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Resumo

A transferéncia intrafolicular de ovocitos imaturos (TIFOI) surge como biotecnologia inovadora para a
producdo de embrides bovinos. A técnica baseia-se na inje¢do de ovocitos, ainda imaturos, em um foliculo pré-
ovulatoério, para que sejam maturados e ovulados in vivo. Dessa forma, um “pool” de ovocitos maturados podem
ser liberados durante a ovulagdo, serem fecundados apos a inseminacdo e se desenvolver até o estagio de
blastocisto, em um sistema totalmente in vivo. A inovagao da técnica deriva justamente de sua simplicidade, uma
vez que animais submetidos a protocolos simples de sincronizagdo de estro podem ser usados como
“ovuladores”. Ainda, animais excedentes da sincronizagdo que ndo forem utilizadas como ovuladoras, podem ser
usados como receptores, no momento da transferéncia do embrido. Essa revisdo visa apresentar os principais
fatores envolvidos no desenvolvimento e execucdo da TIFOI, assim como sumarizar os seus principais
resultados e aplicagdes.
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Abstract

The intrafollicular transfer of immature oocytes (TIFOI) emerges as an innovative biotechnology for
embryo production in bovine. The technique is based on the injection of immature oocytes into a pre-ovulatory
follicle, so that maturation takes place in a follicular environment. Thus, a pool of matured oocyte can be release
during ovulation, be fertilized after insemination and develop until blastocyst stage in a totally in vivo system.
The novelty of the technique comes from its simplicity, since animals are submitted to a routine estrus
synchronization protocols to be used as "ovulators". Furthermore, surplus synchronized animals can be used as
receptors, at the time of embryo transfer. This review aims to present the main factors involved on TIFOI
development and protocol, besides to summarize the main results and applications of the technique.

Keywords: follicle, in vitro embryo, in vivo embryo, embryo culture.
Introducao

No Brasil foram produzidos em 2015 um total aproximado de 375.000 embrides bovinos (Viana, 2016).
Destes, cerca de 353.000 embrides foram produzidos in vitro ¢ 22.000 produzidos in vivo. Esses dados mostram
a demanda pela multiplicagdo mais rapida e eficiente ndo s6 para obtencdo de animais com uma genética
diferenciada, mas também para obter ganhos com a heterose mantendo um rebanho com um cruzamento
especifico (Sartori et al., 2016).

Atualmente, a producdo de embrides in vivo por superestimulacdo ovariana (SOV) e a producdo de
embrides in vitro (PIVE) sdo as opgdes disponiveis para a multiplicacdo rdpida de germoplasma feminino
(Salilew-Wondim et al., 2015). Apesar da SOV produzir um embrido de excelente qualidade, um intervalo de
aproximadamente 40 dias entre protocolos de superovulacdo deve ser respeitado, pois a utilizacdo do hormdnio
foliculo estimulante (FSH) altera os padrdes da dindmica folicular, afetando os resultados das superestimulacdes
subsequentes. Ja na PIVE, a doadora pode ser submetida a aspiracdo folicular orientada por ultrassonografia (OPU)
para obtengdo de ovoécitos semanalmente. Porém, a PIVE demanda uma complexa infraestrutura, envolvendo
instalagdes, equipamentos, meios ¢ pessoal especializado, o que encarece o processo, além de produzir embrides de
qualidade inferior aos produzidos in vivo. Desta maneira, a utilizagdo de uma técnica que associe as vantagens da
produgdo in vivo com as vantagens da PIVE seria a op¢do ideal para a multiplicagdo animal.

Neste contexto, a técnica de transferéncia intrafolicular de ovocitos imaturos (TIFOI), recentemente
relatada (Spricigo et al., 2016), surge como uma terceira op¢do para produgdo de embrides bovinos. Esta
biotecnologia propde que ovdcitos imaturos, obtidos por OPU, possam ser injetados em um foliculo dominante
que esteja proximo da ovulagdo em uma vaca receptora dos ovocitos (ovuladora), que serd submetida a uma
inseminacgdo artificial (IA) convencional. A vaca ovuladora atua entdo como uma receptora intermediaria,
suportando o desenvolvimento embriondrio inicial até o momento da recuperagdo dos embrides, ja no estigio de
blastocisto. Os embrides sdo entdo coletados no dia 7 de desenvolvimento e podem ser transferidos para
receptoras definitivas, que levardo a gestacdo a termo, ou podem ser congelados ¢ armazenados em nitrogénio
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liquido (NL,). Desta forma, a TIFOI permite a produgdo de embrides totalmente in vivo a partir de ovocitos
aspirados de doadoras selecionadas. A técnica apresenta ainda potencial para uma rapida multiplicagdo de
fémeas bovinas em um sistema mais simples, acessivel e com a possibilidade de redugdo dos custos quando
comparado aos modelos de produgdo de embrides utilizados atualmente.

Essa revisdo tem por objetivo apresentar o histdrico, definir o conceito e embasamento fisioldgico,
relatar os procedimentos, vantagens e desvantagens da TIFOI, além de apresentar os resultados ja obtidos e as
perspectivas para aplicacdo dessa técnica.

Historico (ou desenvolvimento) da tecnologia TIFOI

O primeiro relato em bovinos de transferéncia intrafolicular de ovdcitos para um foliculo pré-ovulatoério
de uma receptora intermediaria foi realizado por Fleming ¢ Kuehl em 1985 (Fleming A.D. 1985). Nesse estudo
as doadoras de ovdcitos foram superestimuladas por 4 dias com FSH e, entdo foram castradas para obtengdo dos
ovarios e, posteriormente aspiragdo dos foliculos. Os ovarios das ovuladoras contendo foliculos dominante foram
expostos cirurgicamente por uma incisdo no flanco. Ja Hinrichs e DiGiorgio foram os primeiros a adaptarem essa
técnica a equinos (Hinrichs et al., 1991), utilizando um trocater ¢ uma céanula através da parede abdominal na
area do flanco para a introducao de uma agulha através da canula e assim, perfurar a parede externa do foliculo.
Apods esses relatos, a técnica foi aperfeicoada e passou a ser realizada com o auxilio de um ultrassom
transvaginal em equinos (Goudet et al., 1997), bovinos (Bergfelt et al., 1998) e humanos (Werner-Von Der Burg
et al., 1993). A producdo de embrides bovinos apos inje¢ao de ovocitos seguidas por inseminagdo artificial foi
primeiramente relatada por Bergfelt ef al., (1998). Porém, neste trabalho os embrides foram recuperados ainda
nas fases iniciais (8-16 células), ap6s abate e lavagem do Gtero e ovidutos dos animais usados no experimento.

Desta forma, apesar da técnica ter sido desenvolvida na década de 90, as primeiras gestagdes, que
resultaram em nascimento em bovinos sé ocorreram em 2015 (Kassens et al., 2015a). Porém, esses autores
utilizaram ovdcitos obtidos de ovarios de abatedouro, os quais antes da inje¢do foram submetidos a maturagao in
vitro, em laboratério. Finalmente, em 2016 foi reportado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Spricigo et al., 2016) o uso da técnica de transferéncia intrafolicular, com a utilizagdo de ovdcitos imaturos,
obtidos por OPU, resultando nos primeiros embrides, gestagdes € nascimentos, num sistema completamente in
vivo. Apesar de ser uma técnica recente os resultados mostram o potencial para a produgdo de embrides,
gestagdes e nascimento de bezerros saudaveis.

Bases fisiologicas da TIFOI

O pico pré-ovulatorio de hormdnio luteinizante (LH), cujos receptores encontram-se principalmente nas
células da teca, induz a retomada da meiose e a maturagdo do ovocito mediante mudancas nos niveis de
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc) e ativagao do fator promotor da meiose (MPF) (Van Den Hurk et
al., 2005). Esta estabelecido que os altos niveis de AMPc no ovoécito sdo necessarios para que o bloqueio
meidtico seja mantido, mas por outro lado o AMPc em niveis elevados no foliculo no momento da ovulacio
também pode induzir a retomada da meiose. O pico intrafolicular de AMPc que ocorre em resposta ao pico pré-
ovulatorio de LH desempenha um papel importante na fungdo ovocitaria, ¢ tem sido recentemente associado a
capacidade do ovdcito de suportar o desenvolvimento embrionario (revisado por Gilchrist et al., (2016). O LH
incialmente induz um pico transitério de AMPc intrafolicular que ocorre antes do rompimento da vesicula
germinativa. Esse pico leva a diminuicdo na concentracdo de guanosina monofosfatada ciclica (GMPc), que por
sua vez diminui o efeito inibitorio da fosfatidilesterase 3A (PDE3A), a qual ¢ especifica do ovocito. A liberacao
da acdo da PDE3A induz a diminui¢do da concentragdo de AMPc (Norris et al., 2009; Vaccari et al., 2009), o
que ¢ essencial para defosforilagdo da proteina quinase A (PKA) e ativagdo do MPF, responsavel pela retomada
da meiose.

Em outro contexto, ovocitos inclusos em foliculos antrais, ndo responsivos ao LH (2-8mm) se mantém
no estagio de diploteno da profase I (imaturos) no ambiente folicular. Esses complexos cumulus ovocitos
(CCOs) quando retirados do ambiente folicular durante a OPU, perdem a a¢do do GMPc¢ folicular, levando a
uma rapida ativacdo da PDE3A do ovdcito e ao decréscimo dos niveis intracitoplasmaticos de AMPc, com isso
ocorre ativagdo da PKA, perda das jungdes gap, parada na transcricdo, e retomada espontdnea da meiose
(Tripathi et al., 2010). Apos a remocao do ambiente folicular, os ovocitos nesta situagdo teriam dois destinos, a
apoptose ou a progressao da meiose até o estdgio de metafase II, quando maturados in vitro.

Portanto, esse periodo da coleta dos ovocitos ¢ extremamente importante para o sucesso da maturagao.
Durante esse tempo os CCOs devem receber nutrientes e fatores que inibam a ativacdo da PDE para que os
niveis do AMPc ndo diminuam rapidamente levando a inativagdo da PKA. Desta forma, para a TIFOI todo o
processo de coleta, selecdo e transferéncia intrafolicular deve ser realizada em liquido folicular, pois esse,
segundo Gilchrist et al., (2016), fornece aos CCOs nutrientes necessarios para iniber a PDE evitando a retomada
espontanea da meiose.

A hipotese da TIFOI é que ovdcitos imaturos apos a inje¢do intrafolicular, possam suportar o
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desenvolvimento final e maturagdo, com a mesma eficiéncia dos padrdes fisiologicos, observados em uma
ovulagdo simples. Isso porque os CCOs serdo expostos a toda a cascata de eventos induzidos pelo LH retomando
e completando a meiose de maneira semelhante a fisiologica. Considerando que o intervalo apds o pico de
estradiol, até o momento da ovulagdo, onde teoricamente o ovdcito atingiu o estagio de metafase 11, leva entre
28-32 horas pode-se supor que ovdcitos imaturos teriam tempo suficiente para sofrerem os eventos bioldgicos
necessarios a maturagdo antes da ovulagao.

Apbs a ovulagdo ocorre a captacdo dos ovocitos maturados e seu transporte até o local da fecundacao.
Sabe-se que a captagdo ¢ um evento dindmico, e que poderia ser um obstaculo para a TIFOI, pois ocorre a
ovulacdo de varios e ndo um unico ovocito. Entretanto, a multipla ovulagdo também ocorre na SOV, onde o uso
de FSH induz o desenvolvimento de diversos foliculos, os quais sdo induzidos a ovulagdo. Esta técnica apresenta
bons indices de captagdo, avaliados pela recuperagdo embriondria em fun¢do do niimero de corpos lateos em D7.
Assim, podemos inferir que o evento da ovulagdo, como ocorre na TIFOI, de varios ovocitos em um unico
foliculo, ndo seria um entrave para a captag¢do. Porém, ¢ importante lembrar que manipulagdo dos CCOs pela
OPU e durante a injecdo destes ovocitos, reduz o nimero de células do cumulus, fator que poderia prejudicar a
movimentagdo e progressao destes no oviduto.

Finalmente, apés a chegada de um ovocito maturado e em boas condi¢des a ampola do oviduto, a
sequéncia do desenvolvimento aconteceria, como em uma condi¢do de multipla ovulagdo, a exemplo da SOV.

Descricio da técnica TIFOI

A TIFOI consiste na obtengdo de ovodcitos imaturos de vacas doadoras, através da OPU, seguida pela
transferéncia dos mesmos para o foliculo pré-ovulatério de uma vaca previamente sincronizada, no dia do estro.
Condi¢des como um diametro folicular superior a 10 mm ¢ o momento da injecdo, devem ser levados em
considera¢do para garantir aos ovocitos um tempo adequado de maturagdo neste ambiente folicular. Apés a
injecdo, deve-se realizar a IA. A ultima etapa da técnica compreende a lavagem uterina, 8 dias apds a
injecao/inseminagdo, finalizando com a recuperagdo dos embrides. As etapas para a realizagdo da TIFOI sdo
descritas a seguir.

Sincronizagdo do estro da ovuladora

A sincronizac¢do do estro tem como objetivo induzir o animal ao estro no periodo desejado, de forma
que o mesmo apresente um unico foliculo dominante (pré-ovulatério) no momento da inje¢do dos ovocitos.
Diferentes protocolos podem ser utilizados, o descrito nesse documento ¢ o protocolo utilizado pelo LRA da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A sincronizagdo ¢ iniciada no dia -10 (D-10 em relacdo ao dia
marcado para realizar a TIFOI), com a inser¢do vaginal do implante de progesterona (1g), associado a aplicagdo
(i.m.) de 2mg de Benzoato de Estradiol. No dia -2, ¢ aplicado (i.m.) um analogo de Prostaglandina F,, (0,150 mg
de d-Cloprostenol) juntamente com a remogao do implante, e no dia -1, € feita a administragdo de 1 mg de
Benzoato de Estradiol (i.m.). O dia 0 (D0) sera o dia da injecdo dos ovocitos e inseminagdo artificial.
Independente do protocolo, o mesmo deve garantir a formacdo de um Unico foliculo dominante maior que 10
mm de didmetro. E importante ressaltar que quando esse protocolo ¢ utilizado, ou seja, a TIFOI é realizada entre
52-54 horas apos a retirada do implante, a ovulagdo ocorrera em aproximadamente 15 a 18 horas
(aproximadamente 65 horas apds a retirada do implante). A utilizagdo de protocolos diferentes pode ser aplicada,
porém requer novas avaliagdes, com o acompanhamento do momento da ovulagdo.

Aspiragdo folicular ou ovum pick up (OPU)

Os ovocitos imaturos sdo obtidos pela técnica de aspiragdo folicular (Morotti et al., 2014; Pontes et al.,
2011). Os ovocitos sdo aspirados em PBS (Phosphate buffered saline) suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino e 1ul/mL de heparina sédica, a temperatura de 36°C. A pressdo de aspiragdo utilizada deve garantir um
fluxo do liquido de aspiragdo entre 13 a 15 mL/min. Para a aspiragdo, ¢ utilizado um aparelho de ultrassom,
equipado com uma probe intravaginal micro convexa de 7,5 MHz montada em um suporte-guia para agulha de
aspiracao (calibres 18 a 20G), uma bomba de vacuo, e um circuito de aspiragdo. Os CCOs encontrados sdo
submetidos ao processo de selecdo em estereomicroscopio.

Injegdo dos ovocitos imaturos

A injecdo dos ovocitos deve acontecer entre 48 a 56 horas apds a retirada do implante de progesterona.
Para a inje¢do dos CCOs imaturos, os animais devem ser contidos em tronco apropriado, e apos a antissepsia
local deve-se realizar anestesia epidural baixa com lidocaina a 2%. Para a injegdo € necessaria uma guia
transvaginal semelhante a utilizada no procedimento de OPU. Na guia transvaginal deve estar acoplado um
mandril, montado com um sistema fechado, contendo em uma das extremidades uma seringa de insulina ¢ na
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outra extremidade uma agulha calibre 27 G. Os ovdcitos imaturos devem ser alocados por pressdo negativa,
dentro da agulha junto com liquido folicular, num volume final de 60 pL. Todo o sistema devera ser previamente
preenchido com PBS, lembrando a importancia da manutengdo de uma coluna de ar de aproximadamente 1 cm
entre o liquido folicular e o PBS do sistema. A guia sera entdo posicionada no fornix vaginal e direcionada para
o mesmo lado do ovario contendo o foliculo dominante. A agulha perfurard o fornix e a parede do foliculo e,
logo apos, serd injetado todo o volume do meio contendo os CCOs. Para assegurar a ovulagdo num prazo de 24
horas, o ideal ¢ que seja realizada a administragdo de um analogo do GnRH. E importante ressaltar que a
quantidade de ovocitos passiveis de serem injetados em cada foliculo ovulatério ainda ndo estd bem definida
(experimentos em andamento), logo, recomenda-se que sejam injetados os ovocitos obtidos em cada se¢ao de
OPU. Em nosso laboratério, diferentes quantidades ja foram utilizadas. No experimento em que foram obtidos os
nascimentos dos bezerros Gir, por exemplo, foram injetados aproximadamente 25 ovdcitos (Spricigo et al.,
2016). Atualmente, esta sendo avaliada a inje¢do de diferentes quantidades (10, 25 e 50 ovoécitos). Para ovdcitos
maturados in vitro, Kassens et al. (2015b) utilizaram a injeg¢@o de 60 estruturas.

Inseminagao artificial (IA)

A inseminacio artificial pode ser realizada logo apds a injecdo dos ovocitos. Porém, experimentos em
andamento ainda buscam definir o melhor horario para a realizagdo da mesma. De maneira resumida, apos o
descongelamento de uma palheta de s€émen, deve-se montar o aplicador, realizar a transposi¢do da cérvix pelo
mesmo, e aplicar o sémen no corpo uterino. Todavia, o ideal ¢ que o aplicador seja direcionado ao corno uterino
ipsilateral ao ovario com o foliculo dominante. A TA pode, teoricamente, ser realizada com sémen sexado,
porém, ainda ndo se t€m dados referentes ao uso desse tipo de sémen (experimentos em andamento).

Coleta dos embrices

Apds a fecundag@o, o tempo de desenvolvimento para que o embrido atinja o estagio de blastocisto ¢ de
aproximadamente 7 dias. Como o objetivo de recuperar o embrido neste estagio, a lavagem uterina deve ser
realizada 8 dias apds a injecdo dos ovdcitos. Antes do inicio do procedimento de coleta, ¢ importante a avaliagdo
ultrassonografica do corpo luteo (CL) e confirmacao de que a ovulagdo ocorreu no ovario onde havia o foliculo
dominante no momento da injecdo. Para a lavagem uterina e coleta dos embrides, os animais devem ser contidos
e, apos a antissepsia, deve-se realizar anestesia epidural baixa com lidocaina 2%. A coleta é realizada por via
transcervical (Rumpf. et al., 2000). Apds a busca em um estereomicroscopio, os embrides recuperados devem ser
avaliados quanto a qualidade morfoldgica e classificados quanto ao estagio de desenvolvimento de acordo o
manual da IETS (Stringfellow et al., 2007). Para a correta interpretagdo dos resultados, recomenda-se que um
embrido seja descontado do total recuperado. Esta pratica evita a contagem de um possivel embrido resultante da
ovulagdo do ovdcito da propria ovuladora.

Transferéncia ou congelamento dos embrides

Apbs a classificacdo, os embrides poderdo ser transferidos para receptoras previamente sincronizadas
em D6, D7 ou D8 (dias apds o estro). Uma caracteristica importante da TIFOI ¢ que animais remanescentes da
sincronizagdo prévia e que nao foram utilizados como ovuladores, podem ser utilizados como receptoras.
Diferentes protocolos podem ser utilizados para a sincroniza¢do, o LRA da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia utiliza o mesmo protocolo j& descrito para ovuladoras. No dia da transferéncia, os animais
contidos devem ser avaliados quanto a presenga ¢ qualidade do CL. Na sequéncia, realiza-se a antissepsia ¢ a
anestesia epidural baixa, com lidocaina 2%. Os embrides sdo entdo alocados em palhetas de 0,25 mL em meio de
manuten¢do (holding), montadas no inovulador e transferidas para o terco final do corno uterino ipsilateral ao
CL. Outra opgdo ¢ a realizacdo do congelamento destes embrides. Atualmente a vitrificagdo (Morato et al., 2010)
e o congelamento classico seriam as opgdes para a criopreservacdo (Saragusty et al., 2011). Porém, entre os
principais objetivos da TIFOI estdo, além da producdo de um embrido de boa qualidade, a simplificagdo dos
processos de disseminacdo de material genético. Tomando isto por premissa, assume-se que o congelamento
classico seria hoje a melhor opcdo para a criopreservagdo, principalmente pelo fato de permitir a transferéncia
direta do embrido ap6s descongelamento (Van Wagtendonk-De Leeuw et al., 1997).

Vantagens da TIFOI

As técnicas para producdo de embrides foram desenvolvidas ja ha algumas décadas e continuam sendo
estudadas ¢ aprimoradas. A primeira delas a SOV, produz o embrido in vivo, de excelente qualidade ¢ que
suporta bem a criopreservagdo. A segunda, a PIVE possibilita a produgdo de maior nimero de produtos em
menor tempo e ainda, maximiza a utiliza¢do de sémen sexado. A TIFOI, por outro lado, é capaz de produzir um
embrido totalmente in vivo, dispensado a utilizagdo de FSH, o que torna a produgao mais barata e menos onerosa
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fisiologicamente para a doadora. Ainda comparada a SOV, onde a doadora deve ser submetida a 3 ou 4 ciclos de
superestimulagdo com o FSH, na TIFOI a doadora pode ser aspirada semanalmente. Em relagdo a PIVE, a TIFOI
¢ uma tecnologia mais acessivel, uma vez que todos os componentes de laboratorio, incluindo construcdes,
meios e equipamentos de cultivo e transporte, de ovocitos e embrides serdo dispensados. Em termos financeiros
o embrido produzido por esta técnica podera ser de 2 a 3 vezes mais barato do que embrides produzidos in vivo
por SOV ou in vitro. Esta biotecnologia também permite a producdo do embrido na propria fazenda e mais
crioresistente do que o da PIVE, possibilitando o melhor aproveitamento e facilitando a comercializagdo do
material genético.

O desenvolvimento desta biotecnologia, resultard sim, em uma terceira op¢do para a produgdo de
embrides bovinos. Nao substituird os sistemas atuais, porém, servird como alternativa simples e de baixo custo
para a multiplicagdo de fémeas bovinas.

Resultados da TIFOI

A TIFOI ¢é uma técnica ainda em desenvolvimento, e foi langada no pais em novembro de 2016, pela
Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia (Brasilia-DF). A exemplo de outras biotecnologias, os resultados
obtidos nesta fase inicial s3o muitas vezes ndo satisfatorios para o uso comercial. Entretanto, a expectativa ¢ de
que, com o aprimoramento da técnica e consequente aumento nos indices, esta torne-se mais eficiente,
viabilizando seu uso comercial. Essa expectativa é baseada no que ocorre quando do desenvolvimento de uma
tecnologia, como exemplo pode-se citar o que ocorreu com a PIVE, na qual o primeiro animal produzido no
Brasil nasceu em 1994 (Peixer et al., 1994) mas o primeiro laboratorio comercial s6 foi estabelecido no final da
década de 1990 (Viana et al., 2012).

A eficiéncia da técnica pode ser mensurada pela razdo entre o nimero de embrides viaveis recuperados
e o numero de ovdcitos injetados. Como ja mencionado anteriormente, ¢ importante ressaltar que para efeito de
calculo, deve-se retirar um embrido do total recuperado, pois assume-se que o mesmo possa ser oriundo do
ovocito da propria ovuladora. Como exemplo, tem-se uma vaca ovuladora da qual se recupera 5 embrides, apds a
exclusdo de 1 (potencialmente da prépria ovuladora), tem-se 4 extras embrides. Se nesse animal foi realizada a
injecdo de 20 ovdcitos, pode-se concluir que a eficiéncia seria de 20% (4/20). Tomando a recuperagdo de
embrides como parametro, pode-se afirmar que atualmente a TIFOI tem cerca de 10-12% de eficiéncia. Entre os
provaveis fatores responsaveis por esses resultados, pode-se citar a baixa recuperacdo de estruturas apds a
lavagem uterina (40%). Cerca de 70-80% das estruturas recuperadas sdo classificadas como fecundadas (ou seja,
a taxa de estruturas ndo fecundadas ¢ de apenas 20-30%). Assim, pode-se inferir que aumentando a taxa de
recuperacdo de estruturas, a eficiéncia da técnica também aumentara.

A proposta da TIFOI surgiu pela necessidade de se ter um sistema in vivo para a maturacdo e
desenvolvimento de ovdcitos apds a criopreservagdo. Inicialmente foi testado a criopreservagao de ovocitos apos
serem maturados in vivo (Spricigo et al., 2015), apesar desse sistema ter aumentado a produg@o de embrides in
vitro ndo foi capaz de aumentar a resisténcia dos ovoécitos a criopreservac¢do. J4 na TIFOI, o objetivo foi
desenvolver um sistema totalmente in vivo capaz de maturar, fecundar e suportar o desenvolvimento
embriondario, a partir de ovocitos frescos ou vitrificados. Neste foram realizadas 11 inje¢Ses com ovodcitos
frescos, com uma média aproximada de 22 ovocitos por inje¢do, enquanto que para ovocitos vitrificados 9
injegdes foram realizadas, com a mesma média de ovocitos (Spricigo et al., 2016). Nenhum embrido foi obtido
quando ovdcitos vitrificados foram utilizados para a TIFOI. Porém, com esse estudo mostramos, pela primeira
vez, que seria possivel produzir blastocistos viaveis e de boa qualidade, usando a TIFOI com ovocitos frescos
(Spricigo et al., 2016).

Ainda, buscou-se produzir embrides TIFOI a partir de ovdcitos imaturos obtidos por OPU, de vacas Gir
(Spricigo et al., 2016). Neste, pretendia-se avaliar a qualidade dos embrides produzidos, observado se seria
possivel a obteng@o de gestacdes e de bezerros saudaveis apds a TE. Foram realizadas 6 sessoes de OPU para a
obtengdo dos ovocitos imaturos. Apds selecdo, os ovocitos (grupos de 20-25) foram usados para TIFOI em vacas
ovuladoras da raca Nelore. Apds 8 dias da inje¢do e inseminacdo com sémen de touro da raca Gir, as vacas
ovuladoras (n=6) foram submetidas a lavagem uterina na qual foram recuperados 11 embrides. Em dois destes
animais foram recuperados mais de um embrido, dois de uma e seis da outra ovuladora. Todos os 11 embrides
foram transferidos individualmente para receptoras sincronizadas. Apds o diagnéstico, foram detectadas 4
gestagoes (36%).

Todas as gestagcdes vieram a termo com o nascimento de 4 bezerros. Entre os bezerros nascidos, um foi
originado do ovdcito da ovuladora, conforme identificado pelo fendtipo tipico de animal meio-sangue e também
por teste de paternidade, através de exames de DNA (Geneal Diagnésticos LDTA, Uberaba-MG). Os demais
foram produzidos a partir dos ovocitos de doadoras Gir utilizados na TIFOL.

A Tabela 1 mostra uma compila¢do de alguns dos resultados obtidos pelo Laboratério de Reprodugdo
Animal da Embrapa, realizados até o presente.
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Tabela 1-Compilagdo dos resultados obtidos em diferentes experimentos com a técnica de transferéncia intrafolicular de ovocitos imaturos (TIFOI).

Experimento 1

Experimento 2  Experimento 3

Geral (soma 3 experimentos)

Numero de vacas

Procedéncia ovdcitos

Média de ovocitos injetados

Média diametro folicular (mm)

Meédia irrigagdo folicular (escala de 1-5)

Porcentagem (%) de vacas que ndo ovularam

Média didmetro CL (mm)

Média irrigagdo CL (escala de 1-5)

Frequéncia de ovulagdo OD (%)

Total de ovoécito injetados

Porcentagem (%) de animais que ndo foram recuperadas nenhuma estrutura
Porcentagem (%) de animais que foram recuperadas 1 ou mais estruturas

Total de estruturas recuperadas

Porcentagem (%) de estruturas recuperadas

Porcentagem (%) de estruturas recuperadas (excluindo as vacas que ndo ovularam)
Numero de embrides recuperados

Porcentagem (%) de embrides recuperados

Porcentagem (%) de embrides recuperadas (excluindo as vacas que ndo ovularam)
Numero de estruturas fecundadas (embrides + degenerados)

Porcentagem (%) de estruturas fecundadas (embrides + degenerados)/ total injetado

Porcentagem (%) de estruturas fecundadas (embrides + degenerados)/recuperadas

22
Frigorifico
28

11.2
1.7
27%
14.5
3.7
66%
620
31%
56%
175
28.20%
36.80%
33
5.30%
6.90%
140
22.60%
80.00%

16
Frigorifico
25

12.6

1.5
18%
19.5
4.4
53%
400
15%
92%
126
31.50%
38.80%
40
10.00%
12.30%
95
23.80%
75.40%

30
OPU (Gir e HOL)
16

12.6
2.1

0%
18.4
44
56%
479
10%
76%
180
37.50%
37.50%
60
12.50%
12.50%
143
29.90%
79.40%

68

23
12.1
1.8
15.0%
17.5
4.2
58.3%
1499
18.7%
74.8%
481
32.4%
37.7%
133
9.3%
10.6%
378
25.4%
78.3%
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Consideracoes Finais

A TIFOI ¢é uma tecnologia com potencial para ser uma op¢ao comercial para a producdo de embrides
bovinos, assim como ja ocorre com biotecnias como a SOV e a PIVE. Ela também pode vir a servir de modelo
para a producdo de embrides em outras espécies, inclusive em animais silvestres. Entre as vantagens da técnica
destacam-se: a ndo utilizacdo de hormoénios para a estimulagdo de multiplas ovulagdes; a produgdo de embrides
totalmente in vivo e, portanto, de melhor qualidade; a possibilidade de se usar a doadora semanalmente, dispensa
a necessidade de meios complexos, equipamentos e infraestrutura laboratorial. Finalmente, essa biotecnologia
volta a valorizar o médico veterinario, além de apresentar potencial para diminuigdo dos custos de producdo de
embrides.

Todavia, sabe-se que para comprovar o potencial de uma biotecnologia para uso comercial, além da
prova de conceito, ¢ preciso que ela apresente uma logistica executavel e resultados satisfatorios. Entre estas
premissas, a TIFOI atualmente atende as duas primeiras. Como foi mostrado nesta revisdo, a técnica ¢ capaz de
produzir embrides vidveis e bezerros saudaveis. Também, apresenta uma boa logistica, pois todo o processo €
realizado na fazenda, os animais sincronizados e ndo utilizados como ovuladoras podem ser aproveitados como
receptoras de embrido no D7. Por fim, em relagdo ao ultimo quesito, a eficiéncia ainda precisa ser melhorada.
Contudo, assim como ocorreu com outras biotecnias, acredita-se que a progressiva disseminagdo da TIFOI
ajudara a superar os gargalos da mesma, melhorando seus os resultados.
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