamiferos, as fémeas adquirem, ainda na fase fetal, os gametas que serdo
disponibilizados durante toda sua vida reprodutiva (Marteil et al., 2009). Esses gametas,
denominados como 06citos ou ovdcitos, sdo de extrema importancia para o desenvolvimento
embriondrio inicial, sendo responsaveis pela grande maioria das organelas e moléculas, como
RNA'’s e proteinas, que estardo presentes nas primeiras células embrionarias (Wang e Sun,
2007). Dessa forma, odcitos de boa qualidade sdo essenciais para o sucesso reprodutivo de
animais e humanos, seja por meio da reprodug¢do convencional ou através do uso das
biotécnicas da reproducgdo (Lasiene et al., 2009). Porém, por estarem presentes nos ovarios
desde o nascimento, essas células estdo sujeitas a influéncia de fatores externos durante toda
a vida da fémea, o que pode afetar a qualidade dos mesmos (Camargo et al., 2005; Roth et
al., Sharma et al., 2013; Koyama et al., 2014; Vieira et al., 2014). Além disso, a reproducao
de uma fémea, em uma escala de priorizacao do uso metabdlico da energia disponivel sera a
ultima a ser beneficiada (Short e Adans, 1998). Assim, os odcitos podem ter sua capacidade
de desenvolvimento comprometido por diversos fatores, sendo alguns desses fatores ja
conhecidos a relacdo com a qualidade do odcito e outros ainda com pouco conclusivos. Esse
comprometimento da qualidade e consequentemente do potencial de desenvolvimento dos
odcitos reflete nos resultados reprodutivos, incluindo os obtidos nas biotécnicas da
reprodugao.

Com o surgimento das biotécnicas, principalmente a producdo in vitro de embrides
(PIVE), muito desses pardmetros de qualidade do odcito e fatores que afetam essa qualidade
foram melhor compreendidos (Merton et al., 2003). A possibilidade de coletar esses gametas
e manté-los em condigdes laboratoriais permitiu estudar e entender melhor o
desenvolvimento embrionario inicial e os fatores que o influenciam. Como forma de predizer
esse potencial de desenvolvimento e pré-selecionar odcitos de boa qualidade, alguns
protocolos de classificagdo de odcitos foram estabelecidos (Viana et al., 2004; Lasiene et al.,
2009). Esses protocolos, de forma geral, levam em consideragdo apenas aspectos
morfologicos, porém, os parametros celulares e moleculares que podem ser afetados por

diversos fatores ambientais ou fisioldgicos nao sdao considerados (Ebner et al., 2000).
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3.3.1 O obcito

O oocito € uma célula complexa composta por muitas organelas e que assume papel
crucial na reproducdo da fémea (Trimarchi et al., 2006). Nos vertebrados, os odcitos podem
ter o seu desenvolvimento paralisado em préfase da primeira divisdo meidtica durante
semanas, meses ou at¢ mesmo anos. Durante esse periodo, os oocitos acumulam varias
moléculas necessarias para sua maturagdo e para o desenvolvimento embrionario posterior,
tais como: mRNA, proteinas, lipideos e acucares (Marteil et al., 2009). A alteracdo da
posicdo dos componentes do fuso meidtico ou a disfungdo de organelas como os granulos
corticais ou as mitocondrias, podem diminuir a viabilidade do odcito e ter um impacto crucial
na qualidade e no desenvolvimento do futuro embrido (Sun et al., 2001).

Essa célula contribui ndo apenas com metade do material genético fornecido no
momento da fertilizacdo, como também praticamente todo o citoplasma ao futuro zigoto,
fornecendo além das organelas, os transcritos necessarios para o desenvolvimento inicial do
embrido (Schultz, 2002; Wang e Sun, 2007; Marteil et al., 2009). Isso porque o embrido
nessa fase nao possui capacidade de transcrever seu proprio material genético, sendo assim, o
ambiente citoplasmatico do odcito oferece as condi¢cdes adequadas para seu desenvolvimento.
Os transcritos maternos podem participar na ativagdo do genoma embrionario, influenciando
no momento em que ela ird ocorrer (Vigneault e al., 2004), sendo esta etapa variavel entre as
espécies. Em virtude disso, a qualidade do odcito torna-se essencial ao desenvolvimento
embrionario antes e apds a ativacdo de seu genoma, considerando que o subseqliente
desenvolvimento embrionario depende de sua apropriada ativagdo (Camargo et al., 2006).

A qualidade dos odcitos ¢ normalmente definida como a capacidade de se desenvolver
até o estadio de blastocisto (Mermillod et al., 2008). Essa defini¢ao frequentemente leva em
consideragdo a capacidade dos oocitos de se desenvolverem em sistemas in vitro (Merton et
al., 2003). No entanto, a qualidade oocitaria influencia de maneira geral a reproducdo dos
animais, apresentando efeitos na fertilizagdo monospérmica, no desenvolvimento inicial, e na
implantacdo dos embrides. Também influenciam na retomada da meiose, na clivagem do
zigoto, no desenvolvimento embrionario até estddio de blastocisto, na implantacao uterina e
na saude da prole ao nascimento. Portanto é necessario que os oocitos de boa qualidade sejam
utilizados para se obter bons resultados reprodutivos (Lasiene et al., 2009). Na PIVE ¢ mais

facil avaliar a qualidade dos oocitos, quando comparado as outras biotécnicas (Inseminagao
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artificial e superovulagdo e transferéncia de embrides), uma vez que esse gameta € coletado,
maturado, fertilizado e cultivado in vitro. Isso torna possivel avaliar os aspectos morfologicos
e a competéncia do desenvolvimento dos mesmos em todas as etapas citadas anteriormente.
Ja ao realizar a monta natural ou utilizar outros tipos de biotécnicas, sO se consegue
hipotetizar sobre a qualidade dos odcitos e isso se dd por meio da avaliacdo da coleta dos

embrides que serdo implantados ou ao final com a taxa de gestacao.

3.3.2 A qualidade oocitaria aplicada as biotécnicas

Nas ultimas décadas, o avango das biotécnicas ligadas a reproducdo possibilitou o
melhor aproveitamento dos recursos genéticos disponiveis na bovinocultura, permitindo o
melhoramento dos rebanhos e, no caso da pecudria leiteira, aumentando a producdo média de
leite das vacas (Kruip et al., 2000). Dentre as biotécnicas da reproducdo empregadas
comercialmente na bovinocultura destacam-se a inseminacdo artificial, a transferéncia de
embrides produzidos in vivo através da indugdo de multiplas ovulagdes (MOET) e a produgao
in vitro de embrides (PIVE) (Milazzotto et al., 2008). Tais biotécnicas t€ém como objetivo o
maior progresso genético, obtido com a utilizagdo tanto de touros quanto de vacas de elevado
potencial genético (Neves et al.,, 2010). Apesar da importancia inicial da MOET para o
mercado de embrides, foi com a disseminagdo das técnicas de aspiragdo folicular ovariana e
producdo in vitro de embrides (PIVE) que o Brasil conseguiu ser responsavel por
aproximadamente 59% dos embrides bovinos produzidos no mundo, com 353.539
transferidos (Perry, 2016).

Os avangos nas pesquisas em reproducao sdo fundamentais para o pais manter esta
posi¢ao de destaque no cenario mundial. Neste sentido, a identificagdao dos aspectos ligados a
qualidade de odcitos e embrides produzidos in vitro e o aumento da eficiéncia da PIVE, sdo
indispensaveis. Contudo, diversos fatores podem influenciar os resultados da PIVE, incluindo
variacoes individuais das doadoras, o ambiente folicular no qual os oocitos se desenvolvem, a
sazonalidade reprodutiva, os fatores ligados ao sémen, a raca da doadora, ao ambiente de
cultivo dos embrides e a qualidade do odcito (Camargo et al., 2006; Lonergan et al., 2006).

Sabe-se, por exemplo, que os odcitos provenientes de fémeas da raca Holandesa apresentam
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menor competéncia nos processos de PIVE quando comparados aqueles provenientes de
animais da raga Gir (Camargo et al., 2006).

Diferencas na producao de embrides in vitro entre racas zebuinas e taurinas (Van
Wagtendonk-de Leeuw, 2006) sao evidentes e podem estar relacionadas a diversos fatores,
tais como: a melhor adaptacdo ao ambiente tropical das racas zebuinas, diferencas na
dindmica folicular (nimero de ondas de crescimento, momento da divergéncia, tamanho
maximo dos foliculos, persisténcia dos foliculos dominantes e perfil de recrutamento
folicular), alteragdes de expressdo génica, entre outras (Rhodes et al., 1994; Viana et al.,
2000; Sartorelli et al., 2005; Camargo et al., 2006; Wohlres-Viana et al., 2011). Vérios
desses fatores podem contribuir para afetar a qualidade dos odcitos e consequentemente a
diferenca de producdo entre as duas ragas. Além disso, ¢ possivel notar que embrides
produzidos in vitro e in vivo também possuem diferengas que envolvem aspectos
morfoldgicos e moleculares que podem estar ligados a eficiéncia da PIVE e ao ambiente de
cultivo de uma maneira geral, alterando as taxas de producdo de embrides e de gestagdo.
Odcitos de boa qualidade, com boas caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento sdo o
primeiro requisito para o sucesso na PIVE. Sendo assim, uma alternativa adotada
rotineiramente para a sele¢do dos melhores odcitos ¢ a realizagdo de uma classificagdo

morfoldgica e para isso existem algumas classificagdes disponiveis na literatura.

3.3.3 Classificacdo dos oocitos

A classificacdo morfoldgica dos odcitos ¢ considerada subjetiva por alguns autores,
pois pode variar entre os observadores e ¢ dependente da experiéncia de quem analisa,
entretanto, pode fornecer informagdes importantes para pré-selecdo de oocitos de boa
qualidade (Palma, 2001; Wang e Sun, 2007). Além disso, ¢ a maneira mais comum que
permite avaliar os oocitos de forma menos invasiva e sem inviabiliza-los para o uso posterior,
como para a producdo in vitro de embrides. Entretanto, a eficicia na determinagdo em
garantir a capacidade de desenvolvimento pos-fertilizagdo ndo ¢ garantida (Ebner et al.,
2000).

Rotineiramente utiliza-se a avaliagdo do complexo cumulus-o6cito (CCO) a fim de

predizer a qualidade oocitaria. Para isso, os protocolos de classificagdo de oodcitos disponiveis
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na literatura, em todos eles, consideram os mesmos parametros avaliados; quantidade de
células da granulosa (cumulus) ao redor do odcito e o aspecto de seu citoplasma. De maneira
geral, o melhor odcito ¢ aquele que possui mais células ao seu redor e tem o ooloplasma mais

homogéneo e escuro (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo dos complexos cumulus-odcitos recuperados por aspiragao folicular guiada
por ultrassonografia

Classificagao Descri¢ao
G CCO compacto, mais do que 3 camadas de células do
rau |
cumulus e o6cito com citoplasma homogéneo
CCO compacto, com 3 ou menos camadas de células do
Grau II _ .
cumulus, ou odcito com citoplasma levemente heterogéneo
Oocitos mostrando remogdao completa das células do
Grau III . .
cumulus em menos de 1/3 da superficie da zona pelucida
Desnudo e/ou Odcitos com nenhuma célula do cumulus sobre a maior
degenerado parte da zona pelucida e/ou vacuolizagdo retracdo do citoplasma
Cumulus expandido CCO mostrando expansao das células do cumulus.

Adaptado de Viana et al., 2004

Além dos dois parametros citados acima, outras caracteristicas morfologicas dos

odcitos também podem ser observadas para se avaliar a qualidade (Tabela 2).

Tabela 2: Critérios e parametros que estdo relacionados com a qualidade do odcito

Critério Parametros Referéncias
Complexo cumulus- Compactacdo e (Blondin e  Sirard,
0dcito espessura do cumulus, brilho | 1995; Nagano ef al., 2006)

do citoplasma

Citoplasma Granularidade, (Serhal et al., 1997,
coloragao, regides de | Balaban et al, 1998;
agrupamento de organelas Kahraman et al., 2000)

Corpusculo polar Formato (redondo ou (Ebner et al., 2000)




ovoide), tamanho (grande ou
pequeno), superficie (liso ou
rugoso), citoplasma (intacto

ou fragmentado).

Zona pelucida Espessura e estrutura (Gabrielsen et al.,

2001)

Espago perivitelineo Tamanho (normal ou (Hassan-Ali et al.,

aumentado), e presenga ou | 1998)

auséncia de graos.

Modificado de Lasiene, 2009.

3.3.4 Fatores que afetam a qualidade do odcito

3.3.4.1 Estado fisiologico da fémea

O estado fisioldgico da fémea influencia na qualidade de seus odcitos. Sabe-se que
animais adultos ndo lactantes apresentam maior producdo de blastocistos na PIVE quando
comparados com fémeas adultas lactantes e novilhas (puiberes e pré-puberes). Além disso, as
fémeas em lactagdo apresentaram uma menor quantidade de odcitos recuperados na aspiracao
folicular (Guerreiro et al., 2014; Vieira et al., 2014). Esses resultados indicam, que além de
uma menor quantidade de odcitos, os mesmos apresentam uma menor competéncia de
desenvolvimento nos animais durante a lactagdo. Porém, nessa fase outros fatores como a
nutricdo e a interferéncia ambiental, principalmente pelo estresse calorico, podem agir na
qualidade oocitaria (Baruselli et al., 2016a). Em outro estudo com animais lactantes
demonstrou que animais em fase final de lactag¢do, apresentaram menor taxa de produgdo de
blastocistos quando comparados com animais em fase inicial. Indicando que esses animais no
final da lactacdo sdo propensos a resisténcia a insulina, o que influencia na qualidade dos
odcitos e pode contribuir para uma menor eficiéncia na PIVE (Baruselli et al., 2016b). Por
outro lado, em animais fora do periodo de lactagdo, quando se realiza a aspiracdo folicular em
doadoras gestantes, o resultado da taxa de blastocistos ¢ maior comparada a animais puberes

e pré-puberes (Bayeux et al., 2016).
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J& os resultados no periodo pds-parto inicial sdo bastante contraditorios, tanto para
bovinos de corte quanto de leite. Um possivel efeito seja o estresse metabolico em funcao da
lactagdo que atua na competéncia de desenvolvimento do oocito (Matoba et al., 2012). Em
um trabalho utilizando inseminacdo artificial foram encontradas alteragdes enddcrinas e
metabolicas no microambiente do foliculo dominante (Leroy et al., 2012). Em contrapartida,
outro estudo ndo obteve evidéncias do efeito do estresse metabolico na qualidade do odcito.
Embora tenha sido relatado efeito do periodo pds-parto na quantidade de odcitos vidveis em
ragas de corte, nao observou efeito na taxa de blastocistos, tanto para racas de corte quanto
para as de leite (Sala, 2013).

Em rebanhos leiteiros, a selegdo dos animais geralmente ¢ baseada na produgdo de
leite. Esse tipo de selegdo muitas vezes impacta na fertilidade dos animais selecionados para
alta producdo que apresentam sistema metabolico peculiar. O perfil metabdlico desses
animais apresentam baixas concentragdes circulantes de progesterona (P4) e estradiol (E2) e
aumento das concentragdes de acidos graxos nao esterificados (NEFA) e Beta-hidroxibutirato
(BHBA) (Leroy et al., 2005; Wiltbank et al., 2006). Essas caracteristicas metabolicas
refletem diretamente no microambiente folicular, tornando-o sub-6timo e comprometendo a
qualidade do odécito e prejudicando a fertilidade da vaca (Sartori et al., 2002; Sartori et al.,
2004; Wiltbank et al., 2006; Leroy et al., 2008a, 2008b). Nesses casos, a qualidade dos
odcitos pode ser considerada um importante fator que contribui para essa baixa fertilidade

(Walsh et al., 2011).

3.3.4.2 Foliculo

O crescimento do odcito dentro do foliculo ¢ um processo lento que na espécie bovina
dura cerca de seis meses (Lussier et al.,1987). No decorrer desse periodo, o odcito adquire
sua competéncia e sofre maturagdo meidtica por uma interagdo com as células da teca e da
granulosa (Miyano, 2003). Através dessas interagcdes acumulam transcritos e proteinas que
guiara as etapas de maturacdo, fertilizacdo e o desenvolvimento inicial do embrido (Kruip et
al., 2000). A qualidade e competéncia do od6cito também estdo relacionadas ao ambiente

folicular e sua qualidade (Camargo et al., 2006).
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Naturalmente, em bovinos, apenas um o6cito sera ovulado para ser fertilizado e gerar
uma gestacdo. No entanto, com o advento das biotécnicas da reproducdo tornou-se possivel a
recuperacdo e utilizagdo de diversos odcitos que estdo em estadios diferentes da onda
folicular no momento da aspiragao (Merton ef al., 2003). De maneira geral, o ciclo estral em
bovinos ¢ composto por duas ou trés ondas foliculares (Adams et al., 1992). A primeira onda
se inicia no primeiro dia do ciclo, com o aumento da concentracdo circulante do hormdnio
foliculo estimulante (FSH) que estimulard o crescimento de um grupo de foliculos, fase
conhecida como recrutamento. Esse grupo de foliculos continua crescendo, até que um deles
comece a se desenvolver mais rapido que os demais. Mais conhecida como fase de
dominancia, ¢ nesse momento que este foliculo torna-se o futuro foliculo dominante,
enquanto os outros serdo subordinados (Ginther ef al., 1996; Hagemann et al., 1999). Dessa
maneira, de todos os foliculos que iniciaram o crescimento no inicio do ciclo apenas um ira
passar pela fase final de maturagdo folicular e oocitaria, e posteriormente ovulara. Os demais
irdo entrar em atresia, que ¢ um processo caracterizado pela degeneragdo folicular (Hsueh et
al., 1994). Assim, dependendo do momento em que ¢ realizada a aspiragao folicular, pode-se
recuperar a grande maioria dos odcitos que se tornariam atrésicos numa ovulagdo natural.
Isso impactard na producdo de embrides por afetar sua competéncia, sendo o tamanho do
foliculo de origem um importante parametro que influéncia essa competéncia (Fair et al.,

1997).

3.3.4.3 Nutrigcao

A nutricdo € capaz de alterar metabolitos € hormdnios que estdo diretamente ligados a
reprodugdo. O estado nutricional somado a ingestdo de matéria seca controla duas substancias
reconhecidamente importantes para o funcionamento enddcrino reprodutivo na fémea bovina,
a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). Os efeitos
provocados pela nutricdo estdo relacionados aos tipos de ingredientes contidos na dieta, a
quantidade de ingestdo de matéria seca, a duragdo da superalimentagdo € o nimero de tratos
por dia. Esses efeitos podem causar mudangas metabdlicas, fisioldgicas e endocrinas,
comprometendo o desenvolvimento do foliculo e do odcito a nivel molecular (Sartori et al.,

2017).
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Embora seja complexo entender os efeitos da composi¢do da dieta nos hormonios
metabolicos e na funcdo ovariana, as mudangas na qualidade dos o6citos sdo associadas com
mudancgas induzidas pela dieta na concentragdo da insulina, IGF-1 e leptina (Rooke et al.,
2009). Os efeitos da nutrigdo afetam indiretamente a reproducao quando, por exemplo, sdo
fornecidas dietas com alto teor de amido que aumentam as concentragdes plasmaticas de
insulina, isso pode melhorar a retomada da ciclicidade pos-parto e aumentar o recrutamento
de pequenos foliculos (Gong et al., 2002; Garnsworthy et al., 2008). Por outro lado, dietas
ricas em gordura, principalmente com 4cidos graxos saturados, resultam em concentragdes
mais baixas de insulina que pode aumentar o recrutamento de pequenos foliculos, além de ser
benéfico para a competéncia e desenvolvimento dos oocitos (Fouladi-Nashta et al., 2007;
Garnsworthy et al., 2008b).

Apesar de ser nitida esta interferéncia nutricional sobre a qualidade dos odcitos, os
dados disponiveis na literatura sobre esse assunto ainda sdo muito contraditérios e ndo estdo
completamente elucidados (Adamiak et al., 2005; Bender et al., 2014; Carvalho et al., 2014;
Parr et al., 2015; Sales et al., 2015). Porém, ¢ bem estabelecido que fatores como a duragao
da superalimentacdo, do tipo de dieta, do grupamento genético, da categoria animal, da
interacdo com escore de condi¢do corporal (ECC), dos efeitos do periodo de transicao e da
condicdo fisioldgica da vaca sdo determinantes para qualidade oocitaria. Além disso, os
trabalhos apresentam algumas peculiaridades que os diferenciam, como a forma de avaliar a
qualidade dos odcitos (classificagdio morfologica, andlise molecular, competéncia de
desenvolvimento in vitro ou in vivo, taxa de gestagdo por inseminagao artificial) entre outras.
Em funcao dessas diversas variaveis envolvidas se torna muito dificil extrapolar os resultados
dos diferentes trabalhos e também elucidar de forma clara os reais efeitos da nutricdo na

qualidade dos odcitos (Sartori et al., 2017).

3.3.4.4 Idade

A competéncia do odcito varia com a idade das doadoras (Camargo et al., 2006).
Diferencas sdo observadas no tamanho do odcito, no seu metabolismo energético e na

atividade dos fatores citoplasmaticos para maturagdo em novilhas pré-puberes, o que resulta
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em baixa competéncia de desenvolvimento oocitaria (Steeves e Gardner, 1999; Salamone et
al.,2001).

Com o surgimento de diversas ferramentas que permitem avaliar o potencial genético
do animal preCCOemente, tem-se aumentado o interesse em se produzir embrides de animais
cada vez mais novos. Ja existem relatos de sucesso na PIVE com od6citos recuperados de
animais pré-puberes, no entanto foi demonstrado que a competéncia oocitaria nesses animais
¢ menor em comparagao a animais adultos e novilhas puberes (Majerus ef al., 1999; Taneja et
al., 2000).

Do mesmo modo, fémeas com idade avangada, que atingem o periodo considerado
como idade pos-reprodutiva ou pos-ovulatéria apresentam uma redug¢do da qualidade do
odcito (Mitteldorf e Goodnight, 2013; Koyama et al., 2014). Isso ocorre porque o sistema
reprodutivo feminino envelhece relativamente cedo quando comparado com outros sistemas
do organismo e assim resulta na interrup¢do do funcionamento normal dos ovarios com
alteracdes morfoldgicas e celulares (Faddy et al., 1992; Tilly e Sinclair, 2014). Embora exista
poucos relatos das mudancas ocasionada pela idade nos odcitos, ja se sabe que hd um
aumento no estresse oxidativo (Takahashi er al., 2009), diminui¢do dos niveis de ATP
intracitoplasmatico (Selesniemi et al., 2008) e disfuncao mitocondrial (Wilding et al., 2001;
Zhang et al., 2011). A atividade e até mesmo a quantidade dessa organela reduz com o
avangar da idade e ocorre um comprometimento de fungdes importantes, como homeostase
oxidagdo-redugdo e controle da morte celular (apoptose). Todas essas alteragcdes provocam
efeitos negativos no desenvolvimento do odcito, na maturagdo meidtica, na fertilizacao e até
mesmo no desenvolvimento embrionario inicial (Tilly e Sinclair, 2014). Como consequéncia
dessa natural reducdo da qualidade do odcito no periodo pds-reprodutivo, esses individuos
apresentam uma reducdo da fertilidade de maneira geral, incluindo os resultados nas

biotécnicas da reproducao (Van Kooji et al., 1996).

3.3.4.5 Raca da doadora

Os bovinos se distribuem em dois grandes grupos geograficamente distintos: os
taurinos (europeu, africano e asiatico) e os indianos ou zebus (sul-asidtico e oeste-africano),

0s quais provavelmente divergiram a mais de 250 mil anos atras (The Bovine Hapmap
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Consortium, 2009). Atualmente a maior parte do gado zebuino (Bos indicus) mundial vive
em regides entre o Tropico de Cancer e o de Capricornio, onde a nutri¢ao, o balango térmico,
a producao de leite e a reproducao estdo sujeitas a fatores ambientais como a temperatura e a
umidade relativa do ar. Os animais zebuinos ja sdo bem adaptados a estas regides,
apresentando alta tolerancia principalmente ao estresse térmico (Camargo et al., 2007). Ja o
gado taurino (Bos taurus) pode ndo ser uma opcao viavel para a producdo de leite em paises
tropicais devido a sensibilidade ao calor e a ectoparasitos, com consequente queda na
producdo. Diversas ragas taurinas tém sido introduzidas nos Tropicos desde os anos de 1800,
em um esfor¢o para aumentar comparativamente os baixos niveis de produgdo leiteira do
gado zebuino (Gordon, 2004).

Ragas zebuinas apresentam algumas particularidades em sua fisiologia ovariana,
como o numero de ondas de crescimento folicular, momento da divergéncia, tamanho do
foliculo dominante, persisténcia dos foliculos dominantes e perfil de recrutamento folicular
(Rhodes et al., 1994; Viana et al., 2000; Sartorelli et al., 2005) quando comparadas com as
racas europeias (taurinos) (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006). Estas caracteristicas podem
determinar o aumento de nimero de pequenos foliculos em crescimento nos ovarios destes
animais e, consequentemente, um maior nimero de CCO’s recuperados na aspiracao folicular
guiada por ultrassom (ovum pick-up - OPU) (Viana et al., 2004), quando comparados com
resultados de Bos taurus utilizando a mesma técnica (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006). Em
outro estudo, Carvalho et al. (2008) também descreveram um nimero maior de foliculos
sendo recrutados por onda de crescimento folicular em fémeas zebuinas do que em taurinas
(cerca de 34 e 25, respectivamente). Esta caracteristica, particularmente, tem influéncia direta
nos resultados obtidos pela técnica de transferéncia de embrides (TE) e de OPU-PIVE, uma
vez que possibilita a coleta de um niimero maior de odcitos, indicando uma vantagem do uso
de fémeas zebuinas sobre taurinas como doadoras (Baruselli e Gimenes, 2007).

Outras caracteristicas podem ter relacdo com o melhor desempenho de fémeas
zebuinas na producdo de gametas e embrides em regides tropicais e subtropicais. Um
exemplo seria a melhor adaptagdo desses animais ao ambiente. Embrides zebuinos tendem a
atingir maiores taxas de desenvolvimento até o estddio de blastocisto, principalmente em
periodos sazonais mais quentes, indicando que estes embrides podem possuir uma

termotolerancia maior do que os taurinos (Camargo et al., 2007).
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A observagdo do comportamento de embrides zebuinos e taurinos em ambiente de
cultivo in vitro sugere que exista alguma forma de regulacdo em resposta a este sistema,
causando um bloqueio ou alteragdo no desenvolvimento embrionario normal. A identificagdo
de variagdes nos padrdes de expressao génica pode ser uma forma de avaliar se variagdes a
nivel molecular podem estar envolvidas na manifestacio de alteracdes morfoldgicas
associadas ao ambiente de produgdo in vitro, e que sejam relacionadas com a raca das
doadoras de o6citos (Wohlres-Viana, 2010).

A influéncia da raga na competéncia de odcitos e de embrides ¢ evidente em algumas
espécies. Essa diferenga pode ser causada por algum fator ligado a genética da mae ou a seu
conteudo citoplasmatico (Bavister, 1995). O efeito da raca na qualidade do odcito torna-se
mais evidente quando associada com as condigdes ambientais. No caso de bovinos, a
habilidade de controle da temperatura corporal observado em ragas zebuinas, ¢ uma
caracteristica que pode estar ligada a uma adaptagdo genética a nivel celular que possibilita a
essa raga sobreviver em climas mais quentes, resultando em uma maior competéncia do
o6cito em situagdes de estresse calorico. O mesmo nao ¢ verificado em vacas da raga taurina
quando submetidas as mesmas condigdes ambientais (Hansen, 2007; Paula-Lopes et al.,

2013).

3.3.4.6 Intervalos entre as sessoes de aspiragdo folicular

O intervalo das sessdes de aspiragdo influencia ndo s6 a qualidade dos odcitos, mas
também em sua quantidade. Intervalos mais curtos entre duas sessdes de aspiragdo, de
aproximadamente trés dias, reflete em uma recuperacdo de oocitos de melhor qualidade,
refletindo em melhores taxas de produgdo de blastocistos (Blondin e Sirard, 1995). Isso
ocorre porque ao realizar uma aspiragdo, todos os foliculos presente nos ovarios sao
removidos e reinicia-se uma nova onda folicular. A segunda sessdo de aspiracdao ocorrendo
trés dias apOs a primeira, permite que se recupere oocitos de foliculos menores sem a
presenca de um foliculo dominante ou em dominéncia, o qual exerceria efeitos negativos nos
foliculos menores ou subordinados (Merton et al., 2003). Dessa maneira, em sessdes com

intervalo curto € possivel obter odcitos sem que tenham sofrido atresia.
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Em sessdes com intervalos mais longos, aumenta-se a chance de se aspirar foliculos
que ja tenham sofrido o processo de atresia com odcitos de menor competéncia de
desenvolvimento. Além de interferir na qualidade oocitaria, o intervalo destas sessdes
influencia na quantidade de odcitos obtidos e ainda aumentam a ocorréncia de fibrose no

tecido ovariano em consequéncia da cicatriz causada pelas aspiragdes.

3.3.4.7 Ambiente

A queda da fertilidade das vacas durante o verdo ja ¢ relativamente bem conhecida e
pode ser atribuida a sensibilidade dos ovarios as elevadas temperaturas presentes nessa
estacdo (Roth er al., 2008). Outras condigdes ambientais também contribuem para isso, tais
como, temperatura, umidade relativa do ar, radiacdo solar, pressao atmosférica e velocidade
dos ventos (Lacetera et al., 2003). Todas essas variaveis podem causar estresse térmico aos
animais, o qual ¢ definido pela condi¢@o que eleva as temperaturas além da zona termoneutra
dos animais (Lacetera et al, 2003). Esse aumento da temperatura pode afetar a fungdo
folicular, alterando seu desenvolvimento e sua esteroidogénese, além disso, interrompe o
processo de dominancia e a secrecdo de gonadotrofinas (Roth et al., 2000; Wolfenson et al.,
2000). Com essas modificacdes na fisiologia ovariana, os oocitos podem ter seu potencial de
desenvolvimento reduzido. Essa reducdo da qualidade oocitdria ndo afeta apenas o o6cito
ovulado, mas também aqueles que compde toda a populagdo ovariana e que também foram
submetidos a exposi¢do ao calor. No entanto, esses efeitos sdo reversiveis e necessitam de
aproximadamente dois ou trés ciclos estrais para se recuperar (Roth et al., 2001).

O estresse térmico pode ser prejudicial para odcitos e embrides bovinos (Wolfenson et
al., 2000; Al-Katanani et al., 2002). Em geral, o6citos obtidos no outono sdo de qualidade
inferior aos obtidos no inverno (Wolfenson et al., 2000; Roth et al., 2001). Além disso, o
estresse térmico também interfere no ambiente folicular, na secrecao de hormonios, como LH
e progesterona, que consequentemente alteram a qualidade do odcito (Rensis e Scaramuzzi,

2003).

3.3.4.8 Estresse
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Em seres humanos fatores ambientais também podem afetar a qualidade dos oocitos
como, por exemplo, o estilo de vida que desencadeiam no aparecimento do estresse
fisiologico. O estresse fisioldgico cronico, causado pelo uso de cigarros e/ou alcool e ligados
a fatores ambientais ou ocupacionais, afetam a saude reprodutiva de mulheres prejudicando
até mesmo nos resultados de fertilizagdo in vitro, em fungdo dos efeitos na qualidade dos
odcitos (Lykeridou et al., 2011; Sharma et al., 2013).

Os eventos que causam algum tipo de estresse podem diretamente levar a uma
liberagao de cortisol (hormonio do estresse), que ird inibir a biossintese de estradiol pelas
células foliculares levando a uma reducdo tanto da quantidade quanto da qualidade dos
odcitos (Ebbesen et al., 2009; Kala e Nivsarkar, 2015). O consumo de alcool e cigarro, sao
alguns dos fatores que podem gerar a formacao exacerbada de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Ruder et al., 2008; Ogden et al., 2009). Quando a producdo de ROS ultrapassam os
niveis fisiologicos ha um aumento das taxas de apoptose dos odcitos e células foliculares,
podendo também causar a interrup¢do do ciclo celular (Chaube et al., 2005; Tripathi et al.,

2009; Tiwari et al., 2016).

3.4 PERCEPCAO E APLICACAO PRATICA DA PIVE

A multiplicagdo de animais superiores hd muitos anos ¢ o objetivo de produtores. A
forma de realizar essa multiplicagdo de maneira mais eficiente do que a monta natural €
através das biotécnicas da reproducdo. Com as diferentes biotécnicas ¢ possivel a utilizagdo
tanto de touros quanto de vacas de genética superior, assim como acasalamentos que
permitam descendentes superiores de maneira mais eficiente. Considerando desde a mais
antiga delas, a inseminagao artificial, até¢ a produgao in vitro de embrides.

Como alternativa aos incovenientes das biotécnicas disponiveis até entdo, buscou-se
formas de soluciond-los. Ainda na década de 1990, alguns grupos comecaram a desenvolver
ferramentas de coleta de oocitos, sistemas de cultivo desses oodcitos, de fertilizagdo no
laboratorio e posterior cultivo dos possiveis embrides da forma mais proxima da eficiéncia
encontrada in vivo, através da técnica de multipla ovulagdo e transferéncia de embrides

(MOET) (Kruip, 1994).
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Durante alguns anos diversos trabalhos buscaram entender e desenvolver formas,
protocolos e meios para as mais diversas etapas, maturagdo in vitro, capacitacao espermatica
in vitro, fertilizacdo in vitro , cultivo in vitro entre outros (Camargo et al., 2006; Demyda-
Peyras et al., 2015; Leroy et al., 2005; Sepulveda et al., 2018). O objetivo era fazer com que
a técnica de producido in vitro de embrides (PIVE) se tornasse eficiente comparada a técnica
de MOET. Uma vez que apresentasse eficiéncia similar a MOET e ndo apresentasse os
problemas encontrados nessa biotécnica, teria uma grande possibilidade de aplicagdo
comercial na pecuaria (Kruip, 1994).

A técnica de produzir embrides in vitro inicialmente ocorria com odcitos recuperados
de ovarios de abatedouro. As fémeas que comumente seriam abatidas, tinham seus ovarios
recuperados e estes eram levados para o laboratorio. No laboratério, teria os foliculos
puncionados para a recuperacdo dos oocitos que seriam submetidos as etapas da PIVE. No
entanto, oocitos coletados de animais abatidos em frigorificos, normalmente, ndo sdo de
animais de valor genético superior e portanto ndo sdo de interesse dos trabalhos de
acasalamento visando o melhoramento genético (Kruip, 1994). Essa pratica se tornou muito
util em pesquisas relacionadas a PIVE. E durante a década de 80 essa biotecnia se restringiu
basicamente ao campo da pesquisa € com pouca utilizagdo na industria de embrido (Hasler,
2014).

A produgdo de embrides bovinos in vitro visando a producao de animais, necessitava
de um método de coleta dos odcitos, principalmente daquelas fémeas de alto valor genético
(Faber et al., 2003; Kruip, 1994) e ndo apenas usando odcitos oriundos de ovarios coletados
de frigorifico. A técnica de aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU)
facilitou a PIVE de animais vivos. Ainda na década de 1980, em paises como Estados Unidos
da America, Canada, Alemanha, Italia, Franca ¢ Holanda, surgiu alguns laboratorios de
fertilizagdo in vitro (FIV) com intuito comercial.

Inicialmente, a técnica de OPU-PIVE era reconhecida como um complemento dos
programas de superovulagdo e transferéncia de embrides, nas propriedades que ja o usavam,
mas que tivesse animais com algum problema relacionado a técnica de MOET. Assim, o
proposito de uso da PIVE comercial seria obter embrides vidveis de fémeas que ndo fossem
aptas a produzir descendentes através de outras técnicas (Faber et al., 2003). Animais que

nao respondesse aos tratamentos de superovulagdo ou nao produzissem embrides vidveis para
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transferéncia ou com alguma normalidade reprodutiva como, adesdo ovarianas ou bloqueio
das tubas ovarianas. Além disso, em animais senis ou com anormalidades adquiridas também
poderia ser utilizado. Porém, uma particularidade da técnica ¢ o uso do s€émen. A PIVE
permitia a maximiza¢do do uso do sémen, faciltando o uso de touros de alto valor comercial,
incluindo s€men sexado (Faber et al., 2003).

De maneira constante diversos estudos buscaram otimizar as condigdes laboratoriais
na tentativa de alcancar a eficiéncia dos embrides produzidos in vivo. Meios de cultivo foram
por diversas vezes testados e entdo substituidos nas rotinas comerciais, assim como as
condi¢des de cultivo, concentragdo de gases (O2 e CO2), tipo de células para co-cultivo,
auséncia ou presenca de células em co-cultivo, momento de avaliagdo dos embrides, entre
outros detalhes de protocolos. No inicio dos anos 2000, a prioridade de uso de embrides
produzidos in vitro ainda era de embrides frescos, uma vez que embrides criopreservados, por
qualquer técnica, apresentavam resultados mais baixos de sobrevivéncia pos-
descongelamento e consequentemente menores indices de prenhez comparado aos embrides
frescos (Sartori ef al., 2016). Além da necessidade de buscar o aumento da eficiéncia no uso
de embrides produzidos in vitro criopreservados, Faber et al., (2003), ja destacava a
necessidade de buscar a reducdo dos efeitos in vitro na sindrome do bezerro grande, aumento
da qualidade dos odcitos recuperados das doadoras, uso do semen sexado, injecdo
intracitoplasmatico de espermatozoides (ICSI), e cultivo de foliculos pré-antral.

Os mesmos autores ainda em 2003 ja levantavam as vantagens do uso de sémen
sexado na PIVE poderiam ter aos produtores, tanto na pecudria de leite quanto de corte. Aos
produtores de leite, a possibilidade de uso de sémen sexado de fémea, poderia eliminar ou
reduzir os problemas recorrente com relagdo ao nascimentos de machos e os consequentes
transtornos no manejo e reposi¢do de plantel. Na pecudria de corte, o uso de s€émen sexado,
seja de macho ou de fémea poderia permitir o uso de acordo com a demanda de momento ou
mesmo regido a qual os produtores estivessem instalados. Além disso, em ambos os casos,
permitiria cruzamentos entre ragas € o uso de touros de alto valor zootécnico e comercial que
em outras biotécnicas seriam inviaveis. Nesse sentido, a PIVE poderia ser utilizada em
rebanhos comerciais para a produ¢do de individuos com o objetivo de produgdo, seja uma
vaca para a produgdo de leite ou mesmo um animal para producdo de carne. No entanto, em

funcdo dos resultados ainda baixos nessa €poca, a possibilidade de uso da sexagem nao
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apenas do sémen mas também de embrides ndo eram descartadas ou mesmo a dos fetos
(Faber et al., 2003). A técnica utilizada para a sexagem embriondria era a bidpsia para a
retirada de alguns blastomeros e em seguida a amplificagdio de DNA especifico do
cromossomo Y pela técnica de PCR. Embora o método apresentasse um efetividade para
>90% dos embrides e >95% de acuracia, os custos da producdo desses embrides e também da
propria técnica poderia inviabilizar a aplicagdo comercial de rotina da técnica. J4 o sémen
sexado, em 2003 ja existia uma empresa nos Estados Unidos que produzia e disponibilizava
ao mercado, através da identificacdo de diferencas da quantidade de DNA entre os
espermatozoides Y ¢ X (Wheeler et al., 2006). A ideia inicial era de aplicagdo dessa
tecnologia em programas de inseminacdo artificial, MOET e PIVE. E embora incipiente, ja
apresentava in vitro resultados animadores de producdo de blastocistos com sémen sexado
criopreservado.

Embora a OPU-PIVE tenha sido preconizada em animais considerados problemas
para a técnica de eleicdo, que era a MOET, em poucos anos se tornou amplamente empregada
em vacas gestantes e novilhas, incluindo animais pré-puberes (Kruip, 1994). E embora exista
diferencas entre as ragas de corte e leite, entre animais em lactagdo e secos e até mesmo
influéncia ambiental na quantidade e qualidade dos odcitos que sdo recuperados, a doadora
ainda ¢ considerada a maior fonte de variagdao de resultados (Camargo et al., 2006). Além
disso, a nutricdo tem papel fundamental na qualidade do odcito e também do embrido
(Fouladi-Nashta et al., 2007; Garnsworthy et al., 2008b; Sartori, Roberto, Spies e Wiltbank,
2017). A grande quantidade de fontes de varia¢dao que influenciam na eficiéncia dos trabalhos
de PIVE, tem feito com que diversos estudos busquem alternativas de melhorar a qualidade
dos odcitos e principalmente os resultados de producdo de embrides (Camargo et al., 2006;
Lonergan et al., 2006). Por conta dessas diferencas existentes o custo de producdo de um
embrido por OPU em vacas de leite na Europa ¢ de 50 a 100% maior do que o custo do
embrido produzido superovulacao (Galli ef al., 2014). Esse alto custo mais as racas europeias
disponiveis atualmente ainda faz com que a técnica seja aplicada em um nicho de mercado
especializado. Por outro lado, a mesma técnica em outras condigdes, em outros paises € em
outro contexto permite que tenha maior éxito com relagdo a MOET, como por exemplo o
Brasil, que se destaca pelo grande rebanho Bos indicus ou mestigos com um grande grau de

sangue zebu (Galli et al., 2014).
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Nesse contexto, a OPU-PIVE conseguiu uma grande expansdo no Brasil pelo uso
intensivo de doadoras da raga Nelore, na sua grande maioria, que em 2005 eram responsaveis
por 93,8% de todos os embrides produzidos (Viana et al., 2017). Outras racas zebuinas, como
Brahman e Guzera contribuiram para o crescimento do uso de embrides produzidos in vitro
no Brasil e consequente consolidagdo como técnica de eleicdo. Parte disso em funcdo de
apresentarem grande producdo de oocitos vidveis e altas taxas de blastocistos, caracteristicas
dos animais zebuinos (Bos indicus) que congribuiram para o aumento da quantidade de
embrides produzidos (Pontes et al., 2009; Viana et al., 2012). Inicialmente, o aumento do uso
de embrides in vitro, que apresentavam alto custo e baixa eficiéncia, se restringiu
basicamente aos rebanhos de corte e de animais considerados elite, no qual os animais
apresentavam alto mérito genético e alto valor comercial (Sartori et al, 2016). Com o
aumento da quantidade de embrides produzidos rapidamente, em func¢do da melhora da
eficiéncia do processo, a PIVE substituiu a MOET como técnica de elei¢do (Sartori et al.,
2016).

Na PIVE ¢ possivel utilizar uma quantidade menor de espermatozoides comparada as
demais técnicas. Essa particularidade da técnica deixava aberta a possibilidade de utilizagdo
do sémen sexado, seja de machos ou fémeas. Durante anos diversos trabalhos buscaram
alternativas e protocolos de separagdo dos espermatozoides visando a utilizagdo na produgao
de embrides in vitro. Diversos fatores influenciam no sucesso dessa aplicacdo, como baixa
taxa de fertilizacdo, baixa taxa de clivagem, baixa taxa de blastocisto, baixas taxas de
gestacdo, capacitacdo parcial dos espermatozoides e variagdo individual (Wheeler et al.,
2006). Por outro lado, a técnica de fertilizacdo in vitro alcangou um outro nicho a partir do
momento que o sémen sexado atingiu resultados satisfatorios no laboratorio (Pontes et al.,
2010, Viana et al., 2017). E a disponibilidade do sémen sexado no mercado com bons
resultados de producdo de blastocistos atraiu os produtores de leite. A possibilidade de
conseguir um maior numero de fémeas nascidas na propriedade, aproximadamente 90%,
resolveria um dos grandes problemas da pecudria de leite, que ¢ o nascimento de machos, e
teria vantagem econdmica (Morotti et al., 2014; Sartori et al., 2016). Além disso, um outro
fator que contribuiu para a expansdo da FIV no gado de leite, foi a baixa taxa de sucesso do
sémen sexado em outras técnicas (Obuchi et al., 2019), somado ao baixo custo proporcional

da dose de sémen sexado na FIV, uma vez que com uma palheta de sémen se fecunda até 10
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doadoras diferentes. Essa expansdo refletiu diretamente na quantidade de embrides
produzidos in vitro no Brasil, que passou de 137.042 em 2005 para 353.539 em 2015, sendo
57% somente de ragas leiteiras (Viana et al., 2017).

Assim como foi o Nelore ¢ o Brahman no gado de corte, a raga Gir teve papel
fundamental no sucesso da aplicagdo da técnica em gado de leite. Seguindo a logica, animais
Gir produzem muitos odcitos e apresentam boas taxas de blastocistos in vitro (Grazia, 2014;
Pontes et al., 2010), e em contrapartida nao respondem bem aos protocolos tradicionais
aplicados na MOET (Wohlres-Viana ef al., 2019). Tendo a raga Gir como grande alternativa
na produ¢ao, ndo apenas de animais Gir, mas principalmente de animais mesti¢os com touros
Holandés foi possivel alcancar um nicho que até entdo considerava a técnica de PIVE como
cara para ser adotada nas propriedades. Dessa forma, agora ndo se produzia mais somente
animais considerados elites, mas também animais considerados de produgdo, nesse caso, com
a finalidade de producgdo de leite nas fazendas dedicadas a pecuaria leiteira. Os animais
mesti¢os (Gir X Holand€s), usualmente denominados “Girolando* independente do grau de
sangue, sdo responsaveis por grande parte do rebanho leiteiro do Brasil. Em 2014, 79,3% do
total de embrides produzidos foram de cruzamentos Gir X Holandés (Sartori et al., 2016).
Esses animais apresentam caracteristicas interessantes diretamente relacionadas a produgao
como, grande quantidade de leite quando submetidos a condi¢des de altas temperaturas,
parasitas € muitas vezes pastagens pobre em nutrientes, sendo portanto, bem adaptados a
regides tropicais (Pontes et al., 2010). Em fun¢do das caracteristicas de producdo atrativas
aos produtores de leite e do aumento de produtos nascidos por FIV a partir do cruzamento Gir
X Holandés, abriu a possiblidade de utilizagdo desses animais, 2 sangue Gir X Holandés,
também como doadoras € ndo somente com produtoras de leite. Esses animais mesticos F1
apresentam potencial como doadoras de odcitos e eficiéncia no sistema de produgdo in vitro
de embrides similar ao das vacas zebuinas, independente da raga do touro doador de sémen,
Gir ou Holandés (Grazia et al., 2015). Isso permite a flexibilidade da escolha do melhor grau
de sangue para esses animais mesticos em fun¢do da regido, manejo, nutri¢cao e objetivos do
produtor. Porém, em muitos sistemas de produ¢do acasalar um animal F1, seja com touro
Holandés ou touro Gir, pode trazer problemas. Aumentando a vulnerabilidade quando os
produtos possuem maior porcentagem de sangue taurino, ou reducdo da producdo quando

possuem maior porcentagem de sangue zebu. Uma outra alternativa ¢ transferir embrides F1
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nesses animais F1, as utilizando como receptoras e assim mantendo sempre um rebanho de
animais F1 (Sanchez et al., 2015). A possibilidade do uso de sémen sexado de fémea, bons
resultados de animais da ra¢a Gir na PIVE, um grande mercado para animais ' sangue
Girolando e bons resultados desses animais também na PIVE permitiu um aumento do uso da
técnica, atingindo um outro nicho.

Até os dias atuais, a maior parte dos embrides produzidos por FIV, principalmente no
Brasil, ainda sao de ragas leiteiras, sendo 57,2% (Viana et al., 2017). No entanto,
considerando o grande niimero de animais do rebanho brasileiro, estimado em 213.500.00
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2018), sendo em sua grande maioria
animais considerados comerciais e da raga Nelore (Pontes et al., 2011), os quais ndo possuem
o registro de genealogia, ainda existe um grande mercado que a técnica pode atingir. Para
isso existem alguns grandes desafios, como custos de produgdo, de forma que torne a técnica
mais competitiva com a técnica de eleicdo atual nesses rebanhos, a IATF, desafios de
logistica, resultados mais consistentes com embrides criopreservados, preocupagdo com a
qualidade dos odcitos e consequentemente dos embrides, e principalmente, resultados de
gestagdo satisfatorios e constantes e reducdo das perdas apds 30 dias de gestacdo (Blondin,
2017).

Apesar de todos os desafios, o mercado de animais para produ¢do de carne ¢ um nicho
que pode expandir a produgdo in vitro de embrides. Existindo duas possiveis aplicacdes da
técnica nesse mercado. Aplicagdo na reposicdo de fémeas, seguindo a mesma ldgica do inicio
do uso comercial da PIVE. No inicio dos anos 2000, a necessidade seria para a produgdo de
tourinhos, j& agora, a possibilidade ¢ para a produgdao de matrizes para reposi¢ao no rebanho.
E, principalmente para producdo de animais F1 (Bos indicus X Bos taurus) utilizando
ooocitos de animais da raca Nelore e s€émen de touros de ragas taurinas. A raga Nelore, além
de ser resistente ao clima tropical, produz grande quantidade de odcitos, boa eficiéncia na
PIVE e compde grande parte do rebanho brasileiro (Pontes et al., 2011; Sartori et al., 2016).
Essas caracteristicas da raca aliada a grande disponibilidade de fémeas Nelore podem
minimizar alguns desafios dos trabalhos de grande escala, como por exemplo o uso de

ovarios coletados em abatedouro como fonte de odcitos.
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3.5 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO INICIAL E REPROGRAMACAO
EPIGENETICA

O desenvolvimento embrionario inicial, no periodo pré-implantagdo, ¢ relativamente
bem conservado entre as espécies de mamiferos. E um periodo considerado curto quando
comparado com a duracdo da gestacdo em muitas espécies como, por exemplo, nos bovinos
(Corry et al., 2009). Mesmo durando poucos dias, nesse periodo ocorrem eventos importantes
e criticos para o desenvolvimento posterior (Cantone e Fisher, 2013). Apos a fertilizagao,
uma complexa maquinaria molecular coordena as divisdes celulares e a diferenciagao dessas
cé¢lulas nos mais diversos tipos celulares encontrados no individuo adulto. Além disso,
coordena a ativagdo do genoma embrionario ou a transi¢do materno-zigdtica e a compactagao
celular que ocorre no estadio de morula. Todas essas caracteristicas do desenvolvimento
embriondrio inicial sdo essenciais para seu progresso (Schultz, 2002; Garcia et al., 2015).
Essa complexa maquinaria que coordena o desenvolvimento e a diferenciagdo celular ¢
composta por um complexo mecanismo epigenético que essencialmente controla a expressao
génica. Alguns desses mecanismos sdo bem conhecidos (metilagio do DNA), enquanto
outros s3o menos conhecidos (/mprintig e inativacdo do cromossomo X) e alguns ainda estdo
sendo investigados a fim de serem melhor compreendidos (Okano et al., 1999; Reik e Walter,
2001; Heard e Disteche, 2006; Kaikkonen, 2011).

Além do material genético, todos as células apresentam esses mecanismos
epigenéticos (Ross e Canovas, 2016). No entanto, em dois momentos ocorrem o que ¢
denominado como reprogramacao epigenética. Essa reprogramacdo ocorre nas células
germinativas primordiais que dardo origem aos gametas, € no periodo embriondario inicial
(Cantone e Fisher, 2013). Ela ¢ responsavel por apagar ou reiniciar as caracteristicas
epigenéticas das células e permite que as células germinativas, inicialmente com
caracteristicas de uma célula somatica, reorganizem o seu padrdo de expressdo génica e
retomem a totipoténcia formando os gametas, masculino ou feminino. Ja durante o periodo
embriondrio inicial, a reprogramac¢do permite que haja um novo padrdo de expressdo dos
genes, dando origem a um novo individuo com caracteristicas unicas (Messerschmidt et al.,
2014). Esses dois momentos sdo extremamente importante para o desenvolvimento e
sensiveis a perturbagdes externas, podendo ocasionar diversos fenotipos no individuo por

alteracdo das caracteristicas epigenéticas (Reik, 2001).
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Levando em consideragdo que a manipulagdo exigida nas biotécnicas da reproducao,
com gametas e embrides, concincide com esse periodo, e ainda geram ambientes abaixo do
ideal para o desenvolvimento potencialmente pode ocorrer uma regulagdo genica aberrante
(Sirard, 2017). Apesar da evidente evolugdo nos protocolos de PIVE utilizados
comercialmente, alguns pontos ainda merecem atengdo, principalmente a luz da regulagdo
epigenética. O objetivo dessa revisdo ¢ abordar alguns aspectos do desenvolvimento

embrionario inicial e sua relagdo com a epigenética, especificamente a reprogramacao

epigenética que ocorrerd nesse periodo.

3.5.1 Desenvolvimento embrionario inicial

Em mamiferos, uma série de divisdes celulares altamente coordenadas transforma o
odcito fertilizado, ou zigoto (embrido de uma célula) em um blastocisto competente para a
implantacdo com duas linhagens celulares distintas, trofoectoderma e massa celular interna.
Para isso acontecer, dois processos sequenciais devem ocorrer: a maturagdo do odcito e
divisOes celulares apos a fertilizacdo. A maturagdo do odcito ocorre nos proprios foliculos
ovarianos, processo esse que em algumas espécies ja ¢ possivel ser feita in vitro. Durante o
crescimento do feto, alguns odcitos imaturos, ou odgonias, escapam do ciclo mitdtico e
entram em meiose apos replicar seu DNA. Essas células, conhecidas como o6citos primarios,
contém 4N de material genético que permanece retido na etapa de profase da primeira divisao
meidtica. Em resposta aos sinais hormonais, foliculos maduros e odcitos primarios sofrem
maturagdo nuclear, caracterizada pela quebra da vesicula germinativa e pela retomada da
primeira divisdo meidtica. Como resultado desta primeira divisdo meidtica ¢ produzido um
odcito secundario com ploidia igual a 2N e o primeiro corpusculo polar, com posterior
ovulacdo e liberacdo do odcito. Em sequéncia, a segunda divisdo meidtica ¢ iniciada e o
odcito fica retido em metafase (metafase II) até que ocorra a fertilizagao (Corry et al., 2009).

A fertilizagdo ocorrera nas tubas uterinas e ap6s a unido com um espermatozoide, o
odcito maturado acionard a maquinaria para completar a segunda meiose e liberar o segundo
corpusculo polar. Forma-se entdo o zigoto com os dois pro-nucleos, masculino e feminino,
caracterizado pelos cromossomos descondensados e envoltos por uma membrana. Para o

inicio da primeira divisao celular, é necessario que ocorra a singamia, que ¢ a unido desses
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pré-nucleos, que contém material genético materno e paterno, € consequente formacdo do
nucleo do recém-formado embrido (Wassarman et al., 1999; Corry et al., 2009).

Apos a fertilizagdo ocorrerd as divisdes celulares formando um embrido de duas
células, seguido de sucessivas divisdes mitdticas reducionais das células (clivagem)
formando entdo 4, 8, e 16 células, nas quais as células vdo se multiplicando e
progressivamente reduzindo o citoplasma até alcancar o estddio de blastocisto, o qual
rompera posteriormente a zona pelicida para se fixar ao tecido uterino. Esse periodo pré-
implantacdo varia pouco entre as espécies, em camundongos o tempo da fertilizagdo até a
implantacdo ¢ de aproximadamente 4,5 dias, enquanto em humanos e bovinos este periodo ¢é
de aproximadamente uma semana (Corry et al., 2009).

O desenvolvimento embriondrio em mamiferos apresenta dois momentos
caracteristicos e importantes, que sdo: a transi¢do materno-zigotica (TMZ) ou ativacdo do
genoma embrionario, € a compactagdo. O primeiro ocorre entre os estadios de 8-16 células,
na espécie bovina, sendo uma das etapas mais criticas do periodo de pré-implantagdo. Na
biotécnica de produgdo in vitro de embrides essa etapa ¢ reconhecidamente a mais critica, na
qual cerca de 50% dos embrides cessam seu desenvolvimento por ndo conseguirem realizar a
ativagao do seu genoma de forma eficiente (Garcia ef al., 2015). Ja a compactagdo ocorre em
um estadio posterior de desenvolvimento, quando o embrido alcanca a fase de moérula. Em
geral, os odcitos contém uma grande quantidade e variedade de RNA’s que os auxilia nas
etapas de maturacdo e fertilizacdo (Stitzel e Seydoux, 2007). Ao longo dos diferentes
estadios, estes RNA’s associados a cada etapa sdo degradados permitindo entdo que o
genoma do zigoto possa progressivamente cumprir as exigéncias do embrido em
desenvolvimento (Schier, 2007). Essa transi¢do materno-zigotica ocorre basicamente em trés
etapas: 1) degradacdo dos transcritos maternos; 2) substituicdo dos transcritos materno,
comum nos odcitos e embrido inicial, por transcritos expressos pelo proprio zigoto e; 3) hiper
regulagao dos genes especificos do zigoto que irdo reiniciar e reprogramar o padrao de
expressao génica do embrido em desenvolvimento (Schultz, 2002). Nessa fase ainda, ocorre
um outro periodo, o inicio da diferencia¢do celular em fun¢do da distribuicdo espacial das
células no embrido, no qual a posicdo tridimensional das células embriondrias, ou

blastdmeros, no embrido ¢ diferente (Yamanaka et al., 2006).
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Na etapa seguinte o embrido ¢ denominado morula, e ja ndo ¢ mais possivel contar
suas células, mas j& pode-se notar células mais externas, organizadas proximas a zona
pelucida e células mais internas, compondo a futura massa celular interna, fazendo com que a
distribuicdo de moléculas sinalizadoras alcance de forma diferente as células. A etapa
imediatamente seguinte ¢ denominada morula compacta, caracterizada pela maior
compactagao das células. Isso ocorre em decorréncia do surgimento de uma maior quantidade
de jungdes comunicantes, ocorrendo também a presenca de mudangas bioquimicas. Essas
mudangas possibilitam que os blastomeros apresentem caracteristicas similares as células
somaticas como transporte de ions, metabolismo, arquitetura celular e padrao de expressao
génica (Fleming et al., 2001; Kidder ¢ Wintherhager, 2001). Com a compactagao, ocorrerao
divisdes celulares que direcionardo algumas células para que elas fiquem mais no interior da
massa de células que compde a moérula. Essas células mais internas dardo origem a massa
celular interna (MCI), enquanto as células mais externas dardo origem ao trofoectoderma
(TE) (Yamanaka et al, 2006). Essa camada mais externa (TE) se tornara um epitélio
responsavel por transportar fluido e por formar uma cavidade, essencial para a sequéncia do
desenvolvimento e diferenciacao (Watson et al., 1990).

A etapa seguinte do desenvolvimento caracteriza-se pela formacao do blastocisto, que
apresenta uma cavidade preenchida por liquido, denominada de blastocele. A diferenciagado
principal ocorre nesse estadio, e € possivel observar a presenca de uma cavidade com duas
populacdes celulares bem distintas, a MCI, da qual o embrido propriamente dito ¢ formado a
partir dos trés folhetos embrionarios e o TE, que dara origem aos tecidos extraembriondrios.
Nessa fase ja ha diferenca de expressao génica entre esses dois grupos celulares (Pesce e
Scholer, 2001; Yamanaka et al., 2006). O primeiro desses estadios € o blastocisto inicial, que
apresenta uma pequena cavidade. Nesse estadio se inicia de forma mais clara a formagao de
duas populagdes de células distintas no embrido. Os estadios seguintes se caracterizam
basicamente pelo aumento dessa cavidade e a completa formag¢do das duas populacdes
celulares. O blastocisto ¢ a etapa seguinte, na qual aproximadamente metade do embrido ¢
preenchida por células e a outra metade por liquido. A medida que a quantidade de liquido
aumenta, aumenta a cavidade e o embrido passa a ser classificado como blastocisto
expandido, sendo possivel distinguir as células trofoblasticas das células do embrioblasto,

que irdo originar o feto a partir dos trés folhetos embrionarios, ectoderma, mesoderma e
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endoderma. Essas duas populagdes celulares sdo fenotipicamente distintas e com fungdes
bastante diferente entre elas. Até esse momento ambas as populagdes ainda estdo dentro da
zona pelicida, uma camada amorfa oriunda do oocito. No entanto, para continuar o
desenvolvimento embriondrio € necessario que a zona pelicida se rompa e que o embrido,
composto de trofoblasto e embrioblasto, possa ter contato com o endométrio uterino (Watson,
1992) . Esse estadio ¢ denominado de blastocisto eclodido, e caracteriza-se pelo rompimento
da zona pelucida e liberacdo do embrido. A partir desse momento, o embrido ird iniciar a

implantacao no utero, por meio das células do seu trofoblasto (Yamanaka et al., 2006).

3.5.2 Programagao e reprogramacgao epigenética

Segundo defini¢do do dicionario médico Dorland, genética ¢ o estudo dos genes, sua
estrutura e funcdo molecular e sua natureza quimica e fisica. O termo epigenética definido
como acima da genética (EPI- prefixo grego que significa acima), foi cunhado pela primeira
vez por Conrad Waddington na década de 1940 e se refere as interagdes entre genes e seus
produtos que se manifestam como um fenotipo (Waddington, 2012). Do ponto de vista
molecular, reguladores epigenéticos incluem modificagdes no DNA sem que haja alteracdao
em sua sequéncia ou alteragdes nas histonas € RNA’s ndo codificantes (ncRNA). Outros
reguladores durante a diferenciacdo celular sdo o imprinting, a inativacdo do cromossomo X e
o silenciamento por transposon (Jaenisch e Bird, 2003).

Em todas as células dos organismos eucaridticos, além do material genético (DNA) ha
também um complexo mecanismo epigenético que controla o padrdo de expressdo génico.
Nas células germinativas € no embrido ainda em fase de pré-implantacdao, ocorrem diversos
mecanismos epigenéticos que coordenam o desenvolvimento normal e a diferenciacdo. A
simplicidade das mudangas morfologicas que ocorrem durante o desenvolvimento
embriondrio inicial, como o processo de clivagem, contrasta com a complexidade dos eventos
moleculares que remodelam a cromatina do epigenoma embriondrio durante esse periodo
(Ross e Canovas, 2016). Nos organismos adultos as cé€lulas estdo comprometidas com
funcdes altamente especializadas ou entdo reside no pool/ de células tronco que a grande
maioria dos tecidos apresentam, porém apresentam um potencial de desenvolvimento

limitado. Embora todas as células contenham o mesmo material genético, cada tipo celular ¢
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definido por um padrao especifico de expressdo génica que as diferenciam. Durante o
desenvolvimento embriondrio células inicialmente totipotentes passam por varios processos
de diferenciagdo. Esses processos sdo, controlados por diversos mecanismos como a
sinalizagdo e a posicao celular, além de fatores epigenéticos que irdo definir a diferenciagao
dos varios tipos celulares (Messerschmidt et al., 2014). Os mecanismos que controlam a
capacidade de gerar a grande variedade de tipos celulares distintos consistem na programagao
epigenética. Por outro lado, durante a formagado das células germinativas primordiais (CGP) e
no desenvolvimento embriondrio pré-implantacdo, as caracteristicas epigenética ¢ alterada de
forma global, denominada de reprogramacgao epigenética (Cantone e Fisher, 2013).

Os fatores epigenéticos podem ser considerados como um obstaculo para reprodugao
sexuada entre dois individuos adultos. A preparagdo para uma nova geracdo necessita
retornar o epigenoma ao basico, voltando ao estado totipotente e assim permitir que um novo
individuo se forme sem nenhuma ou com a menor quantidade possivel de marcas no
epigenoma vindo dos parentais. Essa preparagdo ocorre basicamente através de trés etapas. A
primeira € a delecdo das marcas nas células somaticas precursoras das células germinativas, a
segunda ¢ por meio de um mecanismo de reprogramacao, estabelecendo marcas epigenéticas
sexo-especificas nas células germinativas. E por fim, a ultima etapa ¢ a remog¢do pOs-
fertilizagdo dessas marcas para permitir o desenvolvimento embrionario € inicio de um novo
ciclo celular (Messerschmidt et al., 2014). Isso ocorre porque os gametas sao produzidos a
partir de células somaticas que sofreram diferenciagdo durante a embriogénese até se
tornarem uma célula haploide com competéncia para se diferenciar em todas as células de um
novo individuo (Snell e White, 1996; Wassarman et al., 1999) . Tanto o genoma do macho
quanto o da fémea sofre diversas mudancas epigenéticas durante a espermatogénese,
foliculogénese e odgenese. Por fim, quando ocorre a fusdo dos gametas, conhecida como
singamia, uma nova onda de alteragdes epigenéticas necessita acontecer para um novo
individuo diploide adquirir um estado transcricional que ird coordenar o seu desenvolvimento
(Rivera, 2010).

A informacdo epigenética ¢ estavel, sendo possivel ser herdada de célula para célula,
mesmo apo6s diversas mitoses. Mas também tem carater flexivel, o que significa que pode ser
modificada, como ocorre durante a diferenciagdo celular, na qual diferentes genes sao

ativados e silenciados. O momento que essa plasticidade epigenética maxima ocorre ¢

39



durante a formagdo das células germinativas ¢ no desenvolvimento embriondrio inicial,
quando a reprogramagdo epigenética se faz necessaria (Reik et al., 2001; Li, 2002; Dean et
al., 2003; Wrenzycki et al., 2005; Sasaki e Matsui, 2008; Cantone e Fisher, 2013). Essa
reprogramagao ¢ considerada importante para “resetar” a configuragdo epigenética do
genoma dos gametas e das células totipotentes embrionarias. Dessa maneira, permite a
expressdo génica do embrido que ird regular o desenvolvimento do novo individuo. Somado a
i1sso, essa reinicializagdo pode ser importante para prevenir a transmissdo de alteragdes
epigenéticas adquiridas durante a vida dos parentais para a proxima geracao (Ross e Canovas,
2016). Durante a gametogénese ¢ o periodo pré-implantacdo o epigenoma dos mamiferos ¢
dinamicamente remodelado, incluindo mudangas drasticas na metilacdo do DNA de todo o
genoma e modificacdes de histona (Reik ef al., 2001; Li, 2002; Dean et al., 2003; Wrenzycki
et al., 2005; Sasaki e Matsui, 2008; Cantone e Fisher, 2013). A metilagdo global do DNA ¢
apagada através de oxidacdo ativa, e consequentemente transformada em DNA
hidroximetilada, e/ou durante a divisdo celular, por perda passiva de marcagdes de metilagao
no momento da replicagdo, ocasionada pela auséncia da manutengdo da metilacdo (Mayer et
al., 2000; Oswald et al., 2000; Santos et al., 2002; Inoue e Zhang, 2011; Igbal ef al., 2011;
Wossidlo et al., 2011).

A natureza regulatoria dos mecanismos epigenéticos e sua alta atividade no periodo
embrionario indica que os embrides podem ser sensiveis ao ambiente e adaptd-los. A
influéncia das condigdes ambientais pode acarretar em fenotipos indesejaveis e patologias,
mas também permite a possibilidade do aumento da produgdo animal ao usar a selegdo
epigendmica, embora ainda apresente enormes desafios e grandes oportunidades para
pesquisadores (Ross e Canovas, 2016). Enquanto novos mecanismos epigenéticos estao
sendo ainda conhecidos, alguns ja sdo bem caracterizados, como a metilacio do DNA,
mudangas nas proteinas das histonas (nas quais o DNA ¢ empacotado) e a expressdo de
RNA’s ndo codificantes (Perera e Herbstman, 2011). H4 também a inativagdo do
cromossomo X e o imprinting gendmico, que serdo melhor explicados abaixo. Esses
mecanismos sdo normalmente descritos como independentes, no entanto, existe uma relagao
entre os diferentes tipos de processos epigenéticos que irdo regular o epigenoma (Weber et
al., 2007; Otani et al., 2009). Essa interagdo entre esses diversos mecanismos epigenéticos ja

conhecidos que geram a diversidade de tipos celulares durante o desenvolvimento e mantém

40



o perfil de expressdo dos diferentes tipos celulares durante toda a vida (Reamon-Buettner e
Borlak, 2007). No entanto, qualquer perturbacdo no funcionamento normal desses
mecanismos pode gerar consequéncias em qualquer fase da vida, embrionaria, fetal e mesmo

pOs natal.

3.5.3 Tipos de modificacdes epigenéticas

3.5.3.1 Metilagdo do DNA

A metilagdo do DNA ¢ uma modificagdo epigenética essencial para o
desenvolvimento normal dos mamiferos e uma das primeiras a ser conhecida (Li et al., 1992;
Okano et al., 1999). Esse mecanismo esta normalmente associado ao silenciamento de genes,
que ocorre através da ligacao de proteinas ligadoras de DNA sensiveis a metilagdo e também
pela interagdo com modificagdes das proteinas conhecidas como histonas. Essas alteragdes
irdo modular o acesso da maquinaria de transcricdo aos promotores génicos e
consequentemente interferir na transcricao desses genes (Lande-Diner et al., 2007).

Em resumo, a metilacdo ocorre pela transferéncia do grupo metil para o quinto
carbono do residuo de citosina na fita de DNA (Lande-Diner et al., 2007). A grande maioria
das metilagdes de DNA em mamiferos ocorre em dinucleotideos CpG (Ibrahim et al., 2006;
Ziller et al., 2011). Esses CpG estdo distribuidos de forma ndo aleatéria no genoma,
formando o que se chama de ilhas CpG. Nessas regides gendmicas se encontram a maior
concentracdo dessas ilhas que podem variar de 200 pares de base (bp) até muitos kilobases.
As ilhas CpG que s@o em geral ndo metiladas, se localizam tipicamente dentro do promotor
génico de genes que necessitam ser ativamente expressos, como por exemplo, genes de
manutengdo e supressores de tumor (Bird, 2002). Em contraste, ilhas CpG de genes que
devem ser mantidos silenciados sdo predominantemente metilados (Okano et al., 1999).

Algumas proteinas relacionadas a metilagdo sdo importantes para o desenvolvimento
embriondrio normal, tais como as DNA metiltransferases, que podem estabilizar ou manter os
padrdes de metilacdes do DNA (Li ef al, 1992; Okano et al., 1999). Essas moléculas
pertencem a uma familia de proteinas denominadas DNMT, mais especificamente DNMT3a,
que apresentam papel importante na manutencdo do padrio de metilagdo durante a

replicagdo, na metilacdo de novo e também durante o estabelecimento da metilacdo alelo-



especifica no imprinting (Bourc’his et al., 2001; Howell ef al., 2001; Maunakea et al., 2010).
No entanto, o processo inverso, de demetilagdo, também ¢ critico durante o desenvolvimento
das CGP e do embrido inicial. Esse processo pode ocorrer de forma ativa ou passiva. De
maneira geral, a forma passiva ocorre durante a divisao celular, enquanto a forma ativa utiliza
um mecanismo de reparo de excisdo. Nessa via ¢ necessario a hidroxilagdo da 5-metilcitosina
para 5-hidroximetilcitosina por duas enzimas, TET1 e TET2, seguido da desaminagdo pela,
AID e APOBECI, antes do reparo de excisdo de base ou nucleotideo (Cedar e Bergman,

2012).

3.5.3.2 Modificagoes de Histonas

Histonas sdo compostas de um octdmero de proteinas, H2A, H2B, H3 e H4, estando
cada tipo presente em duplicata. Ao redor desse nucleo de proteinas, se enrola a fita de DNA,
o qual confere estabilidade estrutural e também regula a expressdo génica. Essa estrutura
proteica forma um nucleo, o qual apresenta um dominio globular ¢ uma cauda N-terminal
altamente dindmica que se projeta para fora desse dominio globular (Inbar-Feigenberg et al.,
2013). Essa cauda das histonas pode apresentar um grande numero de modificagdes poOs-
traducionais que incluem: acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitina¢do, sumoilagdo,
ADP-ribosilacdo, isomerizagdo da prolina, citrulinagdo, butirilacdo, propionilagdo e
glicosilagdo (Gardner et al., 2011). Essas diferentes modificagdes presentes nas histonas
podem estar relacionadas com a cromatina ativa ou reprimida, e influenciando
consequentemente na transcrigdo de genes. Diferentes estados da cromatina ocorrem em
diferentes regides promotoras de genes, facilitando mudangas rdpidas de expressdo. Além
disso, estd presente durante o desenvolvimento inicial, quando ocorre os processos de
diferenciagdo e especificagdo (Cedar e Bergman, 2012; The ENCODE Project Consortium,
2012).

3.5.3.3 RNA's ndo codificantes

Os RNA’s ndo codificantes (ncRNA) apresentam funcdo importante no controle
epigenético da expressdo. Esses RNA’s sdo classificados de acordo com seu tamanho e

funcdo e representam uma grande parte da transcricdo que ocorre no DNA gendmico das
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células quando comparadas a quantidade de transcritos que codificam proteinas (Djebali et
al., 2012; The ENCODE Project Consortium, 2012). Os ncRNA’s incluem pequenos RNA
de interferéncia (siRNAs), micro RNA (miRNA) e longos RNA nao codificantes (IncRNAs)
que apresentam fun¢ao importante na regulacdo da expressao génica durante a transcrigao,
degradagdo de RNA mensageiro (mRNA), splicing e tradu¢do (Kaikkonen et al., 2011). Ja foi
demonstrado que a expressio de miRNA e IncRNA em blastocistos humanos esta
correlacionado com a manuten¢do da pluripoténcia durante o desenvolvimento embrionario e
na regulacdo da expressdo génica de algumas linhagens celulares especificas (Mohamed et
al., 2010; Rosenbluth et al., 2013). Alguns tipos de IncRNA apresentam conservagdo entre
espécies e possuem fungdo importante no processo de desenvolvimento como, por exemplo, a

inativagdo do cromossomo X e o imprinting gendmico (Ponting ef al., 2009).

3.5.3.4 Inativacdo do cromossomo X

Em muitas espécies de mamiferos, machos e fémeas apresentam cromossomos
sexuais diferentes, com os machos apresentando de maneira geral cromossomos XY € as
fémeas XX. Como forma de compensar o desbalanco da dosagem de genes ligado ao
cromossomo X, as fémeas silenciam um dos dois cromossomos X, processo conhecido como
inativacdo do cromossomo X (Heard e Disteche, 2006). Esse processo ¢ uma forma
especializada de regulagao epigenética essencial para o controle da expressao génica.

Os embrides contendo mais de um cromossomo X sofrem inativacdo aleatéria do
cromossomo X no estddio de blastocisto durante a embriogénese inicial (Pessia et al., 2012).
Essa inativagdo ¢ regulada por um locus principal no cromossomo, conhecido como centro de
inativagdo do X (XIC) que ainda ndo ¢ totalmente compreendido, mas se sabe que cada célula
diploide fica restrita a somente uma cdpia ativa do cromossomo X. Esse processo envolve a
hipoacetilacdo das histonas H3 e H4, metilagdo da lisina 27 na histona H3 e metilacdo do
DNA em promotores rico em CpG (Okamoto e Heard, 2009; Morey e Avner, 2011).

3.5.3.5 Imprinting genomico

O imprinting gendmico € um processo pelo qual as linhagens germinativas do macho
ou da fémea confere marcas especificas ou imprintings para certas regides cromossomicas

(Reik e Walter, 2001). Essas marcas sdo sexo-especifica. Esse imprinting causa a expressao
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monoalélica especifica de origem parental (macho ou fémea) em certos momentos do
desenvolvimento ou em certos tipos celulares.

A expressao de genes imprintados ¢ dependente de um numero relativo de alelos
parental-especifico e necessita também de contribuigdes de outros alelos de ambos os
parentais, embora a expressao seja monoalélica ligada a um dos parentais. Isso significa que
alterando o nimero ou a propor¢do de alelos parentais ocorrerd uma desregulagcdo do
imprinting. A consequéncia dessa desregulagdo em fetos que apresentam contribuigao
gendmica apenas materna ou paterna, € o aparecimento de uma série de patologias como, por
exemplo, o teratoma ovariano cistico maduro (MCT), quando apresenta apenas cromossomos
derivados da mae. Nesse caso, o concepto apresenta sérios problemas bioldgicos como
consequéncia da heranca uniparental (Mutter, 1997). A grande maioria dos genes
autossdmicos sdo normalmente expressos de alelos paternos e maternos, enquanto genes
imprintados sdo exclusivamente expressos do alelo paterno ou materno de maneira especifica
de origem parental, ou seja, um gene expresso do alelo paterno tem a cdpia materna
silenciada, da mesma forma que um gene expresso do alelo materno tem a sua copia paterna
silenciada (Choufani et al., 2010). Alguns estudos ja demonstraram a importancia desses
genes no desenvolvimento embrionario, fetal, da placenta e at¢ mesmo do sistema nervoso do
individuo (Tycko e Morison, 2002; Weksberg, 2010).

De maneira geral, genes imprintados sdo encontrados agrupados formando dominios
imprintados. Em estudos com humanos, esses dominios ja s3o conhecidos em alguns
cromossomos, como o 6, 7, 11, 14, 15 e o 20 (Weksberg, 2010; Choufani et al., 2011). A
regulacdo desses dominios ¢ realizada pelo centro de imprinting (ICs), que sdo caracterizados

pela presenga de regides diferencialmente metiladas (DMRs) (Inbar-Feigenberg et al., 2013).

3.5.4 Reprogramacao epigenética das células germinativas primordiais

A remocao das marcas de todo genoma e a reprogramacdo epigenética se inicia nas
células germinativas primordiais. O sexo do embrido em desenvolvimento ird determinar qual
gameta ird se desenvolver, espermatozoides ou odcitos a partir dessas células primordiais.
Essa diferenciacdo sexo-especifica inclui o estabelecimento de imprinting especifico de

origem parental (Inbar-Feigenberg et al., 2013). Usando o camundongo como modelo animal,
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foi demonstrado que a migracdo das CGP se inicia por volta do dia 8,5 do desenvolvimento,
alcangando o local das futuras gonadas no dia 11,5 (McLaren, 2003). A partir de entdo, se
inicia a demetilagdo dessas células que termina por volta do dia 13,5 (Feng et al., 2010). Essa
demetilagdo ¢ global e apenas 7% das ilhas CpGs permanecem metiladas, nimero bastante
baixo quando comparado com as células tronco embriondria (70%) e com as células
somaticas (80%) (Popp et al., 2010). Uma pequena diferenca no momento que ocorre esses
processos existe entre os gametas de embrides machos e fémeas. A espermatogénese ocorre
na fase pré-natal ¢ a metilagdo do DNA paterno-especifica ¢ completado ao nascimento. Por
outro lado, a reprogramacao epigenética dos odcitos ocorre muito mais tarde do que nos
espermatozoides, se iniciando na puberdade e se completando préoximo ao momento da

ovulacdo (Saitou et al., 2012).

3.5.5 Reprogramacao epigenética no desenvolvimento embriondrio inicial

A reprogramacdo epigenética nos embrides em estadios iniciais ¢ extremamente
importante para o desenvolvimento normal de um novo individuo. Embora muitos trabalhos
destaquem os padrdoes de metilagdio do DNA, outros dois mecanismos de controle
epigenéticos também possuem papel importante nesse processo, sendo eles as modificagdes
de histona e as alteragdes por RNA’s ndo codificantes (Hales ef al., 2011).

Antes de ocorrer a fertilizagdo, o espermatozoide e o oo6cito sdo altamente
especializados, diferindo na sua expressao génica em funcdo do padrao de metilagdo do DNA
e também pela organizac¢do da cromatina, a qual no espermatozoide se apresenta com o DNA
altamente condensado por proteinas especiais, conhecidas como protaminas. Apds a
fertilizagdo, o desenvolvimento embrionario inicia com a descondensacao do genoma paterno
dessas protaminas e a sua substitui¢cdo por histonas de origem materna (Morgan et al., 2005).
Um mecanismo que facilita a abertura da histona e sua substitui¢do € a hiperacetilagdo da H4
(Santos et al., 2002). Em seguida, o genoma paterno sofre uma rapida demetila¢do (Santos et
al., 2002b; Hales ef al., 2011) e nessa fase ¢ clara a assimetria epigenética que existe entre os
parentais, no qual pode-se observar que a cromatina materna ¢ rica em histonas metiladas,
como metilagdo da lisina 4 da histona H3, enquanto na cromatina paterna ha histonas
hipometilada (Lepikhov e Walter, 2004; Van Der Heijden et al., 2006). A demetilacdo do

genoma materno ocorre em seguida, € aproximadamente no estadio de 4 células do embrido,
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a demetilagdo dos dois genomas ¢ equalizada (Hales et al, 2011). Algumas marcas
epigenéticas, como genes imprintados, sdo protegidos por proteinas especificas durante o
desenvolvimento embrionario no periodo pré-implantacao (Feng et al., 2010). No estadio de
blastocisto ocorre uma nova assimetria epigenética com relacdo a metilacao das histonas.
Essas modificacdes regulam fatores de transcricdo que, em parte, sdo responsaveis pela
diferenciagdo das duas populacdes de células embriondrias, o TE e a MCI (O'Neill et al.,
2006; Vermilyea et al., 2009).

Durante as primeiras divisoes celulares, as células filhas originadas do zigoto herdam
o genoma reprogramado com baixa metilacdo e sdo dificeis de diferenciar com base nos
parametros epigenéticos. No estddio de morula ocorre a primeira diferenciacdo entre células;
sendo as células mais periféricas destinadas a formar os tecidos extraembrionarios e as mais
internas a formar o embrido propriamente dito (Johnson e Ziomek, 1981). No estadio
seguinte, blastocisto, ja ocorrem diferencas epigenéticas entre essas duas populacdes
celulares, sendo inclusive, possivel identifica-las por técnicas moleculares (Santos et al.,
2002b). As células do trofoectoderma (TE) possuem baixos niveis de metilagdo do DNA
enquanto as da massa celular interna (MCI) ja apresenta o restabelecimento da metilagao.

Durante o desenvolvimento inicial, ncRNA’s também apresentam funcdes
importantes. Uma grande quantidade e diversidade de tipos de RNA’s estdo presentes no
o6cito maduro (Watanabe ef al., 2008; Ohnishi et al., 2010). No estudo de Ohnishi e
colaboradores (2010) foi demonstrado que os diversos tipos de RNA apresentam uma
dindmica durante o periodo pré-implantagdo, os diferentes tipos dessa molécula podem
aumentar, diminuir ou ndo ter a quantidade alterada. No momento da transicdo materno-
zigbtica ¢ necessario a degradacdo dos transcritos maternos e a iniciacdo da transcrigao
zigbtica. Essa degradagdo ocorre tanto nos RNA mensageiros quanto nos pequenos RNA’s.
No entanto, essa degradagdo ocorre em periodos diferentes do desenvolvimento entre os
diferentes tipos de RNA’s (Yang et al, 2008). Um tipo especifico de RNA, o miRNA,
apresenta aumento com a progressao do desenvolvimento. Possivelmente, esse aumento
ocorre em fun¢do do aumento dos miRNA’s estadio-especifico que estdo envolvidos na
transcricdo de genes importantes para o desenvolvimento embrionario (Yang et al., 2008;
Viswanathan et al., 2009; Ohnishi et al., 2010). Ainda, um tipo de RNA ndo codificante

apresenta papel importante durante as divisdes celulares, que ¢ a inativagao do cromossomo
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X nos embrides fémeas (Keverne, 2009). Todas essas alteracdes durante o desenvolvimento

inicial permite que o epigenoma se estabeleca no novo individuo (Hales et al., 2011).

3.5.6 Desregulacao epigenética: Possiveis consequéncias

Em 1942, quando Conrad Waddington definiu o termo epigenética, descreveu que a
forma de vida de um organismo pode fazer com que seus genes se expressem de forma
diferente, ou seja, o ambiente influencia a expressdo génica (Ferreira e Franco, 2012).
Durante toda a vida de um individuo podem ocorrer alteracdes epigenéticas, sendo essas até
mesmo herdaveis para as proximas geracdes (Reik, 2007; Whitelaw e Whitelaw, 2008).

O desenvolvimento dos mamiferos se inicia com um zigoto totipotente, que tem
potencial de desenvolvimento para gerar um organismo inteiro com toda a variedade celular.
Esse estado totipotente ndao ¢ definido por um Unico complemento genético, quase sem
excegdo, todas as células descendentes desse zigoto compartilham a sequéncia exata de DNA
apesar de ter uma capacidade de desenvolvimento diferente e restrita (Seisenberger et al.,
2017).

Dentro de epigendmica, sinais moleculares sdo responsaveis por estabelecer a
expressdo correta de genes especificos do embrido, principalmente durante a gametogénese e
embriogénese (Golbabapour ef al., 2011). Essa reprogramacdo ocorre em dois momentos
primordiais, primeiro nas CGP durante a gametogénese, € posteriormente a fertilizagdo, na
embriogénese inicial (Inbar-Feigenberg et al., 2013). Essa reprogramacao se torna importante
uma vez que, as mudangas dramaticas que ocorre no status epigenético permite o zigoto
apagar o padrao epigenético herdado dos gametas, com excecdo do impinting parental, e
assim recuperar a totipoténcia. Da mesma forma, essa reprogramacao das CGP estéd associada
com a restauracdo do potencial de desenvolvimento e a dele¢do dos imprintings parental. Isso
se torna importante nessas células, pois elas tém origem no epiblasto do embrido, uma
camada celular com alta capacidade de desenvolvimento, porém que dard origem as células
somaticas do individuo, necessitando de uma reprogramacao para recuperar essa capacidade
de célula germinativa (Seisenberger et al., 2017).

Os diversos mecanismos epigenéticos ja conhecidos sdo de extrema importancia para

que ocorra o desenvolvimento normal, desde a formagdao dos gametas até o nascimento do



novo individuo formado por reproducdo sexuada. No entanto, falhas nesses mecanismos
podem ocorrer durante todo o desenvolvimento, seja espontaneamente ou influenciada pelo
ambiente. O periodo do desenvolvimento embrionario inicial ¢ critico com relagdo a
susceptibilidade a desregulacdo epigenética, como ja foi demonstrado em trabalhos com
criancas nascidas apds o uso das técnicas de reproducdo assistida, que apresentaram
alteracdes epigenéticas (Eroglu e Layman, 2012; Hiura ef al., 2012). Em outros estudos foi
demonstrado que mesmo durante a gestagdo essas alteragdes epigenéticas podem ocorrer,
principalmente em situagdes nas quais as criangas nasceram de maes que passaram por
momentos de privagdo alimentar durante o primeiro trimestre gestacional (Heijmans et al.,
2008; Huang et al., 2010; Tobi et al., 2012).

Fatores ambientais podem alterar os marcadores epigenéticos, impactando ndo apenas
no desenvolvimento do embrido, mas também das proximas geragdes. Fatores nutricionais,
medicamentos e poluentes ambientais podem alterar o perfil epigenético (Reik et al., 2001).
Um exemplo documentado e historico sdo os estudos das criangas nascidas de maes que
passaram fome durante a gestacdo. Esse estudo permitiu a descoberta de modificagdes
epigenéticas influenciadas pelo ambiente pré-natal (Heijmans et al., 2008, 2009; Huang et al.,
2010; Tobi et al., 2012). Esses fatores desencadeiam diversos problemas, tais como, alto
indice de massa corporal, elevadas concentracdes lipidicas no plasma, aumento do risco de
esquizofrenia e possiveis doencas cardiovasculares, além de outros fendtipos pos-natais

(Susser et al., 1999; Painter et al., 2006; Stein et al., 2007; Xu et al., 2009; Li et al., 2010).

3.6 ALTERACOES FENOTIPICAS POS NATAIS ASSOCIADAS AO USO DA
FERTILIZACAO IN VITRO

As primeiras evidéncias dos mecanismos epigenéticos surgiram na época da Segunda
Guerra Mundial a partir da observagdo de criancas nascidas de maes que haviam sofrido
privagao alimentar. Essas criangas apresentavam fenoOtipos incomuns para €poca, como
resisténcia a insulina e problemas cardiovasculares (Xu et al., 2009; Li et al., 2010). Desde
entdo, principalmente na medicina humana, aumentou-se o interesse acerca dos efeitos da
vida intrauterina na vida pos-natal. No trabalho de Burggen (2014) ¢ possivel perceber

através de uma meta-analise das publicagdes relacionadas a epigenética um crescimento
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consideravel do numero de trabalhos sobre esse assunto. Esse crescimento ndo se restringe
apenas a medicina humana, mas também na sua aplicabilidade em animais de produgdo. O
crescimento da quantidade de estudos nessa area representa uma evolucao no conhecimento
sobre os mecanismos epigenéticos € suas consequéncias no desenvolvimento de um
individuo. Essa evolugdo permitiu, por exemplo, o conhecimento sobre dois momentos
criticos e sensiveis as perturbagdes relacionados aos mecanismos epigenéticos: formagao das
células germinativas primordiais e desenvolvimento embrionario pré-implantacao (Inbar-
Feigenberg et al., 2013).

Nesses dois momentos ocorre a reprogramacao epigenética nas células, sejam elas
gametas ou células embriondrias. Coincidentemente, nesses dois periodos de maior
sensibilidade dos mecanismos epigenéticos a perturbagcdes, ocorre a maior parte das
manipulacdes nas técnicas de reproducdo assistida (Urrego et al., 2014). Dentre essas
técnicas, destaca-se a produgdo in vitro de embrides (PIVE) ou a fertilizagdo in vitro (FIV),
como ¢ conhecida popularmente essa biotécnica. Essa biotécnica ¢ composta basicamente de
trés etapas laboratoriais (maturagdo in vitro, fertilizacao in vitro e o cultivo in vitro), além de
etapas envolvendo os gametas como a coleta e a criopreservagdao (Urrego et al., 2014).
Mesmo com o aumento da utilizagdo dessa biotécnica, tanto na producdo animal quanto na
medicina humana, as condi¢des laboratoriais de maneira geral estdo muito distante das
condi¢des in vivo (Lonergan et al., 2006). Essas diferengas que ainda sdo observadas na
produgdo in vitro provocam estimulos nas células e consequentemente geram uma resposta
diferente do que ocorreria naturalmente, levando assim, a uma alteragdo dos mecanismos
epigenéticos (Urrego et al., 2014). Essas alteracdes epigenéticas podem causar o surgimento
de alguns fendtipos, na maioria das vezes indesejaveis, € que podem aparecer na vida pds-
natal como consequéncia das condi¢des sub-6timas da vida embrionaria (Eroglu e Layman,

2012; Hiura et al., 2012).

3.6.1 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

O nascimento do primeiro bezerro produzido em laboratorio por meio da fertilizagao

in vitro (FIV) ocorreu em 1981. Anteriormente os embrides ficavam a menor quatidade de

49



dias possivel no ambiente de laboratdrio, ja nos dias atuais ¢ possivel mantes o embrides por
até 10 em laboratério (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

Além do tempo de cultivo, diversos grupos de pesquisa passaram a explorar formas de
aprimorar as condi¢des € os meios de cultivo (Jones, 2001; Summers e Biggers, 2003; Van
Wagtendonk-de Leeuw, 2006). Entre os fatores mais estudados ao longo dos ultimos anos
estdo: as condigdes de cultivo (com ou sem células em co-cultivo), o co-cultivo com células
da tuba uterina ou com células do cumulus, a atmosfera gasosa com baixa tensao de oxigénio
(5%) ou alta tensdo (~20%), os meios de cultivo semi definidos com variagdo na composicao
e na concentragdo de alguns nutrientes, a reducio na concentracdo do soro fetal bovino (SFB)
e os meios de cultivo definidos, sendo estes utilizados principalmente na medicina humana
(Van Wagtedonk-de Leeuw et al., 2000). O propoésito de estudos nesta area € possibilitar que
os embrides in vitro se desenvolvam o mais proximo possivel das condi¢des in vivo durante o
periodo de pré-implantacao.

O desenvolvimento embrionario neste periodo € caracterizado por eventos bioldgicos
distintos e que ocorrem em sintonia, incluindo a primeira clivagem (divisdo), a ativa¢do do
genoma embrionario, a compactacdo e a formagao do blastocisto com a derivacdo em duas
linhagens celulares: as células da massa celular interna (MCI) e as do trofectoderma (TE). O
estadio de blastocisto ¢ essencial no desenvolvimento embrionario inicial, e ¢ dependente da
formagdo de juncdes que selam os espagos intercelulares na camada de células externa do
trofoblasto, levando a formag¢do de uma cavidade repleta de fluido, denominada blastocele
(Offenberg e Thomsen, 2005). Para que estas mudangas sejam bem sucedidas, existe uma
expressao bem coordenada de genes (Lonergan ef al., 2006).

Diversos transcritos que parecem estar envolvidos de forma importante no
desenvolvimento embriondrio da fase de pré-implantacdo, sdo afetados pelo tipo de meio de
cultivo e pelo tipo de suplemento proteico utilizado. J& foi demonstrado que embrides
produzidos in vitro a partir de odcitos maturados com protocolos diferentes, mas cultivados
de forma idéntica, ndo demonstraram diferencas significativas em relagdo a expressao dos
genes avaliados (Knijn et al., 2002). Desta forma, o ambiente de cultivo (pos-fecundagao)
pode estar relacionado com a alteragdo do padrdao de expressdo génica no embrido, que por
sua vez, pode ter implicagdes na menor potencial de implantagdo e desenvolvimento em

relagdo aos embrides produzidos in vivo, o que frequentemente tem sido associado a
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ocorréncia de anormalidades fetais e problemas perinatais (Numabe et al., 2000; Rizos et al.,
2002; Lonergan et al., 2006).

Na medicina humana, muitas causas de infertilidade foram solucionadas apds o inicio
da aplicagdo da fertilizagdo in vitro em 1978. Casais que ndo conseguiam ter filhos
naturalmente, passaram a ter a disposicao as técnicas de reprodugdo assistida (TRA’s) (Waal
et al., 2015). No entanto, as gestacdes obtidas a partir dessas técnicas sdo associadas com
alguns riscos a saude materna e fetal, a exemplo do aumento de natimortos, ocorréncia de
nascimentos prematuros, nascimento de bebés com baixo peso, placentagao anormal e outras
complicacdes gestacionais. Além disso, j& foi relatado também aumento do risco de
anomalias congénitas e desordens de imprinting raros, como as sindromes de Beckwith-
Wiedemann, Russell-Silver e Angelman. Porém, além da dificuldade em realizar estudos com
seres humanos existe a dificuldade em interpretar os efeitos das TRA’s em fungdo das
condi¢des dos pacientes, causas da infertilidade, diferencas da idade materna, indice de massa
corporal e exposi¢do ambiental (Waal et al., 2015). De maneira geral, casais que fazem uso
dessas biotecnologias, sdo casais que apresentam algum tipo de problema de fertilidade.

Em relagdo aos animais de producdo, o uso dessas biotecnias vem ganhando cada vez
mais espago, tanto em bovinos de leite quanto de corte, atingindo nao apenas os animais da
categoria elite, mas também os de rebanho comercial (PortalDBO, 2015). A contribuigdo
dessas ferramentas para o progresso genético dos animais e consequente aumento da
producdo, ¢ inegavel. No entanto, a baixa capacidade de desenvolvimento dos embrides in
vitro quando comparados aos produzidos in vivo pode ser devido a manipulacdo que os
gametas e embrides sofrem assim como as condigdes sub-6timas de cultivo.

Embrides produzidos in vitro apresentam diversas diferencas em relagdao aos
produzidos in vivo, tais como menor quantidade de células, maior acimulo de lipideos e
menor criotolerdncia (Lonergan et al., 2006). Estas diferencas provavelmente sao
influenciadas por varios fatores, como raca, qualidade do oocito, ambiente intrafolicular,
interacdo touro/vaca e principalmente ambiente de cultivo embriondrio. Os embrides
produzidos in vitro geralmente possuem uma coloragdo mais escura, menor numero de
células, menor compactacdo, formagdo preCCOe da blastocele e alteragdes na relacao MCI:
células do trofoblasto, quando comparados aqueles que se desenvolvem in vivo. Observa-se

também maior frequéncia de apoptose, menor tolerancia a criopreservacdo e alteragdes na
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expressao génica e metabolismo celular (Knijn et al., 2002; Camargo et al., 2006; Lonergan
et al., 2006).

Ainda, embrides produzidos in vitro geram animais com peso aumentado (Farin e
Farin, 1995; Hasler et al., 1995; Walker et al., 1996; Van Wagtendonk-de Leeuw et al.,
1998), gestacdo mais demorada (Sinclair et al, 1995; Kruip e den Daas, 1997), maior
incidéncia de abortos (Hasler et al., 1995), maior mortalidade perinatal (Behboodi et al.,
1994; Kruip e den Daas, 1997) e anomalias congénitas (Schimidt ez al., 1996). Inicialmente
varios estudos relatavam esses € outros problemas em animais obtidos a partir da fertiliza¢ao
in vitro ¢ os denominavam como a Sindrome do bezerro grande (Bertolini et al., 2002; Ei
Hajj e Haaf, 2013).

Os efeitos negativos das biotécnicas podem, em parte, serem explicados por alteracao
do perfil epigenético dos gametas e/ou dos embrides (Urrego et al., 2014). A epigenética ¢ o
estudo de alteragdes herdaveis na expressao génica que ocorre sem alteragdo na sequéncia de
DNA (Wolffe e Guschin, 2000). Em mamiferos podem ocorrer basicamente de quatro
formas diferentes: 1) Metilacdo do DNA; 2) Modificagdes pos-traducionais nas histonas; 3)
Remodelamento da cromatina; 4) RNA’s ndo-codificantes. Todos esses mecanismos regulam
a expressao génica que ira determinar o fenotipo do individuo (Urrego et al., 2014).

O termo epigenética cunhado por Conrad Waddington em 1942 foi utilizado para
descrever que a forma de vida de um organismo possibilita que seus genes se expressem de
forma diferente, ou seja, o ambiente influencia a expressdo génica (Ferreira e Franco, 2012).
Embora durante toda a vida de um individuo possa ocorrer alteragdes epigenéticas, sendo
essas at¢ mesmo herdaveis para as proximas geracoes, existem dois momentos cruciais em
que hé essa reprogramacao (Reik, 2007; Whitelaw e Whitelaw, 2008). O primeiro ocorre nas
células germinativas primordiais (CGP) durante a gametogénese, € o segundo apods a
fertilizagdo, na embriogénese inicial (Inbar-Feigenberg et al., 2013). Essa reprogramagao
coincide exatamente com o momento em que hd a manipulacdo caracteristica de todas as
biotécnicas da reproducao, incluindo a PIVE.

Em mamiferos, de uma maneira geral, a maioria dos genes sofre ativagcdo e
desativacao controladas por diversos eventos genéticos e epigenéticos durante o crescimento
e desenvolvimento dos foliculos ovarianos (Pan er al., 2012). Em estudos utilizando

camundongos como modelo, j& foi demonstrado que a superovulagdo pode estar associada
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com a reducdo da qualidade do odcito, com a redugdo do desenvolvimento embriondrio e
fetal (Van der Auwera e D’Hooghe, 2001; Ertzeid e Storeng, 2001), com disturbios da
reprogramagao do genoma pos zigdtica (Shi e Haaf, 2002; Waal et al., 2012), com alteragao
da metilacdo do DNA e com o padrao de expressao em oocitos, embrides, fetos e placentas
(Fauque et al., 2007, Market-Velker et al, 2009). Em humanos efeitos similares dos
protocolos de superovulagdo ja foram encontrados (Ludwig et al., 2005; Khoueiry et al.,
2008). E, estudos mais recentes correlacionam frequéncia de algumas sindromes em criangas
nascidas a partir de técnicas de reproducao assistida, possivelmente ocasionada por defeitos
de metilagdo do DNA, especificamente a hipometilacdo anormal dos alelos maternos
(Ludwig et al., 2005; Haaf, 2006; Sutcliffe ef al., 2006; Owen e Segars, 2009).

O primeiro relato dos efeitos epigenéticos induzidos na vida embrionaria/fetal e seus
impactos na vida adulta, surgiu com um estudo retrospectivo realizado em mulheres
holandesas gestantes nos anos de 1944- 1945, época da segunda guerra mundial (Rosekrans e
First, 1991; Ravelli et al., 1998). Foi observado que as criangas nascidas destas mulheres com
privagao alimentar durante este periodo, tinham um risco maior de desenvolverem problemas
cardiovasculares e apresentaram tolerancia reduzida a glicose 50 anos depois. Com essas
evidéncias, outros estudos epidemiologicos indicaram que a exposicao de mulheres gestantes
a ambientes sub-0timos pode ter consequéncias para as criangas em todas as fases de sua vida
(Van Wagtedonk-de Leeuw et al., 2000). Assim, criou-se a hipotese de que isso poderia ser
aplicado na PIVE, uma vez que as condi¢des laboratoriais ainda sdo sub-6timas comparadas
as condigdes in vivo. Logo, a presenga de meios de cultivo ndo balanceados ou nao
determinados quanto a sua constitui¢dao, assim como, possiveis efeitos de alguns nutrientes ou
da auséncia de outros, poderia desencadear efeitos nos embrides produzidos in vitro que
seriam observados em sua vida pos-natal (Van Wagtedonk-de Leeuw et al., 2000).

A natureza regulatéria do desenvolvimento embrionario inicial indica que os embrides
podem ser sensiveis ao ambiente e adaptar-se a ele. Entretanto, a caracteristica dindmica e a
ampla natureza da atividade de remodelamento epigenético, pode tornar esse estadio do
desenvolvimento propenso as influéncias ambientais que alteram o status epigenético do
embrido com consequéncias futuras (Gluckman e Hanson, 2004). Por exemplo, perturbagdes
ambientais ao embrido, tais como longos periodos de cultivo in vitro sob condigdes sub-

Otimas, ndo apenas confere efeitos negativos ao embrido, expessdao génica e homeostase
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metabolica (Velker et al., 2012 ), mas podem também prejudicar o seu desenvolvimento e
fisiologia pds-natal, como foi observado em camundongos (Khosla ef al., 2001; Watkins e
Fleming, 2009), ovinos (Sinclair et al., 2000; Young et al., 2001) e bovinos (Young et al.,
2001). Condigdes de cultivo em embrides humanos derivados da fertilizagdo in vitro podem
afetar o peso pos-natal nos primeiros dois anos de vida (Kleijkers et al., 2014). Em adicao,
perturbagdes in vitro tém sido associadas também a mudangas no comportamento da prole
(Mansouri-Attia et al., 2009).

Sendo assim, os procedimentos exigidos das biotécnicas da reprodu¢do, de uma
maneira geral, coincidem cronologicamente com os estaddios de desenvolvimento nos quais
ocorre a reprogramacao epigenética do genoma. Nesse momento a maquinaria molecular ¢
mais sensivel a influéncia externa e passivel da ocorréncia de erros (Laprise, 2009). Como
resultado, embrides aparentemente normais sdo produzidos, entretanto, quando esses genes
sd0 necessarios para a formagdo da placenta ou desenvolvimento fetal, algumas alteracdes

fenotipicas podem ocorrer (Mansouri-Atti ef al., 2009).

3.6.2 Alteragdes fenotipicas indesejaveis relatadas

Individuos nascidos a partir da fertilizagdo in vitro, sendo animais ou humanos,
podem ter fendtipos alterados na vida pds-natal (Sakka et al., 2010; Calle et al., 2012;
Valenzuela-Alcaraz et al., 2013; Donjacour et al., 2014). Esses fenotipos sdo, de maneira
geral, indesejaveis, tanto na producdo animal quanto na medicina humana, e podem ser
transmitidos através das geracdes (Calle et al., 2012; Rexhaj et al., 2013). Alguns ja sdo
reconhecidamente associados as TRA’s, outros ainda ndo apresentam evidéncias quanto a

essa relacao.

3.6.2.1 Alteracdes ligadas ao tamanho corporal e peso

Animais obtidos a partir da PIVE, normalmente, apresentam tamanho e peso acima da
média (Young et al., 1998; Rérat et al., 2005). Diversos protocolos sdao utilizados na PIVE,
assim como diversos meios de cultivos que podem variar na sua composicao € também na
concentragdo de seus compostos. As condi¢des de cultivo in vitro sdo consideradas estaticas,

visto que os odcitos e embrides ficam durante todas as etapas do cultivo numa mesma gota de
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meio de cultura sobre uma placa de Petri de material plastico, sem que haja varia¢do na
concentragdo ou na constitui¢do dos meios utilizados. Essas condi¢des diferem bastante da
encontrada no ambiente materno, que se mostra mais dindmico.

Além disso, ainda ¢ comum a adi¢ao de fonte proteica por meio do soro fetal bovino
(SFB) aos meios de cultivo. Este soro possui papel crucial no desenvolvimento oocitario e
embriondrio, mas ¢ um dos principais fatores causadores da formacdo de animais com
tamanho e peso acima da média. Além da parte proteica, o SFB ¢ constituido por horménios e
uma enorme diversidade de substancias, que variam em fung¢do dos lotes de fabricacgao, sendo
designados como meios indefinidos (Thompson, 1996). Outros fatores também podem ser
responsaveis pelo crescimento exacerbado dos embrides, entre eles estdo: os fatores de
crescimento embriotroéficos que podem compor o SFB e sdo produzidos pelas células no
sistema de co-cultivo, a alta tensdo de oxigénio que ¢ utilizada em alguns protocolos, o
sistema de cultivo estdtico e por fim, as altas concentragdes de amodnia que ¢ uma

consequéncia do metabolismo proteico celular (Behboodi et al., 1994).

3.6.2.2 Alteragoes placentarias

Em mamiferos, a placenta é responsavel por carrear nutrientes, regular a troca de
gases e remover residuos produzidos pelo feto em desenvolvimento durante a gestagdo.
Problemas de perda gestacional e diversas anormalidades no desenvolvimento da placenta em
gestacdes de embrides produzidos in vitro ja foram descritos (Farin e Farin, 1995; Hasler et
al., 1995; Farin et al., 2001; Bertolini et al., 2002). Além disso, problemas com a
vascularizagdo inadequada, principalmente em embrides produzidos por transferéncia nuclear
também ja foram relatados (Hill ez al., 2000).

Os fetos derivados de PIVE apresentam hipermetilacio do DNA, o que pode estar
associado com o crescimento exagerado da placenta (Hiendleder et al., 2004). Essa metilagao
causa expressao aberrante de genes que sdo importantes para o funcionamento placentario,
ocasionando a manifestagdo dos fendtipos indesejados, tanto em modelos animais quanto em
humanos (Arnaud, 2010). Na medicina humana, além dos procedimentos laboratoriais para a
producdo dos embrides, ¢ comum a administracio de hormonios exdgenos para

hiperestimulacao, aumentando-se assim o nuimero de foliculos em desenvolvimento e a
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quantidade de odcitos para a fertilizacdo (Mainigi et al., 2013). No entanto, esse tipo de
tratamento também causa alteracdo do ambiente hormonal com concentragdes supra
fisiologicas, tanto para os odcitos em desenvolvimento quanto para o embrido durante o
periodo de pré-implantacao (Kim et al., 2010). Essa alteragao e a possivel exposicao dos
embrides a esse ambiente alterado provocam resultados adversos tanto para o crescimento
fetal quanto para a placentacdo (Kim et al., 2010; Mainigi et al., 2013).

Alguns trabalhos ja levantaram evidéncias sugerindo que durante o periodo de
desenvolvimento embrionario, mecanismos epigenéticos possam ser alterados pela
manipulacdo laboratorial, pelas condi¢des de cultivo e pela estimulagdo enddcrina (Nakamura
etal.,2007; Li et al., 2008). Durante os procedimentos laboratoriais para producao in vitro de
embrides, ha alteragdes tanto das células embrionarias quanto das células extraembrionarias,
sendo estas ultimas as responsaveis por dar origem aos anexos embrionarios (Denomme et

al., 2011).

3.6.2.3 Alteracoes umbilicais

Problemas de umbigo sdo relativamente comuns em animais obtidos através da
fertilizagdo in vitro. Porém, essa observacdo € resultante mais da percepcdo empirica dos
profissionais envolvidos com o uso das biotécnicas do que através de estudos cientificos.

Os relatos cientificos mostram um alargamento do umbigo, principalmente em
animais de transferéncia nuclear. Esta técnica ¢ mais complexa que a producdo in vitro de
embrides, e consequentemente, mais susceptivel a problemas epigenéticos. Como
consequéncia do crescimento e desenvolvimento anormal da placenta e do proprio feto,
observa-se que o cordao umbilical conjuntamente as veias e artérias que o compoe, também
se desenvolvem de forma alterada. Esse crescimento, na maioria das vezes ¢ exagerado e tem
possivelmente a funcdo de transportar nutrientes, regular trocas de gases e remover residuos
do feto em desenvolvimento durante a gestacdo. Consequéncia das condi¢des sub-Otimas
nutricionais observadas no cultivo do embrido ainda em fase pré-implantacdo. Ao analisar
dados comerciais, foi observado que 37% dos animais que foram clonados apresentaram

problemas de umbigo (Panarace et al., 2007). O maior problema acarretado com esse tipo de
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fenotipo sdo os problemas secundarios que podem comprometer a vida do animal como, por

exemplo, as infecgdes.

3.6.2.4 Problemas cardiovasculares

Na medicina humana estudos epidemioldgicos mostraram associacdo de doencas
cardiovasculares com as técnicas de reproducao assistida (TRA’s). Em criangas oriundas das
TRA’s que sdo aparentemente saudaveis, ja foi observado a presenga de disfuncdo endotelial
generalizada e alteracdes morfologicas da vascularizacdo na circulagdo sistémica (Scherrer ef
al., 2015). Essa situagdo pode acarretar problemas posteriores como, por exemplo,
arterioescelerose (Chakarida et al., 2010; Scherrer et al., 2015). Além disso, hipertensdo
arterial, hipertensdo pulmonar, disfung¢des cardiacas e resisténcia a insulina também podem
ser associadas como efeitos das TRA’s (Ceelen et al., 2008; Crispi et al., 2010; Chen et al.,
2014; Rimoldi et al., 2014). Porém, as biotécnicas em si, ndo sao as principais causadoras
dessas patologias, mas sdo responsaveis por aumentar a prevaléncia e o risco cardiovascular

na vida adulta, além de aumentar mortalidade prematura (Scherrer et al., 2015).

3.6.2.5 Impacto na produgdo animal

J& na reproducdo de animais domésticos, um estudo mais recente demonstrou efeitos
da produgdo in vitro de embrides na produgdo de vacas leiteiras. Além de outros fendtipos ja
descritos, foi demonstrado nesse trabalho menor produgdo de leite, gordura e proteinas dos
animais obtidos a partir da PIVE utilizando sémen sexado (Siqueira et al., 2017 [in press]).
Na bovinocultura de leite, a utilizagdo do sémen sexado ¢ uma grande vantagem pois permite
aumentar o numero de fémeas nascidas. Porém, mesmo com algumas vantagens, alguns
efeitos indesejaveis podem minimizar as vantagens que o uso associado da FIV com sémen
sexado traz (Johnson, 2000; Racedo et al., 2009).

Estudos buscando entender a relacdo e os resultados reais do uso da PIVE com
caracteristicas relacionadas a producdo dos animais sdo essenciais e tem gerado grande
interesse cientifico. No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos avaliando a associagdo das
biotécnicas com as possiveis alteracdes em fenotipos economicamente importantes (Siqueira

etal., 2017).
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3.6.2.6 Sindromes em Humanos

Na medicina humana o principal uso da fertilizacdo in vitro € o tratamento para casais
que apresentam algum tipo de sub-fertilidade ou infertilidade. Existem estudos associando o
uso dessa biotécnica com algumas desordens infantis. No entanto, em funcao da raridade de
algumas sindromes, e dos possiveis efeitos que possam causar confusdo, uma vez que os
embrides sdo sensiveis a qualquer fonte de estresse, estudos nesta area sdo mais complexos, o
que ndo elimina algumas evidéncias que demonstram que os procedimentos de fertilizagao in
vitro afeta o epigenoma humano (Puumala ef al., 2012).

As sindromes Beckwith-Wiedemann e de Silver-Russell estdo associadas com a
hipermetilagdo da histona H19. A primeira causa um supercrescimento fetal e o diagndstico ¢
baseado nas caracteristicas fisicas do paciente (Vermeiden et al., 2013). J4 a sindrome de
Silver-Russell ¢ caracterizada por uma restricdo de crescimento intrauterino e pos-natal, com
desenvolvimento de macrocefalia associada a um rosto pequeno e triangular (Eggermann et
al., 2015). O diagnostico também ¢ clinico e com dois diferentes mecanismos genéticos
agindo nos genes sujeitos a imprinting no cromossomo 11.

As sindromes de Angelman e de Prade-Willi estdo mais associadas aos problemas de
fertilidade que levam os casais a utilizarem a fertilizacdo in vitro do que a técnica
propriamente dita (Vermeiden et al, 2013). A sindrome de Algeman ¢ uma desordem
neurogenética caracterizada por um retardo mental severo, com desenvolvimento motor
deficiente, pouco equilibrio e espasmos musculares. J4 a sindrome de Prader-Willi ¢
complexa e afeta o desenvolvimento neurologico. E causada por perdas de metilacio de
genes que sdao expressos nos cromossomos paternos (Kallén er al., 2005; Sutcliffe et al.,
2006a; Doornbos et al., 2007).

A Retiblastoma, embora ja tenha sido associada a PIVE, se sabe que ndo tem relagdo
com essa biotecnia (Doornbos et al., 2007; Hiura et al., 2012). Retinoblastoma ¢ um tipo de
cancer que afeta a retina e pode ser causado por mutagdes no gene RB1 ou por uma
hipermetilacdo desse gene ou mesmo ser herdavel. De maneira geral essas sindromes sdo
raras e os estudos de associagdo sdo feitos através de estudos epidemioldgicos e estudos de

caso. No entanto, seria interessante avalir melhor o perfil de animais adultos produzidos por
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fertilizagdo in vitro para verificar se alguma das observacdes feitas em humanos também esta

presente em bovinos (Sirard, 2017).

3.6.3 Perspectivas do uso da PIVE no conhecimento da epigenética

Embora, muito ja se tenha evoluido em relagdo aos meios de cultura e as técnicas
utilizadas na produgdo in vitro de embrides, as condi¢des laboratoriais ainda estdo distantes
de oferecer um ambiente similar ao que encontramos in vivo. Em consequéncia disso,
ocorrem na fase embriondria inicial diversas alteragdes no epigenoma que podem ou nao
acarretar no aparecimento de fendtipos no individuo adulto. De maneira geral, esses fenotipos
sdo indesejados e trazem problemas e prejuizos, tanto na produgdo animal quanto na
medicina humana, em fun¢do das condigdes laboratoriais aquém das condigdes naturais.
Porém, sabendo dessa sensibilidade embriondria as mudangas epigenéticas por meio da
técnica de fertilizagdo in vitro, abrem-se novas perspectivas de estudos para o conhecimento
das possiveis alteragdes neste contexto, que sejam manipuladas para melhorar caracteristicas,

tanto ao que se refere a produgdo animal, como em beneficio da saide humana.



Capitulo I

ASPECTOS DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE) COMERCIAL COM
FOCO NA GERACAO DE ANIMAIS DE PRODUCAO EM RACAS LEITEIRAS

RESUMO

O gado de leite tem uma contribui¢do expressiva para o total de embrides produzidos in vitro
no Brasil. Dentre as principais ragas leiteiras, destaca-se a raga Gir (Bos indicus) e a raca
Holandesa (Bos taurus). Além da qualidade de ambas as ragas, s3o importantes na producao
de animais mesticos que apresentam boa adaptagdo e produgdo nas condigdes brasileiras.
Contudo, ainda existe diversas fontes de variacdo nos resultados da PIVE, dentre as quais
estdo as doadoras e as ragas. Diante disso, o objetivo foi compreender o papel da doadora de
od6citos nas variagdes de resultados da PIVE em rotinas comerciais. Para isso, foi utilizado
banco de dados com resultados de um laboratério de PIVE comercial. Todas as variaveis
foram testadas quanto a normalidade. Dada a n3o normalidade utilizou-se o modelo
estatistico SAS GLIMMIX (SAS University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo e foi considerado P<0,05. Foi
observado média similar de odcitos recuperados (13,8+0,5 e 13,3+0,6 para as racas Gir e
Holandesa, respectivamente), porém a taxa de oocitos viaveis foi maior na raca Gir (57,3% e
50,9% para as ragas Gir e Holandesa, respectivamente). A maior parte dos animais, de ambas
as racas, produziram quantidade de odcitos abaixo da média observada, entretanto os animais
que produzem acima da média sdo os responsaveis pela maior parte dos odcitos coletado nas
aspiragdes e também dos embrides produzidos. Existe uma ampla variacao de resultados em
func¢do do touro utilizado, porém as taxas de blastocistos sdo maiores quando o odcito €
obtido de uma matriz Gir, independente da raga do touro (Holandesa X Holandesa: 36,4% ;
Gir X Gir: 59,2%; Holandesa X Gir: 40,4% ; Gir X Holandesa: 50,0%, p<0,05 ). A
motilidade foi o unico pardmetro espermatico analisados que apresentou correlacdo com a
producdo de blastocistos (R= 0,47 E P=0,0002). Em conclusio, a contribui¢cdo da doadora de
odcitos nos resultados da PIVE ¢ mais significativa do que o sémen utilizado, sendo os
odcitos obtidos de animais Gir mais competentes do que os obtidos de animais Holandesas.
Adicionalmente, existe uma variagdo grande de producdo de oocitos por doadora e que nao
reflete, necessariamente, na producao de blastocistos.

Palavras-Chave: PIVE.Gir. Holandes.
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ABSTRACT

Dairy cattle have a significant contribution of the total of in vitro produced embryos in
Brazil. Among the main dairy breeds, the Gyr breed (Bos indicus) and the Holstein breed
(Bos taurus) highlight. Besides the quality of both breeds, they are important in the
production of crossbred animals that have good adaptation and production under Brazilian
conditions. However, there are still several sources of variation in IVEP results, including
donors and breeds. Therefore, the objective was to understand the role of the oocyte donor in
IVEP results variations in commercial routines. For this, a database with results from a
commercial IVEP laboratory was used. All variables were tested for normality. Given the
non-normality, the SAS GLIMMIX statistical model (SAS University Edition; SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA) was used. Results are presented as mean * standard error and was
considered P <0.05. A similar average of recovered oocytes was observed (13.8 = 0.5 and
13.3 £ 0.6 for Gyr and Holstein breed, respectively), but the viable oocyte rate was higher in
Gyr (57.3% and 50.9% for Gyr and Holstein breeds, respectively). Most animals of both
breeds produced oocytes below the average observed, but animals that produce above
average are responsible for most of the oocytes collected in aspirations and also produced
embryos. There is a wide range of results depending on the bull used, but blastocyst rates are
higher when the oocyte is obtained from a Gyr donor, independent of the bull breed (Holstein
X Holstein: 36.4%, Gyr X Gyr: 59, 2%, Holstein X Gyr: 40.4%, Gyr X Holstein: 50.0%,
P<0.05). Motility was the only sperm parameter analyzed that correlated with blastocyst
production (R = 0.47 and P = 0.0002). In conclusion, the contribution of oocyte donor to
IVEP results is more significant than semen used, being oocytes obtained from Gyr animals
more competent than those obtained from Holstein animals. In addition, there is a large
variation in oocyte production per donor that does not necessarily reflect blastocyst
production.

Keywords: IVEP. Gyr. Holstein.
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1. INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, o avanco das biotécnicas ligadas a reprodugdo possibilitou
o melhor aproveitamento dos recursos genéticos disponiveis na bovinocultura,
permitindo o melhoramento dos rebanhos e, no caso dos rebanhos leiteiros, aumento da
producdo média dos animais (Kruip, Bevers e B.Kemp, 2000; Sartori et al., 2016).
Dentre as biotécnicas disponiveis, destaca-se a PIVE, que apds a disponibilidade do
sémen sexado comercialmente, permitiu um aumento do uso dessa técnica nas racas
leiteiras. Em 2015, as ragas leiteiras Bos tfaurus € 0os mesticos com taurinos se tornaram
o marcado mais importante para a industria de embrides, sendo responsaveis por 51,8%
do total de embrides produzidos no Brasil (Viana et al., 2017).

Dentre as racas zebuinas, a Gir se destaca como uma das principais ragas
leiteiras nos tropicos, sendo amplamente utilizada na América do Sul. No Brasil o
melhoramento genético contribuiu para o aumento da produtividade desta raga. No
entanto, ainda se observa um predominio do gado Holandés em grandes fazendas de
leite do Brasil (EMBRAPA Gado de leite, 2010). A producdo de animais mesticos
utilizando o cruzamento Gir x Holandés ¢ uma estratégia adotada que permite aproveitar
o vigor hibrido, aliando a resisténcia do gado zebuino com a alta producao leiteira do
gado taurino (Facé et al., 2008).

Diversos fatores podem influenciar os resultados da PIVE, incluindo variagdes
individuais das doadoras, o ambiente folicular no qual os odcitos se desenvolvem,
estacionalidade reprodutiva, fatores ligados ao sémen, raga da doadora, qualidade do
obcito e o ambiente de cultivo dos embrides (Camargo et al., 2007; Lonergan et al.,
2006). Sabe-se, por exemplo, que os oocitos provenientes de fémeas da raca Holandesa
apresentam menor competéncia nos processos de PIVE quando comparados aqueles
provenientes de animais da raca Gir (Camargo et al., 2006).

Em rebanhos leiteiros, a sele¢do dos animais geralmente ¢ baseada na producao
de leite. Esse tipo de selecdo muitas vezes impacta na fertilidade dos animais
selecionados para alta producdo que apresentam sistema metabodlico peculiar. O perfil
metabolico desses animais apresentam baixas concentragdes circulantes de progesterona
(P4) e estradiol (E2) e aumento das concentracdes de acidos graxos ndo esterificados

(NEFA) e Beta-hidroxibutirato (BHBA) (Leroy et al., 2005; Wiltbank et al., 2006).
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Essas caracteristicas metabolicas refletem diretamente no microambiente folicular,
tornando-o sub-6timo e comprometendo a qualidade do odcito e prejudicando a
fertilidade da vaca (Leroy, Soom, Van, et al., 2008; Leroy et al., 2008; Sartori et al.,
2004; Sartori, Rosa e Wiltbank, 2002; Wiltbank et al., 2006). Nesses casos, a qualidade
dos odcitos pode ser considerada um importante fator que contribui para essa baixa
fertilidade (Walsh, Williams e Evans, 2011).

O estado fisiologico da fémea influencia na qualidade de seus oocitos. Sabe-se
que animais adultos ndo lactantes apresentam maior producdo de blastocistos na PIVE
quando comparados com fémeas adultas lactantes e novilhas (puberes e pré-puberes).
Além disso, as fémeas em lactacdo apresentaram uma menor quantidade de odcitos
recuperados na aspira¢do folicular (Guerreiro et al., 2014; Vieira et al., 2014). Esses
resultados indicam, que além de uma menor quantidade de odcitos, os mesmos
apresentam uma menor competéncia de desenvolvimento nos animais durante a
lactagdo. Porém, nessa fase outros fatores como a nutri¢ao e a interferéncia ambiental,
principalmente pelo estresse caldrico, podem agir na qualidade oocitaria (Baruselli, et
al., 2016a). Outro estudo com fémeas lactantes demonstrou que animais em fase final de
lactagdo, apresentaram menor taxa de produgdo de blastocistos quando comparados a
animais em fase inicial. Indicando que esses, no final da lactacdo sdo propensos a
resisténcia a insulina, o que influencia na qualidade dos odcitos e pode contribuir para
uma menor eficiéncia na PIVE (Baruselli, et al., 2016b). Por outro lado, em animais
fora do periodo de lactagdo, quando se realiza a aspiragdo folicular em doadoras
gestantes, o resultado da taxa de blastocistos ¢ maior comparada a animais puberes e

pré-puberes (Bayeux ef al., 2016).

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo foram:

e Estudar o comportamento de produgdo de odcitos de doadoras Gir e Holandesa;
e Estudar a relacdo da produgdo de o6citos com a produgdo de blastocistos in
Vitro;

e Compreender o efeito do touro nos resultados da PIVE;
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e Estudar a relagdo dos parametros espermaticos com os resultados da PIVE.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL E ANIMAIS

Os dados utilizados foram do laboratério comercial de producdo in vitro de
embrides bovinos, Ativa Embrides, localizado em Juiz de Fora, MG, Latitude 21° 45°
517 S; Longitude 43° 21" 01” W, Altitude 695m. Foram utilizados dados associados ao
processo de producdo in vitro de embrides de doadoras das racas Gir e Holandesa
provenientes de rebanhos diferentes das regides da zona da mata mineira, vertentes e sul
do estado do Rio de Janeiro, e com histérico reprodutivo (idade, numero de aspiragdes,

taxa de produ¢do de odcitos e embrides) conhecido.

Figua : Esquerda: Animal da raga gir. Direita: Animal da raga Holandesa
Fonte: Arquivo pessoal e Embrapa gado de leite

3.2 CARACTERIZACAO DO BANCO DE DADOS

Os resultados apresentados foram obtidos a partir da analise dos resultados da
producdo in vitro de embrides obtidos entre marco de 2011 a junho 2013. Os dados
obtidos apresentavam uma grande quantidade de varidveis, e por essa razdo, foi
realizado uma selecdo e somente algumas variaveis foram analisadas, conforme descrito
na tabela 1. Foram selecionadas as varidveis que melhor explicam o potencial das

doadoras de odcitos.
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Tabela 1: Caracterizagdo da base de dados utilizada

Dados N
Doadoras Gir 264
Doadoras HPB 228
Numero de aspiragdes em Gir 546
Numero de aspiracdes em HPB 270
Total de touros utilizados 35
Total de CCO recuperados 11.072
Total de blastocistos produzidos 2.988

3.3 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

3.3.1 Coleta dos complexos cumulus-odcitos (CCO)

A aspiragdao folicular foi realizada com auxilio de um aparelho portatil de
ultrassonografia equipado com transdutor setorial de 7,5 MHz adaptado para exame
intravaginal e com guia para agulha de biopsia (Aquila, Esaote-Pie Medical, Maastricht,
Holanda). Agulhas descartaveis (20 G) foram acopladas a um sistema de vacuo com
pressdo aproximada de 50 mmHg ou equivalente ao fluxo de 11 mL por minuto. O
liquido folicular e complexos cumulus-oocitos foram aspirados para um tubo de 50 mL
contendo 10 mL de Dulbecco’s PBS (DPBS) (Nutricell, Campinas, SP, Brasil),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Nutricell) e 100Ul de heparina sédica
(Liquemine, Roche, Basileia, Sui¢a), e aquecido a 36°C. Todos os CCO recuperados
foram mantidos em criotubos devidamente identificados com meio tamponado, e
transportados para o laboratério em intervalo de 3 a 12 horas a 37°C. Ao chegar no
laboratorio, os CCO foram classificados segundo Viana et al., 2004, por uma mesma

pessoa, e somente os vidveis (Grau I, Grau Il e Grau III) foram considerados.

3.3.2 Maturagdo in vitro dos complexos cumulus-o6cito (CCO)

A maturacao in vitro dos CCO foi realizada em meio TCM 199 (Gibco) crescido
de 10% de soro fetal bovino, FSH, LH e estrogeno, piruvato e antibiotico em gotas de

70uL, na estufa incubadora a 38,8 °C, com 5% de CO> em ar atmosférico e 95% de
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umidade, por 24 horas. Os odcitos (de 1 a 30 odcitos por gota) de cada doadora foram

colocados em gotas separadas.

3.3.3 Fecundagao in vitro dos odcitos

Os CCO maturados foram fecundados utilizando sémen de touros provados
obtidos das centrais especializadas na comercializacdo de sémen. Para preparagcdo dos
espermatozdides foi utilizado o método do gradiente de Percoll (GE Healthcare,
Suécia), realizado com os gradientes de 45% e 90%. A fecundacgao foi realizada na gota
de 60uL de meio FIV (Vitrogen) contendo heparina e com 2x10° espermatozoides/mL,
sob 6leo mineral, por um periodo de aproximadamente de 18-22 horas, nas mesmas
condi¢des atmosféricas da maturagdo.

Em fungdo da utilizagdo de touros tanto da raca Gir quanto da raga Holandesa, para
efeito de andlise os dados foram segmentados em grupos conforme o cruzamento
(doadora x touro).

Para a avalia¢dao dos parametros espermaticos e os resultados de PIVE, motilidade e

vigor foram avaliados ap6s o preparo em Percoll.

3.3.4 Cultivo in vitro dos presumiveis zigotos

Para o cultivo dos presumiveis zigotos, foi utilizado CR4aa (Vitrogen) contend
5% de soro fetal bovino (SFB) e BSA. Os embrides foram co-cultivados com células da
granulosa nas mesmas condi¢des da fecundacdo, no entanto em gotas de 50uL, sob 6leo
mineral, mantendo a quantidade de CCO colocados inicialmente na MIV. Apds 72 horas
do inicio do cultivo, foi realizado o primeiro feeding, que consiste na troca de 50% do
meio e a taxa de clivagem avaliada. No sexto dia foi realizado novamente o feeding. No

sexto e sétimo dia ap6s a fecundagdo a taxa de blastocisto foi avaliada.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A estrutura da base de dados esta apresentada na Tabela 1. Todas as variaveis

foram inicialmente testadas quanto a normalidade utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk.
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Dada a nao normalidade dos dados, optou-se por utilizar o modelo estatistico SAS
GLIMMIX (SAS University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), com ajuste
para distribuicao de dados tipo Gama. O modelo estatistico incluiu os efeitos principais
de raca da doadora, cruzamento, touro, e tipo de sémen, e os efeitos aleatorios de
doadora, sessdo de aspiracao, e equipe de aspiracdo. Os resultados da aspiracao folicular
e da PIVE foram também ranqueados em quartis, nas racas Gir e Holandesa, e as
respectivas médias comparadas pelo Teste de Tukey. Dados percentuais foram
comparados utilizando-se o0 método do Qui-quadrado. Analises de associagao foram
realizadas utilizando-se o método das correlagdes de Pearson. Os resultados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média. O valor de P de 0,05 foi utilizado

para determinar diferengas significativas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram dividos em duas partes. A primera parte destinou-se aos
resultados obtidos da avaliagdo do efeito da raca e cruzamento no desempenho na OPU-

PIVE, enquanto a segunda foi sobre a associa¢do entre paramentros seminais € PIVE.

4.1 EFEITO DA RACA E CRUZAMENTO NO DESEMPENHO NA OPU — PIVE

A Tabela 2 demonstra a quantidade de vezes que uma mesma doadora foi
aspirada. E possivel observar que a grande maioria dos animais foram aspiradas uma
Unica vez ou apenas duas vezes em um intervalo de aproximadamente 2,5 anos, periodo
que compreende os dados utilizados. Poucos animais, basicamente da raca Gir, foram
aspiradas diversas vezes, sendo o maximo de vezes que um animal foi aspirado foi 14,
nesse mesmo periodo. Considerando a populagao total de animais utilizada nesse estudo
79,5% dos animais Gir foram aspiradas uma ou duas vezes, enquanto na raca Holandesa
isso fica ainda mais evidente, pois 98,7% dos animais foram aspirados uma ou duas
vezes apenas.

A PIVE possibilita aumentar o nimero de descendentes de uma unica fémea
podendo realizar sessdes de aspiracdes com intervalos relativamente curtos, chegando

at¢é uma OPU por semana em algumas situagcdes. Embora, tenha sido relatado que
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intervalos curtos pode apresentar melhora na qualidade dos odcitos (Blondin e Sirard,
1995; Merton et al., 2003; Viana et al., 2004) com o aumento da frequéncia de
aspiragdes pode-se também aumentar as lesdes e reduzir a vida util desses animais
enquanto doadoras de oodcitos, principalmente se a aspiragdo nao for realizada de
maneira criteriosa (Seneda, Blaschi e Lisboa, 2005). Entretanto, nosso resultado
apontou para grande maioria dos animais sendo aspirados poucas vezes em um intervalo
de 2,5 anos, indicando que provavelmente sao animais que compde rebanhos e nao sao
considerados unicamente como doadoras de oocitos. Para a produgdo de animais de
elite, nos quais muitas vezes sao puro de origem (PO), normalmente, as fémeas
consideradas melhores sdo aspiradas diversas vezes de forma a multiplicar a genética
daquele animal (Gimenes et al., 2015). Por outro lado, para a produ¢do de animais de
producdo, em sua maioria animais mesticos F1 (Gir X Holandes) ndo héa necessidade de
se preocupar com genealogia da fémea ou caracteristicas raciais, € sim com

caracteristicas de producao que serdo importantes nos animais gerados.

Tabela 2: Numero e percentual de doadoras submetidas a diferentes nimeros de aspiracdes

Numero maximo Gir HPB
de aspiragdes

N % N %
1 174 65,9 190 83,3
2 36 13,6 35 15,4

3 14 53 2 0,9

4 12 4,5 1 0,4

5 6 2,3 0 0,0

6 4 1,5 0 0,0

7 6 2,3 0 0,0

8 5 1,9 0 0,0

9 4 L5 0 0,0

10 0 0,0 0 0,0

11 1 0,4 0 0,0

12 0 0,0 0 0,0

13 1 0,4 0 0,0

14 1 0,4 0 0,0

Total 264 100,0 228 100,0
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Para os pardmetros relacionados a aspiracdo folicular, observamos que a
quantidade total de oocitos, assim como a quantidade total de vidveis, mesmo
considerando os de Grau I, II, III individualmente, ndo teve diferencas entre os animais
da raca Gir e da raca Holandesa. Por outro lado, a taxa de viaveis, assim como 0s
degenerados foi diferente entre as duas ragas (Tabela 3).

Embora a quantidade de animais analisados no estudo na raga Gir tenha sido
praticamente o dobro de animais da raca Holandesa, a taxa de recuperagdo total de
od6citos foi a mesma. Na literatura ja foi descrito producao maior de oodcitos de animais
zebuinos comparado a animais taurinos, incluindo a raga Gir e Holandesa (Gréazia, 2014;
Lopez et al., 2015). Possivelmente os animais da raca Holandesa em que foi realizado a
aspiragdo folicular desse estudo tiveram uma sele¢do e somente os animais com maior
quantidade de oocitos foram escolhidos para a coleta de odcitos, como forma de tentar
aumentar a produgdo de embrides desses animais. Ja foi descrito que animais com maior
produgdo de odcitos tende a produzir maior quantidade de embrides in vitro (Guerreiro
et al., 2014; Monteiro et al., 2017). No entanto, maior producdo de blastocistos ndo ira
refletir em maiores taxas de gestagdo (Feres ef al., 2018). A maior quantidade de odcitos
produzidos pelas doadoras Holandesas ndo refletiu na propor¢do de odcitos viaveis,
aqueles considerados de melhor qualidade para a PIVE segundo avaliagdo morfologica.
Possivelmente, indicando uma pior qualidade desses oocitos, pois mesmo a quantidade
total recuperada sendo igual aos animais da raga Gir, ja foi relatado diferencas de
qualidade o que podera refletir na producdo de embrides, entre os diferentes

grupamentos genéticos (Lopez ef al., 2015).

Tabela 3: Recuperacdo de CCO [Média + EPM (variag@o) e valor de P]

Parametro Gir HPB P

N 546 270

Odcitos totais 13,8+0,5 (0 - 92) 13,3+0,6 (0 - 62) 0,4084
Grau I 0,3+0,0 (0 - 6) 0,2+0,0 (0 - 3) 1,0000
Grau II 1,0+£0,1 (0 - 25) 0,6+0,1 (0-7) 0,8237
Grau III 6,5+£0,3 (0 - 58) 6,0+0,3 (0 - 29) 0,9282
Total vidveis 7,9+0,3 (0 - 58) 6,8+0,3 (0 -29) 0,8280
Taxa de viaveis 57,3% 50,9% 0,0003
Degenerados 5,9+0,3 (0 - 39) 6,5+0,4 (0 - 44) 0,0278

*em negrito resultados com diferenca significativa.
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Embora a média de produgdo de oocitos tenha sido igual entre as duas ragas, a
variagao encontrada na raga Gir ¢ maior, hd animais produzindo 92 odcitos, enquanto na
raca Holandesa, o animal que mais produziu foi 62 odcitos (Tabela 3). Avaliando a
distribuicao de animais por quantidade de oocitos recuperados por aspiragao folicular
observamos que a média de odcitos total recuperados ndo coincide com a maior
frequéncia encontrada em nenhuma das duas racas (Figura 2). Ou seja, a quantidade de
odcitos mais observada recuperada de uma doadora, em ambas as ragas, ndo ¢ a média
de odcitos produzidos pela populagdao de animais da raga. A frequéncia de animais que
produzem quantidade inferior a média observada, ¢ maior do que a de animais que
produzem quantidade igual a média. Isso indica que a média, como medida de avaliacdo
de performance para quantidade de odcitos, ndo ¢ uma medida muito informativa. No
entanto, na literatura diversos trabalhos apresentam os resultados de producao de
oocitos como média (Pontes et al., 2010; Guerreiro et al., 2014; Grazia et al., 2015;
Santos et al., 2016), sendo essa, ainda, uma medida consagrada.

A distribuicao de animais, baseado na producdo de odcitos, ndo segue o padrao
normal de distribui¢do e por isso, a média das populagdes pode ser diferente em fungao
da selecdo de animais com mais ou menos quantidade de odcitos a ser aspirado. A
quantidade de animais que estdo acima ou abaixo da média se distribui de forma nao
igualitaria, existindo uma concentragdo maior de animais que produzem menos 00citos
do que a média, enquanto hd uma grande dispersdo de animais acima da média, podendo
chegar a 92 odcitos, no caso da raca Gir, porém em menor frequéncia a medida que essa

quantidade aumenta (Figura 2).
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Figura 2: Disitribui¢do de frequéncia das aspiragdes em fungdo do niimero de oocitos
recuperados nas ragas Gir (A) e Holandesa (B)

A Figura 3 (A e B) demonstra que existe uma grande variagdo na producao de
odcitos, nos animais Gir variando de 0 a 92 odcitos (Figura 3 A) e na raga Holandesa
variando de 0 a 62 od6citos (Figura 3 B). Nos animais Gir, a curva de distribui¢ao de
odcitos totais recuperados se eleva de maneira mais rapida comparada aos animais da
raca Holandesa. Em ambas as ragas, existe um ponto de inflexao a partir de uma certa
quantidade de oocitos, sendo esse ponto superior na raga Gir. Isso indica que a
distribuicdo de oocitos apresenta uma linearidade, principalmente nos animais que
apresentam uma produ¢do menor, ¢ a medida que se aumenta a quantidade de odcitos
recuperados a curva se torna ascendente de forma mais acentuada. Sendo que nos
animais Gir, embora a média tenha sido igual, existe uma quantidade maior de animais
com producdo de odcitos acima a média quando comparados a raca Holandesa.
Considerando que para essa variavel, oocitos, ¢ possivel variacdo de 0 até um nimero,
em teoria, ilimitado. Ja sendo relatado animais com producao de mais de 480 odcitos

(comunicagao pessoal).
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Figura 3: Distribuic@o (ordem crescente) das doadoras em fungdo do niimero total de odcitos
recuperados nas ragas Gir (A) e Holandesa (B)

Baseado na produgdo total de oocitos (CCO totais) foi realizado a divisdo das

doadoras, de ambas as ragas, em quartis. Apds a divisdo em quartis, foi realizado a
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comparag¢do entre as duas ragas dentro do mesmo quartil e das duas ragas de um quartil
com outro. A média de producdo de odcitos foi igual entre as duas racas, conforme
demonstrado na Tabela 4. Porém, nos dois primeiros quartis, os quais constam oS
animais que menos produziram o0citos, os animais da raca Holandesa apresentam uma
média superior aos animais Gir. Enquanto nos dois ultimos quartis, nos quais constam
0s animais que mais produziram odcitos, ndo ha diferenca da média entre as duas racas.
J& para os odcitos viaveis, somente no ultimo quartil ha diferenga, no qual a raga Gir
obteve maior quantidade. Com relacao a clivagem, o nimero de clivados foi igual entre
as duas ragas nos dois primeiros quartis e diferente nos dois ultimos quartis.
Considerando a taxa de clivagem (eficiéncia relativa), houve diferenga entre as duas
ragas nos ultimos trés quartis. A producao de blastocistos, em nimeros absolutos, no
sétimo dia e total houve diferenca entre as racas somente nos dois ultimos quartis. Em
ambos os parametros os animais da raca Holandesa, do ultimo quartil, que mais
produziram, tiveram média igual aos animais da raga Gir do terceiro quaritl. J& para a
taxa de blastocistos, houve diferencas entra as duas ragas nos ultimos trés quartis.
Avaliando os animais de cada quartil, observa-se que os animais Gir dos dois Ultimos
quartis foram os de melhor eficiéncia e apresentam meédia similar, enquanto para a raga
Holandesa os animais que tiveram produ¢do mais eficiente foram os do terceiro quartil.
Os animais da raga Holandesa que mais produziram odcitos (IV quartil) tiveram média
de producdo de blastocisto igual aos animais da raga Gir que menos produziram odcitos
(I quartil). Para os pardmetros, oocitos totais, oodcitos viaveis e numero de clivados
houve diferencas entre os quartis para ambas as racas. Por outro lado, para taxa de
clivagem, de maneira geral ndo houve diferengas entre os quartis. Somente entre o
primeiro e Ultimo quartil houve diferenca na Raga Gir (Tabela 4).

Embora exista uma relagdo positiva entre quantidade de odcitos produzidos e
producao de blastocistos, demonstrado pela contagem de foliculo antral e concentracao
de Hormoénio Anti-Mulleriano (AMH) (Guerreiro et al., 2014; Santos et al., 2016), no
presente estudo a maior quantidade de odcitos produzidos ndo representou maior
eficiéncia na PIVE. Enquanto na raga Gir houve uma relagdo positiva entre produgao
total de odcitos com odcitos viaveis, clivados, taxa de clivagem, quantidade de

blastocistos no sétimo dia, quantidade total de blastocistos e taxa de blastocisto. Na raca
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Holandesa uma maior produ¢do de odcitos ndo significou maior eficiéncia na PIVE,
considerando como parametros taxa de clivagem e quantidades e taxa de blastocistos.
Os resultados indicam uma baixa qualidade dos odcitos de animais Holandesas
comparados aos animais Gir, sendo que maior quantidade de odcitos produzidos nao
implica em odcitos de boa qualidade para a PIVE. E, embora, a quantidade de oocitos
viaveis seja proporcional a quantidade de odcitos total, deve-se levar em consideracio
que em rotinas comerciais a avaliacdo dos odcitos se faz por critérios morfologicos, o
que nem sempre consegue definir aqueles com maior competéncia de desenvolvimento

(Blondin e Sirard, 1995).
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Tabela 4: Distribuicdo das doadoras por quartis com base na produgdo de CCO totais

Quartil Raga
I Gir
HPB
II Gir
HPB
I Gir
HPB
v Gir
HPB

CCO totais
3,3+0,1 a
4,4+0,2 b

7,9+0,1 ¢
8,8+0,2d

13,9402
14,1402 ¢

30,8+1,2 f
282413 f

a,b Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05)

Tabela 5: Distribui¢do por cruzamento

Matriz  Touro
HPB HPB
Gir Gir
HPB Gir
Gir HPB

N CCO totais
137 13,6+£1.0a

179  13,1+0,9 a
133 13,0+0,8 a

367 14,1+0,7 a

Viaveis CCO Graul Clivados Clivagem (%) BL dia7
1,9+0,1 a 0,1+0,0 1,5+0,1 a 74,4 ab 0,6+0, a
2,340,1 a 0,1+0,0 1,8+0,1 a 73,8 ab 0,8+0,1ab
4,240,2 b 0,1+0,0 3,5¢0,1 b 81,7¢ 1,7+0,1c
4,6£0,2 b 0,1+0,0 3,4+0,2 b 72,1 ab 1,2+0,2bc
8,3+0,3 ¢ 0,2+0,1 7,0+0,2 ¢ 84,4 cd 3,840,2¢
7,4+0,3 ¢ 0,1+0,0 5,7+¢0,3d 76,4 b 2,9+0,3d
17,6+0,8 d 1,0+0,1 15,3£0,7 ¢ 86,9d 8,3+0,5f
14,0+£0,7 e 0,4+0,1 9,9+0,6 £ 70,9 a 4,0£0,5¢
Viaveis CCO Grau I Clivados Cliv. (%) BL dia 7
6,1£0,5 a 0,2+0,0 a 5,0£0,4 a 779 b 1,9+0,2 a
7,8+0,6 a 0,4+0,1 a 6,8+0,5 a 859 ¢ 4,140,4 b
7,5£0,5 a 0,2+0,0 a 5,2+0,4 a 68,7 a
7,940,4 a 0,3+0,0 a 6,9+0,4 a 84,3 ¢ 3,4£0,2 b

a,b Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,05)

BL Total
0,7+0,1a
1,0£0,1 a

2,0+0,2 ¢
1,6+0,2 be

4,6£0,3 ¢
3,4+0,3d

9,7+0,5 f
5,0+0,5

BL Total
2,3+0,3 a

47404 b

2,4+0,2 ab 3,1+0,3 ab

4,140,2 b

Blastoc (%)
343a
39,0 ab

48,0 ¢
34,7 a

55,8d
45,3 be

55,1d
359a

Blastoc (%)
36,4 a

59,2 ¢
404 a

50,0 b
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Realizou-se também a distribui¢do por cruzamentos, nos quais se considerou a
raca do touro utilizado na fertilizagdo. Nao houve diferencas de produgdo de odcitos
totais, odcitos viaveis, oocitos de Grau I e de quantidade de estruturas clivadas entre os
quatro cruzamentos. Porém, para os parametros taxa de clivagem, quantidade de
blastocistos no sétimo dia e total ¢ taxa de blastocistos houve diferengas entre os
cruzamentos (Tabela 5). Quando os oo6citos utilizados na PIVE foram obtidos de
animais Gir, as taxas de clivagem e blastocistos, foram superiores aqueles cruzamentos
que os odcitos foram obtidos de animais da raga Holandesa, independente da raca do
touro que foi utilizado para fertilizd-los. A taxa de clivagem entre os cruzamentos
utilizando matriz Gir foi igual, tanto acasalando com Gir quanto Holandes, enquanto a
taxa de blastocisto para o cruzamento utilizando matriz Gir e touro Gir foi superior
aqueles que o touro utilizado foi Holandés. J& para a quantidade de blastocistos o
cruzamento que foi utilizado somente animais da raca Holandesa apresentou as menores
resultados. Nesse caso, a utilizagdo de um touro Gir permitiu um aumento da quantidade
de blastocistos produzidos mesmo com os o6citos de doadoras Holandesas (Tabela 5).

Esses resultados evidenciam a importancia dos o6citos na PIVE e corrobora com
os resultados apresentados na Tabela 4. Além de reforcar a diferenca de produgdo entre
animais taurinos e zebuinos. O aumento da eficiéncia de produgdo de blastocistos esta
mais relacionada a qualidade dos odcitos recuperados do que ao touro utilizado, uma
vez que touros da raca Holandesa tiveram resultados maiores quando utilizados em
odcitos da raca Gir comparados aos odcitos da raga Holandesa, da mesma maneira que
touros da raga Gir tiveram resultados inferiores quando acasalados com doadoras da
raca Holandesas comparados com doadoras da raca Gir.

Embora diversos fatores podem afetar os resultados na PIVE (Camargo et al.,
2006), a qualidade do oo6citos ¢ primordial para alcangar resultados de producdo de
blastocistos satisfatorios (Lonergan et al., 2006), e para isso fatores como estado
fisiologico da doadora, nutricdo, idade, raca e ambiente, dentro outros devem ser
considerados e, dentro do possivel, controlados em programas de PIVE. Como os
resultados obtidos no presente estudo sdo originarios de uma rotina comercial, todos
esses fatores citados foram casualisados e considerado somente a raca da doadora.

Sabendo que a qualidade do oocito ¢ influenciado por diversos fatores, sendo alguns
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deles de dificil controle, € que em uma rotina comercial se trabalha com animais em
diversas situacdes, a quantidade de odcitos ¢ uma ferramenta que se torna pratica para
selecdao de doadoras para rotinas de OPU-PIVE.

Considerando a quantidade de oocitos produzidos por cada doadora, se avaliou a
participacdo de cada uma, em porcentagem, no total acumulado de odcitos e de
blastocistos produzidos. Ou seja, buscou compreender qual foi a producdo de odcitos
individual dos animais que contribuiram, mais ou menos, para o total de oocitos
recuperados e blastocistos produzidos incluidos nesse estudo. Observando,
primeiramente a Figura 4A, ¢ possivel identificar que os animais que produziram mais
odcitos foram os que mais contribuiram para o total de odcitos, tanto na raga Gir quanto
na ra¢a Holandesa. Os animais que produziram 0 odcitos contribuiram com 0% do total
de oocitos e assim por diante. Na raca Holandesa, a curva fica acima da curva dos
animais Gir, pois atinge o total (100% dos odcitos recuperados) mais rapido do que nas
doadoras Gir, uma vez que a produg¢do maxima de odcito por uma doadora foi menor,
conforme demonstrado anteriormente na Tabela 3 (92 odcitos produzidos por um animal
na raga Gir e 62 produzidos por uma doadora da raga Holandesa). A Figura 4B, segue a
mesma tendéncia, uma vez que os animais da raca Holandesa atingem o total de100%
de blastocistos produzidos antes do que os animais da raca Gir, em fun¢do da
quantidade méaxima de oocitos produzidos por um animal.

E possivel obervar que do total, tanto de odcitos quanto de blastocistos, a maior
contribui¢do vem dos animais que produziram quantidade de odcitos superior a média
(aproximadamente 13 oocitos em ambas as racgas) observada no estudo. Embora a
quantidade de animais que produzem muitos odcitos seja menor do que a quantidade de
animais que produzem poucos o0citos, esses animais que produzem muitos oocitos tem
um papel mais efetivo no total, conforme Figura 2. Isso refor¢a a ideia de que a média,
enquanto medida de avaliacdo de performance na PIVE, ndo ¢ uma medida muito

informativa.
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Figura 4: Percentual acumulado de odcitos recuperados (A) e embrides produzidos (B) em
func¢do do nimero de odcitos recuperados por aspiragdo

Utilizando a média de odcitos produzidos como parametro de referéncia, ¢
possivel observar que a maior quantidade de animais produz CCO abaixo da média,
porém esses animais s6 contribuem com 34,1% na raga Gir e 40,0% na raga Holandesa
do total de odcitos recuperados. Da mesma forma, do total de blastocistos, 30,2% foram
produzidos por animais que estdo abaixo da média na raga Gir e 42,2% na raga
Holandesa. Em ambos os paramentros analisados houve diferenga entre as duas ragas,
nos quais para a raga Holandesa a contribui¢do dos animais que produziram CCO
abaixo da média foi mais representativa para o total do que na raga Gir (Tabela 6).
Apesar da menor quantidade de doadoras que produzem quantidade de odcitos acima da
média, a contribui¢do desses animais para o total de odcitos e blastocistos ¢ maior.
Sendo 65,9% na raca Gir e 60% na raga Holandesa para CCO total e 69,8% e 57,8%
para Gir e Holandesa respectivamente, para total de blastocistos. Isso refor¢a a ideia de
assimetria na distribuicdo de animais por producdo de odcitos e que a média em si €
pouco informativa. O montante mais significativo, de odcitos e de blastocistos, vem dos
animais, poucos, que apresentaram producao de CCO acima da média. Por outro lado, a
maior quantidade dos animais analisados dentro de cada raga produz odcitos abaixo da
média e possuem menor contribuicdo para o total. No entanto, em rotinas comercias, a
selecdo de animais com base na quantidade de odcitos produzidos pode ser uma boa
op¢ao para aumentar a quantidade de blastocistos por doadora em numeros absolutos,

embora nao necessariamente ira refletir em melhora na eficiéncia.
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Tabela 6: Total acumulado de CCO recuperados e blastocistos produzidos em aspiragdes que
produziram até 14 odcitos, i.e, abaixo das respectivas médias nas ragas Gir e Holandesa

Raca Média CCO/OPU CCO Total<Média (%) BL Total <Média (%)
Gir 13,8+0,5 34,1a 30,2 a
Holandesa 13,3£0,6 40,0b 422 b

a,b Percentuais seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (X», P<0,001)

A producao de odcitos ¢ uma variavel relacionada somente a doadora. No
entanto, a producao de blastocistos também pode ter influéncia do touro utilizado para a
fertilizagdo in vitro. Foi analisado as taxas de clivagem e de blastocistos em funcdo do
touro utilizado, considerando 35 animais diferentes. Houve diferengas entre touros para
ambos os parametros (Figura SA e B). E possivel observar uma grande variabilidade de
resultados entre os touros, existindo uma variagdo, praticamente de 0% a 100%, para
taxa de clivagem e taxa de blastocistos.

Embora exista variagdo entre touros na PIVE (Guimaraes et al., 2014; Morotti et
al., 2014; Xu, et al., 2009), a contribui¢do nos resultados e principalmente como
explicagdo para as variagdes observadas nos resultados dos mais diversos laboratorios é
pequena. No presente estudo, as condi¢gdes laboratoriais foram as mesmas, incluindo o
sistema de cultivo, sendo diferente, além dos touros, as doadoras utilizadas e
consequentemente a fonte de odcitos. Como evidenciado nos resultados demonstrado na
Tabela 5, a raga da doadora influencia mais nos resultados do que a raca do touro.
Somado a isso, ja& foi demonstrado que a doadora ¢ uma grande fonte de variagdo por
sofrer a influéncia de diversos fatores, tais como, estado fisiologico, nutrigao idade,
raca, estresse dentre outros (Baruselli e Gimenes, 2007; Bayeux et al, 2016;
Garnsworthy et al., 2008b; Kala e Nivsarkar, 2015; Sartori, Spies e Wiltbank, 2017;
Tilly e Sinclair, 2014; Vieira et al., 2014).
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Figura 5: Grafico BoxPlot das taxas de clivagem (A) e de blastocistos (B) em fungdo do touro
utilizado na PIVE (numerados de 1 a 35)

Além de diferentes touros utilizados, existe a possibilidade de utilizar s€émen
sexado ou convencional. No presente estudo, foi utilizado, na grande maioria dos
trabalhos, sémen sexado de fémea por se tratar de uma base de dados obtida de um
laboratorio com producdo de embrides de gado de leite. Considerando taxa de clivagem
e taxa de blastocistos, ndo houve diferencas entre os dois tipos de sémen utilizados.
Embora também exista uma grande variacao de resultados dentro de cada tipo de s€émen
(Figura 6A e B). A disponibilidade de sémen sexado, principalmente de fé€mea,
alavancou a utilizagdo da PIVE em gado de leite (Pontes ef al., 2010). Apesar disso, na
literatura encontra-se resultados divergentes, nos quais o sémen sexado apresenta
resultados inferiores ao s€émen convencional (Tabela 4 do capitulo II; Obuhci et al.,
2019), ou similares ao observados no presente estudo (Morotti et al., 2014). Em
algumas situacdes se observa efeito do tipo de sémen, sexado ou convencional, como no
trabalho de Lopez et al, (2016) que demonstra efeito em fung¢do do grupamento
genético da doadora, Bos indicus, Bos taurus e mestigas (Bos indicus X Bos taurus).
Nos quais para doadoras taurinas ou cruzadas o sémen sexado foi inferior ao sémen
convencional. Enfatiza-se que a variagdo de resultados parece estar mais relacionada aos

odcitos do que de fato ao tipo de s€émen.
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Figura 6: Grafico BoxPlot das taxas de clivagem (A) e de blastocistos (B) em funcdo do tipo de
sémen utilizado na PIVE (1: sexado, 2: convencional)

4.2 ASSOCIACAO ENTRE PARAMETROS ESPERMATICOS E PIVE

Dentre os parametros espermaticos normalmente analisados para avaliacio
seminal (Guimaraes et al., 2014), nosso estudo utilizou a motilidade (porcentagem de
espermatozoides que se movimentam) e vigor (intensidade da movimentagdo) para
avaliar a relacdo com taxa de clivagem e taxa de blastocistos, como parametros da
PIVE. Na Tabela 7 estdo indicados os parametros e os respectivos valores obtidos

(médias e variagdo observadas).

Tabela 7: Analise descritiva dos parametros avaliados

Parametro Média + EPM Variagdo
Motilidade 65,3+1,5 40 a 85%
Vigor 2,940,1 2a4
Taxa de clivagem 70,3+2,6 19 a 100%
Taxa de blastocistos 30,2+1,8 0a69%

Foi observado uma correlagdo significativa entre os parametros taxa de clivagem
e taxa de blastocistos ¢ motilidade e taxa de blastocistos (Tabela 8). Em ambos os casos
¢ uma correlagdo positiva, ou seja, a taxa de blastocisto tende a ser maior quando a taxa
de clivagem ¢ maior e também quando a motilidade dos espermatozoides € maior.

Sendo que a associacdo entre clivagem e blastocistos € pouco mais forte do que
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motilidade e taxa de blastocistos. Nao ¢ significativa a associacdo entre os parametros
vigor e taxa de blastocistos e motilidade e vigor (Tabela 8). Na fertilizagdo in vitro, os
odcitos ja maturados e os espermatozoides devidamente preparados e capacitados sao
colocados juntos em um mesmo ambiente (gota de meio de fertilizagdo) sem nenhum
obstaculo para que os espermatozoides alcancem os o6citos. Assim como essa situacao
¢ diferente do que acontece naturalmente, na qual os espermatozoides precisam superar
diversas barreiras no trato reprodutivo feminino, os parametros de avaliacao espermatica
também precisam ser diferentes para uso na PIVE. E mais importante que os
espermatozoides consigam se mover para realizar a fecundagdo do que necessariamente
a intensidade desses movimentos ou mesmo a concentragdo espermatica nas gotas.

Em laboratdrios comerciais, o volume de rotina costuma ser grande e por isso o
tempo gasto em cada procedimento deve ser o menor possivel, e por essa razdo em
diversos laboratorios ja ndo se calcula concentragdo espermatica para ajuste de volume
para fecundacdo das gotas. Além disso, a quantidade de oocitos produzidos por cada
doadora ¢ bastante variavel, conforme ja demonstrado (Figura 3). Apesar de ja ter sido
descrito aumento das taxas de poliespermia com o aumento da concentragdoo de
espermatozoides (Demyda-Peyrés et al., 2015), o tempo gasto em cada procedimento,
por menor que seja, € bastante prejudicial para os embrides e células (Gardner e Kelley,
2017). Dessa maneira, ¢ importante definir avaliagdes e parametros espermaticos nao
invasivos e praticos para que possam ser utilizadas em rotinas comerciais de PIVE, tais

como a motilidade espermatica.

Tabela 8: Analise de associagdo (método das correlagdes de Pearson)

Contrastes R P
Taxa de clivagem vs. Taxa de blastocistos 0,69 0,0001
Motilidade vs. Taxa de blastocistos 0,47 0,0002
Vigor vs. Taxa de blastocistos 0,18 0,2723
Motilidade vs. Vigor -0,01 0,9623

Na figura 7 demonstra a associagdo entre alguns pardmetros, corroborando os
dados da tabela 8. Em trabalhos nas quais hd uma alta taxa de clivagem, existe uma
forte tendéncia em ter alta taxa de blastocisto, de forma inversa, quando a taxa de

clivagem ¢ baixa (poucos odcitos iniciando o desenvolvimento embriondrio), a taxa de
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blastocisto serd baixa. Com relacdo ao sémen, quanto mais espermatozoides se
movimentando, o que indica que estdo vivos, maior a taxa de blastocisto. Por outro
lado, ndo existe correlagdo entre vigor do s€émen com taxa de blastocisto (figura 7C).
Isso indica que a intensidade dos movimentos dos espermatozoides nao indica o sucesso
na PIVE, enquanto a motilidade dos mesmos, como um parametro de avaliagdo ¢ um
bom indicativo para producdo de blastocistos. No entanto, deve-se considerar a
influéncia de fatores relacionados ao preparo do sémen nesses parametros, como
velocidade de centrifugagdo, concentracdo de heparina e meio de fertilizagcdo (Xu et al.,

2009; Guimaraes et al., 2014).
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Figure 7: Associacdo entre taxas de clivagem (A), motilidade (B) e vigor (C) do sémen, e taxas
de blastocistos subsequentes

Agrupando o sémen por classe de motilidade e vigor, observa-se diferencas na
taxa de blastocistos entre as classes de motilidade, enquanto ndo ha diferengas para as
classes de vigor (Tabela 9). Dessa maneira, corrobora-se com os demais resultados
evidenciando que a motilidade ¢ um melhor paramentro espermatico para se considerar

na PIVE do que vigor.

Tabela 9: Taxas de blastocistos na PIVE, distribuidas por classes de motilidade (<60%:1, 60 a
65%: 11, >65%: III) e vigor (<3: I, 3: 11, >3: III)

Classe Motilidade Vigor
I 19,0+£3,22 28,0+2,6°
II 29,0£2,6% 29,7+2,7?
111 35,9+2,6° 33,644,7%
a,b Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem (P<0,001)
Vigor: P=0,3445

Motilidade: P=0,0009
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5. CONCLUSAO

A média ¢ pouco informativa para os resultados da PIVE que ndo apresentam
normalidade em sua distribuicao;

A distribui¢do de produgdo de odcitos € assimétrica;

A quantidade de CCO coletados e produgdo de blastocistos possui associagao
fraca;

A raca Gir produz mais blastocistos do que Holandesas, independente da raca do
touro;

Motilidade ¢ melhor que vigor como parametro para PIVE



Capitulo 1T

ASPECTOS DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE) E
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES (TE) COMERCIAL COM FOCO NA
GERACAO DE ANIMAIS DE PRODUCAO EM RACAS DE CORTE

RESUMO

O rebanho bovino brasileiro é o segundo maior do mundo em nimero de animais, sendo composto em sua
grande maioria por animais comerciais, principalmente destinados a producdo de carne. A raga Nelore,
compde a base desse rebanho e se destaca pela boa produgdo de odcitos e blastocistos no ambiente in
vitro. Os rebanhos considerados elite, aqueles destinados ao mercado de genética e com animais de alto
valor zootécnico e financeiro foram os grandes responsaveis pelo sucesso da PIVE no inicio dos anos
2000. No entanto, diferente do gado de leite, a produgdo de embrides in vitro destinados a rebanhos
comerciais de corte ainda ¢ muito incipiente, embora seja um potencial nicho de mercado. Para isso, ¢
importante pesquisas visando compreender melhor os fatores que afetam os resultados, desde a coleta de
odcitos até o nascimento de animais afim de melhorar a eficiéncia do processo e reduzir custos.
Principalmente das perdas gestacionais observadas de embrides produzidos in vitro. Diante disso, o
objetivo do estudo foi identificar e compreender fontes de variagdo dos resultados da produgdo in vitro de
embrides e transferéncias de embrides em um programa de grande escala em gado de corte comercial. Foi
utilizado para as andlises o banco de dados de um laboratério comercial com foco na producao de animais
mesticos (Nelore X Angus). Em fun¢do da grande quantidade de variaveis nao foi possivel avaliar todos
as possiveis interagdes. Os subgrupos de dados selecionados foram testados utilizando o modelo estatistoc
SAS GLIMMIX. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo e foi considerado valor
de P de 0,05. Foi observado efeito do meio de MIV e da atmosfera de CIV na taxa de blastocistos,
enquanto sistema de MIV, do método de preparo do sémen ndo teve efeito. Das diversas variaveis
analisadas relacionadas a transferéncias dos embrides, o principal efeito observado nas taxas de gestagdo
e perdas gestacionais foi do estagio de desenvolvimento do embrido (Bi:32,0%, 28,9%, 4,1% ; Bl: 34,1%,
27,4%, 65,%; Bx: 39,9%, 33,4%, 10,6%; Be: 29,3%, 22,4%, 10,3%; para P30, P60 e Aborto
respectivamente) enquanto para nascimento e perdas gestacionais foram do més da estacdo de monta (1:
6,9%, 21,4%; 2:16,9%, 14,5%; 3: 28,3%, 5,1%; 4: 26,9%, 9,3%; 5: 25,5%, 4,6%; 6: 21,6%, 9,0%; para
Parto e aborto respectivamente). Em conclusao, diversos fatores podem afetar a producdo de blastocistos
e ¢ possivel fazer modificagdes e ajustes de protocolos de forma a maximizar a eficiéncia do processo de
produgdo de blastocisto. Quanto a TE, a influéncia das varidveis do laboratério no resultados é menor do
que a influéncia dos meses da estacdo, principalmente considerando que normalmente se opta por enviar a
campo somente blastocistos de boa qualidade e expandido, enquanto as condigdes ambientais ndo sdo
possiveis de controlar, na maioria das vezes.

Palavras-chave: PIVE. perdas gestacionais. Gado de corte
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ABSTRACT

The Brazilian cattle herd is the second largest in the world in number of animals, being mostly composed
of commercial animals, mainly intended for meat production. The Nellore breed forms the basis of this
herd and highlight for its good oocyte and blastocyst production in the in vitro environment. The elite
herds, those destined for the genetics market and those with high zootechnical and financial value, were
largely responsible for IVEPs success in the early 2000s. However, unlike dairy cattle, the production of
in vitro embryos intended for a commercial beef herd is still very recent, although it is a potential niche
market. To this end, research is important to better understand the factors that affect outcomes, from
oocyte collection to animal birth in order to improve process efficiency and reduce costs. Mainly from the
observed gestational losses of in vitro produced embryos. Therefore, the objective of the study was to
identify and understand sources of variation in the results of in vitro embryo production and embryo
transfer in a large-scale commercial beef cattle program. A database of a commercial laboratory focused
on the production of crossbred animals (Nelore X Angus) was used for the analyzes. Due to the large
number of variables, it was not possible to evaluate all possible interactions. The selected subgroups of
data were tested using the SAS GLIMMIX statistoc model. Results are presented as mean + standard
deviation and a P value of 0.05 was considered. Effect of IVM medium and IVC atmosphere on blastocyst
rate was observed, while IVM system, of semen preparation method had no effect. Of the various
variables analyzed related to embryo transfer, the main effect observed on pregnancy rates and
gestational losses was the embryo development stage (Bi: 32.0%, 28.9%, 4.1%;, Bl: 34, 1%, 27.4%, 65%;
Bx: 39.9%, 33.4%, 10.6%, Be: 29.3%, 22.4%, 10.3%, for P30, P60 and abortion respectively) while for
birth and gestational losses were the month of the breeding season (1: 6.9%, 21.4%, 2: 16.9%, 14.5%, 3:
28.3%, 5, 1%; 4: 26.9%, 9.3%, 5: 25.5%, 4.6%,; 6. 21.6%, 9.0%, for parturition and abortion
respectively). In conclusion, several factors can affect blastocyst production and protocol modifications
and adjustments can be made to maximize the efficiency of the blastocyst production process. As for TE,
the influence of the laboratory variables on the results is less than the influence of the months of the
season, especially considering that it is usually chosen to field only good quality and expanded
blastocysts, while environmental conditions are not possible to control.

Keywords: IVEP. Pregnant losses . Beef cattle.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura ¢ uma das atividades da agropecudria mais difundida em todos
os continentes e¢ sendo impactada por diversos fatores como nutricdo, sanidade,
melhoramento genético e reproducao (Neto ef al., 2014). Dentro da reproducao além da
monta natural, atualmente existe algumas biotécnicas disponiveis que podem ser
utilizadas, tais como inseminagdo artificial (IA), inseminagdo artificial em tempo fixo
(IATF), superovulagdo e lavagem uterina seguido da transferéncia dos embrides
(MOET) e a producdo in vitro de embrides bovinos (PIVE).

A principal vantagem da PIVE ¢ o aumento significativo no numero de crias
produzidas pela fémea (Scanavez, Campos e Santos, 2013). O potencial de
multiplicagdo dessa técnica permite maximizar o uso da fémea e assim fazer uma
pressao de selecao maior nos rebanhos. Além disso, permite a utilizagdo de fémeas com
patologias do trato reprodutivo adquirido, senis, pré-pliberes, e até mesmo gestantes, o
que seria impraticavel naturalmente ou com o uso de outras técnicas. Em funcdo dessas
e outras caracteristicas a PIVE tornou-se uma alternativa viavel para a espécie bovina e
tem sido utilizada ndo somente para pesquisas, mas principalmente como atividade
comercial (Pontes et al., 2010).

O uso da técnica comercialmente tem aproximadamente 20 anos, iniciando-se
em 1999-2000, e ainda hoje, o Brasil ¢ um dos principais produtores de embrides in
vitro do mundo (Viana et al., 2017). Ao longo desses anos, o perfil de aplicacdo da
tecnologia sofreu algumas mudangas. Inicialmente, a produgdo de embrides no pais era
restrita a animais zebuinos, mais especificamente ragas de corte, com grande destaque
para as ragas Nelore e Brahman. A técnica era aplicada aos rebanhos considerados de
elite e utilizado nos animais que muitas vezes ndo respondiam satisfatoriamente aos
trabalhos de MOET. Em poucos anos, com bons resultados de producgdo de blastocistos
diversos produtores passaram a adotar a PIVE como técnica de elei¢ao para reproducao
dos rebanhos, embora ainda restrita aos rebanhos de corte e de elite. Com a
disponibilidade no mercado do sémen sexado de fémea, a técnica ganhou um atrativo a
mais para um novo nicho de mercado, os produtores de leite. Em pouco anos, com a

melhoria dos resultados de produgao de embrides utilizado-se sémen sexado, a técnica
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ganhou forga também nos rebanhos de leite. Nesse momento, o perfil de utilizagdo da
PIVE deixou de ser somente para animais elite e passou para animais de produ¢do, com
grande destaque para animais cruzados girolando (Pontes et al., 2010; Grazia et al.,
2015).

Apesar de ainda ser considerado por alguns autores como uma tecnologia cara, e
que sua utilizacdo em larga escala em rebanhos comerciais fica restrita em fun¢do do
alto custo, ao tempo requerido nas rotinas de produgdo e variagdo de resultados
(Scanavez, Campos e Santos, 2013), a técnica ja demonstrou um grande potencial de
uso. Considerando rebanho brasileiro, composto por 80% de gado Nelore,
principalmente de rebanhos comerciais, podemos considerar esse mercado, um potencial
nicho para aplicacdo da PIVE (Pontes et al., 2011). Principalmente sabendo da grande
eficiéncia em producao de embrides in vitro de animais Nelore (Pontes et al., 2011).
Segundo Viana et al. (2017), o uso da transferéncia de embrides representa somente
0,33% em relagdo a quantidade de fémeas em idade reprodutiva. No entanto, em um
programa de grande escala de producado in vitro de embrides com o objetivo de produzir
animais comerciais, os custos de t€ém sua importancia, uma vez que podem impactar no
valor final da prenhez. No entanto, a redu¢do nao deve ser feita de forma isolada, sem
considerar o objetivo principal que sdo os resultados de produgdo de embrides e de
gestagdo. Outros fatores, como as perdas embrionarias, preCCOes ou tardias, € o
nascimento de animais sem alteragdes fenotipicas pode representar riscos a
rentabilidade da técnica. Dessa maneira, alteragdes de protocolos laboratoriais, ajustes
para uso de sémen sexado de macho, e outros pontos importantes como fonte de
obtengdo dos odcitos, estdgio de desenvolvimento do embrido, sincronia
embrides/receptora, qualidade embriondria, qualidade do corpo luteo (CL), sdo aspectos
importantes que merecem aten¢do em programas em grande escala, uma vez que podem
afetar as taxas de producdo de embrides e nas taxas de gestacdo (Leal et al., 2009;
Peixoto et al., 2007).

De forma experimental devemos considerar a dificuldade de se realizar estudos
de PIVE levando em conta o processo, desde a coleta dos odcitos até o nascimento dos
animais. Em funcao disso, andlise de resultados comerciais se tornam uma ferramenta

util para se estudar o desempenho de programas de PIVE em grande escala,
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principalmente de embrides utilizando semen sexado de macho, e observando
indicadores parciais e completos do processo. Considerando todas as etapas,
relacionadas a parte laboratorial como producdo de blastocistos e sua relagdo com as
taxas de gestacdo, até etapas relacionadas ao campo, como perdas gestacionais, precoces
e tardias, até nascimento. Ainda ha espaco para melhorias e otimizagdo no processo de
PIVE (Sartori et al., 2016), principalmente para a aplicacdo em grande escala em gado

de corte comercial, apesar dos grandes avancos alcancados no Brasil.

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo foram:
e Estudar os resultados de producao de blastocistos com sémen sexado de macho;
e Avaliar a viabilidade técnica de aplicagdo da produgdo de embrides in vitro em
um programa de grande escala em gado de corte comercial;
e Avaliar alteragdes de protocolo para aumento da eficiéncia;
e Compreender efeito do embrido nas taxas de gestacdo e perdas gestacionais;
e Compreender fatores de risco nas taxas e perdas gestacionais extramuros ao

laboratorio.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL E ANIMAIS

Os resultados apresentados foram obtidos a partir dos resultados do laboratorio
comercial de produgdo in vitro de embrides bovinos, localizado em Alta Floresta, MT,
Latitude 09° 52" 32” S; Longitude 56° 05°10 W, Altitude 283m. Foram utilizados dados
associados ao processo de producdo in vitro de embrides de animais da ragca Nelore
provenientes de rebanhos diferentes da regido e com historico reprodutivo (idade,
numero de aspiragdes, taxa de produgao de odcitos e embrides) desconhecido, uma vez
que foram coletados somentes os ovarios desses animais em frigorifico local. Os
resultados relacionados a transferéncia dos embrides, gestacdes e perdas gestacionais

sdo provenientes do mesmo laboratdrio e de duas fazendas na regido.

88



Figura 1: Exemplares de animais da raga Nelore que tiveram os ovarios coletados
Fonte: Arquivo pessoal

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Consistiu da andlise dos resultados da produgdo in vitro de embrides,
transferéncias dos embrides e nascimento dos animais produzidos na estagdo de monta
2017/2018, compreendendo os meses de outubro de 2017 a margo de 2018. Os dados
obtidos apresentavam uma grande quantidade de varidveis, e por essa razdo, foi
realizado uma selecdo e somente algumas varidveis foram analisadas. A descricdo das
variavies consideradas para inclusdo no modelo estatistico estd no tdpico analise

estatistica.

3.3 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

3.3.1 Coleta dos complexos cumulus-o6citos (CCO)

Os CCO's foram obtidos de ovarios coletados em frigorifico, lozalizado na
cidade de Alta floresta-MT. Os lotes de fémeas eram selecionados e somente os animais
Nelore tiveram seus ovarios coletados. Os CCO's foram aspirados de foliculos antrais
(3 a 8 mm de diametro) com auxilio de uma seringa de 10 ml (BD Plastipak, Brasil)
com agulha hipodérmicas descartaveis 18G, 40x1,2 (Solidor, China). O liquido folicular
e complexos cumulus-oo6citos foram aspirados para um tubo de 50 mL, 114mmX28mm
(Sarstedt, Alemanha) contendo 5 mL de solucdo fisiologica (HalexStar, Brasil) e

aquecido a 36°C. Os CCO's foram classificados segundo Viana et al., 2004, por uma
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mesma pessoa, ¢ somente os de Grau I foram considerados para a maturacdo. As
estruturas selecionadas foram lavadas em no proprio meio de maturagdo in vitro (MIV)

e posteriormente cultivadas no mesmo meio.

3.3.2 Maturagdo in vitro dos complexos cumulus-o6cito (CCO)

A maturagdo in vitro dos CCO foi realizada em 3 diferentes meios TCM-199
(GIBCO BRL Invitrogen, Grand Island, NY, USA): 1) Earle's Salt com L-glutamine e
2,2 g/ de Bicarbonato de sédio (Ref: 11150-059, denominado D1), Dulbecco's
Modified Eagle (DMEM/F12; Ref: D6421 denominado D2), 3)Earle’s Salt com L-
glutamina, 2,2 g/L de Bicarbonato de sédio e 25mM HEPES (Ref: 12340-030,
denominado D4). Todas as formulag¢des foram suplementados com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB; GIBCO BRL Invitrogen), 0,2 mM de piruvato de sédio, 50 pg ml™!
de amicacina, 0,5 ug mL"' FSH (Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Lavaltrie,
Canada) e 100 IU mL"! Gonadotrofina coridnica humana (hCG; Vetecor; Hertape Calier,
Juatuba, Brasil). Além disso, teve a adi¢do de 0,Img/ml de Epidermal Growth Factor
(EGF; denominando M4) em algumas composi¢des. Os reagentes adicionados como
suplementagdo foram obtidos da Sigma-Aldrich (St, Louis, USA).

Os oocitos foram mantidos em dois recipients distintos: placas de 35mmX10mm
(Corning, NY, USA) em gotas de 90ul ou tubos de polistereno de fundo arrendondado
de 5 ml (Falcon, Mexico) com volume de 400ul. Foram mantidos em estufa incubadora
(Thermo Fisher Scientific, USA) a 38,8 °C, com 5% de CO; em ar atmosférico € 95%
de umidade, por 22 horas.

Na maturacdo foram realizados comparagdes dos meios utilizados (4
formulagdes distintas: D1+M4, D2+M4, D2-M4 e D4-M4) e do sistema de MIV (2

sistemas distintos: maturacao em placa e maturacao em tubos).
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Figura 2: Esquerda: Odcitos imaturos. Direita: Oocitos apds 22 horas de maturagio (B)
Fonte: Arquivo pessoal

3.3.3 Fecundagao in vitro dos oocitos (FIV)

Os CCO maturados foram fecundados utilizando sémen de touros provados
obtidos das centrais especializadas na comercializacdo de sémen. Foram utilizados 2
touros diferentes, ambos da raca Abeerden Angus sexados de macho. Além desses dois
touros usados na rotina, foi utilizado como controle interno um semen convencional da
raca Nelore.

Foram preparado em placa de Petri de 35mm/10mm (Corning, USA) gotas de
50ul de meio TALP acrescido de 0,2 mM piruvato de sédio, 6 mg mL™! de albumina
sérica bovina livre de acidos graxos (BSA), 25 mM de bicarbonato de sédio, 13 mM de
lactato de sodio, 50 pug mL"' de amicacina, 40 pL mL"! de solucio de PHE
(concentragdes de 20 uM penicilamina, 10 uM de hipotaurina e 2 uM de epinefrina) e
10 pg mL" de heparina.

O semen foi preparado de duas formas distintas: Gradiente de Percoll (GE
Healthcare, Suécia) ou somente lavagem com meio TALP-FIV. As colunas de Percoll
preparada com 45% e 90%. Os espermatozoides moveis foram obtidos por
centrifugacdo do semen descongelado 2 vezes a 5.000 rpm, sendo a primeira
centrifugagdo por 5 minutos e a segunda centrifugacdo por 3 minutos. Para o método
utilizando Percoll a primeira centrifugagdo foi nas colunas e a segunda com meio Talp-
FIV, enquanto para o método de lavagem foi utilizado e ambas as centrifugagcdes
somente o meio TALP-FIV, porém com metada da concentracdo de heparina. Os

odcitos (no maximo 30 por gota) e os espermatozoides foram co-incubados por
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aproximadamente de 18-22 horas a 38.5 C em atmosfera de 5% de CO2 com humidade

maxima. O dia da fertilizacdo foi definido como dia 0.

3.3.4 Cultivo in vitro (CIV) dos presumiveis zigotos

Para o cultivo dos presumiveis zigotos, foi utilizado Sintetic Oviduct Fluid-SOF,
contendo soro fetal bovino 3% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; GIBCO BRL
Invitrogen) e 3 mg mL™!' de albumina sérica bovina livre de 4acidos graxos (BSA). Os
embrides cultivados nas mesmas condigdes de temperature ¢ umidade da fecundagao, no
entanto em 3 atmosferas gasosa distintas: CIV em alta tensdo de oxigénio (5% COz e Oz
atmosferico), CIV em baixa tensdo de oxigé€nio (5% de CO2 e 5% de O.) e CIV misto
(alta tensdo de oxigénio até o terceiro dia de cultivo e baixa tensdo apos o terceiro dia de
cultivo). Foram preparada em placas de Petri de 35mmX10mm (Corning) gotas de
60uL, sob 6leo mineral. Apos 72 horas do inicio do cultivo, foi realizado o primeiro
feeding, que consiste na troca de 50% do meio ¢ a taxa de clivagem avaliada (Figura 3).
No sexto dia foi realizado novamente o feeding. No sexto e sétimo dia apos a

fecundacao a taxa de blastocisto foi avaliada.
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Figura 3: Embrides com divisoes celulares avaliadas 48-72 horas apos a fertilizagao (D3)
Fonte: Arquivo pessoal

Os embrides com 6, 7 ou 8 dias de desenvolvimento foram devidamente

classificados com auxilio de microscopio-esteroscopio (Nikon, Japdo) quanto sua
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qualidade (Grau I ou II) e desenvolvimento (Blastocisto inicial-Bi, blastocisto-Bl,
Blastocisto expandido-Bx e blastocisto eclodido-Be), conforme imagens abaixo, e
preparados para a posterior transferéncia ou vitrificados. A taxa de embrides
considerada em D8 ¢ acumulativa, considerando portanto os blastocistos que ja haviam

sido avaliado no seto e sétimo dias. O protocolo de vitrificagdo, bem como o de

desvitrificacao consta em anexo (Anexo I).

A B

Figura 4 : Embrides em diferentes estagios de blastocistos. Blastocisto inicial-Bi (A),
Blastocisto-BI (B), Blastocisto expandido-Bx (C), Blastocisto eclodido-Be (D)
Fonte: Arquivo pessoal

Os embrides transferidos a fresco, quanto os que foram desvitrificados para
transferéncia, foram envasados em palhetas de 0,25ml (Minitube, Alemanha) com meio
SOF acrescido de 0,0007g/ml de HEPES e suplementado com 5% (v/v) de SFB
(GIBCO, BRL Invitrogen) e 3 mg mL"' de albumina sérica bovina livre de 4cidos graxos
(BSA). O transporte do laboratdrio até o local de transferéncia se deu em transportadora

de embrides (WTA, Cravinhos, Brasil) a 36.5 graus.

st f,'hf" k“l |
i

Figura 5: Esquerda: Embrides devidamente envasados individualmente em palhetas de 0,25ml.
Direita: Palhetas com os embrides dispostos na transportadora de embrides.
Fonte: Arquivo pessoal
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No cultivo foram realizados comparagdes da atmosfera utilizada (3 atmosferas
distintas: alta tensdo de O, baixa tensdo de 0., e alta tensdo até o terceiro dia e baixa
tensdo apods o terceiro dia) na producdo de blastocistos. Além disso, foi realizada
comparagdes da fase do desenvolvimento (4 fases distintas: Bi, Bl, Bx e Be), dia de
desenvolvimento (3 dias distintos: Sexto dia, sétimo dia e oitavo dia) e o tipo de

embrido utilizado na transferéncia (2 tipos distinto: fresco ou vitriticado).

3.4 PREPARO DAS RECEPTORAS

Os animais foram todos avaliados antes de se inicar o protocolo hormonal de
sincronizagdo de estro. Animais que apresentavam ciclidade foram selecionados para
iniciar o protocolo. O protocol de sincronizagdo do estro das receptoras iniciou-se no dia
zero (D0) com a inser¢do do dispositivo intravaginal com 1,9g de progesterona (CIDR)
e aplicag¢do intramuscular de 2mg (2ml) de benzoato de estradiol (BE, Gonadiol). No
sétimo dia (D7), foi feita uma aplicagdo intramuscular de 2,5 ml de prostaglandina F2a
(Lutalyse). No nono dia (D9) o dispositivo de progesterona foi retirado e realizado a
aplicagdo via intramuscular de 300 UI (1,5ml) de gonadotrofina coridnica equina (eCG,
Novormon) juntamente com 0,6mg (0,3 ml) de cipionato de estradiol (ECP) (Figura 6).
No décimo oitavo dia (D18) as receptoras que responderam ao protocolo, que
apresentavam CL, receberam os embrides (Figura 7). Todos os medicamentos

necessarios foram obtidos da Zoetis (Nova Jersey, USA).
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Figura 6: Esquema do protocolo de sincronizagdo de estro utilizado nas receptoras

Os animais foram classificados quanto a ordem de paridade (Novilha, primipara,

pluripara e ndo lactante) e quanto o grupamento racial (Cruzado e zebuino).



Figura 7: Receptoras de embrides que foram utilizadas para receber embrides
Fonte: Arquivo pessoal

3.5 TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES

No dia da transferéncia dos embrides (TE) as receptoras que foram protocoladas
foram avaliadas por palpagdo retal e quando necessario com o auxilio de
ultrassonografia transretal (Mindray 2200 com transdutor linear 7,5-MHz, Toquio,
Japdo) e os animais que apresentavam corpo luteo em algum dos ovarios foram
selecionadas para receberem os embrides. Apds a deteccdo do CL, foi feita uma
classificagdo do mesmo considerando o tamanho por palpagdo retal, no qual foi
considerado como grande, médio e pequeno. Os animais que ndo responderam ao
protocolo foram separadas em um novo lote para realizagdo de um novo protocolo
posterior. Os embrides devidamente envasados foram preparados para transferéncia
utilizando bainha para TE descartavel (WTA, Cravinhos, Brasil) e camisinha sanitaria
21 polegadas (Minitube, Alemanha). O procedimento da transferéncia foi realizado apos
anestesia epidural sacroccogea com cloridrato de lidocaina a 2% sem vasoconstrictor
(epinefrina), do animal por um técnico devidamente capacitado. A vulva foi higienizada
com agua corrente e papel toalha. O embrido foi depositado no corno uterino ipsilateral

ao ovario com a presenca do corpo lateo (CL).

3.6 DIAGNOSTICO DE GESTACAO E SEXAGEM FETAL

As fémeas foram avaliadas utilizando ultrassonografia transretal (Mindray 2200

com transdutor linear X-MHz, Toquio, Japao) entre 23 e 28 dias apds a transferéncia

95



dos embrides (definido como P30) e entre 55 e 59 dias apds a transferéncia dos
embrides (definido como P60) para determinar o status de gestacdo e confirmar o sexo

fetal.

3.7 NASCIMENTO DOS ANIMAIS

Todas as informagdes relacionadas ao nascimento dos animais foram cedidos
pelas fazendas. Foi registrado o nascimento de animais dentro de um periodo de 30 dias,
defindo como lote todos os animais que tiveram paricdo dentro desse periodo pré-
estabelecido pela propria fazenda. Foi registrado somente o sexo do animal nascido e o
numero das receptoras de cada lote que tiveram cria. Nao teve nenhuma identificacao

dos animais nascidos.

Figura 8: Receptoras de embrides com os bezerros ao pé
Fonte: Arquivo pessoal

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foram analisados um total de 607 sessdes de produ¢do in vitro de embrides,
utilizando 15.115 odcitos. Utilizou-se o modelo estatistico SAS GLIMMIX (SAS
University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), com ajuste para distribui¢do de
dados tipo central. O modelo estatistico incluiu os efeitos principais de método de
maturacgdo in vitro (tubo ou placa), meio de MIV (4 formulacdes), atmosfera de CIV

(alta tensao de O2, baixa tensao de O2, e alta tensdo + baixa tensao no cultivo), touro e
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método de separagdo do sémen (percoll ou lavagem), e os efeitos aleatorios de sessdo de
PIVE, placa e gota de cultivo. Como resultados, considerou-se a taxa de clivagem, as
taxas de embrides no dia 7 ¢ 8 (acumulado), ¢ o nimero de embrides produzidos por
gota de cultivo. Avaliou-se ainda o percentual de embrides no dia 7 em cada fase de
desenvolvimento embrionario, de acordo com o meio de CIV, a atmosfera de cultivo e a
forma de preparacdo do sémen. Em fung¢do da distribui¢do irregular dos dados, ndo foi
possivel testar todos os possiveis efeitos de interacdo. Desta forma, optou-se por realizar
as analises em subgrupos de dados, filtrados de forma a padronizar a(s) variavel(eis)
com potencial interacdo com o pardmetro em analise.

Para analise dos dados relativos as transferéncias de embrides, foram utilizados
dados de um total de 2.543 inovulagdes. Utilizou-se o modelo estatistico SAS
GLIMMIX (SAS University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), com ajuste
para distribui¢do de dados binomial. O modelo estatistico incluiu os efeitos principais
do més na estagdo de transferéncia, fazenda, ordem de inovulagdo por dia de TE,
numero de inovulagdes recebidas por receptora, raga, paridade e escore de condigdo
corporal da receptora, nimero de usos do implante de progesterona, touro usado na
PIVE, estagio de desenvolvimento e dia do embrido transferido, posi¢do e classificagao
do corpo luteo, e técnico responsavel pela transferéncia do embrido, e o efeito aleatorio
da receptora. Em funcao do pequeno ntimero, foram removidos da analise principal os
dados de embrides criopreservados, assim como os de um touro e um técnico. Os
demais efeitos foram analisados em 2.450 transferéncias. Os efeitos de nimero de
inovulagdes recebidas por receptora e numero de usos do implante de progesterona
apresentaram confundimento com o meés da estagdo de transferéncia, e foram
posteriormente removidos do modelo. Como resultados, considerou-se as taxas de
prenhez aos 30 (P30) e 60 dias (P60), as taxas de nascimento (Parto), o percentual de
perdas de 30 a 60 dias (PEP), de 60 dias ao parto (Aborto), e as perdas totais (Total).

Os resultados estdao apresentados como média + desvio padrao. O valor de P de

0,05 foi utilizado para determinar diferencas significativas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados desse capitulo foram divididos em duas partes. A primeira parte
referente a producdo in vitro de embrides, ligada mais diretamente a parte laboratorial.
Enquanto a segunda parte referente a transferéncia dos embrides até ao nascimento,

mais associada ao trabalho do campo.

4.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

Foi realizado uma andlise considerando todas as variaveis selecionadas para o
estudo, suas interagdes e os possiveis efeitos nos parametros determinados (Taxa de
clivagem, Taxa de embrides (D7), Taxa de embrides (D8), Embrides GI por gota de
CIV), utilizando o modelo estatistico SAS GLIMMIX. Com esse modelo foi possivel
avaliar os principais efeitos que poderiam explicar os resultados encontrados, levando
em consideracdo de maneiral geral todas as possibilidades, independente da natureza
dos dados e sua distribui¢do. Por essa razdo poderia existir efeito de confundimento,
por exemplo, no método de MIV poderia ser observado diferenca, mas a diferenga
poderia ser melhor explicada em fun¢ao do meio de MIV utilizado e ndo em fun¢do do
método. A andlise de efeitos principais permitiu observar quais variaveis tem efeito e
sobre quais pardmetros de forma mais ampla (Tabela 1). Assim sendo, determinado a
existéncia de efeito, foi realizado andlises individuais para cada variavel para determinar

onde estava a diferenca e qual era a diferenca dentro de cada variavel.

Tabela 1: Analise de efeitos principais sobre a PIVE com sémen sexado para macho

Significancia (P)
Efeitos Taxa de Taxa de Taxa de Embrides GI por
clivagem  embrides (D7) embrides (D8) gota de CIV
Método de MIV <0,0001 0,0861 0,0179 0,0001
Meio de MIV 0,0006 0,0001 <0,0001 <0,0001
Atmosfera de CIV 0,1008 0,0414 <0,0001 <0,0001
Método de MIV * Atmosfera 0,0170 0,0800 0,4739 0,6426
Touro <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Touro * Atmosfera <0,0001 0,0236 0,3959 0,0018
Preparagao do sémen 0,0346 0,0568 0,0137 0,0146
Touro * Preparacdo <0,0001 0,1483 0,3528 0,6508

A taxa de blastocistos no sétimo dia e no oitavo dia ndo apresentou diferencas

entre os dois sistemas de MIV, seja placa de Petri ou tubo de fundo arendondado tipo
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Falcon de 5 ml (Tabela 2). No entanto, a taxa de clivagem e os blastocistos considerados
de melhor qualidade (Grau I) foram maiores quando a maturagdo dos odcitos ocorreram
em tubos conforme indicado na Tabela 2. Rotineiramente os laboratérios utilizam a
maturacao em tubos uma vez que a aspiragao ocorre nas fazendas e ainda € necessario o
deslocamento até ao laboratério. No entanto, em uma rotina na qual a coleta dos odcitos
¢ feita no proprio laboratério existe a possibilidade de realizar a maturagdo em placas de
Petri ao invés de tubos de 1.5 ml ou 5 ml. A maturagdo ¢ o primeiro passo da producao
in vitro de embrides e ¢ importante que ocorra em condi¢des satisfatorias para que as
taxas ¢ a qualidade de blastocistos sejam boas (Lonergan e Fair, 2016). Entre outras
coisas, o recipiente pode influenciar na maturagdo e consequentemente nas etapas
seguintes. No trabalho de Suttirojpattana et al., (2017) ndo houve diferenca entre a
maturacao realizada em tubos ou placas, embora tenha encontrado influéncia dos
materiais utilizados na MIV. No presente estudo a diferenca encontrada pode ter sido
em fungdo do volume de meio de maturacdo disponivel. A composi¢do do meio de
maturacao foi a mesma, assim como a quantidade de oocitos colocados para maturar.
Porém nas placas a gota de maturag@o tinha 90 microlitros enquanto nos tubos foram
feitos com 400 microlitros, consequentemente uma razao volume de meio/odcitos quase
4,5 vezes maior na maturagdo em tubos. Embora o volume de meio de MIV utilizado
nos tubos seja maior do que nas placas, se produziu embrides de melhor qualidade, o

que pode representar um bom custo beneficio.

Tabela 2: Efeito do sistema de MIV do odcitos nos parametros de clivagem, producao e
qualidade de blastocistos [Média + DP]

Método de MIV N Taxa de Taxa de Taxa de Embrides GI
(CCO) clivagem embrides (D7) embrides (D8)  por gota de
CIvV
Placa 2.631 46,116 a 10,8+0,8 a 14,3£1,0 a 3,6£0,3 a
Tubo 2.174 54,0£2,1b 11,8¢1,0a 14,8+1,1 a 4,4+0,3 b

* Cultivo em meio D1+M4, sémen sexado, touros 1 e 2, preparag@o por percoll
Dados de 179 sessoes de PIVE

O meio utilizado pela grande maioria dos laboratorios para MIV ¢ o TCM 199
(tissue culture medium 199) suplementado com fonte proteica, hormonios e fatores de

crescimento (Lonergan e Fair, 2017). Das 4 formulagdes distintas, considerando o TCM
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199 e a presenga ou auséncia de M4 (EGF, epidermal growth fator), dois deles (D1+M4
e D2-M4) apresentaram melhores resultados de clivagem, blastocistos em D7 e D8 e
também de embrides de grau I (Tabela 3). Dessas duas formulagdes que apresentaram
os melhores resultados, a D2-M4 foi a que apresentou a maior taxa de blastocistos em
D7, embora o grupo maturado em DI1+M4 tenha apresentado a mesma taxa total de
blastocistos e embrides de mesma qualidade do grupo D2-M4. Possivelmente, os
embrides do grupo D1+M4 apresentaram uma cinética mais lenta, e no sétimo dia ainda
nao haviam todos alcangado o estagio de blastocisto, o que ndo prejudicou a producao e
a qualidade. O grupo que apresentou os menores resultados foi o0 D4-M4 (Tabela 3). A
MIV ¢ o primeiro passo da PIVE apds a obtengdo dos odcitos, e por isso tem um
importante papel nos resultados de produgdo de blastocistos, no entanto, a grande
maioria dos laboratérios utilizam meios relativamente simples que nao apresentam
grandes mudangas hd aproximadamente 30 anos (Lonergan e Fair, 2017). Em fun¢ao
disso, possivelmente muito das composi¢cdes de meios utilizadas atualmente pode
apresentar componentes sem muito impacto nas taxas de blastocistos e sua qualidade ou
mesmo componentes em concentragdes além do necessario. Além disso, a base dos
meios de maturacdo sdo os TCM 199, e ha uma variedade razoavel disponivel no
mercado, o que pode ter impacto nos resultados, associagdo com outros componentes €

impacto nos custos de produgao.

Tabela 3: Efeito de diferentes formula¢des do meio de MIV nos parametros de clivagem,
produgdo e qualidade de blastocistos [Média + DP]

Meio N Taxa de Taxa de Taxa de Embrides GI por
(CCO) clivagem embrides (D7) embrides (D§) gota de CIV
D1+M4 3.112 532+14a 16,9£0,9 b 25,0+1,1 a 6,2+0,3 a
D2+M4 2.716 44,8+1,3 b 14,2+0,9 ¢ 20,0+1,1 b 5,0£0,3 b
D2-M4 1.775 51,016 a 19,6+1,1 a 252+1,4 a 6,3+0,3 a
D4-M4 300 41,943,5b 9,1£2,0d 12,7£2,5 ¢ 2,6£0,6 ¢

* Cultivo em placa, touro 1, sémen sexado, preparagao por lavagem, atmosfera A+B
Dados de 319 sessdes de PIVE

Avaliando o estagio de desenvolvimento dos embrides produzidos a partir de
odcitos maturados nas quatro formulacdes do meio de MIV, se observa que nao houve

diferenca entre na quantidade de Bx e Bl (Figura 9). O meio D1+M4 ndo apresentou
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nenhum Be ¢ o D2+M4 teve menor quantidade comparado aos outros dois (D2-M4 e
D4-M4). Ja para Bi o grupo D4-M4 foi o que apresentou maior quantidade (Figura 9).
As composi¢des que nao apresentaram EGF na sua formulacdo apresentaram maior
quantidade de BE no sétimo dia. Ja foi demonstrado que a suplementagdo do meio de
maturacdo com EGF apresenta efeitos na competéncia meiotica, perfil proteico,
competéncia de desenvolvimento e aumenta a matura¢ao nuclear (Rios et al., 2015). No
mesmo estudo encontraram um pequeno atraso na cinética de desenvolvimento em
obcitos maturados na presenca do EGF. Esses resultados corroboram com os

encontrados no presente estudo, os quais encontrou efeito do EGF na cinética do

desenvolvimento.
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Figura 9: Percentual dos embrides no dia 7 por fase de desenvolvimento embrionario, de acordo
com o meio utilizado na MIV dos odcitos

Os nossos resultados foram obtidos com sémen de touros Abeerding Angus e foi
encontrado diferenca entre sémen sexado e convencional nas taxas de clivagem,
embrides em D7 e D8 e também na quantidade de embrides de melhor qualidade
produzidos (Tabela 4). Na bovinocultura de maneira geral, a possibilidade de aumentar

0 nascimento de animais de um determinado sexo se torna interessante € um atrativo a
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mais no uso de sémen sexado. Especificamente no caso da bovinocultura de corte, a
qual ainda utiliza basicamente touros e inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF)
como estratégia reprodutiva. Embora a tecnologia de IATF possui diversas vantagens os
resultados com sémen sexado ainda apresenta baixas taxas de gestagdo quando
comparados com o s€émen convencional (Noonan, Kelly e Beggs, 2016). Além disso, o
valor de uma dose de sémen sexado disponivel no mercado muitas vezes inviabiliza a
sua utilizagdo na IATF. Diante disso, a possibilidade de nascimentos de
aproximadamente 95% de machos conforme ja demostrado por Pellegrino ef al., (2016)
e o baixo gasto com sémen (1 dose de sémen sexado fertiliza aproximadamente 300
odcitos com o protocolo utilizado no presente trabalho) faz da técnica de PIVE-TETF
uma possibilidade cada vez mais real nos rebanhos comerciais de corte. Ainda no estudo
de Pellegrino ef al. (2016), foi demonstrado a viabilidade de produ¢do em grande escala
usando ovarios de abatedouros e sémen sexado para producdo de bezerros machos a
baixo custo para rebanhos de corte. No entanto, os resultados de producdo de embrides
in vitro com sémen sexado ainda ¢ mais baixo do que sémen convencional conforme
demonstrado no presente estudo. Além dos resultados de producdo de blastocistos, ja foi
relatado taxas de prenhezes mais baixas com embrido produzido utilizando sémen
sexado comparado ao convencional (Mikkola, Andersson e Taponen, 2015). Por outro
lado, em um outro trabalho recente foi demonstrado que a PIVE com sémen sexado ¢
uma estratégia de aumento da eficiéncia e redu¢do dos custos na producio de bezerros,
quando comparados com a MOET (Morotti et al., 2014; Obuchi et al., 2019), outra
ferramenta de melhoramento genético utilizada, principalmente em animais taurinos
(Obuchi et al., 2019). De maneira geral, ¢ uma boa ferramenta disponivel para ser

utilizada, e a defini¢do do uso vai depender das condigdes e objetivos da aplicacao.

Tabela 4: Efeito do tipo de sémen nos pardmetros de clivagem, producao e qualidade de
blastocistos [Média + DP]

Sémen N Taxa de Taxa de Taxa de Embrides GI por
(CCO) clivagem  embrides (D7) embrides (D8) gota de CIV

Sexado 14.560 48,2+0,6 a 14,1+0,4 a 19,1+0,5 a 4,84+0,1 a

Convencional 555 62,3+2 8 b 27,8422 b 36,4+2.6 b 8,9+0,7 b

Dados de 604 sessdes de PIVE
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Utilizando somente o sémen sexado para produ¢do dos embrides, foi avaliado
dois métodos de preparo do sémen. Grandiente de densidade Percoll e centrifugacdo
somente com meio TALP-FIV (Lavagem). Nao houve diferenca em nenhum dos
parametros avaliados entre os dois grupos (Tabela 5). O Percoll consiste de particulas de
silica revestidas com Polivinilpirrolidona (PVP) e ¢é amplamente utilizado para
selecionar células por centrifugacdo (Lee et al., 2009; Oshio, 1988). No caso especifico
de células espermaticas ¢ considerado o melhor método para separacao de
espermatozoides, aumentando a motilidade progressiva (Mehmood, Anwar e Naqvi,
2009). E o método mais utilizado nos laboratérios de PIVE em bovinos para preparo do
sémen (Lee et al., 2009; Machado et al., 2009). Entretanto, ja foi relatado que o PVP
tem efeitos deletérios nos espermatozoides e embrido (Strehler et al., 1998; Vos, De et
al., 1997). No trabalho de Oliveira et al., (2012) avaliaram o efeito da centrifugagcdo no
gradiente de Percoll e observou a selecdo de espermatozoides mdveis com membrama
plasmatica intacta e alta funcionalidade mitocondrial. Porém, a centrifuga¢do e/ou
Percoll influenciou na integridade da membrana acrossomal, aumentando a quantidade
de espermatozoides com essa membrana danificada (Oliveira ef al., 2012). No referido
trabalho, se avaliou somente os pardmetros seminais quando centrifugado com Percoll
comparado com sémen poOs descongelamento. Diferentemente, no presente estudo se
avaliou efeitos do preparo do sémen com Percoll e sem Percoll, ambos centrifugados
nas mesmas condi¢des, sobre a produgdo de embrides in vitro. Apesar dos efeitos
deletérios do Percoll nas células espermaticas ja descritos na literatura, nossos
resultados demonstram que a retirada do Percoll do protocolo de preparo do s€men nao
afetou as taxas de clivagem, taxa de embrides em D7 e D8 e na qualidade dos embrides
produzidos, se mantendo igual ao preparo somente com lavagem (Tabela 5). De forma
similar, Dode et al. (2002) n3o encontraram efeito prejudicial sobre a fertilizacdo
comparando trés formas de preparo de sémen, entre elas Percoll e lavagem. Porém,
existe uma variagdo entre touros (Alomar et al, 2008; Palma e Sinowatz, 2004;
Samardzija et al., 2006) e alguns individuos apresentaram mais sensibilidade ao Percoll,
levando a uma capacitacdo a reagdo acrossomica preCCOe. Como consequéncia, pode
afetar os resultados da PIVE (Chamberland et al., 2001). Isso reforca a necessidade de

ajustes de protocolo em fung¢do das ragas trabalhadas, cruzamentos utilizados e objetivos

103



almejados.

Tabela 5: Efeito do método de preparagdo do sémen nos parametros de clivagem, produgdo e
qualidade de blastocistos [Média + DP]

Método N Taxa de Taxa de Taxa de Embrides GI por
(CCO) clivagem embrides (D7) embrides (D8) gota de CIV

Percoll 921 49,5+2,4 a 15,0+1,5a 21,5¢1,8 a 5,4+0,5 a

Lavagem  3.112 53,1t1,5a 16,9+09 a 25,0+1,1 a 6,2+03 a

* Cultivo em placa, meio D1+M4, touro 1, sémen sexado, atmosfera A+B
Dados de 162 sessoes de PIVE

Avaliando o efeito do método de preparo do sémen por estigio de
desenvolvimento no sétimo dia, o qual ¢ feito a transferéncia dos embrides, se observa
uma diferenca entre os dois grupos. Os estagios de blastocisto expandido (Bx) se
apresentou em maior quantidade no grupo que foi realizado o preparo do sémen através
de lavagem, enquanto blastocisto eclodido (Be) se apresentaram maior no grupo Percoll.
J& os estagios de blastocisto inicial (Bi) e Blastocisto (Bl) ndo apresentaram diferencas
entre os grupos (Figura 10). Embora ndo tenha sido observado nenhuma diferenca entre
os grupos nos parametros relacionados a PIVE, foi encontrado diferengas no estagio de
desenvolvimento dos embrides que foram produzidos. Sabendo que o estdgio de
desenvolvimento dos embrides pode ter impacto nas taxas de gestagdo, conforme
demonstrado na Tabela 20, o preparo do sémen pode ser fonte de variagdo e ter
influéncia nos resultados. O estdgio de desenvolvimento que ¢ preferencialmente
selecionado para a transferéncia sdo os Bx, em seguida sendo Be e Bl e por ultimo, o Bi.
Porém, a maior quantidade de blastocisto expandido encontrado no grupo lavagem pode
ser benéfico para as taxas de gestagcdo. O estagio de desenvolvimento pode ser utilizado
como um pardmetro de avaliagdo da qualidade embriondria em rotinas comerciais. O
estagio de blastocisto eclodido pode ser um embrido com uma cinética de
desenvolvimento mais acelerado e além disso, em func¢ao da eclosdao ¢ um embrido que

apresenta menos prote¢do, uma vez que ja ndo tem mais zona pelacida (ZP).
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Figura 10: Percentual dos emrbides no dia 7 por fase de desenvolvimento embrionario, de
acordo com o método de preparo de sémen

A terceira etapa da PIVE, o cultivo in vitro, foi realizado de trés formas distintas.
A atmosfera mista, CIV em alta tens@o até o terceiro dia e CIV em baixa tensdo apos o
terceiro dia, foi a que apresentou melhor taxa de embrides em D7 e D8 e maior
quantidade de embrides de boa qualidade (Tabela 6). Para a taxa de clivagem a
atmosfera mista se apresentou igual ao CIV em alta tensdao. Em todos os parametros o
cultivo de baixa tensdo de O; foi inferior (Tabela 6). O cultivo de embrides ¢ uma das
etapas que vem sendo estudada com o objetivo de melhorar as taxas de producdo de
embrides e de prenhez. Diversas formas de cultivo podem ser utilizadas, sendo uma das
mais empregadas o co-cultivo com células somaticas oriunda dos proprios foliculos, as
células da granulosa ou células do cumulus que permanecem ao redor dos odcitos. Sabe-
se que as células do cumulus contribuem na maturagao do odcito e para melhores taxas
de clivagem e desenvolvimento dos embrides de bovinos, ovinos e até de bubalinos
(Yadav et al., 2000). Por outro lado, o cultivo em baixa tensdo oferece um ambiente
com menor concentracdo de oxigénio e consequentemente menor oxidacdo. Isso leva a
um menor estresse oxidativo que podera refletir na qualidade dos embrides, uma vez
que esse estresse pode causar morte celular, marcagdes epigenéticas, danos em

organelas entre outros (Gardner e Kelley, 2017). Além disso, em uma rotina comercial o
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custo dos procedimentos deve se levado em consideragdo, e ndo apenas a eficiéncia do
processo. Para estabelecer uma baixa concentragdo de oxigénio ¢ necessario injetar
nitrogénio gasoso na incubadora, na grande maioria das vezes, € o0 consumo vai
depender da frequéncia de uso do equipamento. Em programas de grande escala, a
frequéncia de uso normalmente ¢ alta o que leva a um aumento do consumo, refletindo
no aumento do custo. Além disso, para os cultivos de baixa tensdo ha necessidade de
remogao total das células do cumulus, que pode ser feito de forma enzimatica, mecanica
ou ainda mecanica-enzimatica. Comumente se utiliza o desnudamento mecanico por
pipetagens. Esse processo de retirada das células que se utiliza pode ocasionalmente
causar danos celulares ao possivel zigoto, provocando deslocamento dos pré-nucleos
que pode prejudicar o desenvolvimento embrionario subsequente. Dessa maneira, o
cultivo misto se mostrou eficiente, uma vez que utiliza as duas formas de cultivo. Se
aproveitando do beneficio da baixa tensdo em reduzir o estresse oxidativo e também ao
evitar o desnudamento mecanico dos 6ocitos que € possivel no cultivo de alta tensao.
Somado a isso, reduz a frequéncia de uso das incubadoras e consequentemente reduz

consumo.

Tabela 6: Efeito da atmosfera gasosa de cultivo dos embrides nos parametros de clivagem,
produgdo e qualidade de blastocistos [Média + DP]

Tensdo de O N Taxa de Taxa de Taxa de EmbriGes
(CCO) clivagem  embrides (D7) embrides (D8) GI por gota
de CIV
Alta 866 47,7+2.4 a 10,4+1,4b 12,8+1,6 b 3,2+0,4 b
Baixa 846 32,5442 b 6,3£1,6 b 7,8€1,8 ¢ 1,9+£0,5 ¢
Alta (at¢é o D3) + 4.133 51,513 a 16,1£0,7 a 23,6+0,9 a 5,9+0,2 a
Baixa (ap6s o D3)

* Cultivo em placa, meio D1+M4, s€émen sexado
Dados de 233 sessoes de PIVE

Avaliando a qualidade dos embrides produzidos com base no desenvolvimento,
observamos uma maior quantidade de Bx no cultivo misto, embora tenha sido igual ao
cultivo em baixa tensdo de oxigénio. Ja a quantidade de Be foi maior no cultivo de baixa
tensdo quando comparado no cultivo misto. O cultivo de alta tensdo ndo produziu
nenhum Be e foi o grupo que apresentou menor quantidade de Bx. Por outro lado, no

cultivo de alta tensdo a quantidade de Bi e Bl foram maiores do que os outros dois
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grupos, que ndo tiveram diferencas entre si (Figura 11). Esse resultado demonstra que
apesar de apresentar menor producao de embrides, o cultivo em baixa tensdo foi o que
apresentou os embrides de melhor qualidade. O cultivo misto, demonstrou ser uma
alternativa valida, uma vez que apresentou as maiores taxas de produ¢ao de embrides ¢
apresentou embrides de qualidade similar ao cultivo em baixa tensdo, diferindo apenas
na quantidade de blastocistos eclodidos. J& o cultivo de alta tensdo tem taxas de
embrides similares ao cultivo misto, embora tenha sido o grupo que apresentou os

embrides de pior qualidade.
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Figura 11: Percentual dos embrides no dia 7 por fase de desenvolvimento embrionario, de
acordo com a atmosfera de cultivo in vitro

4.2 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES (TE)

Em funcdo da grande diferenca entre os grupos, embrides frescos e embrides
vitrificados, ndo foi possivel realizar nenhum teste estatistico para avaliar possiveis
diferencas entre eles. Porém, com intuito informativo a Tabela 7 demonstra os
parametros de prenhez aos 30 dias, prenhez aos 60 dias, nascimentos (Parto), perda
embrionaria preCCOe (PEP), aborto e perdas totais (Total) considerando dois tipos de
embrides transferidos utilizados em uma rotina comercial. Resultado similar ao

encontrado no presente estudo ja foi relatado na literatura (Mikkola, Andersson e
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Taponen, 2015; Sanches et al., 2016). A estratégia do uso de embrides congelados pode
ser adotada em funcdo de diversas situagdes, como pequenos rebanhos, quantidade
limitada de receptoras, falta de uma estacio de monta definida ou mesmo
comercializacdo de genética, incluindo o mercado externo (Sartori et al., 2016; Viana et

al,, 2017).

Tabela 7: Efeito da criopreservagdo nas taxas de gestagao e perdas gestacionais [%]

Tipo de TE N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Fresco 2.505 37,9 31,5 22,0 6,4 9,5 16,0
Desvitrificado 38 31,6 28,9 18,4 2,6 10,5 13,2

A andlise de efeitos principais demonstra de maneira geral as variaveis que
podem explicar a variagdo de resultado dos parametros analisados (Tabela 8). Essa
analise levou em consideragao todas as variaveis que poderiam explicar as variagdes de

resultados de forma a tentar ter um melhor panorama dos efeitos sobre os resultados.

Tabela 8: Analise de efeitos principais sobre os resultados da TE (N=2.450)

Significancia (P)

Efeitos P30 P60 Parto PEP Aborto Total

Més 0,0284 0,0043 <0,0001 0,4394  <0,0001 <0,0001
Fazenda 0,0084 0,0662 0,1815 0,1130 0,3772 0,0470
Ordem inovulagdo 0,5348 0,1192 0,0121 0,5005 0,0289 0,6104
Raga 0,8954 0,9343 0,5167 0,7089 0,4552 0,6017
Paridade 0,1933 0,8140 0,6366 0,0181 0,1812 0,0014
ECC 0,3098 0,6678 0,7654 0,0332 0,8450 0,4614
Touro 0,9779 0,9158 0,8986 0,9756 0,7950 0,8998
Estagio embrido 0,0001 0,0009 0,0694 0,5688 0,0392 0,0083
Dia 0,0060 0,0199 0,0490 0,4917 0,5288 0,2917
Ovario com CL 0,1889 0,1707 0,2017 0,9042 0,6667 0,7500
Classificagao do CL 0,1958 0,1405 0,4364 0,2643 0,2286 0,6307
Técnico 0,0649 0,1601 0,2419 0,3104 0,4155 0,2001

Avaliando o efeito de cada més da estacdo de monta nos resultados se observa
uma tendéncia no aumento das taxas de gestacdo a medida que a estacdo de monta
progride, embora ndo exista diferenga entre os meses para prenhez aos 30 e 60 dias
(Tabela 9). O terceiro més da estacao foi o que apresentou os menores indices de perda
gestacional, refletindo na taxa de parto. Enquanto os dois primeiros meses apresentaram

as menores taxas de parto ou seja, alto indice de perdas gestacionais. De forma similar,
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o primeiro més da estagdo de monta apresentou a maior taxa de aborto, seguido do
segundo més que teve resultado igual ao quarto més. Do outro lado, o terceiro e o quinto
més foram os que apresentaram as menores taxa de aborto. A taxa total de perdas
gestacionais foi maior nos animais que receberam embrido no primeiro més, € se
apresentou menor no terceiro, quarto e quinto més da estacdo de monta, voltando a subir

no sexto e ultimo més da estagao.

Tabela 9: Efeito do més da estacdo de monta nas taxas de gestacdo e perdas gestacionais [%]

Més da estagdo N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Outubro 350 34,9 28,3 6,9d 6,6 214 a 280a
Novembro 172 37,8 31,4 169 ¢ 6,4 14,5 ab 20,9 ab
Dezembro 415 39,8 33,0 280a 6,8 5,1d 11,8 c¢d
Janeiro 506 41,1 36,2 26,9 ab 49 9,3 bc 14,2 cd
Fevereiro 585 37,1 30,1 25,5 ab 7,0 4.6d 11,6 d
Margo 422 37,7 30,6 21,6 bc 7,1 9,0 ¢ 16,1 be
Valor de P 0,5128 0,1661 <0,0001 0,7634 <0,0001 <0,0001

A figura 12 demonstra que as taxas de prenhez aos 30 dias varia pouco durante
os meses da estagdo assim como as perdas embrionarias preCCOes, consideradas até os
30 dias. Entretanto, as taxas de nascimentos e de perdas totais variam em funcao dos
meses da estagdo de monta. Os dois pardmetros tém comportamentos inversos.
Enquanto a taxa de parto dos primeiros animais trabalhados na estacdo € baixa e
aumenta a medida que a estacdao progride, ocorrendo uma queda ao final da estacdo, a
taxa total de perda se inicia alta e reduz em fun¢do dos meses de servico, voltando a

aumentar no final da estacdo de monta.
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Figura 12: Taxa de gestagdo aos 30 dias (P30), taxa de gestagdo que foram a termo (Parto),
percentual de perdas embriondrias até¢ os 30 dias (PEP) e perdas totais (Total) ao longo da
estacdo de transferéncia

A ineficiéncia reprodutiva € um dos fatores limitantes nos sistemas de produgdo
em gado de corte, principalmente em sistema de cria. O planejamento e gerenciamento
da estacdo reprodutiva de forma a maximizar o sucesso reprodutivo é extremamente
importante para a atividade, buscando aumentar as taxas de gestagdo e reduzir as perdas
gestacionais ao longo dos meses (Larson, White e Laflin, 2016). E considerado como
falha reprodutiva quando se assume que os animais ndo emprenharam durante a estacdo
reprodutiva ou ficam gestante, mas ndo mantém a gestagdo até o parto (Lamb, 2013).
Sendo a mortalidade embrionaria uma das principais causas de perda econdmica nos
sistemas de produgdo em bovinocultura. Essas perdas refletem diretamente em taxas
reduzidas de concep¢do, com consequentes efeitos para a eficiéncia da produgdo e na
lucratividade (Diskin ef al., 2016). Embora a perda tardia de gestacdo, considerada apds

os 60 dias, seja numericamente menor do que as perdas embrionarias preCCOes, ela
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causa perdas econdmicas consideraveis, pois normalmente sdo detectadas ao término da
estacdo de nascimento, tornando dificil identificar o momento das perdas (Diskin et al.,
2016). Por outro lado, as perdas embrionarias preCCOe detectadas até o segundo més de
gestagdo, permite ressincronizar os animais vazios e transferir novamente embrides.
Diversos fatores pode influenciar nessas perdas, como endogamia, niveis de
progesterona, idade materna, nutricdo, balango energético negativo, periodo pds parto,
doencas infecciosas, estresse caldrico entre outros (Diskin et al.,, 2016; Hansen e
Aréchiga, 1999).

O clima de Alta Floresta-MT ¢ tropical, sendo os meses de maio a agosto os
mais secos, enquanto de setembro a abril hd maior pluviosidade, porém a temperatura
durante todo o ano permanece elevada (climate-data.org., 2019). Além do ja conhecido
efeito do estresse térmico nas taxas de gestacdo e nas taxas de perdas (Santos et al.,
2014), deve-se levar em consideracdo que a estacdo de monta se iniciou no més de
outubro, logo no inicio da estacdo chuvosa. Os animais ndo receberam nenhum tipo de
suplementag@o no periodo de seca e estavam na estagdo de pari¢do. Consequentemente
poderiam estar em balango energético negativo levando em consideracdo uma dieta
baseada somente em pastagem, na estagdo seca, ¢ a grande maioria dos animais em
lactagdo, uma vez estavam com bezerro ao pé. Além disso, pode existir uma influéncia
da ordem de paridade dos animais referente a estacio de monta anterior que tenha
influenciado nos resultados de gestacdo. Os primeiros animais que receberam embrido
podem ter tido um periodo pds-parto curto e consequentemente influéncia nas taxas de
gestagdo e perdas gestacionais. Embora seja mais comum em animais com alta producao
de leite, ja foi demonstrado uma associagdo entre balanco energético durante as 3-4
primeiras semanas de lactagdo e o0 momento da primeira ovulagdo pds parto (Patton et
al., 2007). E sabe-se que que a taxa de concep¢do aumenta a medida que o intervalo
pOs-parto se torna mais longo (Grimard et al., 2006). Além disso, no estudo Peixoto et
al. (2006) foi demonstrado efeito do ano e também da estagdo do ano em que foi feito a
transferéncia nas taxas de gestacdo. As perdas totais obtidas nesse trabalho foi similar a
encontrado por outros grupos (Grimard et al., 2006; Humblot, 2001; Santos et al., 2004;
Scanavez, Campos e Santos, 2013; Sreenan, Diskin e Morris, 2001).

Embora as perdas gestacionais observadas ao longo dos meses da estagdo de
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monta possam ter sido influenciadas pelo balanco energético negativo e periodo pos-
parto, ndo foi observado efeito do escore de condig¢do corporal (ECC) em nenhum dos
parametros analisados (Tabela 10). O ECC normalmente ¢ uma avaliacao que se faz nos
animais para ter referéncia da condicao corporal e consequentemente se o animal esta
apto a receber embrido ou ser inseminado e manter a gestacdo. O fato de ndo ter tido
diferencga entre os diferentes escores, ndo significa que essa avaliacdo ndo seja util em
rotinas de campo. No presente trabalho, ndo foi essa varidvel a responsavel por explicar
a variagao encontrada nos parametros analisados. Embora j& existam relatos na literatura
demonstrando a relagdo entre ECC e taxa de gestagdo (Buckley et al., 2003; Loeffler et
al., 1999; Pryce, Coffey e Simm, 2001), principalmente quando animais gestantes
perdem ECC, refletindo no aumento da perda gestacional (Silke et al., 2002). No

presente estudo, foi registrado o ECC dos animais somente no dia da TE.

Tabela 10: Efeito do Escore de condi¢do corporal (ECC), avaliado no dia da transferéncia do
embrido, nas taxas de gestagdo e perdas gestacionais [%]

Escore N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
2,0 ou - 130 43,1 37,7 29,2 5,4 8,5 13,9
2,5 775 38.6 31,6 23,7 7,0 7,9 14,8
3,0 754 39,7 33,3 22,9 6,4 10,3 16,7
3,5 417 36,1 29,3 18,2 7,0 11,0 18,0
4,0 294 33,0 29,3 19,4 3,7 9,9 13,6
4,5 ou+ 68 41,2 29.4 19,1 11,8 10,3 22,1
Valor de P 0,2724  0,3960 0,0607 0,1834 0,4925 0,3207

Com relacdo as categorias de paridade ndo se observou diferencas nas taxas de
gestacdo aos 30 dias e nem aos 60 dias, assim como ndo houve diferengas na taxa de
parto e nas taxas de aborto (Tabela 11). Porém, para as perdas embrionarias preCCOes
as novilhas tiveram maior taxa observada comparada as demais categorias (Primipara,
Pluripara e ndo lactante). Ja para as perdas totais, os animais solteiros tiveram resultado
similaras novilhas, com as maiores taxas comparados as vacas primiparas e pluriparas.
Embora nado tenha se observado diferengas nas taxas de aborto entre as categorias e
somente as novilhas tenha tido taxa maior de PEP, considerando as perdas totais os
animais solteiros mais as novilhas tiveram maiores taxas com relacdo as demais

categorias.
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Os animais solteiros utilizados na estacdo de monta foram animais que por
alguma razdo ndo ficaram gestante da estacdo de monta anterior. Possiveis razdes
seriam algum problema reprodutivo que os impediram de alcangar uma gestacdo a
termo, ou ficaram gestantes na estacdo de monta anterior e tiveram um aborto nao
identificado apds o diagnostico de gestacdo com 60 dias e iniciaram a estagdo de monta
ndo lactantes. Essa ultima causa talvez ajude a justificar o motivo de terem tido uma
taxa de aborto alta em relacdo as vacas primiparas e pluriparas. Pode ser animais
reincidentes em aborto ¢ diante da nao identificacdo dessa caracteristica nao se retira
esses animais do rebanho. Ja para as novilhas, embora a taxa de gestagdo tenha sido
igual, considerando somente os nimeros, pode se observar at¢ uma tendéncia a ser
superior as demais categorias em P30. Porém os animais ndo foram capazes de manter a
gestacdo e tivera uma PEP alta, que teve reflexo nas perdas totais registradas para essa
categoria. Resultados similares foram observados, no qual a ordem de paridade
influenciou as taxas de gestagcdo (Mikkola, Andersson e Taponen, 2015).

J& se sabe que um dos fatores limitantes do desempenho reprodutivo ¢ o fato dos
produtores nao terem a disposi¢ao o nimero necessario de novilhas para compensar as
perdas ou descartes de animais mais velhos ou com problemas reprodutivos do rebanho
(Otava, 2010). E além disso, taxas mais altas de fertilidade e preCCOidade sexual
resultam em um maior nimero de animais nos rebanhos e consequentemente em maior
producdo (Terakado et al., 2014). Alguns estudos buscam alternativas de aumentar a
eficiéncia produtiva e reprodutiva de bovinos de corte (Correa-Calderon et al., 2019;
Kasimanickam et al., 2014; Roberts et al., 2017; Terakado et al., 2014), no entanto

diversos fatores influenciam nesse aumento de eficiéncia.

Tabela 11: Efeito da ordem de paridade nas taxas de gestagao e perdas gestacionais [%o]

Categoria N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Novilha 19 52,6 26,3 10,5 263 a 15,8 42,1a
Primipara 2308 37,9 31,5 22,4 6,4b 9,1 15,5b
Pluripara 37 40,5 40,5 29,7 0,0b 10,8 10,8 b
Nio lactante 86 43,0 36,1 18,6 7,0b 17,4 24,4 a

Valor de P 0,4373 0,4978 03363  0,0018 0,0552 0,0015
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Levando em consideragdo as receptoras classificadas como cruzadas e zebuinas,
nao houve diferenca em nenhum parametro analisado entre elas (Tabela 12). Embora o
n de animais cruzados como receptora tenha sido pequeno, o grupamento racial
considerado de forma isolada ndo explica as variagdes de resultados e as perdas de
gestacdo. Diversos outros fatores, tais como, ambiente uterino, concentracdo de
progesterona, estresse térmico, doencas, estado nutricional, estado fisioldgico entre
outros, influenciam de maneira mais efetiva o sucesso reprodutivo e as perdas
gestacionais (Santos et al., 2004). Resultados semelhantes de gestacdo e perdas
gestacionais foram descritas por Sartori et al., (2016) utilizando como receptoras,

animais de corte e cruzados.

Tabela 12: Efeito do grupamento racial das receptoras de embrido utilizadas nas taxas de
gestagdo e perdas gestacionais [%]

Subgrupo N P30 P60 Parto PEP  Aborto Total
Cruzado 79 38,0 32,9 17,7 5,1 15,2 20,3
Zebuino 2008 38,3 31,6 21,5 6,6 10,11 16,7
Valor de P 0,9610  0,8093 0,4199 0,5828 0,1451 0,4125

Com relagdo ao lado que foi observado a presenca do corpo lueto e
consequentemente depositado ao embrido, ndo houve diferenga nos resultados (Tabela
13). Assim como ndo houve diferengas em fun¢do da classificagdo dos CL (Tabela 14).
A classificagdo do CL em pequeno, médio ou grande ocorreu em fun¢do do tamanho.
No entanto, o tamanho do CL assim como o lado que estd presente, ndo pode ser
considerado de forma isolada pelos resultados de taxa de gestacdo e perdas (Neto et al.,
2014). Ja se sabe que os CL de maior tamanho tendem a produzir maior concentragdo de
progesterona em relacdo aos de tamanho inferior, embora ndo interfira nas taxas de
gestacdo. No entanto, a classificacdo dos CL em pequeno (pequeno) ndo significa que o
tamanho no estroma ovariano também seja pequeno, enquanto o classificado em grande
pode conter pouca massa lutea, o que implicaria em pouca produgdo de progesterona
(Vieira et al., 2002; Leal et al., 2009). Além disso, para que a progesterona produzida
nos CL seja adequadamente distribuida ¢ necessario a presenga de vascularizacdo, o que
nao pode ser identificado pelo método da palpagdo retal (Siqueira et al., 2019). Assim,

possivelmente a presenca do CL ¢ mais importante do que o seu tamanho e o lado que
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estd presente. A presenca do CL indica que o animal ovulou, embora ndo se saiba o dia

exato da ovulagao.

Tabela 13: Efeito do lado do ovario no qual havia a presenga do corpo luteo (CL) nas taxas de
gestacdo e perdas gestacionais [%]

Ovario N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Direito 1490 39,7 33,0 22,8 6,7 10,3 17,0
Esquerdo 959 35,8 29,7 21,4 6,1 8,3 14,4
Valor de P 0,0501 0,0866 0,4242 0,5142 0,1128 0,0877

Tabela 14: Efeito da qualidade do corpo luteo (CL) avaliado por palpacgdo retal nas taxas de
gestacdo e perdas gestacionais [%]

Classificagdo N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Pequeno 118 29,7 22,9 18,6 6,8 4,2 11,0
Médio 1060 39,9 33,1 22,9 6,8 10,2 17,0
Grande 819 39,3 33,0 23,3 6,4 9,7 16,0
Valor de P 0,0944  0,0727 0,5244 0,9264 0,1148 0,2426

Com relacdo a propriedade também ndo houve diferencas significativas entre as
duas fazendas que participaram das transferéncias (Tabela 15). Sabe-se que os
resultados podem variar entre fazendas, e que sdo necessarios monitiramento e
avaliacdo rigorosa para que essa biotécnica possa ser utilizada em grande escala. Sendo
aplicada de forma criteriosa € possivel aumentar a eficiéncia reprodutiva e lucratividade
com embrides produzidos in vitro (Sartori ef al., 2016). No presente estudo, na primeira
estacdo de monta com o uso de embrides foram selecionadas somente duas fazendas e

buscou-se aplicar em ambas os mesmos critérios € com a mesma rigorosidade.

Tabela 15: Efeito da fazenda na qual foram transferidos os embrides nas taxas de gestacdo e
perdas gestacionais [%]

Fazenda N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Bandeirantes 889 35,9 30,4 20,9 5,5 9,5 15,0
Bandeirantes VIII 1561 39,5 32,5 23,0 7,0 9,6 16,5
Valor de P 0,0744  0,2668 0,2349 0,1541 0,9377 0,3084

As TE foram realizadas por trés técnicos distintos, no entanto, um técnico foi

retirado das andlises em funcao do pequeno n registrado. Nao foi observado diferenca
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entre os dois técnicos entre os pardmetros analisados (Tabela 16). O procedimento de
transferéncia de embrides deve ser feito sempre por um técnico habilitado e capacitado,
e uma vez que os profissionais estejam devidamente treinados e executam os
procedimentos da forma correta se espera que ndo exista diferengas entre os
profissionais. A variacdo de resultados observadas sdo melhores explicadas por outras

variaveis inerentes da técnica.

Tabela 16: Efeito do técnico que realizou a transferéncia dos embrides nas taxas de gestagdo e
perdas gestacionais [%]

Técnico N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Técnico 1 2135 37,9 31,2 21,7 6,7 9,5 16,2
Técnico 2 315 40,6 35,6 26,0 5,1 9,5 14,6
Valor de P 0,3415 0,1206 0,0834 0,2891  0,9930 0,4815

Outra variavel considerada no presente estudo foi a ordem da transferéncia,
considerando média de 25 embrides por hora de servico, ou seja, a cada 25 embrides
transferidos no dia se gastou uma hora (Tabela 17). O nimero de horas de servico ndo
teve efeito nas taxas de gestacdo (P30 e P60) e nem nas perdas embriondrias e
gestacionais. Um dos limitantes para a implementagdo da transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) em grande escala em gado de corte ¢ a quantidade de transferéncias
realizadas em um unico dia. Em funcdo do cuidado que deve ser tomado para a
realizagdo do procedimento de TE, a quantidade possivel de transferéncia em um Unico
dia ¢ inferior ao que se realiza de rotina nos trabalhos de insemina¢do em tempo fixo
(IATF). No entanto, mesmo nos trabalhos em que um tnico técnico transferiu grande
quantidade de embrides no dia ndo houve o comprometimento dos resultados.

Resultados similares foram encontrados somente no trabalho de Scanavez et al., (2013).

Tabela 17: Efeito da ordem de transferéncia dos embrides nas taxas de gestacao e perdas
gestacionais [%]

Ordem N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
la25 371 34,8 26,7 18,3 8,1 8,4 16,4
26 a 50 374 35,3 30,5 20,9 4.8 9,6 14,4
51a75 364 39,8 33,2 26,1 6,6 7,1 13,7
76 a 100 361 39,1 33,2 25,5 5,8 7,8 13,6

101 a 125 262 35,1 27,1 19,1 8,0 8,0 16,0
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126 a 150 185 36,2 30,3 18,9 6,0 11,4 17,3
151 a 175 90 433 38,9 233 4,4 15,6 20,0
>175 47 42,5 34,0 27,7 8,5 6,4 14,9
Valor de P 0,5728 0,2062 0,0823 0,5860 0,2293 0,7410

Das varidveis consideradas nas andlises, a grande maioria foi mais diretamente
relacionada ao campo. Entretanto, trés varidveis apresentam uma relacdo mais direta
com a parte laboratorial (touro, dia do embrido e estagio de desenvolvimento).

Foram utilizados dois touros distintos para a fertilizacdo in vitro, ambos com
sémen sexado de macho. Nao foi observado diferengas na taxa de gestacdo entre os
touros, porém, a taxa de aborto foi diferente, o que teve reflexo na taxa de parto (Tabela
18). O touro que apresentou maior taxa de aborto foi 0 mesmo que apresentou menor
taxa de parto. Na inseminag¢ao artificial ja foi descrito diferencas entre touros nas taxas
de gestacdo e abortos, enquanto para a PIVE ¢ mais relatado diferenca na produgdo de
blastocistos entre touros do que efeito do touro nas taxas de gestacdo e perdas
gestacionais (Morotti ef al., 2014). No entanto, em um estudo com embrides produzidos
in vivo foi observado maior mortalidade de bezerros machos quando foi utilizado s€émen
sexado comparado a convencional (Mikkola, Andersson e Taponen, 2015). Na
literatura observa-se estudos uma maior quantidade de diferentes touros e esses
apresentaram resultados similares, porém divergentes dos dados apresentados no
presente trabalho, no qual n3o foi encontrado nenhum efeito de touro nas taxas de
gestacdo e perdas (Morotti ef al., 2014; Scanavez et al., 2013). Essas taxas, entre outras,
podem ser influenciados por anormalidades cromossdmicas, que pode ter efeito da
doadora e/ou do touro, e nesse sentido os diferentes touros podem influenciar nos

resultados apds a transferéncia.

Tabela 18: Efeito do touro utilizado para fertilizagdo in vitro nas taxas de gestagdo e perdas
gestacionais [%]

Touro N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Final 1944 38,6 32,1 23,2 6.5 8,9 15,4
Safe 506 36,8 30,6 18,6 6,1 12,1 18,2
Valor de P 0,4526 0,5425 0,0259 0,7402 0,0285 0,1254

Na avaliacao referente ao dia de desenvolvimento do embrido transferido, nao
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foi encontrado diferencas com relagdo aos parametros de taxa de gestagdo e perda
gestacional (Tabela 19). Durante o tempo de cultivo ocorre uma assincronia de
desenvolvimento entre os embrides, os quais podem atingir o estdgio de blastocisto, no
sexto dia, sétimo dia ou mesmo no oitavo dia. O dia esperado para que os embrides
alcancem esse estagio ¢ o sétimo dia, sendo o sexto dia os embrides mais adiantados e
0s que chegam a blastocisto somente no oitavo dia, considerados tardios (Gardner e
Kelley, 2017). Alguns estudos demonstraram resultados diferentes dos encontrados no
presente trabalho, nos quais foram observados efeito do tempo de cultivo do embrido
nas taxas de gestacdo (Scanavez et al., 2013). A diferenca do n entre os 3 dias (D6, D7,
DS8) pode ter influenciado para que nao fosse encontrado alteragdes nos resultados em
nosso estudo. No entanto, considerando que o estdgio de desenvolvimento fosse o
mesmo (Bi, Bl, Bx ou Be) ainda que o tempo de cultivo fosse diferente, os embrides
poderiam ter potencial de gestagdo similar e consequentemente nao influenciar nas taxas
de gestacdo. Isso porque, apesar do cultivo exercer efeito sobre o metabolismo do
embrido podendo levar a uma alteragao da sua qualidade (Rizos ef al., 2003), embrides
em estadgios de desenvolvimento iguais tende a apresentar um padrdo metabdlico e
bioquimico similar (Hasler, 2003). Dessa maneira o efeito nas taxas de gestacdes e
perdas embrionarias pode ser muito mais relacionado ao estagio de desenvolvimento do
que o tempo no cultivo. Sendo que a sincronia do embrido com a receptora € outro
parametro que influencia as taxas de gestacdo conforme demonstrou Neto e

colaboradores (2014).

Tabela 19: Dia do desenvolvimento do embridoEfeito do tempo de cultivo (dias do embrido em
desenvolvimento no cultivo) nas taxas de gestacdo e perdas gestacionais [%]

Tempo de N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
cultivo (dias)
6 36 47,2 44.4 30,6 2,8 13,9 16,7
7 2279 38,4 31,8 22,2 6,6 9,6 16,2
8 135 32,6 28,2 20,7 4.4 7,4 11,9
Valor de P 0,2149  0,1750 0,4456  0,4023 04715 0,4059

Com relagdo ao efeito do estdgio de desenvolvimento embrionario, foi
observado diferencas nas taxas de gestacdo aos 30 e 60 dias e nas taxas de aborto e

perdas totais entre as diferentes fases de desenvolvimento (Tabela 20). O estidgio que
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apresentou a maior taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias foi o Bx. Enquanto as menores
taxas de aborto observado fora, para Bi e Bl e de perda de gestagdo total foi somente o
Bi (Tabela 20).

Na literatura se encontra trabalhos no qual a fase de desenvolvimento
embriondrio ndo alterou as taxas de gesta¢do (Scanavez et al., 2013) e trabalhos que
mostram resultados similares aos encontrados nesse estudo (Neto et al., 2014). Esses
resultados divergente podem ser explicados pela influéncia de outros parametros que
eventualmente foram desconsiderados da anélise, tais como sincronia da receptora com
o embrido, touro, época de transferéncia, dieta das receptoras, fonte dos odcitos,
condi¢des ambientais ¢ de manejo dentre outras. Diferentemente de outros trabalhos, os
resultados apresentados aqui foram de cada estagio de desenvolvimento individual e nao
houve agrupamento entre os diferentes estdgios embriondrios. Nas rotinas comerciais a
preferéncia ¢ sempre por transferir embrides em fase de Bx, porém como existe um
desenvolvimento assincronico, quando a quantidade de Bx produzido ndo ¢é suficiente
para a quantidade de receptoras preparadas outros estagios sdo transferidos. Ja foi
relatado que embrides em estdgios muito precoces ou muito tardios contribuem para
redugdo das taxas de gestagdo, que pode ser em fungdo de alteragdo de metabolismo,
evidenciado pela cinética. Se considerarmos que todos eles tem o mesmo tempo de
cultivo, ou mesmo em funcdo da assincronia com a receptora (Peixoto et al., 2007).
Nessa situagdo, se o embrido ndo tiver producdo adequada de interferon fau nao ird
ocorrer o reconhecimento materno da gestacao (Binelli et al., 2001; Neto et al., 2014).
Mas, os estagios mais preCCOes, principalmente os Bi, quando conseguem alcangar
uma gestacao a termo apresentam menores taxas de aborto e perdas gestacionais total.

Na produg¢do in vivo de embrides as taxas de gestacdo sdo maiores quando se
transfere embrides mais iniciais (B6 et al., 2012; Hanekamp, 1999; Peixoto et al.,
2007), diferentemente do observado em embrides produzidos in vitro. Porém, em um
estudo mais recente, foi observado taxas de gestacdo inferiores com embrides mais
iniciais, tais como morula compacta (Mikkola, Andersson e Taponen, 2015). No
entanto, apesar de taxas mais baixas de gestacdo observadas com embrides iniciais,
esses embrides tiveram menores taxas de aborto e perdas totais. Considerando que os

embrides produzidos in vivo € o padrdo da espécie, quando os estagios mais iniciais
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conseguem chegar a uma gestacdo a termo, apresentam menores problemas e
consequentemente menores perdas gestacionais, mesmo sendo produzidos in vitro. Os
embrides, in vivo e in vitro, apresentam desenvolvimento similar até o estagio de oito
células, e a partir dessa fase o desenvolvimento dos embrides in vitro ¢ alterado
(Fontanier-Razzaq et al., 2001; Thompson, 2000). E parte disso ¢ refletido em fun¢do de
embrides in vitro apresentam mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo mais
tardiamente, sabendo que in vivo a partir do sétimo dia de desenvolvimento o embrido ja
¢ capaz de modular a composi¢ao bioquimica uterina (Sponchiado et al., 2019). Por essa
razao se utiliza preferencialmente embrides em estagios de blastocisto mais avancado,

tais como Bx (Feres et al., 2018).

Tabela 20: Efeito do estagio de desenvolvimento do embrido selecionado para transferéncia nas

taxas de gestacdo e perdas gestacionais [%]

Estagio N P30 P60 Parto PEP Aborto Total
Bi 97 32,0b 28,9 ab 24,7 3,1 4,1b 7.2b
BI 490 34,1b 2740 20,8 6,7 6,5b 13,3a
Bx 1805 399a 334a 22,8 6,5 10,6 a 17,1 a
Be 58 29,3 b 2240 12,1 6,9 10,3 ab 17,2 a
Valor de P 0,0245 0,0247 0,1909  0,5892  0,0130 0,0181

De maneira geral, os resultados da PIVE, desde a recuperacdo dos oocitos nas
doadoras até o nascimento dos animais sdo extramemente sensiveis a diversos fatores.
Se considerarmos de maneira mais ampla, a forma como a doadora de odcitos ¢ mantida
até o animal produzido por fertilizagdo in vitro apdés o nascimento, mais varidveis
surgem no processo. Além de todos os fatores descritos ao longo do trabalho, ha ainda
variagdes epigenéticas que podem estar envolvidos no comprometimento dos embrides,
das gestacdes e at¢é mesmo dos animais nascido resultantes (Mikkola, Andersson e
Taponen, 2015), e que muitas vezes sdo desconsideradas ou mesmo desconhecidas. Por
essa razdo, além da importancia econémica, o uso da PIVE na espécie bovina permite
uma perspectiva interessante, pois cada etapa pode ser realizada e avalida de forma
separada. Isso permite aprofundar no conhecimento dos possiveis efeitos epigenéticos e
entender diversos fatores, desde os efeitos de manipulacdo do estro no oocito até efeitos
das condi¢des de cultivo, ambiente uterino dentre outros (Sirard, 2017). A analise de

dados comerciais, além de permitir entender a realidade de uso da técnica, possibilita o
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estudo com tamanho de amostras inviaveis do ponto de vista experimental, tanto pratica
quanto financeiramente. No entanto, com o entendimento da aplicagdo podem surgir
perguntas que somente em experimentos devidamente delineados serdo possiveis testar
hipoteses. Dessa forma, atividade comercial e experimental devem caminhar em

paralelo quando os objetivos sdo em comum.

5. CONCLUSAO

* Uso de sémen selecionado para macho tem resultados satisfatorios, mas ainda
s30 necessarios ajustes;

* PIVE possibilita ajustes nos protocolos, tanto técnico quanto financeiro;

* As taxas de gestacdo e perdas gestacionais sdo mais afetadas por varidveis
extramuros ao laboratério, ligada diretamente ao campo.

* Gado de corte comercial ¢ um potencial nicho de mercado;

4. CONSIDERACOES FINAIS

A producdo in vitro de embrides bovinos € uma biotécnica da reprodugdo com
diversas vantagens para a bovinocultura, mas com muitas variaveis que influenciam os
resultados. Trabalhos cientificos permitiram um avango consideravel na eficiéncia do
processo e o desenvolvimento de outras técnicas. Entretanto, a aplicacdo destes avangos
tecnologicos na maioria das vezes gera mais perguntas do que respostas, € juntamente
novos desafios surgem.

A maioria dos estudos relacionados a producdo in vitro de embrides busca
respostas para as varidveis e fatores diretamente envolvidos nos procedimentos
laboratoriais. Pouca atencao tem se dado as varidveis externas ao laboratorio nas
questoes ligadas aos indices de gestacdo, perdas gestacionais e nascimento de animais
produzidos a partir dessa biotécnica. Para isso, ¢ importante compreender o processo
como um todo, desde a coleta dos odcitos até o acompanhamento produtivo desses
animais.

Os trabalhos experimentais comumente avaliam fatores isolados da PIVE e que

muitas vezes tem comportamento diferente quando analisados em interagdo com os
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demais parametros ligados a técnica. Dessa forma, ¢ importante também conhecer e
compreender os fatores ligados as variagdes de resultados observados e as limitagdes
existentes de uma rotina comercial de forma a identifica-los de maneira mais efetiva, e
buscar solugdes através de trabalhos experimentais.

Nesse estudo foi possivel compreender o importante papel da doadora nos
resultados da PIVE, assim como a possibilidade de alcangar diferentes resultados em
funcdo de alteragdes de protocolos laboratoriais. Adicionalmente, os fatores ligados ao
campo, como qualidade dos oocitos recuperados até fatores relacionados a receptora de
embrido, s3o extremamente importantes nos indices de gestagcdo, perdas gestacionais e
nascimento. Os resultados abrem possibilidades de estudo desses fatores para melhorar
tais indices, uma vez que os laboratorios sao apenas parte dos resultados, € que as
variaveis observadas no campo tém papel fundamental, embora pouco considerado pela

grande maioria dos profissionais envolvidos nas rotinas de OPU-PIVE.
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ANEXO 1

SELECAO DOS EMBRIOES VITRIFICAVEIS

Selecionar os embrides BX | de excelente qualidade.

BX Gl
Expandido

BX Gl
Inicial

Sl -,
w B
-
: )

BX Gl

Pouca célula no disco
Embrionario

Registrar na ficha de vitrificagdo a quantidade de embrides aptos, por doadora.
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Identificar haste de vitrificagdo com fita rotuladora ou caneta de ponta fina, seguindo

regra abaixo;

Técnica Crio

haste

Data VT(IETS)

Raga Embrides(IETS)

embrides

vT/

VTI1 Ne 01JA11 02BX

Registro da Doadora

A. Solugao para vitrificagao

1. Meio (MLD) 200ul/Palheta.

DS3697 x G1000
VAN

Registro do Touro

Componentes q.s.p. 7,5ml q.s.p. 15 ml q.s.p. 30 ml
TCM Hepes 6,0 mi 12,0ml 24,0ml
SFB 1,5 mi 3,0ml 6,0ml
2. Solugao (SP) (unico meio filtrado) para preparar MV2
Componentes q.s.p- 1 ml q.s.p- 2 ml q.s.p- 3 ml q.s.p. 5 ml q.s.p.- 10 mL
MLD 1ml 2ml 3ml 5mi 10,0ml
CS 0,171169g 0,34232¢g 0,5135¢g 0,8558¢g 1,7115¢g

3. Solugao de Vitrificagcao (MV1) 200ul/palheta




Componentes q.s.p- 0,5 q.s.p.-2 | gs.p.3(qg.s.p.4| g.s.p.5 q.s.p- 6
ml ml ml ml ml ml
MLD 425pl 1,7ml 2,55ml | 3,4ml 4,25ml 5,10ml
CP1 37,5l 150pl 225ul 300ul 375ul 450pl
CP2 37,5l 150pl 225ul 300ul 375ul 450pl
4. Solugao de Vitrificagao (MV2) 50ul/palheta

Componentes q.s.p. 1 ml q.s-p- 2 ml

SP 670pl 1,34ml

CP1 165uL 330ul

CP2 165uL 330ul

5. PROCEDIMENTO.

v Posicionar placa de 100mm no canto esquerdo e haste a ser usada no canto direito

sobre a lupa (para canhotos inverter a posigdo).

v’ Retirar a placa contendo os primeiros embrides a serem vitrificados.

v Fazer duas gotas de 100ul de meios MLD na placa de 100mm.

v Transferir até 5 embrides de uma mesma doadora para primeira gota e logo para

segunda gota de meios MLD com pipeta P10. N3do havera marcagdo de tempo para

permanéncia dos embrides nessas gotas, porém ndo tardar em seguir proximo passo.

v Fazer uma gota de 200ul de meio MV1 na placa de 100mm.

v’ Lavar pipeta trés vezes no meios MV1 e descartar todo o liquido interno, em seguida

estabilizar colunas desse meio dentro da pipeta como mostra esquema a seguir.

v' Depositar uma pequena porgdo de meio MV1 sobre os embrides que estdo no meio

MLD antes de transferir para a gota de MV1.

v' Transferir os embrides para gota de MV1, depositando-os na posi¢do 12Hs da gota e

iniciar contagem de tempo. Descarta meio contido na pipeta e volte a estabilizar as

colunas de meio novamente. Meio/ar/meio.

v" Durante o primeiro minuto pipetar de dispensar os embrides nas posi¢cdes 3hs, 6hs,

9hs e finaliza depositando no centro da gota de MV1 em posigao alinhada.

v' Essa mudanca de posicdes deve levar mais ou menos 1 minuto. Os embrides deverad

ficar na gota de MV1 por 3 minutos.

v' Depois de passado 2 minutos em MV1 fazer gota de 50ul de MV2.

v' lavar pipeta em MV2 e preparar colunas, meio/ar/meio.

v" Manter os embrides no foco da lupa em Zoo reduzido.
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Faltando 15 segundos para finalizar o tempo de permanéncia dos embrides em MV1,
iniciar contagem em ordem decrescente, 15,14,13.....até 0.

Nesse momento, quando a contagem estiver em -10 segundos, depositar pequena
porgdo de meio MV2 sobre os embriGes que estdo em MV1 e imediatamente transferir
para gota de MV2.

Iniciar contagem progressiva de 1 a 30 segundos, pipetando e dispensando os
embrides na gota. Quando a contagem estiver em 10 segundos, pipetar os embrides,
mantendo-os 0 mais proximo uns dos outros, e também mais préximos da ponta da
pipeta como mostra figura a seguir.

Passar os embrides para a haste de vitrificagdo, checando a quantidade de embrides
depositados na haste e em seguida remova o excesso de meio MV2 .

Imergir a ponta da haste contendo embriGes no nitrogénio liquido e sustentando na
posicao por aproximadamente 5 segundos. Em seguida soltar a haste no nitrogénio.
Envasar as hastes no globet mantendo lacrador para cima, travar embriGes com globet
superior invertido e perfurado para que a haste ndo boiar no nitrogénio.

Transferir para botijao, mantendo sempre o volume de nitrogénio seguro.

ORGANIZAGCAO DAS GOTAS NA PALHETA

Meio MLD 2 gotas de 100ul Meio MV2 50ul
30 segundos

Meio MV1 200ul \
3 minutos



Identificacion del tapon:
VT1 Ne 01JA11 02BX

53697 x G1000

Retirar o excesso de mes

Vitrificar hasta 5 embriones dz vna
misma donants por hasta.

Solugao para desvitrificagao

1. Meio (MLD)
Componentes q.s.p- 10ml g.s.p- 15 ml g.s.p- 30 mi
TCM Hepes 8,0 ml 12,0ml 24,0ml
SFB 2 ml 3,0ml 6,0ml

2. Solugao SD1 (filtrar)

Componentes q.s.p- 10 mi g.s.p- 20 ml q.s.p- 30 ml
SP - - -
MLD 10 ml 20 ml 30 ml
CS 0,85575¢g 1,71150g 2,56725¢

3. Solugao SD2

Componentes q.s.p. 5ml q.s.p. 10 mi q.s.p. 15 ml
SD1 3 mi 6 ml 9 mi
MLD 2ml 4 ml 6 ml

6. PROCEDIMENTO DE DESVITRIFICAGAO DE EMBRIOES IN VITRO.
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v' Localizar embrides a serem desvitrificados e manter organizado em caixa de
isopor contendo nitrogénio suficiente para realizar todo procedimento sem
necessidade de reabastecimento durante as manipulagdes.

v ldentificar todos os reagentes e materiais que serdo utilizados durante os

procedimentos (tubos, meios e placas etc);

\

Manter as solugbes a temperatura ambiente.

v"Identificar primeira placa como SD1, e segunda placa como SD2 no fundo e na
tampa.

v" Adicionar 3mL de meio em cada placa, somente no momento em que for iniciar

o procedimento para evitar alteragdes de pH.

<\

Manter fichar de identificagdo do procedimento sempre a vista.

<\

Localizar haste a ser desvitrificada sem expor a mesma fora do nitrogénio.

v' Em caso de haste protegida, retirar capa de protecao inda dentro do nitrogénio.
Verificar quantidade de embribes vitrificados na haste.

v Posicionar placa contendo 3ml de SD1 na lupa, retirar a tampa e manter foco

da lupa definido em Zoom distante.

v' Retirar rapidamente a haste do nitrogénio e descer a ponta contendo os

embrides vitrificados na placa de SD1, em posicao de faca.

v Iniciar contagem de tempo, sendo a permanéncia maxima nesse meio 60

segundos.

v Movimentar a ponta da haste dentro da placa, para retirar os embrides.

Realizar esse procedimento visualizando os embrides na lupa para certificar a

quantidade identificada na haste.

v' Utilizando uma pipeta P10, movimentar os embrides em diferentes areas da

placa SD1 para retirar o meios MV2 durante os 60 segundos, em seguida pipetar

os embrides e transferir para placa de SD2, abrindo tempo de 5 minutos.

v Movimentar os embrides em diferentes areas da placa SD2 para retirar o0 meios

SD1 durante os 60 segundos, em seguida posicionar os embrides no centro da

placa.

v' Aguardar tempo total de 5 minutos na placa de SD2, em seguida lavar os

. . envasar os mesmos.
embrides em duas gotas de meio de transporte antes de

v" Envasar os embrides em meios de transporte aquecido a 38,0 °C. Identificar
lacradores e fichas de procedimentos.
v' Transportar embrides a campo a 38,0 °C, em tempo maximo de 4 horas desde

o final da desvitrificagcao
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Morforlogia
Embrionaria na
Desvitrificagio

d B

Ao Desvitrificar, ele
vai estar como
quando foi Vitrificado

Apcs % minutos  de
desvitrificado, o  embride
regride, ficando como uma
massa de células. Pelo gue
parece esses mais chances de
voltar.
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