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RESUMO

A injecado intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) € uma técnica de
reproducao assistida que compreende uma alternativa a fertilizacao in vitro
(FIV) convencional. Consiste na injecdo de um Unico espermatozoide no
interior do citoplasma do odécito com o auxilio de micromanipuladores. A
ICSI pode ser utilizada para a obtencdo de embribes em casos de
problemas de infertiidade relacionados aos espermatozoides como:
disponibilidade de espermatozoides em numero limitado, espermatozoides
iméveis ou com ma morfologia. Desta forma a ICSI pode ser empregada
desde animais com alto valor genético com alteracdes reprodutivas, na
preservacao de espécies em extin¢ao, producédo de animais transgénicos e
de animais com sexo determinado até na reproducdo assistida em
humanos. Entretanto, a ativacdo dos o0citos bovinos apds a microinje¢cao
nao ocorre adequadamente como em humanos e outros mamiferos. A
aplicacdo de diferentes maneiras de preparo de odcitos, tratamentos de
espermatozoides, ativacdo de odcitos e procedimentos de microinjecdo no
desenvolvimento embrionario sdo desenvolvidas com o objetivo de
melhorar as taxas de fertilizacdo. Com 0 uso de piezo-micromanipuladores
taxas mais altas de fertilizacdo em comparacéo a ICSI convencional foram
conseguidas por garantir uma correta microinjecdo de células

espermaticas.

Palavras chave: |ICSI, células espermaticas, ativacdo oocitaria,

desnudamento, micromanipulador Piezo-Drill , Piezo-Driven.
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Abstract

The intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is an assisted reproductive
technique used as an alternative to conventional in vitro fertilization (IVF).
This technique consists of injecting only sperm inside the oocyte cytoplasm
using micromanipulators. The ICSI may be used for obtaining embryos in
cases of infertility problems related to sperm, such as: sperm availability in
a limited number, sperm that is unable to move or that has poor
morphology. Therefore, the ICSI can be used in animals with high genetic
value and reproductive alterations, in the preservation of almost extinct
species, production of transgenic animals and animals with determined sex,
and even in the assisted reproduction of humans. However, the activation of
bovine oocytes after microinjection does not occur properly as in humans
and other mammals.The different ways of preparations of these oocytes,
the activation of oocytes and microinjection procedures in embryonic
development are developed aiming to increase the fertilization rate. With
the use of piezo-micromanipulators, higher fertilization rates were achieved
in comparison to conventional ICSI due to the fact that a proper

microinjection of sperm cells was guaranteed.

Key words: ICSI, sperm cells, oocyte activation, denudation,

micromanipulators, Piezo-Drill, Piezo-Driven.
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1- INTRODUCAO

A Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) é uma
técnica relativamente nova, realizada pela primeira vez em 1995 por
KIMURA e YANAGIMACHI como uma alternativa a fertilizagdo in vitro
(FIV) para tratar problemas de infertilidade decorrentes de
espermatozoides iméveis, de baixa capacidade fecundante e disponivel
em numero limitado.

Injec&@o intracitoplasmatica de espermatozoides é util também na
producdo de embrides com um sexo definido e gendétipo especifico (JO et
al., 2014), na maximizacao do sémen de alto valor (OIKAWA et al., 2001)
e para producao de animais transgénicos. Além disso, € um meio eficaz
para alcancar a producéo in vitro de embries bovinos com gametas de
qualidade variavel (OHLWEILER et al., 2013).

A ICSI consiste na injecdo mecanica de um unico espermatozoide
inteiro ou do nudcleo espermatico isolado (cabeca) no interior do
citoplasma do odcito com o auxilio de micromanipuladores visando a sua
fertilizacdo (GOTO et. al, 1990; MARTINS et al.,, 2001; GALLI, et.al.,
2003). Além disso, outros tipos de células germinativas masculinas como
as espermatides redondas e alongadas também podem ser usadas no
procedimento da ICSI, pois, possuem potencial fecundante. Por isso, essa
técnica representa um avanco que tem expandido as possibilidades de
reproducao assistida em animais e humanos.

A ICSI é uma ferramenta fundamental de estudos para a
investigacdo de  aspectos fundamentais da fecundacdo e
consequentemente correcdo da infertilidade ligada ao espermatozoide,
tais como: mecanismos de interacdo entre gametas, ativacdo do od0cito
induzido pelo espermatozoide, e controle do primeiro ciclo celular (GALLI
et al., 2003; OCK et al., 2003).

Essa revisdo bibliografica tem como objetivo a apresentacdo da
importancia da técnica de Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides
(ICSI) na reproducdo de diferentes espécies como bovinos, equinos,

humanos entre outros em casos de problemas de infertilidade ligada as
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células esperméticas masculinas. Além disso, faz uma abordagem ao
material biolégico e equipamentos utilizados, ativagdo de odcitos

microinjetados e fatores que influenciam a técnica.

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 EVOLUCAO HISTORICA DA INJECAO DE CELULAS
ESPERMATICAS

Os primeiros experimentos com microinjecdo de células
espermaticas foram realizados por HIRAMOTO (1962), que injetou
espermatozoide de ourico do mar dentro do o6cito da mesma espécie.
Como resultado o nacleo espermatico ndo descondensou no citoplasma
do odcito. Quando o odcito foi inseminado juntamente com a injecao
espermatica, o nucleo espermatico injetado participou do processo
meidtico. Este fato sugeriu que a ICSI por si s6 ndo promovia a ativacao
do odcito e consequente descondensacdo do nucleo espermatico, sendo
necessario para isso um estimulo adicional (MARTINS et al., 2001).

O primeiro experimento em mamiferos foi realizado por UEHARA
e YANAGIMACHI (1976). Neste estudo foi observado que o nucleo
espermatico humano foi capaz de se desenvolver em prondcleo quando
microinjetado em odcitos de hamster. Estes resultados sugerem que, 0S
fatores citoplasmaticos que controlam a transformacdo do ndcleo
espermatico em pronucleo ndo sao espécie-especificas. A partir de entéo,
0 nascimento de varias espécies por meio da ICSI tem sido relatada
(THADANI, 1980).

Os primeiros estudos em bovinos foram realizados por
(WESTHUSIN et al.,1984). Como resultado foi observado a formacéo de
prondcleos masculino e feminino apds a injecdo de espermatozoides
bovinos em odcitos bovinos maturados in vitro.

O primeiro produto oriundo de ICSI em mamiferos foi registrado
por (HOSOI et al., 1988) em coelhos. Posteriormente (GOTO et al., 1990)
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demostraram que od0citos bovinos, maturados in vitro se desenvolveram
em blastocisto apos terem sido fecundados por injecdo de
espermatozoides considerados “mortos” por estarem imodveis, gerando
bezerros normais.

Em humanos, a primeira gestagéo através da ICSI, foi obtida em
1992, representando a maior inovagédo no campo da fecundacao assistida
na espécie humana (PALERMO et.al., 1992).

Nos dias atuais, a ICSI consiste em um dos procedimentos mais
bem sucedidos para a fecundagdo humana em casos de infertilidade
masculina.

Entretanto a ICSI apresenta algumas peculiaridades de acordo
com as espécies. Em coelhos (KEEFER, 1989), humanos (VAN
STEIRTEGHEM et al., 1993), camundongos (KIMURA e YANAGIMACHI,
1995), equinos (GALLI et al.,, 2002), a introducdo da agulha e a
deposicdo do espermatozoide ja sdo suficientes para induzir a
descondensacdo da cabeca espermatica, formacdo do prondcleo
masculino e o subsequente desenvolvimento embrionario. O mesmo néo
acontece com 0s bovinos, onde é necesséaria uma estimulacao para que

haja desenvolvimento embrionario (MATOS, 2004).

2.2 INJECAO INTRACITOPLASMATICA DE CELULAS ESPERMATICAS

A ICSI permite 0 uso de espermatozoides imoéveis de baixa
capacidade fecundante ou disponiveis em numero limitado (HEUWIESER
et al., 1992). Ademais a ICSI também pode ser executada com
espermatozoides do epididimo e ejaculado, ambos com o mesmo
potencial nos bovinos e humanos (GOTO et. al., 1996; MARTINS et. al.,
2001). Em virtude da possibilidade de recuperacédo de espermatozoides
do epididimo de animais de alto valor genético que morreu a poucas
horas, estes tém apresentado maior interesse porque podem ser crio
preservados mantendo funcionalidade para emprego tanto na FIV quanto
na ICSI. (MARTINS et. al., 2001).
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Do mesmo modo, também é possivel a utilizagdo de gametas
masculinos em estagios iniciais de desenvolvimento como a espermétide
redonda (o mais jovem estagio haploide) e a alongada que podem se
tornar um espermatozoide maduro desde que, apresentem o0 nucleo
contendo um grupo de cromossomos haploides, podendo formar zigotos
qguando introduzidos dentro do citoplasma de odcitos maduros. (MARTINS
et al 2001.; BARTON et al., 1991). O uso de espermatides na ICSI foi
descrito em algumas espécies animais como camundongos (KIMURA et.
al., 1988), hamster (OGURA e YAMAGIMACHI, 1995), bovinos (GOTO
et.al., 1996) e suinos (KIM et. al., 1999).

Em virtude do tipo celular microinjetado a técnica recebe um
nome diferente. A técnica de microinjecdo de espermatides redondas, foi
denominada de ROSNI (round spermatid injection, TESARIK et. al., 1995)
e no caso de microinjecdo de espermatides alongadas passou a se
chamar ELSI (elongated spermatid injection, FISHEL et. al., 1995).

2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A TECNICA DA ICSI

Inimeros fatores podem afetar diretamente a ICSI, pois essa
técnica envolve intensa manipulagdo de odécitos, com constantes
mudancas de meio, ficando mais expostos a variacbes de pH e
temperatura. Além do mais essa técnica transpde todas as barreiras
naturais para a penetracdo do espermatozoide e elimina toda a
seletividade do processo bioldgico de fecundacdo. (GORDON e LAUFER,
1998). Por outro lado, a principal vantagem da referida técnica € a
possibilidade de microinjecdo de varios tipos de células espermaticas
desde que apresentem nucleo integro ou somente cabeca de
espermatozoide, espermatozoide imoével ou morto (IRRITANI, 1991) e
mais recente a microinjecao de espermatozoide liofilizado (KESKINTEPE
et al., 2001).

Condicdes desfavoraveis causadas pela pipeta de injecdo como

injurias ao citoesqueleto, organelas do citoplasma e a introducédo de
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contaminantes biolégicos podem causar perda embrionaria apdés a
transferéncia do embridao (IRRITANI, 1991).

Segundo TOCHARUS et al., (1996) um maior desenvolvimento
embrionario foi alcancado com a utilizacdo de pipetas de diametros
menores em contraposicdo a utilizacdo de pipetas de grande diametro
gue requerem um aumento da forca mecanica adicional e um aumento
de volume de solugcédo microinjetada, podendo causar danos aos odécitos e
atraso no desenvolvimento embrionario. A pipeta ideal para a
microinjecdo de espermatozoides bovinos deve apresentar 6-7 um de
diametro interno e 8-9 um de diametro externo (GOTO et al., 1996).

A maturacdo citoplasmatica € um pré-requisito para ativar os
odcitos a descondensar a cabeca espermatica, isso porgue o citoplasma
do o6cito maturado apresenta um sinal para programar o0
desenvolvimento embrionario e transformar a cromatina espermética em
prondcleo masculino (PERRAULT, 1990). Portanto a composi¢cdo do meio
de maturacédo in vitro é muito importante para que os odcitos adquiram
competéncia para a fecundagdo e desenvolvimento até blastocisto. Uma
dessas substancias essenciais para a maturacao oocitaria € a Glutationa
um importante agente redutor de pontes dissulfidicas do nacleo
espermatico durante a fecundacdo que combate os danos oxidativos de
radicais livres presentes no meio citoplasmatico envolvido na formacao do
prondcleo masculino. (FUNAHASHI et al., 1994; MIYAMURA et al.,1995;
SUTOVSKY e SCHATTEN, 1997).

A dificuldade de desenvolvimento da técnica da ICSI em bovinos
esta relacionada com a forma do ndcleo espermatico (achatado e grande
em tamanho) e a impossibilidade de visualizar o ooplasma sob
microscopia optica. Ademais a cromatina espermatica bovina encontra-se
altamente condensada devido ao maior grau de substituicdo de histonas
por protaminas, que apresentam um maior numero de ligagcbes
dissulfidicas (SELIGMAN et al., 1991; KATAYOSE et al., 1999), quando
comparado com o0 nucleo espermatico de outras espécies mamiferas.
Esse fato implica em maior tempo para descondensar e desenvolver em

pronucleo masculino (QIAN et al., 1996). Portanto, a descondensagéo e a
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formagdo do prondcleo masculino apés a ICSI dependem da
permeabilizacdo da membrana espermatica. Alguns procedimentos
adotados antes da ICSI como: a remocao da cauda e acrossoma por
meios fisicos como a sonificagdo (GOTO, 1993), imobilizacdo do
espermatozoide por congelamento e descongelamento (PERRAULT et
al., 1988; CATT e RHODES, 1995), ou colisdo com pipeta de injecéo
contra a cauda espermatica (KESKINTEPE e BRACKETT, 1999) pode
melhorar os resultados. Espermatozoides de hamster, coelho e peixe
descondensam ap0s injecdo no interior de odcitos, sem qualquer pré-
tratamento. Ao contrério, os espermatozoides dos bovinos (RALL e FAHY,
1985; KEEFER, 1989; CATT e RHODES, 1995), caprinos (KESKINTEPE
et al.,, 1997; KESKINTEPE e BRACKET, 1999), suinos (CATT e
RHODES, 1995) e equinos (BRINGING, 1998) requerem capacitacao
antes da injecdo para completar a liberacdo do material genético.

Para o sucesso no processo da ICSI duas a¢bes sdo primordiais:
imobilizacdo espermética e ruptura da membrana plasmatica do odcito
(PAYNE, 1995).

A imobilizacdo do espermatozoide pela pipeta de injecdo tem
importantes consequéncias para a fecundacao, uma vez que o contato da
pipeta com a cauda espermatica promove a ruptura da membrana
plasmatica (DOZORTSEV et al., 1994). A lesdo na cauda do
espermatozoide permite a liberacdo de fatores citoplasméticos, os quais
induzem a descondensacdo da cabeca esperméatica (FLAHERTY et al.,
1995; PAYNE, 1995). Sugere-se que esses fatores citosolicos
espermaticos também sao responsaveis pela ativacdo do odcito apos a
ICSI (DOZORTSEV et al., 1995).

Um dos principais pontos a serem considerados na aplicacdo da
ICSI nos animais domésticos é sua grande variacdo. Essa variagdo
consiste na habilidade dos odcitos se ativarem apés a ICSI. Nos
humanos, coelhos e camundongos a ativacdo dos oocitos depende
somente do ato de injecdo e deposicado do espermatozoide no citoplasma
(GRONDAHAL et al.,, 1997), porém nos bovinos menos de 20% dos
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oocitos se ativam sem processos artificiais (MAHI e YANAGIMACHI,
1975; GOTO et al., 1990; CUMMINS e JEQUIER, 1994 )

Representando o principal erro da fecundacdo apos a ICSI, a
inadequada ativacdo oocitaria combinada com possiveis falhas na
maturacédo citoplasmatica in vitro pode resultar em baixa descondensacéao
da cabeca espermética e decréscimo no desenvolvimento embrionario
(GOMEZ et. al., 1998).

2.4 APLICACOES DA MICROINJECAO DE CELULAS ESPERMATICAS

Segundo OHLWEILER et al.,(2013) a comparacédo entre FIV e
ICSI na producdo de embrido demostrou que a utilizacdo da referida
técnica pode aumentar a viabilidade de odcitos de ma qualidade.

A ICSI se apresenta como uma alternativa viavel aumentando
significativamente as taxas de clivagem para odcitos de boa qualidade, e
as taxas de blastocisto para oécitos de ma qualidade, como demonstrado

na tabela abaixo.

TABELA 1. Taxa de clivagem e blastocisto obtidos depois FIV e ICSI

usando espermatozoides de dois touros (A e B), e oécitos de boa ou ma

gualidade.
Método de Touro/ % (N)
fertilizac&o gualidade de
odécito Clivagem Blastocisto Média Média
Clivagem Blastocisto
FIV A/ bom 60.0(42/70)%¢ 20.0(41/70)%¢ 60.0(72/120)° 22.5(27/120)°
B/ bom 60.0(30/50)¢ 26.0(13/50)°
A/ ruim 54.7(52/95)° 12.6(12/95)¢ 63.5(106/167)°  11.4(19/167)°
B/ ruim 75.0(54/72)° 9.7(7/72)°
ICSI A/ bom 76.7(23/30)° 26.7(8/30)° 75.0(45/60)° 28.3(17/60)°
B/ bom 73.3 (22/30)** 30.0(9/30)°
A/ ruim 71.4(25/35) ** 22.9(8/35)¢ 68.7(46/67)° 22.4(14/67)°
B/ ruim 65.6(21/32)°¢ 21.9(7/32)%°

Abreviatura: ICSI, Injecdo Intracitoplasméatica de espermatozoides.
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& Odcitos com citoplasma homogéneo com nenhuma ou poucas
granulacbes escuras e completamente cercado com mais de trés
camadas de células do cumulus compactas.

P Oécitos com citoplasma heterogénea com varias granulacdes
escuras, total ou parcialmente cercado com células do cumulus néo
compactas e um pouco escura.

¢4 Dentro de uma coluna as propor¢des que ndo tem o mesmo

expoente sdo diferentes (P<0,05).

Fonte: Adaptado de OHLWEILER et al., Intracytoplasmic sperm
injection improves in vitro embryo production from poor quality
bovine oocytes. Therio., v. 79, p. 778-783, 2013.

2.4.1 Reproducéao assistida em humanos

A ICSI tem sido utilizada em humanos para o estudo dos eventos
celulares oriundos da interacdo de gametas durante a fertilizacéo
(PERREAULT et al., 1988; GOTO et al., 1990; DORZOTSEV et al., 1997 )
e para pesquisas no tratamento de subfertilidade masculina. As primeiras
gestacbes foram notificadas a partir de 1990 (PALERMO et al., 1992).
Taxas de fertilizacao de até 80 % e taxa de gravidez clinica de 45% apés
a ICSI tem reduzido a necessidade de doador de esperma para
inseminacdo ou adogdo de criangas por casais com fator de infertilidade
masculina grave (PALERMO et al., 1992).

2.4.2 Intensificacdo do processo de producao de embrides in vitro

A ICSI é uma importante ferramenta para a produgé&o in vitro de
embrides de mamiferos. Em bovinos, uma grande vantagem da ICSI
reside na possibilidade de permitir o uso de espermatozoides que nao
seriam capazes de fertilizar o odcito pela FIV convencional. A ICSI pode
desta forma ser utilizada quando um pequeno numero de

espermatozoides estd disponivel ou quando estes se apresentam
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iméveis, sem cauda ou com lesdes de membrana ( PARRISH et al., 1986;
GOTO et al., 1996; CATT et al., 1996; HAMANO et al., 1999).

A ICSI também torna possivel a utilizacdo de gametas masculinos
em estagios iniciais de desenvolvimento. O uso de espermatide ou nucleo
de espermatide para producdo de blastocistos por meio da ICSI foi
descrito em algumas espécies de animais domésticos como hamster
(OGURA e YANAGIMACHI, 1993); bovinos (GOTO et al., 1996).
camundongos (KIMURA et al.,, 1998) e suinos (KIM et al.,, 1999)
Associada a puncao folicular (OPU) guiada por ultrassom para a producao
in vitro de embribes bovinos, a ICSI podera ser utilizada como uma
alternativa para que sejam alcancadas altas taxas de desenvolvimento
embrionario (OIKAWA et al., 2001).

Além disso, a ICSI pode trazer aplica¢cdes promissoras no campo
da reproducéo de animais em risco de extin¢do, onde a fertilizagéo in vitro
ainda nao foi estabelecida para a obtencéo de bons resultados.

Contudo, na literatura, ha relatos de que as taxas de clivagem e
de desenvolvimento embrionario de odécitos bovinos microinjetados sdo
mais baixas que as de outras espécies. Taxas de fecundacdo sem
ativagcdo quimica dos odcitos sdo particularmente altas em humanos (40 a
70%) (DEVROEY et al., 1994; LUNDIN et al., 1994), mas inferiores a 20%
em alguns trabalhos realizados na espécie bovina (WESTHUSIN et al.,
1984; KEEFER et al., 1990; GOTO et al., 1990 ). Assim, em contraste a
reproducao assistida em humanos, a ICSI em bovinos ainda néao alcangou
aplicacao pratica, devido a baixa eficiéncia na producédo de gestacdes e

nascimentos por meio desta técnica em relacdo a FIV convencional.

2.4.3 Produgéo de animais com sexo pré-determinado

A associacao da ICSI com a sexagem de espermatozoides tem
sido objeto de estudo em bovinos, demonstrando vir a ser uma alternativa
promissora para a producdo in vitro de embrides sexados de animais
domésticos (MEDVEDEV et al.,1997; HAMANO et al., 1999; SEIDEL et

al., 1999). O controle da razdo de nascimento entre machos e fémeas,
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obtendo-se animais de sexo selecionado de acordo com as necessidades
produtivas de cada setor, contribuird para a intensificagdo do processo de
melhoramento genético ou producédo comercial.

Um trabalho divulgado por JO et al.,, (2014) demonstrou a
eficiéncia da producéo de embrides de fémeas bovinas e a capacidade
de desenvolvimento in vitro a partir da técnica de ICSI com o sémen
bovino selecionado por citometria de fluxo (ssICSI) e indiferenciados
(uslICSI). Para efeitos de comparacdo, embrides bovinos também foram
produzidos por fertilizacao in vitro (FIV) com sémen ordenada (ssIVF) e
indiferenciados (uslVF). O sémen utilizado neste estudo era de um touro
escolhido por sua alta fertilidade e capacidade de desenvolvimento de
blastocisto. Os resultados demonstraram que as taxas de formacao de
pronucleo e as taxas de clivagem no grupo ssIVF (23,1% e 43,6%) foram
menores do que nos grupos de usIVF (71,1% e 71,6%), usICSI (73,1% e
92,8%) e ssICSI (75% e 79,1%), respectivamente (P <0,05). Além disso, a
taxa de formacado de blastocistos no grupo ssIVF foi menor do que nos
grupos de uslVF, usICSlI, e uslICSI (2,7% versus 30,2%, 28,7% e 24,7%,
respectivamente, P <0,05). A taxa de formagéo de blastocistos no grupo
ssICSI foi semelhante a do grupo usICSI o que indica que a ICSI pode
resgatar o dano ocasionado ao sémen por citometria de fluxo. Na
avaliacdo da qualidade do embrido pela contagem do nimero de células
normais e apoptéticas, verificou-se que, apesar do fato de que a taxa de
formacgédo de blastocistos no grupo sslVF foi significativamente inferior a
taxa dos grupos uslVF, usICSI e ssICSI, ndo houve diferenca em
nameros totais e apoptose de células entre esses grupos (P> 0,05). Por
fim, a andlise de caridtipo demonstrou que a porcentagem de embrides do
sexo feminino nos grupos ssICSI e ssIVF foi de 100%, ao passo que era
de 58,8% e 57,8% no uslVF. Em concluséao, a ICSI com citometria de
fluxo ordenado de sémen bovino fornece uma abordagem alternativa para

a producéo de embrides com sexo pre-determinado (JO et al., 2014).

2.4.4 Producgéo de animais transgénicos
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A ICSI tem sido aplicada com sucesso na producdo de animais
transgénicos como camundongos (PERRY et al., 1999), sendo o
espermatozoide utilizado como o carreador de fragmentos de DNA
exdgeno. Neste caso, 0 espermatozoide é tratado para permeabilizacéo
da membrana por meios fisicos ou quimicos, antes da incubacdo com
plasmideos de DNA, sendo as cabecas isoladas de espermatozoides
microinjetadas junto com o DNA exdgeno para a fertilizacdo dos odcitos
(GANDOFI et.al., 2000).

2.5 PROCEDIMENTOS PARA REALIZACAO DA MICROINJECAO
INTRACITOPLASMATICA DE CELULAS ESPERMATICAS

2.5.1 MATERIAL BIOLOGICO

2.5.1.1 GAMETA MASCULINO

Podem ser utilizados diferentes tipos esperméaticos para promover
a fecundacdo do odcito na ICSI, dentre eles espermatozoides maduros,
espermatozoides imaturos e células sem diferenciacdo, como as
espermatides que podem ser obtidos respectivamente do ejaculado, do
epididimo e testiculo de bovinos, sendo apenas necessario que o nucleo
destas células esteja viavel, ou seja, a cabeca do espermatozoide néo
deve apresentar alteracdbes morfoldgicas. Consequentemente no
procedimento de ICSI podem ser utilizados espermatozoides que
apresentem defeitos de cauda nao interferindo negativamente no
procedimento da técnica uma vez que, durante a técnica tem-se o corte

da cauda.

2.5.1.2 PREPARACAO DOS ESPERMATOZOIDES PARA A
MICROINJECAO

Podem ser utilizados espermatozoides recém-colhidos ou
congelados. O descongelamento das palhetas com sémen é realizado em

banho-maria, com agua a temperatura de 37°C por 20 segundos.
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A selecdo dos espermatozoides viaveis pode ser feito por
sonificagdo ou centrifugacdo. O processo de sonificagdo consiste em
aplicacao de energia ultrassonica de alta intensidade por um desruptor de
células (UNIQUE) que transforma a energia elétrica em mecanica. A
poténcia desta energia mecanica causa o rompimento das células.
(KEEFER, 1989; GOTO, 1993) .

Ja o procedimento de centrifugacdo é feito em gradiente de
Percoll 45/90%. Nesse caso a cauda dos espermatozoides deve ser
cortada pela aplicagdo de um impulso piezo durante o procedimento de
microinjecdo. Esse fato aumenta a taxa de fecundacao, por liberacédo de
fatores citosolicos (MATOS, 2004).

Os espermatozoides selecionados sao capacitados através da
incubacédo com heparina (20 pL/ml) a 38,5°C em atmosfera umidificada a
5% de CO, durante 15 minutos antes de serem utilizados na ICSI (JO et
al., 2014).

No entanto, antes da microinjecdo dessas células é necessario
uma avaliacdo quanto a sua estrutura nuclear. A técnica empregada € a
observacdo da cromatina espermatica, por meio do uso de um corante
triciclico heteroaromatico que, se intercala a dupla hélice do DNA sob a
forma de monbémeros, ou de agregado quando o DNA encontra-se
danificado. Quando ha formacdo de monbmeros visualiza-se coloragao
verde, enquanto se estiver danificado vai apresentar coloracdo vermelha
(MARTINS et al., 2001).

2.5.2 GAMETA FEMININO

Os odcitos a serem empregados na ICSI podem ser obtidos de
vacas vivas através da técnica de ovum pick-up ou podem advir de
ovarios de animais de abatedouros. No entanto todos os odcitos devem
passar por um periodo de maturacao in vitro (MIV) de 22 a 24 horas antes

do processo de microinjegao.

2.5.2.1 PREPARACAO DOS OOCITOS PARA INJECAO
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ApoGs o periodo de maturacdo (MIV) o complexo de células do
cumulus-oécito (COCs) deve ser lavado em hialuronidase. Apds, devem
ser pipetados cuidadosamente para a retirada das células do cumulus.
Apos a retirada das células do cumulus os odcitos sédo lavados e mantidos
em meio de bancada (TCM 199 com sais de Hank’s, sais de HEPES, SFB
e antibidticos) cobertos com 6leo mineral. Em seguida, os od0citos que
apresentarem o primeiro corpusculo polar no espaco perivitelinico séo
selecionados e separados em outra gota de meio de bancada. Para a
microinjecdo sao usados apenas 0s 00citos que apresentarem o primeiro
corpusculo polar (MARTINS et al., 2001).

Embora o desnudamento dos odécitos seja necessario para a ICSI,
esse procedimento influencia negativamente a capacidade de
desenvolvimento dos embrides. (SIRARD, 1988; COX et al., 1993;
HASHIMOTO et al., 1998).

As células do cumulus apresentam efeitos positivos durante as
fases iniciais de fecundagéo e desenvolvimento embrionario, diretamente
no processo de capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal (FUKUI,
1992). Indiretamente atuam na reducéo de radicais livres presentes no
meio (HASHIMOTO et al., 1998). Portanto, apesar do procedimento de
ICSI ndo ser feito com a presenca de células do cumulus para facilitar a
penetracdo dos espermatozoides, 0 método de desnudamento pode ter
efeitos deletérios para o desenvolvimento do embrido em virtude das
possiveis acfes das enzimas empregadas e ou pela acao fisica utilizada
para a remocao das células (MATOS, 2004).

Além do desnudamento, outro procedimento realizado para o
preparo dos o0citos para a manipulacdo é a centrifugacao, que tem como
objetivo tornar o citoplasma mais claro, permitindo a visualizagdo da
pipeta e do local de deposicdo do espermatozoide durante a ICSI
(CHUNG et al., 2001). Ja foi demonstrado que a centrifugacao exerce
pouco efeito deletério no desenvolvimento dos zigotos. (WALL et al.,

1985) podendo, no entanto, causar ativacdo partenogenética dos odécitos
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guando realizada a altas velocidades, acima de 10.000x g (CHUNG et al.,
2001)

Os odcitos selecionados para o procedimento de ICSI devem
apresentar o primeiro corpusculo polar (CP). A presenca do corpusculo
polar € importante para a localizacdo da placa metafasica e introducdo da
pipeta (PALERMO et al., 1996). Além disso, a presenc¢a do primeiro CP é
um parametro para avaliagdo do sistema de maturagdo in vitro. No
entanto essas caracteristicas ndo garantem a capacidade de

desenvolvimento embrionario (MATOS, 2004).

2.6 MICROMANIPULACAO CONVENCIONAL VERSUS
MICROMANIPULACAO ASSISTIDA POR PIEZO

A Injecao Intracitoplasmética de Espermatozoides (ICSI) tem sido
uma técnica empregada em todo o mundo, desde que UEHARA e
YANAGIMACHI (1976) apresentaram sua aplicacdo. Desde entéo, pipetas
de injecdo com um bisel tém sido amplamente utilizadas para este
procedimento. As pipetas de manipulagdo sao produzidas utilizando
capilares de borosilicato (MARTINS et al., 2001).

Em 1995, um método usando pipeta impulsionado - PIEZO foi
aplicado aos odcitos de ratos que foram facilmente rompidos e relatou-se
uma alta taxa de sucesso ( KIMURA e YANAGIMACHI, 1995). Na técnica
de PIEZO-ICSI um dispositivo é utilizado para promover a insercdo de
uma agulha no interior do odcito por movimentos piezo-elétricos.

Este método faz a ICSI mais eficiente em comparacdo com a
introducéo convencional da agulha, especialmente para equinos onde o
oolema é de dificil penetracdo. Melhores resultados tém sido relatados em
humanos (YANAGIDA et al., 1999) , vacas (DEVITO et al., 2010), quando
a ICSI com Piezo foi comparada com a ICSI convencional.

Além do mais, a aplicagédo do Piezo resultou em maiores taxas de
ativacdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario apés a ICSI em

equinos, por garantir uma correta microinjecdo do espermatozoide,
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eliminando a maior parte dos problemas da técnica na espécie
(HINRICHIS 2005).

Durante a ICSI é importante 0o rompimento da membrana do
espermatozoide antes da injecdo, garantindo que os fatores citosélicos,
essenciais para a ativagdo do odcito sejam liberados (DEVITO et al.,
2010; HINRICHS, 2005).

Em humanos e em outras espécies de mamiferos, a ativacao
oocitaria que ocorre nos oocitos microinjetados € mediada por um fator
esperméatico ativador do oocito (SAOAF) supostamente liberado ap6s o
inicio da descondensacdo espermatica (TESARIK et al, 1994,
RYBOUCHKIN et al., 1995; PARRINGTON et al., 1996). A liberacdo do
SAOAF estaria condicionada a danos da membrana espermatica que
favoreceriam a sua liberacdo para o odcito, uma vez que ndo ocorre na
ICSI a fusdo de membrana do espermatozoide e a membrana plasmatica
do odcito (SWANN et al., 1994).

Em bovinos acredita-se que o espermatozoide tenha o mesmo
fator espermatico (SAOAF) que os espermatozoides de outras espécies
(PARRINGTON et al., 1996; KATAYOSE et al., 1999), porém, é possivel
gue a concentracdo deste fator varie entre as células ou que a sua
liberacdo seja de alguma forma comprometida em bovinos pela ICSI.
Entretanto (DOZORTSEV et al.,1997) propuseram, a existéncia de um
fator de descondensacéo do nucleo espermatico (SNDF), uma substancia
presente no odécito com participacdo na descondensacdo do nucleo do
espermatozoide apdés a sua penetracdo. De forma semelhante ao
mecanismo sugerido para a acdo do SAOAF, foi proposto que a
membrana do espermatozoide deveria sofrer uma leséo parcial antes da
microinjecdo, para o SNDF entrar em contato com o nucleo do
espermatozoide e, assim, ocorrer a liberagdo do SAOAF (MATOS, 2004).

2.6.1 Piezo-Dirill
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O Piezo-Drill € uma ferramenta que provoca um impacto inercial e
foi desenvolvida para uso em procedimentos como a ICSI, Transferéncia
Nuclear e outras técnicas transgénicas.

O Piezo-Drill  produz pulsos elétricos que percorrem
longitudinalmente a pipeta e faz a ponta da mesma vibrar. Esses pulsos
sdo a chave para a perfuracdo da zona pelicida e oolema com maior
sucesso, garantindo melhores resultados nos procedimentos de ICSI e
transferéncia nuclear (TN) para muitos tipos de odcitos incluindo rato,
bovino, ovino, suino, equinos e humanos.

As vantagens apresentadas pela técnica do Piezo-Drill decorrem
de melhores taxas de sobrevivéncia de odcitos porque este € um método
menos traumatico do que o tradicional. Além disso, 0 oolema pode ser
penetrado sem aspiragdo reduzindo vazamento do ooplasma. Ademais,
fornece a garantia de que o oolema foi perfurado, por isso h4 maiores
taxas de fertilizacdo em procedimentos de ICSI.

Por outro lado, a utilizacdo do Piezo-Drill apresenta limitacoes
dentre as quais se podem destacar a toxicidade do mercurio e os danos
para a membrana celular decorrentes da amplitude das oscilacées da
ponta da pipeta de injecéo.

Em bovinos o didametro interno e externo das pipetas de fixacéo
de odcitos ideal € de 6-7 um e 8-9 um respectivamente, no caso da ICSI
convencional. As pipetas de fixacdo de odcitos deve ter um diametro
interno menor que o o06cito e o didmetro externo deve ser maior que o
odcito. Se o diametro interno do capilar € muito grande ele pode causar
deformacfes no odcito. Do mesmo modo se o diametro externo do capilar
€ muito pequeno nao vai ser capaz de fixar o o6cito para a penetracdo da
zona pelucida (MARTINS et al., 2001).

O capilar de penetracdo do odcito € carregado com 2 uL de
mercurio. O uso do mercurio permite a penetracdo do capilar na zona
pelicida e oolema devido a explosdo de pressdo que é causada pelo
abrupto movimento axial da coluna de mercurio (KIMURA e
YANAGIMACHI., 1995; FAN et al., 2006).
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Entretanto oscilagbes laterais da ponta do capilar também
acontecem quando o0s impulsos piezo-elétricos sdo aplicados o que
interfere negativamente no procedimento (EDIZ e OLGAC., 2005; GAN et
al., 2008). Nesse caso a utilizacdo do mercurio no capilar é destinada a
suprimir as oscilacdes laterais indesejadas para melhorar a eficiéncia de
perfuracao.

Quando a penetracdo do oolema € bem sucedida tem-se um
rapido relaxamento do mesmo. Os espermatozoides devem ser injetados
rapidamente, pois quando tem um atraso na injecdo h& degradacédo dos
fatores de ativacdo dos odcitos liberados pelos espermatozoides.

2.6.2 Piezo-Driven

HUANG et al., 2011 iniciaram um estudo em embrides de peixe-
zebra usando um novo sistema de injecdo de células o Piezo-Driven.
Esse sistema utiliza de vibracdo de ultrassom para o processo de
microinjecdo. Esse novo equipamento apresenta vantagens em relagcéo a
tecnologia tradicional porque utiliza forca de ultrassom para penetrar a
membrana celular. O piezo-driven centraliza o poder de oscilacdo na
pipeta injetora através de uma pilha piezo localizada perto da pipeta
injetora, isso reduz o efeito de vibracdo na ponta lateral da pipeta de
injecdo a niveis satisfatérios mesmo sem a coluna de mercurio. Por
conseguinte a forca de injecdo necessaria da pipeta injetora € menor, o
gue ajuda muito no controle de injecédo de células. Ademais ha diminuicéo
na deformacédo da célula durante a injecdo, reduzindo o dano as células.
Além do mais, com o emprego adequado de frequéncia e amplitude séo
reduzidas as oscilagOes laterais da ponta da pipeta injetora. Outro sim, a
retirada do mercurio torna a proposta atraente em larga escala para a
aplicacdo na ICSI (HUANG et al., 2011).

2.7 TECNICA DE MICROINJECAO
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Um dos fatores mais importantes para o sucesso da ICSI é o
método de microinjecdo do espermatozoide. Os espermatozoides a serem
microinjetados sdo preparados em suspensao de polivinilpirrolidona
(PVP). O PVP promove aumento da viscosidade do meio, causando uma
reducdo de motilidade dos espermatozoides facilitando a sua aspiragéao e
imobilizagdo pela pipeta. Ademais o PVP reduz a aderéncia dos
espermatozoides nas paredes da pipeta, faciltando o processo de
aspiracdo e deposicdo do espermatozoide no odcito. Entretanto foi
provado que o PVP pode causar a estabilizagdo da membrana do
espermatozoide afetando a formacdo do pronucleo masculino ou ainda
guando injetado em grande quantidade pode impedir o contato com as
substancias do citoplasma responsaveis pela descondensacdo do
espermatozoide (MATOS, 2004).

Apds serem examinados em gotas de PVP um espermatozoide
com morfologia normal e que se movimenta lentamente na placa de Petri
€ selecionado. ApGs a selecdo do espermatozoide a pipeta de injecédo é
posicionada acima da por¢do meédia da cauda do espermatozoide,
encostada e tracionada, imobilizando-o no fundo da placa. Apdés o
espermatozoide imobilizado é aspirado pela cauda para dentro da pipeta.
O gameta masculino deve ficar posicionado préximo a abertura da pipeta
de injecdo para evitar a entrada de grande quantidade de PVP no interior
do odcito (MATOS, 2004).

Para a microinjecdo é necessario posicionar o odécito, usando a
pipeta de fixacdo, horizontalmente por meio de leve succéo, de forma que
0 primeiro corpusculo polar figue na posicédo 6 ou 12 horas. Assim evita-
se que a pipeta cause lesdo na placa metafasica, pois na maioria das
vezes a placa metafasica esta proxima ao CP, o que causaria dificuldade
para a extrusdo do segundo corpusculo polar (KIMURA e YANAGIMACHI,
1995; PAYNE, 1995).

Apés isso a pipeta de injecdo contendo apenas um
espermatozoide ou espermatide é transferida da gota de gametas
masculinos para a gota que contém o odécito. Na ICSI convencional a

pipeta de injecdo € colocada com a ponta direcionada para a posi¢ao de 3
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horas em relacdo ao CP. Em seguida a pipeta de injecdo € empurrada
contra a zona pellacida (ZP), até perfura-la e estar situada dentro do
odcito. Para garantir que houve rompimento da membrana plasmatica e
gue o espermatozoide seja depositado no local certo uma pequena
guantidade do citoplasma do odcito deve ser aspirado para dentro da
pipeta, indicando que a membrana se rompeu. Em seguida o citoplasma
deve ser empurrado lentamente para dentro do odcito juntamente com o
gameta masculino. Logo apds a pipeta de injecéo é retirada do o0cito e o
local da perfuracdo da membrana plasmética assume sua configuracéo
original (MARTINS et al., 2001).

Com o advento do equipamento denominado de piezo- elétrico
por KIMURA e YANAGIMACHI (1995) houve um aumento da taxa de
sobrevivéncia de odcitos de camundongos de 16% para 80% e da taxa de
fertilizacdo de 8% para 80%. Esse equipamento provoca pulsos
transmitidos a pipeta de injecdo que promovem a perfuragcdo da zona
pelicida e da membrana plasmatica, com pouca distorcdo da célula.
(KIMURA e YANAGIMACHI, 1995). Mais tarde esse equipamento foi
utilizado na ICSI em bovinos e humanos, resultando em altas taxas de
sobrevivéncia e formacdo de pronucleos, sem necessidade da aspiracédo
do citoplasma para a deposicdo do espermatozoide no interior do odcito
(HUANG et al., 1996; YANAGIDA et al., 1999; HORIUCHI et al., 2000 ).

2.8 ATIVACAO DOS OVOCITOS MICROINJETADOS

A ativagéo artificial do odcito apds a ICSI € necessaria uma vez
gue a microinjegcdo de espermatozoides e a estimulagdo mecanica
promovida pela introducdo da pipeta de injecdo nao sao suficientes, em
mais de 90% dos casos para ativar os ovocitos bovinos (KEEFER et al.,
1990)

A ativacdo de odcitos dos mamiferos pode ser induzida por
diversos estimulos, incluindo etanol (NAGAI, 1987; MINAMIHASHI et al.,
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1993; HAMANO et al., 1999; HORIUCHI et al.,, 2000), ionomicina
(SUSKO-PARRISH et al., 1994), ciclohexamida (YANG et al., 1994;
PRESICCE e YANG., 1994), 6-dimetilaminopurina (FULKA et al., 1991) e
corrente elétrica (WARE et al., 1989; PROCHAZKA et al., 1993), entre
outros.

Para ser considerada fisiol6gico, a estimulacdo do odcito deve
resultar na geracéo de Ca*? e dar inicio a outros eventos associados &

ativacao.

2.8.1 Agentes Fisicos

Com o objetivo de melhorar as taxas de formacao de pronucleo e
clivagem dos odcitos microinjetados sao aplicados tratamentos fisicos
como: microinjecdo de espermatozoides com o uso da pipeta de injecao
de células espermaticas e a estimulagdo mecanica promovida pela
introducéo da pipeta de injecdo (KEEFER et al., 1990).

2.8.2 Agentes Quimicos

2.8.2.1 Pulsos elétricos

Os pulsos elétricos promovem uma alteracdo da permeabilidade
da membrana plasmatica do odécito, levando a difusdo de calcio
extracelular para o interior do citoplasma. Desta forma ocorre um aumento
de célcio intracelular que promove a ativagédo oocitaria (ZIMMERMANN e
VIENKEN, 1982).

Ao contrario de outras espécies animais, as células dos bovinos
sdo sensiveis aos pulsos elétricos e um aumento nos parametros de
pulsos elétricos pode causar dano ao fuso meiético, levando a separacao
anormal de cromatina com formacao de varios pronucleos (SOLOY et al.,
1997).
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2.8.2.2 Etanol

O etanol promove a formacdo de um Unico pico de calcio
intracelular, de curta duracdo, que promove a destruicio do fator
citostatico (CSF), levando a ativacdo do odcito (PRESICCE e YANG.,
1994). A utilizacdo do etanol para ativacdo de odécitos bovinos gerou taxa
de ativacdo de 25-49%. Quando o etanol foi combinado com o uso de
ciclohexamida para incubacéo a taxa de ativacdo dos odcitos foi de 99%
(YANG et al., 1994).

2.8.2.3 Ca-l1 A23187

lonoforos de calcio sdo substancias lipossoluveis que se ligam a
certos ions, transferindo-os através da membrana plasmética para o
interior do odcito.

A molécula de célcio ionéforo (Ca-1 A23187) transporta 2 ions de
H* do odcito para o meio extracelular, gerando ao mesmo tempo uma
corrente de fons Ca*? para o interior do oécito. O pico de célcio promove a
ativacao de processos proteoliticos causando a degradacéo da ciclina B e
a reducao da atividade do fator promotor da meiose (MPF) (WANG et al.,
1998). Melhores resultados sdo observados quando a molécula de Ca-l é
associada a outras substancias que inibem a atividade do MPF como a
ciclohexamida (SUTTER et al., 2000).

2.8.2.4 lonomicina

A ionomicina é um ionoforo de calcio que promove a retomada da
meiose. A ionomicina aumenta o numero de estimula¢cdes o0 que promove
uma melhor ativacdo dos o0citos. Sua combinacdo com a 6-
Dimetilaminopurina (6-DMAP) promove altas taxas de ativagéo e clivagem
(RHO et al., 1998).

2.8.2.5 Ciclohexamida (CHX)
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A ciclohexamida é uma tetraciclina inibidora da sintese de
proteina de células eucaridticas. Ela atua sobre a peptidiltransferase e
interrompe a sintese proteica. Dessa forma inibe a sintese de CSF pelo
oocito e o0 MPF permanece inativado (PRESICCE e YANG, 1994). A CHX
€ usada normalmente para a completa inativacdo do MPF (SOLOY et al.,
1997).

2.8.2.6 6-Dimetilaminopurina

A 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) é um inibidor especifico da
fosforilacdo proteica. O 6-DMAP causa ativacdo dos od0citos pela
desfosforilagdo do MPF (LIU e WANG., 1997). Bons resultados de
ativacao de odcitos bovinos tém sido obtidos pela combinacao de Ca-l ou
ionomicina com 6-DMAP. Por outro lado, o uso de inibidores proteicos
para a ativacdo pode impedir a extrusdo do segundo corpusculo polar ou
a singamia, levando a altera¢cfes de cariotipo (KING et al., 1988; FUKUI et
al., 1992; WINGER et al., 1997; RHO et al., 1998).

2.8.2.7 Ditiotreitol (DDT)

O DDT é um agente quimico que quando combinado com outros
agentes quimicos como o Triton X-100 e alquiltrimetilamonio (ATAB)
aumentam a descondensacdo dos espermatozoides, porém com
possiveis danos aos cromossomos paternais (HAMANO et al.,, 1999;
SZCYGIEL e WARD, 2002).

ApOs o periodo de ativagéo, os ovocitos sao incubados em PBS
com BSA (6mg/ml) para bloguear o processo de ativagdo. Em seguida os
odcitos sdo lavados em meio SOF e colocados em meio de cultivo por um
periodo de 7 dias (MARTINS et al., 2001).
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4 RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO

4.1 Introducao

O estagio supervisionado € uma disciplina exigida no 10°
semestre do curso de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia
(UnB), para a obtencao do grau de bacharel em Medicina Veterinaria.

O estéagio curricular foi realizado no periodo de 26 de Marco a 30
de Maio de 2014 com carga horaria de 40 horas semanais, totalizando
480 horas na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia —
CENARGEN, sob a supervisao e orientacdo da pesquisadora Dra. Margot
Alves Nunes Dode e do professor Dr. Ivo Pivato.

Durante o periodo de 3 meses foram acompanhadas as
atividades no Laboratério de Reproducdo Animal ( LRA 1) prédio da
biotecnologia (PBI) localizado no CENARGEN.( Parque Estacao
Ecologica — PgEB- Av W5 Norte., e também as atividades realizadas no
Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem (CES) (LRA II).
Estrada Taguatinga/Nucleo Bandeirante, Brasilia, DF.

4.2 Atividades Desenvolvidas

e Acompanhamento das atividades de lavagem; esterilizacdo e
preparacao de meios de cultivo;

e Acompanhamento da atividade de aspiracdo e dissecacao de
foliculos;

e Acompanhamento da atividade de Producdo in vitro de
Embrides (PIV).

e Acompanhamento das atividades de rotina do LRA nos
laboratoérios do PBI;

e Acompanhamento das atividades de rotina e experimentais da
fazenda Sucupira;

e Acompanhamento das atividades de avaliagdo de sémen;

e Participacdo no Journal Club
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4.2.1Rotina no LRA |

Durante o estagio no LRA | a rotina consistiu de acompanhar
projetos relacionados a retencdo de maturacdo de ovocitos utilizando
diferentes concentragbes de Cilostamida, producéo in vitro de embrides,
maturacdo de ovocitos, avaliagdo morfoldgica de espermatozoides
bovinos, criopreservacdo de espermatozoides, entre outros como
exemplificado no Quadro 1.Dentre as varias atividades acompanhadas a
mais corriqueira foi a aspiracdo folicular juntamente com a fertilizagéo in
vitro (FIV).

Abaixo segue duas tabelas com um resumo das atividades
desenvolvidas durante o estagio.

Tabela 2. Rotina de atividades acompanhadas/desenvolvidas no
LRA | e quantidades de vezes observadas e/ou realizadas.

Atividades Desenvolvidas/ Numero
Acompanhadas
Lavagem e esterilizacdo de *
materiais
Producao de pipetas para 100
manipulacéo de odcitos e
embrides
Aspiracao folicular de ovarios 200

de abatedouros

Dissecacao de foliculos 10

maiores que 3 mm

Producéao in vitro de embrides 15
Preparo de meios 5
Limpeza do banho-maria 7
Limpeza de estufa 2
Avaliacdo da morfologia 10

espermatica
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Fixac&o e coloracao de 50
odécitos
Participacédo no “Journal 12
Club”
Acompanhamento da 1
Clonagem

Acompanhamento da 20

fertilizacao in vitro (FIV)

* Realizada diariamente

4.2.2 Rotina da Fazenda Sucupira —LRA I

Na fazenda Sucupira, a rotina das atividades acompanhadas
compreendeu o uso da ultrassonografia para avaliacdo de dinamica
folicular em bezerras, sincronizacdo de vacas, avaliagcdo de involucao
uterina em vacas paridas, coleta de embrido de porcas, palpacao retal,
técnica de Ovum pick up (OPU), videolaparoscopia para aspiracao
folicular em bezerras entre outras.

Tabela 3. Atividades desenvolvidas/acompanhadas no LRAII

(Fazenda Sucupira) e quantidade de vezes realizadas e/ou observadas.

Atividades Desenvolvidas/ NUmero
Acompanhadas
Acompanhamento da 10

Aspiracao Folicular guiado por
Ultrassonografia (OPU) em

bovinos
Palpacéo retal 25
Vermifugacao de ovinos 20
Coleta de sangue em bovinos 10

Criopreservacao de sémen 5
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Protocolo de IATF 20
Ultrassonografia 40
Acompanhamento de 10

Transferéncia de Embrides

Acompanhamento Aspiracéo 1
Folicular in vivo

(videolaparoscopia)

Coleta de sEmen ovino 10

Acompanhamento de Coleta 10
de EmbriGes de Porcas

(laparoscopia)

4.2.3 Aspiracao folicular

Os ovarios usados na rotina do laboratério de reproducdo animal
(LRA 1 e 1l) sdo obtidos em abatedouros da regido. Depois de colhidos no
abatedouro sao transportados em caixa térmica em solucéo salina 0,9%
suplementada com antibiéticos e aquecida a 35°C. Ao chegar ao
laboratério os ovarios sao lavados com solugcdo salina aquecida a 35°C
para retirar o excesso de sangue e facilitar a aspiracdo e/ou dissecacéao e
sdo mantidos no banho-maria enquanto ocorre o processo de aspiracao.
O processo de aspiracdo dos odcitos inicialmente era feito com bomba a
vacuo e depois foi substituido por seringa com agulha 40x12, verificando
uma maior taxa de recuperacgao de o4citos.

Antes de comecar o processo de aspiracdo € ideal que o fluxo
laminar e o banho-maria sejam ligados com pelo menos 2 horas de
antecedéncia, assim como deve ser feita a limpeza de todo o local com
alcool 70%. Ademais devem ser colocados tubos de 15 ml no banho-
maria e a verificagdo dos equipamentos de aspiragao.

Apés a puncgdo o ideal é aguardar 10 minutos para que 0s 00citos
sedimentem no fundo do tubo. O pellet deve ser retirado com o auxilio de

uma pipeta Pasteur e colocado em uma placa de petri, contendo meio de
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lavagem (TCM-HEPES) com 10% de Soro Fetal Bovino. Os odcitos sé&o
rastreados e os encontrados s&o colocados em outra placa de petri,
contendo 2-3 mL de meio de lavagem. Os odécitos sdo selecionados
guanto a qualidade, avaliando uniformidade do citoplasma e quantidade e
aparéncia das células do cumulus.

Tanto os odcitos oriundos de aspiracdo folicular quanto os
oriundos de dissecacdo podem ser rastreados e selecionados no meio
(LAV — TCM-Hepes com 10% de soro fetal bovino) ou liquido folicular
centrifugado.

Para que a viabilidade dos odcitos ndo seja afetada drasticamente
€ necessario todo o processo desde a colheita dos ovarios no abatedouro

até a maturacao nao ultrapasse o tempo de 4-6 horas.

4.2.4 Producéao in vitro de embrides

O processo de producédo in vitro de embrides se divide em trés
etapas: maturacédo in vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV), e cultivo in
vitro de embrides.

Antes de iniciar o procedimento os meios devem ser estabilizados

com no minimo 2 horas de antecedéncia.

4.2.4.1 Maturacao in vitro

A classificacdo dos odcitos ocorre de acordo com a quantidade de
camadas de células do cumulus e a qualidade morfolégica intracelular.

Grau 1: cumulus compacto contendo mais de trés camadas de
células e citoplasma do odcito apresenta homogéneo.

Grau 2: cumulus compacto, parcialmente presente ao redor do
ooOcito, com menos de trés camadas celulares. O citoplasma possui
granulacdes distribuidas de modo heterogéneo.

Grau 3: cumulus presente, porém expandido. O citoplasma
apresenta-se contraido, degenerado, fragmentado ou com presenca de

vacuolos.
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Grau 4: oocitos desnudos, células do cumulus ausentes, porém o
citoplasma apresenta granulagdes homogéneas.

Atrésicos: citoplasma com granulacdes irregulares e células do
cumulus enegrecidas.

Os odcitos de grau | e Il sdo selecionados e colocados para
maturar em gotas com 150 a 200 ul de meio de maturacdo, cada gota
com 25 a 30 odcitos cobertos por 6leo mineral. A placa de maturacao
deve ser estabilizada previamente para evitar alteracbes de pH. O
processo de maturacdo ocorre em um periodo de 22-24 horas a
temperatura de 38°C com atmosfera de 5% de CO, em ar.

4.2.4.2 Fecundacéo in vitro (FIV)

A FIV é realizada com oécito maturo, ou seja, que esteja na
metafase I da meiose e, além disso, também precisa de um
espermatozoide capacitado. Por isso apds o processo de maturacdo os
ovacitos sao lavados em meio de fecundacdo—FEC e transferidos para as
gotas de FIV previamente estabilizada.

O FEC é adicionado de penicilamina, hipotaurina que tém por
funcdo agir como antioxidante, estimular a motilidade espermética e ser
uma fonte proteica, garantindo efeitos favoraveis aos resultados
(GORDON e LU, 1990). E também, por heparina que auxilia na
capacitacdo dos espermatozoides pela remocdo de componentes do
plasma seminal da superficie espermatica (HAFEZ e HAFEZ, 2003).

A preparacdo do sémen envolve o descongelamento da palheta
de sémen em agua a 37°C por 30 ou 60 segundos dependendo do
volume da palheta de sémen e a posterior aplicacdo dos gradientes de
percoll 45/90% para retirada dos espermatozoides mortos. O sémen é
colocado sobre a coluna de percoll e centrifugado a 9000rpm/5minuto.
ApOs, retirar o pelet e ressuspender em 1 ml de meio CAP; centrifugar a
9000rpm/5min; retirar o sobrenadante; acrescentar em torno de 100 ml de
FEC FINAL.
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Em um micro-tubo tipo Eppendorff colocar 95 ml de agua e
acrescentar 5 ml do sémen ressuspendido em meio FEC Final (1:20) para
contagem da concentracao espermatica em camara de Neubauer.

Antes de centrifugar também se avalia motilidade e vigor do
sémen para acrescentar na dose inseminante a quantidade que falta para
completar 100% de SPTZ vivos com movimentos progressivos. Com a
dose inseminante calculada (1 milhdo/mL GORDON e LU, 1990), o
sémen € adicionado as gotas de FEC com o0s od0citos maturos. Serao
incubados no meio de fecundacdo por um periodo de 12 a 18horas, em
estufa & 38°C, com 5% de CO..

Os espermatozoides capacitados ao entrarem em contato com as
células do cumulus liberam enzimas hidroliticas permitindo sua passagem
e em seguida, ao se ligarem a ZP, liberam hialuronidase (HAFEZ e
HAFEZ, 2003; ALBERTS et al., 2004; CARVALHO, 2009) arilsulfatase em
suinos (HAFEZ e HAFEZ, 2003).

Ao mesmo tempo em que ha a fusdo das membranas das células
masculina e feminina, o célcio citosélico aumenta, ativando o odcito, para
continuacao da meiose e liberacdo do corpusculo polar; também liberando
o conteddo dos granulos corticais por exocitose, incluindo enzimas
capazes de hidrolisar parcialmente a zona pelucida, tornando endurecido

0 envoltério extracelular do oécito.

4.2.4.3 Cultivo in vitro (CIV)

Para proceder ao cultivo in vitro é necessario deixar o meio SOF
estabilizando na estufa 2 horas antes ou overnight.

Apo6s 18 horas de co-cultivo oécitos e SPTZ, os provaveis zigotos
sao retirados do meio FIV, levemente pipetados e lavados em 02 ou 03
gotas do meio SOF, para retirada de espermatozoides e transferidos para
a gota de cultivo embrionério. As células do cumulus remanescentes nao
sdo retiradas. Em D2, 48 horas pdés-inseminacdo, 0s zigotos sao
avaliados quanto a clivagem, apdés isso, sera avaliada a taxa de

blastocistos (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e
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blastocisto eclodido) em D6, D7 e D8. Por fim, os embrides podem ser

transferidos para o Utero de uma receptora, ou criopreservados.

4.2.5 Vitrificacdo de Embrides

A vitrificacdo de embribes é uma opc¢do vantajosa para a
criopreservacado de embrides de mamiferos, por ser um método rapido e
ndo causar a formacado de cristais de gelo durante o congelamento. E
considerada um método de eleicdo para congelamento de embribes e
gametas de varias espécies (VAJTA e KUWAYAMA, 2006; SMITH et al.,
2010).

O método de vitrificacdo acompanhado durante o estagio foi o
Cryoptop. Por meio desse método foram vitrificados odcitos aspirados de
ovarios vindos de abatedouros e embrides de porca coletados na fazenda

Sucupira.

4.2.6 Palpacao Retal

A palpagédo retal consiste em um dos procedimentos mais
utilizadas para o diagnostico de gestacdo em bovinos. Além disso, essa
técnica também permite identificar a fase de gestacdo e possiveis
problemas reprodutivos.

De acordo com o estagio reprodutivo podem ser feito os seguintes

procedimentos durante a palpacéo retal:

e 32 dias: realizacdo do beliscamento, observando a presenca
de parede dupla;

e 45 dias: observacao de assimetria entre os cornos devido a
presenca de pequena bolsa;

e Utero em forma de uma grande bolsa mais ainda pode ser
contornado em toda sua extensao;

e 120 dias: Utero distendido e tenso. N&o pode ser contornado

em toda sua extensao;



59

e 6 meses: feto atinge a cavidade abdominal;
e 7 meses: Feto j4 se encontra na cavidade abdominal e ja é

possivel a palpacéo de partes do feto.

4.2.7 Journal Club

O Journal Club é uma reunido semanal na qual os alunos de
mestrado e doutorado apresentam um artigo cientifico relacionado com o
tema sobre o qual desenvolvem estudos. Durante 0 meu estagio final tive
a oportunidade de participar de 12 encontros e consequentemente
desenvolver uma visdo mais aprofundada dos experimentos em

desenvolvimento no laboratério de reproducao animal.

4.2.8 Ultrassonografia

A ultrassonografia consiste em uma das principais técnicas para
avaliacdo do estado reprodutivo das fémeas bovinas. Além disso, é um
método muito util para selecdo de fémeas receptoras de embrides.
Utilizou-se a ultrassonografia com doppler para observar o tamanho dos
foliculos, presenca ou ndo de corpos luteos, tamanho dos cornos,

presenca de conteudo dentro dos cornos, etc.

4.2.9 Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides é uma técnica que tem como objetivo
a multiplicacdo de progénie de fémeas de alto valor genético. Os
embrides sédo obtidos de fémeas de alto valor e em seguida transferidos
para fémeas receptoras.

Antes da realizacdo da inovulacdo do embrido é necesséria a
avaliacdo da receptora quanto a presenca de corpo liteo no ovario por
meio da utilizag&o de ultrassonografia.

Para a realizagdo da técnica, € necessario a anestesia epidural

com o anestésico lidocaina, inovulador devidamente montado com o
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embrido em seu interior. Depois procede-se a inovulacdo do embrido no

corno uterino correspondente ao ovario que apresenta o corpo luteo.

4.2.10 Conclusao

O estagio realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal da
Embrapa, uma central de pesquisa renomada na area de reproducdo, me
ofereceu a oportunidade de vivenciar e aprender um pouco da realidade
de um centro de pesquisas, seus desafios e recompensas.
Proporcionando-me a possibilidade de ser uma profissional capacitada e

preparada ao finalizar o curso de medicina veterinaria.



