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A produgao in vitro de embrides € uma biotecnologia reprodutiva que se iniciou
para fins de producdo comercial de embrides bovinos no ano 1998, sendo o Brasil lider
mundial a producgéo in vitro de embrides, tornando-se assim referéncia na técnica. Houve
aumento de 300% na produgao de embrides por fecundacgao in vitro em um periodo de 15
anos, atingindo total de 666.215 em 2016, ano que a técnica superou pela primeira vez o
volume de embrides produzidos in vivo.

Essa técnica possibilita a reposicdo de animais geneticamente superiores ao
plantel, maximizando a quantidade de descendentes, acelerando o progresso
genético dos rebanhos bovinos e diminuindo os intervalos de geracdes entre os animais.
Deste modo, a producgao in vitro de embrides permite o contato com odécito da
fémea fora do trato reprodutivo com o espermatozoide do macho que leva a
formagéo de um individuo.

Esse processo envolve etapas que incluem a coleta de odbcitos,
maturacgao in vitro, fecundacao in vitro e o cultivo in vitro. A coleta pode ocorrer de duas
maneiras, sendo que a primeira forma, a partir de odcitos recuperados de foliculos de
ovarios de vacas abatidas ou de animais que sofreram morte subita, e a outra forma é
através da aspiracao folicular guiado por ultrassonografia transvaginal em animais in vivo.

A primeira etapa da produgéo in vitro(PIV) de embrides bovinos depende da
obtengdo dos odcitos, em seguida a técnica é desenvolvida em trés etapas: a
maturagao in vitro, a fertilizagcdo e o cultivo até o estadio de moérula e blastocisto que
normalmente é alcangado no sétimo dia pds fecundagdo, sendo o momento em que os
embrides estdo prontos para serem transferidos ou criopreservados , todas
interligadas e realizadas dentro de uma infraestrutura adequada em laboratério de
reproducao animal.

Existem diversas técnicas que podem ser usadas para a coleta de odcitos para
PIV. Os primeiros procedimentos realizados eram feitos através de laparotomia.

Com o passar dos anos, no entanto, avangos consideraveis foram obtidos que
facilitaram os meios de obtencao de odcitos em animais in vivo, popularmente conhecida
como a técnica de aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia — Ovum
pick up (OPU), que favorece os programas de melhoramento genético.

Esta técnica possui varios beneficios e por ser pouca invasiva, pode ser usada em
qualquer fase do ciclo estral. Obtendo-se também odécitos de fémeas a partir de 6 meses
de idade, fémeas idosas, de animais pré-puberes ou de animais que apresentam
gestacao inicial até o terceiro més e é possivel fazer coleta em animais que estejam entre
segunda e terceira semanas apos parto. Outro beneficio da técnica é a nao interferéncia



no estado fisioldgico do animal, nao exige estimulagdo hormonal exégena e as sessodes
de aspiragao folicular podem ser realizadas a cada 15 dias ou mensalmente.

Além disso a técnica de OPU possibilita a coleta em animais de alto valor
genético que por algum motivo possuem infertilidade, tornando-se possivel a
obtencdo de odcitos gerando produtos descendentes.

A coleta de oécitos em fémeas bovinas é realizada pela puncéo folicular com uma
agulha acoplada a uma sonda transvaginal, de forma que os foliculos a serem
puncionados sao observados na tela do ultrassom.

Nesse procedimento, um sistema de bomba a vacuo acoplado a agulha que pode
ser hipodérmica descartavel, libera a recuperagao dos odcitos e do liquido folicular para
dentro de um tubo coleta. Apos essa etapa é realizado a selecdo desses baseada em
caracteristicas das células e do aspecto do citoplasma do odcito, que sao classificados de
acordo com sua morfologia pelo nimero de camadas, Grau | (6timo), Grau Il (bom), Grau
Il (regular) e citoplasma irregular e degenerado (desnudo) em funcdo da sua morfologia e
qualidade. Em seguida os odcitos selecionados sao transportados até o laboratério,
para iniciar a proxima etapa de maturagao oocitaria in vitro.

Os o6citos sao mantidos em um meio de maturacédo, sendo comumente utilizado
um meio coberto por 6leo mineral que auxilia a ndo ocorrer a evaporagao do meio de
maturacao e facilita a rapida absorgdo de horménios esteroides adicionados ao
meio. O periodo necessario para a maturagao dos odcitos para a espécie bovina ocorre
de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade
saturada . Esse processo permite e envolve uma série de transformagdes
nucleares, citoplasmaticas e moleculares que tornam o gameta feminino apto a ser
fecundado. Assim, para que as etapas da maturacdo oocitaria ocorram in vitro, é
importante que o0s meios usados durante este periodo mimetizem as condi¢des
encontradas durante o processo de maturagao in vivo.

Logo apdés o tempo de incubagdo, os odcitos completam a maturacdo com a
extrusao do primeiro corpusculo polar e estdo prontos para a fecundacdo. Para isto, sao
utilizados espermatozoides de palhetas de sémen congelado sendo convencional ou
sexado.

Apods 24 horas da fecundacgao in vitro, os odcitos sdo desnudados com auxilio de
uma pipeta e transferidos para o meio de cultivo in vitro. O cultivo embrionario in vitro
requer um ambiente adequado, com tempo de variagdo de todo o processo de
desenvolvimento de 7 a 9 dias dependendo de cada forma, técnica e meios utilizados
pelos laboratérios em suas rotinas.

Os desafios que esta técnica enfrenta estdo relacionados ao alto custo,
dependéncia de uma infraestruturalaboratorial e pela variabilidade dos resultados
referentes as taxas de moérulas e blastécistos, incluindo o tempo gasto em todo o
procedimento para a producédo in vitrode embrides, que se inicia desde o momento da
sincronizacao das receptoras, selegdo de doadoras, aspiragao folicular dos odcitos,



evolucdo in vitro de embrides e o processo da transferéncia dos embribes.

Os métodos e meios utilizados sofrem pequenas variagdes nos
laboratérios influenciando nos resultados que cada um destes alcanca, como a
qualidade dos embrides, a produgcédo, bem como a capacidade de producéo
dos mesmos, mostrando que a dedicacdo e comprometimento aliados ao constante
crescimento biotecnolégico sdo o marco fundamental para o sucesso da produgdo in
vitro de embrides bovinos.
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