DOSSIER TECNICO

Producao e transferéncia de embrides:
uma técnica em expansao’

A producéo e transferéncia de embriées é uma biotecnologia
da reproducao em franca expansao em Portugal. Tem como
grandes vantagens a rapida disseminacao do progresso genéti-
co, a facilidade de trocas nacionais e internacionais de material
genético, constituindo um agronegdécio mundial.

O desenvolvimento de biotecnologias da re-
producio animal é primordial para aumen-
tar a eficiéncia produtiva. Tecnologias co-
mo a transferéncia de embriGes produzidos
por superovulacio e lavagem uterina de da-
doras ou no laboratdrio, apds a maturacgao
e fertilizacdo de odcitos de varias origens,
tém sido utilizadas com sucesso. De facto,
a producgio e transferéncia de embriGes é
um(a) técnica/negbdcio em expansio. A pri-
meira transferéncia experimental com nas-
cimento de um vitelo foi realizada em 19571,
mas s6 em 1970 foi concretizada, em Ingla-
terra, a primeira transferéncia comercial.
Desde entdo, a evolucdo desta técnica foi
impressionante, tornando-a mais comum,
eficiente e econémica, sendo hoje um dos
métodos mais utilizados para obter um ra-
pido progresso genético, a conservacgio de
espécies ou como agronegdcio, em trocas
nacionais e internacionais. Em Portugal, es-
ta tecnologia tem sido utilizada com suces-
so na bovinicultura leiteira, estando a dar
0s primeiros passos em bovinos de carne.
A producio de embriGes bovinos e ovinos
realiza-se no Laboratério de Embriologia,
do INIAV-Polo de Santarém, em colabora-
¢do com diferentes Associacoes de Criado-
res, quer para transferéncia para vacas rece-
toras em fresco ou apds congelagdo. No caso
das ragas autdctones, os embrides congela-
dos podem ser conservados no Banco Por-
tugués de Germoplasma Animal (BPGA).

Producao de embrides

com superovulacao das dadoras

e lavagem uterina

A producio e transferéncia de embriGes é
uma biotecnologia que permite aumentar o
numero de descendentes de uma determi-
nada fémea. A escolha da fémea dependera
do seu mérito genético, da sua represen-
tatividade na populacdo/raca e/ou de ser
portadora de alguma(s) caracteristica(s)
de interesse. O macho tera também de ser
alvo de selecdo de acordo com os objetivos

Figural - Recolha de embrides: A) esquema da lavagem uterina
na vaca (adaptado de Hafez 2004); B) recolha do meio de lavagem
com os embrides; C) filtro com o meio de lavagem e embrides;

D) pesquisa e selecédo de embrides com auxilio de lupa

pretendidos, para que seja predefinido o
emparelhamento.

A primeira fase para a produgio dos em-
brides, no caso dos ruminantes, consiste
na superovulacio de fémeas reprodutoras
ativas, seguida de inseminacio artificial
(IA) ou monta natural, para posterior la-
vagem uterina e recolha dos embrides (Fi-
gura 1). Assim, apds a selecio da fémea de
que se pretende obter descendentes (fémeas
dadoras), esta deve ser
submetida a tratamento
hormonal especifico para
produzir mais odcitos que
numa situacio normal.
ApOs esta superovulacio,
a fémea é inseminada e 7
a 8 dias apds, efetua-se a
lavagem uterina de forma
a recolher os embrides.
Posteriormente, os em-
brides sdo classificados e
selecionados para pode-
rem depois ser transferi-
dos ainda em fresco para
outras fémeas (recetoras),
ou ser congelados (trocas
comerciais ou BPGA). Em
condicdes normais, uma
vaca podera produzir um
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descendente por ano, mas através da supe-
rovulacdo da fémea e posterior transferén-
cia de embrides poder-se-a atingir mais de
20 descendentes/ano/fémea, sem que, para
isso, tenha de passar por uma gestacdo com-
pleta e parto.

Producédo de embrides no laboratério
A produgcio de embriGes no laboratdrio
inicia-se pela recolha do gAmeta feminino,
0 odcito. Esta recolha é efetuada por aspira-
¢do dos foliculos dos ovéarios das vacas vi-
vas por via transvaginal ou imediatamente
apos o abate (Figura 2). A recolha de o6citos
por puncio ovarica usando a via transvagi-
nal com recurso a ultrassonografia (ovum
pick-up - OPU), é uma técnica com boas
perspetivas. Para isso, é necessario equipa-
mento especifico, nomeadamente, uma agu-
lha acoplada na ponta da sonda (transdutor)
ligada a uma bomba de vacuo. Depois de re-
colhidos, os 06citos sao colocados em meio
apropriado e encaminhados para o labora-
torio para serem maturados, procedendo-se
depois a sua fertilizacao. Esta técnica envol-
ve diversas etapas, desde a recolha, matura-

Ovum pick-up

Aspiracéo
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e
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Figura 2 - Produgdo de embries no laboratério: ovum pick-up ou puncéo transvaginal
dos foliculos ovaricos em vacas de raca Alentejana na Herdade da Coutada Real no Assumar
e aspiracéo dos ovarios ap6s abate no Laboratério de Embriologia. Os odcitos obtidos sdo
maturados e fertilizados in vitro, dando origem a embrides transferiveis



DOSSIER TECNICO

¢ao do gidmeta feminino, fertilizacdo com os
espermatozoides, cultura e desenvolvimen-
to do embrido em laboratério, num ambien-
te totalmente controlado com o objetivo de
maximizar a utilizacdo dos gdmetas (0dci-
tos e espermatozoides) de animais genetica-
mente superiores.

A recolha de odcitos também podera efe-
tuar-se por aspiragio, a partir dos ovarios
de vacas abatidas, seguindo-se todo o pro-
cesso de maturagio do gimeta feminino,
fertilizacdo com os espermatozoides e
cultura. Ao final de 7 ou 8 dias, é possivel
avaliar quais e quantos os embrides que po-
derdo ser congelados em condigGes de, apds
transferéncia para uma vaca recetora, da-
rem origem a um vitelo.

Crioconservacao

A crioconservacgio dos embrides é realizada
em azoto liquido (LN,, Figura 3), interrom-
pendo o metabolismo celular e permitindo
a sua conservacdo durante longos perio-
dos de tempo, com manutencdo das suas
caracteristicas. E realizada essencialmen-
te por dois métodos: a congelacdo lenta ou
convencional e a vitrificagdo. A primeira
técnica exige a utilizacao de congeladoras
programaveis, acondicionando-se os em-
brides em palhinhas de 0,25 mL, mergulha-
dos em solucdes com concentracdes baixas
de crioprotetores. Este método necessita de
um longo periodo de tempo para ser exe-
cutado, ja que tanto a congelacdo como a
descongelagio se processam de forma len-
ta, com uma taxa de descida da temperatura
de 1°C/min (de 20 °C a -7 °C), de 0,3 °C/min
(de -7 °C a -30 °C), mergulhando-se depois
em LN, (-196 °C).

A vitrificagdo é uma tecnologia que se ini-
ciou nos anos 8o do século anterior, ja com
décadas de inves-
tigacdo, e cada vez
mais utilizada, so-
bretudo quando
se congelam odci-
tos ou embrides
mais sensiveis a
criopreservacio.
Na vitrificacido ha
incorporacdo de
elevadas concen-
tracoes de crio-
protetores nas so-
lugdes, aumentan-
do a velocidade de arrefecimento que pode
atingir os 2000 °C/min, evitando a formacao
de cristais de gelo responsaveis pelos danos
das membranas e organitos celulares.

A crioconservacdo permite a dissociacdo
cronoldgica entre a recolha/producio e a
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Figura 3 - Contentor de
armazenamento de embrides em
azoto liquido

transferéncia dos embrides. Facilita o comér-
cio e as trocas nacionais e internacionais de
material genético, evitando o transporte de
animais de alto valor genético, com diminui-
¢do do custo, limitando os riscos sanitarios
e de lesoOes. Permite a salvaguarda das espé-
cies ou racas em vias de extincdo. De facto, o
estabelecimento de bancos de germoplasma
onde o material biol6gico animal é conser-
vado durante longos periodos de tempo em
LN,, constitui uma obrigacdo de todos os
paises, decretada pela Convenc¢io do Rio de
Janeiro em 1992. O INTAV instituiu o BPGA
no Polo de Santarém, onde estdo congela-
dos gAmetas masculinos (sémen), femininos
(o6citos) e embrides de animais domésticos.

Sexagem de embrides

A escolha do sexo ou sexagem do neonato
pelo criador é uma das técnicas disponi-
veis atualmente. A sexagem dos embrides
antes da transferéncia é realizada essen-
cialmente de duas maneiras. A utilizacdo
de sémen sexado, i.e. com espermatozoides
portadores do cromossoma Y (originam
machos) ou apenas do cromossoma X (ori-
ginam fémeas), permite determinar antes
da TA da dadora qual o sexo pretendido
para os embrides a recolher. A outra opgao
serd efetuando uma biopsia aos embriGes,
no estadio de blastocisto, antes da transfe-
réncia para as vacas recetoras. A partir das
células da biopsia é determinado o sexo do
embrido, utilizando a técnica do PCR, po-
dendo igualmente ser pesquisadas outras
informagGes genéticas, como doencas ou
caracteristicas produtivas.

Transferéncia de embrides

Para a transferéncia dos embrides produzi-
dos temos de ter uma vaca recetora sincro-
nizada com a idade do embrio a transferir.
Assim, o cio pode ser induzido através da
colocacdo de dispositivo intravaginal bovi-
no e uso de hormonas (Figura 4). Sete dias
ap0s o cio e exame da recetora, procede-se a
colocacdo do embrido por via transvaginal.
O diagnéstico de gestacido por ecografia ou
palpacio retal sera realizado entre os 25 a
35 dias.

Perspetivas futuras

Nos ultimos anos tem-se assistido a uma
procura crescente de embrides bovinos de
diferentes racas, constituindo uma oportu-
nidade de negocio para os criadores nacio-
nais. A introducao e expansio do uso desta
biotecnologia deverdo contribuir para um
rapido progresso genético e, aliadas a se-
xagem, poderdo incrementar os resultados
econdmicos dos criadores num futuro mui-
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Figura 4 - Transferéncia de embrides na Herdade Contenda
(INIAV): A) sincronizagéo de cios das vacas recetoras da raca
Mertolenga; B) transferéncia de embries com auxilio de pistolet

to proximo. A reducdo dos custos da pro-
ducido de embrides, ainda elevados, podera
ajudar na disseminacgio desta tecnologia. ©
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