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|.INTRODUCAO E OBJETIVO

A pecudia brasleira passa por um processo de transformagdo, com a qua tenta-
* maximizar a produtividede, utilizando tecnologias que permitam lucro na produco.
A Dbiotecnologia reprodutiva tem avancado nestes Ultimos anos e conseguido  resultados
rdevantes com a manipulacdo, sexagem e divisso de embrifes fertilizacdo in vitro
(FIV), injecdo intracitoplasmédtica de egpermatozoides (ICSI)) e cdonagem. A
comprovagdo da eficicia de tais técnicas SO é obtida apos a transferéncia das estruturas
produzidas no momento adeguado, com a confirmacdo da gedacdo e 0 nascimento de
produtos saudaveis.

Os beneficios imediatos da divissto de embrides sdo duplicados, ndo somente o
nimero potenciad de bezerros obtidos de uma vaca doadora cresce, como exise a
posshilidede de produzir-se gémeos idénticos, interessantes para serem  utilizados em
pesguisas nas &reas de genética, nutri¢éo, ambiente e sanidade animdl.

Atudmente este procedimento pode ser feto em condigdes de campo,
permitindo a transferéncia de embrifes biopsiados a fresco. Neste sentido, Rumpf & 4d.
(1993), dfirmaram que a biparticido de embrides a fresco, en fazendas, € um excdente
ingrumento a digposicdo dos técnicos para aumentar 0 nUmero de produtos por embrido
recuperado.

O objetivo dedta revisito € goresentar dados sobre a divissto de embrifes em

mamiferos, com principa énfase na espécie bovina



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Bovinos

Um méodo origind para a producdo de gémeos monozigdticos em ovinos e
bovinos foi dexrito por Willadsen (1979). Entretanto, ete méodo requeria técnicas
para proteger a zona pelcida e os embrides eram cultivados in vivo numa receptora
intermedid&ria antes da tranderéncia, 0 que tornou 0 méodo dificil de s usado em
combinag&o com as técnicas de rotina adotadas na transferéncia de embrifes em vacas.

Em 1982, OZIL & d., modraam que era possivd produzir gémeos idénticos
a0s a tranderéncia direta de embrides micromanipulados sem usar cultivo in vivo e
sem precisy de uma protecdo atificia da zona pellcida gpds a micromanipulacio.
Edes pesquissdores coletaram embribes de 6 a 7 dias de novilhas Charolés
superestimuladas. Apos a hiparticBo dos embrifes recuperados, introduziu-se uma das
metades na zona pelcida origind e a outra metade em zona pelcida proveniente de
ovocito de vacas abatidas. Catorze pares de hemi-embrides foram transferidos para 14
vacas receptoras, por viatranscervica,, obtendo-se uma taxa de gestacéo de 64,2%.

De uma forma gerd a técnica de divisito de embriGes pode ser explicada aravés

dafiguraaseguir.



Fonte: Ozl & d. (1982).

Figura 1. Demongiraggo de uma das técnicas paraa divisio de embrides.



a O embrifio a s dividido (de preferéncia mdrula ou blagtocigo inicid, de excdente
ou boa qudidade) € colocado numa microgota com meo para manipulagdo. O embrido
pode ser preso utilizando-se ou ndo uma pipeta fixadora;
b e c. Dais instrumentos pontiagudos abrem a zona pel(cida;
d. Um pequeno volume de meio € injetado dentro do embrido para fadlitar a ssida da
massacdular;
e. A masa cdula € dividida em duas pates utilizando-s= agulha de vidro fina ou
microlaming;
f, g e h. Cada metade é inserida numa zona pelcida que pode ser proveniente de
ovacito de animais abatidos ou de embriBes degenerados.

Na revio bibliogr&ica realizada encontrovrse variagbes nos procedimentos
adotados na técnica de divisio dos embrifes e na implantacdo das estruturas produzidas,

entre eas estdo;

a.) Estagio de desenvolvimento

Em 1984, WILLIAMS et d. conduiram que o et&gio de desenvolvimento do
embridlo no momento da divisso influencia na taxa de gedacén. EStes pesquisadores
obtiveram taxas de gestacdo de 16% para morulas bipartidas e 60% para blagtocistos
inicias bipartidos.

Mc Evoy & Sreenan (1990) verificaram taxa de gestacdo (50 vs. 73%), taxa de
sobrevivéncia fetd (15 vs. 45%) e nimero de fetos por embrido origind (30 vs. 91%)
menores para morulas bipartidas do que para blastocistos bipartidos.

No entanto, Reichenbach e d. (1998) concluiram que a divisito de morulas de

qudidade boa ou sdidatdria, cultivadas por um curto periodo, pode produzir um



nimero satifatorio de pares viaveis de hemi-embribes monozighticos quando

comparadaadivisfo de blastocistos de boa qualidade do grupo controle.

b.) Presenca ou auséncia de zona peUcida

Segundo Warfidd e d. (1986) a técnica de divisso de embrifes poderia se
tornar mas prédica s as edruturas produzidas pudessem s trandferidas sem zona
peldcida (zona-free). Eles redizaran um edudo com trés grupos (G) didintos G, =
hemi-embrifes inseridos em zona pellcida esranhay & = hemi-embrides sem zona
pelicida e G = hemi-embriBes embebidos num pequeno plug de 7 % de gdaina Néo
houve diferenca sSgnificativa nas taxas de gedtacdo entre hemi-embrides inseridos ou
néd em zona pellcida, e a sobrevivéncia fetd foi Smilar nos trés grupos Em 1989,
SEIKE et d. também n&o obtiveram diferenca dgnificativa entre as taxas de gestacéo
resultantes da implantacBo de embrides bipatidos sem zona pellcida e embrides

integros com zona pelGcida

c.) Transferéncia de um ou um par de hemi-embriéo

Ozl e d. (1982) veificaram taxa de gestacdo de 64,2% paa paes de hemi-
embriBes transferidos para as vacas receptoras e taxa de gestacdo gemelar de 66,6%.

Lambeth et d. (1983) superestimularam vacas doadoras com Horménio foliculo
edimulante (FSH), administrado duas vezes a0 dia, por via intramuscular. Os embrifes
foram coletados nos dias 6,5 a 7 g0s 0 cio, mantidos num meo contendo 10% de soro
fetd bovino, bipatidos num plano veticd e inseridos em zona pelcida Em seguida,
redizouse a transferéncia ndo-cirirgica de hemi-embries e pares de hemi-embrides
para as vacas receptoras, obtendo-se taxa de gestacdo maor no Ultimo grupo. Os

resultados estéo gpresentados na tabela a seguiir.



Tabda 1. Embrides coletados de mandra néo-cirdrgica para micromanipulacéo e

subsequiente transferéncia ndo-cirlirgica para vacas receptoras.

[tem Numero  Porcentagem
N° de estruturas coletadas 37 1000
N° de edtruturas fertilizadas 30 8L1
N° de morulas e blastocistos 28 933
N° de embrides sdecionados 20 714
N° de embrides bipartidos 18 20,0
N° de receptoras 14 1000
N° de receptoras com um par de hemi-embrido 8 57,1
N° de receptoras com um hemi-embrigo 6 429
N° de prenheses com um par de hemi-embri&o 5 625
N° de prenhez com um hemi-embri&o 1 16,6

Fonte: Lambeth et d. (1983)

Rumpf e d. (1993) trabdharan com trés grupos (G): G= bisseccdo e
inovulacdo de um hemi-embrido para o corno uterino ipsilaera a0 corpo IUteo para
cada receptora; Gz = hisscgdo e inovulagdo do par de hemi-embrido para 0 corno
uterino ipsilateral a0 corpo IUteo de uma receptora e G = inovulagdo de embrido inteiro.
Foram utilizados somente embrides nos edagios de desenvolvimento de mérula
compacta, blastociso inicid e blastocigto, de graus | e Il. Todas as inovulagbes foram a
fresco e por via transcervicd. No Gp foram bipartidos 13 embrifes obtendo-se 26 hemi-
embrifes, todos inovulados em 26 receptoras, das quais 14 ficaram prenhas (53,8%

conddeando o0 nimero de hemi-embrides e 107,7% condderando o nimero de



embrides originas). No G foram bipartidos 18 embrifes, obtendo-se 36 hemi-embrides,
inovulados aos pares em 18 receptoras, das quais somente 6 (31,5%) ficaram prenhas.
No Gz foram inovulados 16 embrifes e obtidas 10 prenhesss (625%). O resultado
obtido pda inovulecdio do par de hemi-embrido (31,5%) foi inferior aos resultados
obtidos pelos autores citados acima, porém foi semehante aos resultados acangados por

Warfidd et a. (1986) (32,0%).

d.) Divisdo do embri&o antes ou apds a congelacdo/descongel acéo

A sndbilidade dos embrides micromanipulados a criopresarvacdo  deve- a
destruicgo dos blastbmeros e aintegridade da zona pelticida (Filho, 199 8).

LehnJensen & Willadsen (1983) foram os primeiros a conseguir 0 nascimento
de bezeros oriundos de hemi-embrides congdados. Edtes autores observaram maor
taxa de sobrevivéncia quando os embrides eram bipatidos gpds a descongdacéo de
embrifes integros. Rorie et d. (1986), obtiveran 0 mesmo resultado trabahando com
trés grupos de embrides. o primero era condituido por 16 embriGes bipartidos antes da
congdacdo, 0 segundo por 16 embrides bipartidos apds a descongdacdo e o tercero
gupo ea de controle, formedo por 13 embribes congdados sem bipaticdo. Os
resultados deste esudo indicaam que € preferivd bipatir os embribes gods a
descongelacdo de embriBes inteiros que sobreviveram acriopreservacao.

Entretanto, Niemann e d. (1985) sugerem que a congelacdo de hemi-embrides é
mais eficiente do que a biparticio dos embrides no momento da desconge acéo.

Tekeda e d. (1987) concluiram que a divisito dos embriGes antes ou depois da
congdacddo resultou em taxa de sobrevivéncia menor do que embrides divididos e

transferidos a fresco.



e.) Biparticéo versus quarteacdo

Willadsen & Polge (1981) sgpararam os blastdmeros de embriGes bovinos de
oito cdulas em quatro pares. Cada par de blastdmeros foi inserido em zona pellcida de
ovécito de suino, embebido em &gar, e cultivado por quatro dias em oviduto de oveha
ligedo. Dos 44 quatos de embries cultivados 91,0% aoresentaram taxa de
desenvolvimento normal. Antes de serem trandferidos, os blastocistos foram  liberados
do clindo de &gar. Vinte e s blesocigos foram trandferidos para 13 novilhes
receptoras, cada uma recebeu dois hemi-embrides, um em cada corno uterino. Nove
novilhas receptoras (69,2%) estavam gedtantes no exame de papacéo retd redizado
ap0s 50 dias da data de inovulagdo, sendo que seis (66,6%) apresentaram gestac@o
gemdar. Entretanto, sete (46,6%) dos fetos foram absorvidos ou abortados entre os dias
57 e 203 da gedacdo. Oito fetos (53,3%) se desenvolveram e chegaram a termo.  um
grupo de animais trigémeos, dois grupos de animas gémeos e um anima sem gémeo
idéntico. Dois bezeros (um par de gémeos) morreram a0 nascimento devido a
complicagOes obstétricas. Os seis animais que sobreviveram eram fémees.

Lehndensen & Willadsen (1983) tedtaram a capacidade de sobrevivéncia de
hemi-embrifes e quartos de embrides a congelaco/descongelacén. Os embrides foram
coletados nos dias 5 e 6 gpGs 0 cio de novilhas superestimuladas. Foi redizada a divisio
dos embriGes em duas ou quaro pates Cada pate foi inserida em zona peUcida
proveniente de ovocito de suino. Os embrifes foram inseridos em cilindros de agar.
Cada cilindro continha de 4 a 10 embrides. Os embrides foram cultivados em oviduto de
oveha ligado por um ou dois dias. Os embriGes sdecionados foram congelados em PBS
contendo 10% de glicerol. N&o s obteve gestacido com a trandferéncia de quartos de

embrides.
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Jn Rho e d. (1998) produziram 12 quartos de embribes derivedos de trés
blastocistos produzidos in vitro. Transferiram os quartos de embrides em pares, em sais
novilhas receptoras, resultando em duas prenheses originadas de dois blastocistos

diferentes.

f.) Méodo de inovulacdo do embrido

Williams e d. (1982) inovulaam 20 paes de hemiembrides em 20 vaces
receptoras N0 corno uterino ipslaterd a0 corpo lUteo. Das 14 transferéncias cirdrgicas
redizadas, 9 (64,3%) das vacas receptoras etavam prenhas e destas, 7 (77,8%)
goresentavam  gestacdo  gemda. Apenas uma prenhez (16,7%) foi obtida das 6
transferéncias ndo-cirdrgicas feitas.

Entretanto, em 1984, eses mesmos autores ndo notaram diferenca sgnificativa
nes taxas de gestacdo obtidas aravés da transferéncia cirlrgica e ndo cirlrgica de
embrides bipartidos.

Tekeda et d. (1986) bipatiram 140 embrides de qudidade excdente ou boa
Uma das metades foi inserida na zona pducida do embrido origind e a outra metade em
zona pelcida edranha. Embrides intactos e bipatidos foram transplantados de forma
crurgica (via incisfo no flanco) e de forma néo-cirlrgica, no corno uterino ipsilaterd a0
ovaio que apresentava corpo lUteo nas vacas receptoras sincronizedes. A prenhez foi
determinada por pdpacdo retd 60 dias apés a implantacdo dos embrides. A
transferéncia cirdrgica resultou numa taxa de gestacdo maor tanto para embrides

inteiros como bipartidos.
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2. Ovinos

Willadsen  (1979) descreveu a producdo  atificdad de corderos gémeos
monozigdticos. A técnica utilizada envolveu a sgparacdo microcirdrgica de blastbmeros
de embrifes de duas cdlulas (coletados 2 dias gpds 0 cio), a insercdo de cada blastémero
em zona pelcida estranha, 0 encaixe destas estruturas num dcilindro protetor de &gar e

cultura em oviduto de ovelha ligado (por 35 a 45 dias). A viddlidade das moérules e

blastocistos inicias produzidos desta mangrafoi em torno de 50%.

Fonte: Willadsen (1979).

Figura 2. Um par de hemi-embrides inseridos num cilindro de &gar que por Sua vez edta
dentro de uma pa heta francesa

Em 1980, ete mesmo autor esudou 0 desenvolvimento de embrides produzidos
pela introducdo de blastdbmeros provenientes de embrides de duas cdulas pares de
blastdmeros de embrides de quatro cdlulas ou quatro blastdmeros de embrides de oito
cdulas em zona pelicida edranha. Os embrifes micromanipulados foram embutidos em
clindros de &gar minGsculos, tranderidos para oviduto de ovelha ligado nos dias 2 a 8
do cido edrd (condderando-se o0 dia do cio como dia zero) e recuperados quando a
idade totd dos embrides era de 55 a 6,5 dias De 78 embrides transferidos, 69 (88,5%)
foram recuperados e destes, 65 (94,2%) tiveram uma taxa de desenvolvimento normd.
Trinta dos hemi-embrides produzidos foram tranderidos para ovelhas receptoras no dia

6 do ddo edrd, resultando no nascimento de 24 corderos (taxa de prenhez de 80%).
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Através dese experimento, Willadsen conduiu que néo houve diferenca gparente na
cgpacidade de desenvolvimento entre embriGes derivados de 2, 4 ou 8 cdulas.

Em 1984, WILLADSEN e GODKE desenvolveram uma técnica mais smples
para a producido de hemi-embries. A smplificacdo da técnica possbilitou o uso de
equipamentos menos Sofisicados e mas  baatos. Edes adtores  coletaram,
crurgicamente, 31 embrides de 18 ovelhas nos dias 6, 7 e 8 do ddo edrd, sendo que
27 destes embrides (87%) tinham se desenvolvido normamente. Enquanto os animas
permaneciam sob 0 efeito da anestesa gerd, os embrides foram bipatidos. Paa a
manipulacio dos embrides utilizou-se um micromanipulador Leitz (com uma  unidade
diréta e exquerdd) e um estereomicroscopio Wild M5. Cada uma das 18 ovehas
utilizades no experimento recebeu um par de hemi-embries Duas ovelhas retornaram
a0 cio, sate goresentaram gedtacdo de um feto e oito goresentaram gestacdo gemdar,
resultando em taxa de gestacdo de 63,9% condderando o nimero de hemi-embrides e

127,8% consderando o nimero tota de embriBes originais implantados (18).

3. Caprinos

A taxa de sobrevivéncia reduzida gpés a trandferéncia de hemi-embriGes pode
sr devida a menor viabilidade embrionaia auds a divisdo, faha na cgpacidade do
hemi-embrido prevenir a regressio do corpo lGteo nas fémeas receptoras ou uma
combinacdo de fatores (Beckett et d., 1999).

Oppenheim et d. (2000) redizaram dois experimentos. No experimento 1, 115
hemi-embries de cabras foram tranderidos para 57 cabras receptoras. Dezenove
receptoras  prenhas (33,3%) produziram 22 cabritos (19,1%). No experimento 2, 67
hemi-embrides criopreservados que Jresentavamse . viavels g@p0s a
congeacéo/descongelacdo  foram  trandferidos para 21 cabras receptoras. Apenas uma

13



cabra emprenhou. Desta forma, estes autores concluiram que as técnices de divisio e

criopreservecdo de embribes tém um efeto negaivo nas taxas de sobrevivéncia

embriondria e gestacao.

4. Equinos

Em 1984, ALLEN & PASHEN demondraram que a técnica desenvolvida por
Willadsen (1979) para a separagd0 mecénica de blastbmeros poderia também ser usada
paa a producdo de potros idénticos. No experimento redizado por edes autores, 19
embrides de 2 a 8 cdulas foram recuyperados, cirurgicamente, de 23 éguas, um a trés
dias gpés a ovulacdn. Os blastbmeros foram mecanicamente separados e inseridos, em
vaias combinagdes, no interior de zonas pellcidas de suino. Produziu-se 27 metades e
17 quartos de embrifes. Edtas edtruturas foram revestidas por &gar e cultivadas in vivo
em oviduto de oveha ligado por 35 a 5 dias para pemitir 0 desenvolvimento de
morulas e blastocigtos inicias. Redizou-se transferéncia cirdrgica e ndo-cirdrgica de 13
hemi-embrides e 17 quatos de embrides para éguas receptoras, resultando em 10
gestacoes.

Huhtinen e d. (1997) redizaaan a biopsa de embrifes eqlinos paa a
determinacB0 do sexo e obsarvaram que a cdpsula que reveste o embrido eqilino ndo
dificultou a biopsa quando uma microldmina foi usada Porém, quando des tentaram
sepaa um blatdbmero com uma agulha a cjpaula dadica blogueou o orificio da

agulha
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I11. CONSIDERACOES FINAIS

A divissto de embriBes € uma biotécnica da reproducdo anima que pode ser
utilizada na rotina de um programa de tranderéncia de embrifes paa aumentar a
producéo de bezerros (Leibo & Rdl, 1987).

O uso deta técnica em embrifes bovinos transferidos a fresco  gpresentou
uceso em diversos expeimentos. Porém, a viabilidade dos embriGes produzidos é
sveramente reduzida quanto maior 0 nimero de divisdes do embrido origind e quando
estes 80 submetidos acriopreservacéo.

Nas outras egpécies domésticas 0 sucesso da divisio de embrifes € mais redtrito,
com excecdo da ovelha, que gpresenta resultados relevantes.

Apesar de tantas vantagens, ndo foi encontrada na literatura cdculo red sobre o
custo-beneficio da implantacdo desta biotécnica num programa de tranderéncia de

embrides bovinos.
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