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SENSIBILIDADE DE RACASNACIONAISBOVINASAO SINDROMA DE
VITELOSPESADOSASSOCIADO A PRODUCAO DE EMBRIOES
IN VITRO.

RESUMO

E analisada a ocorréncia do nascimento de vitelos significativamente mais
pesados do que a média, associada a técnica de producéoin vitro de embrides (1VP).
Dos trabalhos publicados em bovinos e ovinos pode-se inferir que existe influéncia
datécnica IVP sobre o crescimento do feto durante a gestacéo e consequente peso ao
nascimento. Contudo, nem todos os resultados sdo coincidentes relativamente a
quantificacdo do problema em termos de desvio a normalidade. Se os primeiros
trabalhos ndo conseguiram separar o efeito do gendtipo do da técnica, trabalhos mais
recentes levam-nos a concluir que parece existir uma interaccéo entre aqueles dois
factores. Assim, nas ragas grandes e nos cruzamentos indiscriminados em bovinos,
podem aparecer desvios a média superiores a 9 kg, enquanto que em ragas pequenas
esse desvio se situa a volta de 2 kg. Em termos préticos esta informagédo € importante
visto que as distocias e a sobrevivéncia dos recém-nascidos, além de estarem
altamente correlacionadas entre si, s8o ambas influenciadas pelo peso do vitelo ao
parto.

Face aos conhecimentos existentes, propde-se um programa de investigacéo
visando contribuir para a compreensdo do processo, possiveis causas e factores a ele
associados. A auséncia de estudos que caracterizem e avaliem 0s riscos da
transferéncia de embrides produzidos in vitro, pode pdr em causa a expansao da
utilizacdo desta técnica pelo seu ato grau de imprevisibilidade relativamente a
sobrevivéncia das mées e recém-nascidos.

Neste programa prevéem-se ac¢oes que identifiguem factores que durante as
v&rias etapas de producdo in vitro possam estimular precocemente o
desenvolvimento do embrido e do feto durante a gestacdo. Entre eles é proposto o
estudo da influencia da progesterona no crescimento embrion&rio precoce, a
caracterizacdo deste efeito em duas racas nacionais e a sua relagdo com alteracoes
hormonais e crescimento fetal ocorridos durante a gestacéo, dificuldades ao parto e
crescimento dos vitelos. Propde-se igualmente estudar a sensibilidade das ragas
Mertolenga e Alentejana ao sindroma dos vitel os pesados usando embrides IV P.
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1. Situacédo actual dos conhecimentos e estudos realizados
1.1. Introducéo

Os sistemas de cultura in vitro de embribes bovinos ja fazem parte da
indUstria de transferéncia de embrides. Estes sistemas sdo utilizados para produzir
com sucesso um grande niumero de embries para a transferéncia comercial e para
trabalhos de investigacdo. A aplicacdo prética da técnica de transferéncia de
embrifes produzidos in vitro depende do grau de sucesso da operagdo relativamente
aos objectivos pretendidos.

Em 1992 foi pela primeira vez apresentado publicamente a comunidade
cientifica o problema do nascimento de vitelos pesados em associagdo com a técnica
de transferéncia de embrides totalmente produzidos in vitro (IVP), resultando de
cruzamentos aleatérios entre racas (Horta et al., 1992). Neste trabalho foi patente
uma elevada mortalidade ao parto (26,7%) a qual estiveram associados 0 aumento do

peso ao nascimento e gestagdes mais prolongadas.

Figura 1. Incidéncia de distdcias e pesos ao nascimento em funcdo da duracdo da gestagdo na raca
Simental (adaptado de Burfening et al., 1978).
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Naraca Simental e utilizando a fertilizagdo in vivo, verificou-se que por cada
dia acima da média da gestacdo para a raca os vitelos nascem mais pesados 0,5 kg e
gue a taxa de assisténcia ap parto aumenta 1% (Figura 1, Burfening et al., 1978).
Com os embrides VP resultantes de cruzamentos indiscriminados, verificou-se que
por cada dia de gestacéo entre os 265 e 298 dias os vitelos nasciam mais pesados
0,764 kg (Figura 2, Horta et al., 1992, 1993). Neste trabalho conseguiu-se contrariar
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0 aumento do peso através da inducdo dos partos entre os 265 e 270 dias de gestacdo

(Tabelal).

Tabela 1 - Diferencas nos pesos ao nascimento entre gemelares (Gem) e singulares (Sing), em partos
espontaneos (PE) ou induzidos (PI) e com produtos IA ou IVP (Horta et al., 1992, 1993).

Média Interv. de Conf. das Mortalidade ao
(n) (Kg) médias (LSD) Signif.* parto (%)

Produtos IA:

PE Sing 8 38,5 339 431 a 12,5
Gem 12 32,3 28,6 36,1 b 0,0

Pl Sing 8 27,8 245 31,0 c 0,0
Gem 5 234 19,3 275 d 0,0

Produtos IVP:

PE Sing 15 54,4 51,6 57,2 e 26,7
Gem 18 434 40,8 46,0 f 27,8

Pl Sing 5 38,8 339 43,7 a 0,0
Gem 3 37,0 30,7 43,3 a 0,0

* Para 0s pesos, letras diferentes indicam médias significativamente diferentes (ANOVA-LSD;
P<0,001).

Figura 2. Peso ao nascimento de vitelos singulares Alentejanos (IA) ou cruzados (IVP) em funcéo da
duracdo da gestacdo. Efeito da inducéo dos partos (adaptado de Horta et al., 1992; 1993).
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1.2. Caracteristicas do crescimento fetal
De acordo com o trabalho de Eley et al. (1978) redlizado em 254 fetos (4
racas puras e fetos cruzados), verificase 0 seguinte padréo de crescimento do feto

bovino:

(Horta et al., 1992; 1993)

Nos primeiros 100 dias de gestacdo os aumentos do volume do liquido

alantoideo e do peso da membrana cério-alantdide precedem os do peso

fetal, peso da membrana amnio-alant6ide, e volume do liquido amniético.
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Diferentes taxas de crescimento relativo das diversas estruturas fetais
sugerem que a expansao da membrana coério-alantéide é um pré-requisito

para o futuro crescimento fetal (Figura 3).

- Os fetos masculinos sdo significativamente mais pesados que 0s

femininos a partir dos 100 dias de gestacdo (Figura 4).

- A taxamaxima de crescimento em todos os fetos verifica-se aos 230 dias
de gestagdo atingindo valores superiores a 200 g/dia. Este crescimento
declina para menos de 100 g/dia por ocasido do parto.

Figura 3. Evolugdo ponderal do feto e da placenta até aos 100 dias de gestacdo (adaptado de Eley et al.,
1978).
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Para Prior e Laster (1979), o crescimento dos fetos bovinos obedece a um
padrdo sigmoéide com uma taxa de crescimento maxima aos 232 dias de gestacdo
(350 g/dia). Este crescimento contrasta com o observado antes dos 120 dias, onde a
taxa de crescimento fetal é aproximadamenteigual a 25 g/dia.

Por outro lado, Gore et al. (1994) concluem que o desenvolvimento do
musculo fetal nos primeiros 100 dias de gestacdo esta relacionado com os padrbes de
desenvolvimento pos-natal, e que esta relacdo passa por caracteristicas hiperplasicas
musculares fetais. Estes autores verificaram que as caracteristicas fenotipicas do
crescimento muscular fetal dependem do genétipo, e que esta relacdo varia de acordo
com 0 estadio de gestacdo. Estes resultados sGo importantes pois alertam para o
problema da influéncia do gendtipo sempre que se pretendam realizar estudos que

examinem 0s mecani smos de crescimento e desenvolvimento embriondrio.
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Figura 4. Evolucéo de fetos masculinos e femininos acima dos 100 dias de gestacdo (adaptado de Eley et
al., 1978).
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1.2.1. Factores hormonais e crescimento do feto

A placenta desempenha um papel muito critico ao fornecer um ambiente que
permita o crescimento do feto em condi¢des éptimas. Elafé-lo por se constituir como
o local de trocas de nutrientes da mée para o feto, por ser o local onde os produtos
resultantes do metabolismo fetal so excretados para a circulacéo materna, por actuar
como uma barreira contra os agentes patogénicos e 0 proprio sistema imunitario
materno, e por ser um 6rgdo enddcrino activo capaz de segregar hormonas, factores

de crescimento, citoguinas e outros produtos bioactivos.

Entre as hormonas produzidas pela placenta encontram-se as pertencentes a
familia genética da hormona do crescimento/prolactina como os lactogénios
placentarios (PL) e as proteinas relacionadas com a prolactina. Embora as funcdes
exactas dos membros placentarios da familia deste gene ndo tenham sido
inteiramente elucidadas, os conhecimentos disponiveis atribuem um papel para
alguns deles na modul agdo do metabolismo materno e fetal.

Os lactogénios placentarios, que sdo segregados para as circulacdes materna e
fetal, pelo menos nos ruminantes parecem mediar 0s seus efeitos através de
receptores especificos, embora este aspecto permanega ainda controverso. Além de

afinidades aos seus proprios receptores (endométrio), o bPL liga-se e compete com
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os receptores dabGH e dabPRL (figado e corpo |Uteo) (Anthony et al., 1995). Patel
et al. (1996) verificaram que as concentragOes maternas de bPL estdo
significativamente associadas a0 estadio da gestacdo. Elas permanecem baixas
durante os dois primeiros trimestres para aumentarem de forma abrupta entre os 200
e 220 dias, mantendo-se estabilizadas até ap parto. Estes autores verificaram ainda
gue o peso do feto ao parto e a lactagdo subsequente estdo significativamente
correlacionados com as concentragdes de bPL e que estas podem ser utilizadas como
um indice valioso na previsdo da viabilidade feto-placentéria

Uma das acc¢bes do PL parece prender-se com a modulagdo da producéo de
IGF (Insulin-like growth factors) fetal. Experiéncias em ratinhos, utilizando técnicas
de ablacdo de genes, demonstram aimportancia dos | GF ha manutengdo crescimento
normal do feto (DeChiara et al., 1990, 1991; Baker et al., 1993; Liu et al., 1993). No
Seu conjunto, estas experiéncias demonstram aimportanciado | GF-I e IGF-11 parao
normal crescimento do feto e a cronologia relativa das suas influéncias. Elas indicam
que parece existir um terceiro receptor celular (além do | GF1R e | GF2R) através do
qua actua o IGF-II. Em vérias espécies foi iguamente confirmada uma accéo

luteotrofica parao PL (roedores, ruminantes).

1.2.2. Controlo genético

Os estudos do efeito da técnica VP sobre o crescimento fetal e consequente
peso ao parto deverdo ter em conta os factores ligados ao gendtipo. O crescimento do
feto no Utero é primariamente controlado pelo gendtipo fetal (Ferrell, 1991) sendo
influenciado por outros factores que incluem a raga, 0 sexo do feto, o niUmero de
fetos no Utero, e 0 ambiente materno uterino (Eley et al., 1978; Anthony et al., 1986;
Echternkamp, 1992; Gore et al., 1994). O peso da placenta € influenciado pela raca
da fémea incubadora e do feto (Ferrell, 1991) e pelo nimero de fetos presentes no
Utero (Echternkamp, 1992).

O crescimento exagerado do feto no Utero parece estar associado com uma
mutacdo do gene H19, segundo estudos realizados no rato (Leighton et al., 1995).
Este gene ndo codifica nenhuma proteina funcional, mas est4 adjacente ao gene que
codifica o IGF-11. A expressdo do gene H19 ocorre coincidentemente com a
eliminacdo da transcricdo de 1GF-11, reduzindo em consequéncia a producéo de
MRNA do IGF-I1 (Leighton et al., 1996). O “knockout” genético do locus materno
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H19 no rato esta associado com um aumento de 27% no peso dos fetos ao

nascimento.

Estudos realizados na ovelha mostram que, embora o gene da IGF-Il sga
similar a0 dos humanos (na ovelha ndo € transcrito o exon 2 equivalente aos
humanos), existem diferencas quanto ao padréo da expressdo da transcricdo do gene
entre estas espécies (Young et al., 1997). Com efeito, detectaram-se diferencas na
producéo de transcricdes deste gene entre o feto e o adulto e entre espécies. Na
ovelha e na vaca pouco se conhece ainda sobre a impressdo das transcricOes deste
gene, as quais variam com o tipo de tecido e com a fase de desenvolvimento do
animal (Young et al., 1997). E possivel que alteracdes na expressdo das transcricoes
deste gene quer quantitativas, qualitativas ou temporais possam estar na origem de
nascituros mais pesados nas espécies pecudrias.

Embora os elementos placentérios da familia do gene da hormona do
crescimento/prolactina ndo tenham sido identificados em todas as espécies
domeésticas, nos ruminates eles desempenham sem davida um papel importante na
manutencdo da gestacdo. Estudos que esclarecam a forma como os lactogénios
placentarios e outras hormonas placentarias influenciam o crescimento e
desenvolvimento fetais sd0 essenciais para clarificarem este aspecto nas espécies
pecuérias. Esta informacao é necessaria para compreendermos melhor a etiologia das
distécias, mortalidade perinatal, e problemas de crescimento e desenvolvimento pés-
natal.

1.3. Embrides | VP ecrescimento fetal

1.3.1. Efeito datécnica | VP no crescimento fetal e peso ao nascimento

Inicialmente pensou-se que 0 nascimento de vitelos mais pesados estava
associado somente a técnicas de manipulagdo nuclear utilizadas nalguns
procedimentos de producdo de embrides in vitro (Willadsen et al., 1991; Seidel,
1992; Keefer et al., 1994; Behboodi et al., 1995; Wilson et al., 1995).

Hoje reconhece-se que um maior crescimento do feto durante a gestacéo
acontece com embrides 1VP ndo manipulados, quer nos bovinos (Horta et al., 1992;
Farin e Farin, 1995; Sinclair et al., 1995; Hasler et al., 1995, Kruip e den Daas, 1997;



Stacchezzini et al., 1997; Numabe et al., 1997), quer em ovinos (Walker et al.,
1992).

Com excepcdo dos trabalhos em que os embrides foram produzidos por
transferéncia nuclear, até 1997 nunca surgiram na literatura resultados que
conseguissem separar os efeitos da heterose e da técnica IVP em relacdo ao
nascimento de vitelos mais pesados. Com efeito, em todos eles havia um grau de
cruzamento de ragas ou de utilizagdo de touros diferentes, que ndo permitiam

inequivocamente implicar atécnica VP por s sd no aumento de peso dos vitel os.

Em 1997, sdo publicados os primeiros trés trabalhos utilizando um
delineamento susceptivel de poder responder a esta questdo (Stacchezzini et al.,
1997; Numabe et al., 1997; Farin et al., 1997a;b). Assim, trabalhando com a raga
Piedmontesa em Itdlia, Stacchezzini et al. (1997) compararam os pesos de vitelos
apos transferéncia de embrides produzidos in vivo (MO) com os produzidos in vitro
(IVP) e fertilizados com um touro da mesma raca. Neste trabalho verificou-se que os
embrides VP nasceram 9 kg mais pesados que os produzidos in vivo (54 vs 45 kg,
P<0,05, Figura 5), tendo resultado em consequéncia disso um aumento da incidéncia
de distocias de 20 para 60%.

Figura 5. Efeito da técnica IVP sobre 0 peso dos vitelos ao nascimento em racas diferentes
64
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Piedmontesa Preta Japonesa

Trabalhando com a raga Preta Japonesa, Numabe et al. (1997), e ao
compararem vitelos IVP com os oriundos de inseminagdo artificial utilizando 2
touros da mesma raga, chegaram a conclusdes semelhantes. Contudo, neste Ultimo

trabalho a diferenca dos pesos de vitelos IVP e |A ao nascimento foi somente de 1,9
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kg (29,8 vs 27,9 kg, P<0,05, Figura 5) ndo tendo dai resultado um aumento de

incidéncia de partos distécicos.

Destes dois trabalhos podemos entdo concluir que existe um efeito directo da
técnica IVP no aumento do peso dos vitelos ao nascimento, o qual parece igualmente
interagir com o gendtipo dos embrides. incremento de peso muito elevado nas racas
grandes e quase desprezivel nas racas pequenas. Do ponto de vista prético, a auséncia
de distcias nas racas pequenas indica que a técnica IVP pode ser utilizada sem
Inconvenientes relativamente ao bem estar dos animais.

Um efeito directo da clonagem é evidente quando embrides clonados que ndo
passaram por processos de maturacdo ou cultura in vitro (produzidos a partir de
o0citos maturados in vivo, utilizando ndcleos de blastomeros retirados de embrides
produzidos in vivo e posteriormente cultivados no oviducto de ovelhas), originam
vitelos mais pesados ao nascimento (machos: 48,6 vs 40,2 kg, fémeas: 47,8 vs 37,8
kg; Wilson et al., 1995).

Resta saber ainda, além do gendtipo, que factores associados atécnica VP ou
a clonagem induzem téo precocemente no embrido alteragdes que aceleram o seu
crescimento no Utero. Farin et al. (1997b), embora utilizando um pequeno nimero de
animais mas anulando o efeito do genétipo (raca holstein e usando 0 mesmo touro na
FIV), ndo encontraram diferencas no peso e dimensdes da placenta e dos fetos

produzidosin vivo ou in vitro.

1.3.2. Progesterona

A progesterona parece estar implicada num efeito precoce sobre o embrigo,
levando-0 a crescer mais rapidamente durante a gestacdo. Embrides ovinos
recolhidos apds superovulacdo aos 3 dias de idade, foram transferidos
assincronamente para ovelhas no 6° dia do ciclo (sendo assim precocemente expostos
a concentragoes elevadas de progesterona) e retransferidos depois para ovelhas
sincronas com a idade do embrido. Em consequéncia resultaram fetos
significativamente maiores ao 37° dia de gestacdo (Wilmut e Sales, 1981). Num
estudo comparavel, foi observado que logo aos 21 dias de idade, existe um aumento

de 42% no peso dos embrides sujeitos aquela metodologia (Younget al., 1995).
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Quando a transferéncia assincrona anteriormente referida € substituida pela
administracdo de progesterona as receptoras de embrides produzidos por
superovulagdo, verifica-se igualmente um aumento do crescimento fetal naovelha. A
administracdo de P4 a ovelhas entre os dias 1-6 ap6s a ovulagdo provocou um
aumento de 12% no crescimento fetal ao 74° dia de gestacéo (Kleemann et al., 1994).
Na vaca, a administracdo de progesterona 1-6 dias apds a inseminacédo artificial
provoca um aumento significativo no comprimento do embrido ao 14° dia de idade
(Garrett et al., 1988). O mecanismo preciso pelo qual a suplementagdo com
progesterona as fémeas no inicio da gestacdo influencia o crescimento embrionério e
fetal ndo € claro, mas é provavel gque envolva uma accdo indirecta através de
alteracdes provocadas nas secregdes do oviducto e/ou uterinas maternas (Garrett et
al., 1988).

De acordo com estudos ndo publicados e referidos por Walker et al. (1996) o
efeito da progesterona parece estar associado a uma ateracdo da distribuicéo das
células no embrido, favorecendo um aumento das da trofoectoderme (placenta) em
relacdo as da massa celula interior (feto).

Uma accéo directa da progesterona sobre embrides VP ainda nédo foi
demonstrada, mas estudos realizados na EZN indicam que ndo € de excluir esta
hipbtese (Pereira et al., 1997, Vasgues et al., 1998). Com efeito, a utilizacdo de
meios de cultura que aumentam por si SO a producdo de progesterona pelas células da
granulosa co-cultivadas com embrides in vitro, provocam uma aceleracdo
significativa no crescimento de embrides logo aos 7 dias de idade (Pereira et al.,
1997). Sistemas | VP de embrifes utilizando diferentes tipos de células em co-cultura,
ndo especializadas na producdo de progesterona, aparecem associados ao nascimento
de vitelos mais pesados (Behoodi et al., 1995; Farin e Farin, 1995; Hadler et al.,
1995), excluindo assim a hip6tese da progesterona ser um factor comum na
expressao dagquele efeito. Contudo, o estudo do crescimento embrionario in vitro sob
o efeito da progesterona pode vir a ser utilizado como um indicador do crescimento
embriondrio e permitir assim caracterizar a sensibilidade de diferentes gendtipos a

influéncia da técnica.
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1.3.3. Lactogénio placentario

A producdo de PL nuncafoi estudada em gestacdes associadas a técnica IV P.
O Unico trabalho que abordou indirectamente a accéo do PL através do doseamento
do IGF-I fetal, ndo encontrou diferencas nas concentragcdes de I|GF-I mRNA em
figados de fetos bovinos originados por técnicas in vitro ou in vivo, aos 70 dias de
gestacéo (Farin et al., 1997a). Estes autores encontraram uma elevada correlacdo
entre o0 peso corporal e 0 peso hepatico do feto. Ndo existem estudos referentes a
producdo de |GF-I1 por parte de fetos originados por técnicas | VP.

1.3.4. Insulina

Mulheres hipoinsulinémicas parem fetos mais leves que o normal, enquanto
que as hiperinsulinémicas déo a luz criangas mais pesadas (Gluckman, 1986). Em
ratinhos, foi demonstrado que o knockout do locus genético regulador do substracto
dos receptores ainsulina e al GF-1, provoca um atraso no desenvolvimento dos fetos
e do seu crescimento pés-nata (Tamemoto et al., 1994). Os ratinhos assim
modificados mostraram igualmente uma maior resisténcia aos efeitos de diminuicéo
das concentracOes de glicose na dependéncia da insulina, IGF-I e IGF-I1 (teste de

tolerénciaaglicose- GTT).

E interessante notar que a nascenca, os niveis circulantes de insulina em
vitelos originados a partir de embrides sujeitos a transferéncia nuclear, sdo trés a seis
vezes superiores as dos vitelos produzidos in vivo, situacdo que se mantém até 60
minutos apos o parto (Garry et al., 1996). Contudo, Reinders et al. (1998), ndo
conseguiram evidenciar qualquer relacdo entre o sindroma de vitelos pesados e a
viabilidade pés-natal com o desenvolvimento da diabetes de gestacdo tipo Il (pelo
teste de toleréncia a glicose- GTT - das vacas gestantes, Figura 6), quer em vacas
receptoras de embrides IVP quer em vacas inseminadas. Neste trabalho a média dos
pesos ao nascimento ndo foi estatisticamente diferente entre vitelos oriundos de |A
ou de IVP (43,4 vs. 42,7 kg, respectivamente), o que pode explicar a semelhanca da
resposta ao GTT. Os niveis de glucose dos recém nascidos antes da ingestdo do

colostro ndo foi diferente entre os dois grupos de vitelos.
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Figura 6. Teste de tolerdncia a glucose (GTT) em vacas gestantes com fetos originados de IA ou de
embrides IVP. Concentragdes de glucose corrigidas para o sexo do vitelo e o peso das vacas (Reinders
etal., 1998).
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1.3.5. Proteinas placentéarias

Em gestagOes originando vitelos singulares 1IVP mais pesados (cruzados)
comparativamente a vitelos mais leves resultantes de inseminacdo artificia
(Alentgjanos), verifica-se um aumento significativo das concentracdes de bPSPB ao
longo da gestacdo (Figura 7, Vasgues et al., 1995). No mesmo ano, Patel et al.
(1995) encontraram uma correlacdo significativa e positiva entre os teores de bPSPB
em gestacOes singulares IVP com o peso dos vitel os ao nascimento. No ano seguinte,
verificou-se que o aumento da bPAG antes do parto estd significativamente

correlacionada com o peso dos vitelos ao nascimento (Schmidt et al., 1996).

Figura 7. Concentracdes periféricas de bPSPB em vacas Alentejanas durante gestagdes singulares de
fetos IVP cruzados e fetos |IA Alentejanos (adaptado de Vasques et al., 1995).
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E provavel que esta relacdo entre producdio da bPSPB e da bPAG pelas
células binucleadas da placenta e o peso dos vitelos sgja somente um reflexo do
aumento da actividade metabdlica da placenta associada a0 maior crescimento do
feto e massas fetais, visto ndo se lhes conhecer até ao presente nenhuma actividade

fisiol6gicaidentificada com a dos factores de crescimento.

1.4. Qutros factores associados ao aumento do peso ao nascimento de vitelos
IVP

A transferéncia de embrides IVP em ovinos, resultou em aumentos
significativos do peso ao nascimento, duracdo da gestacdo, incidéncia de distocias e
nado-mortalidade quando comparada com grupos controlo (Walker et al., 1992;
Thompson et al., 1992; Holm et al., 1994). Na vaca, existe também evidéncia de um
aumento da duracdo da gestacdo e do peso dos vitelos associados a transferéncia de
embrides IVP (Hortaet al., 1992, 1993; Sinclair et al., 1995; Merton et al., 1988). O
anico relato em bovinos em que ndo foi observado aumento da duracéo da gestacéo
associado a pesos ao nascimento mais elevados aparece no trabalho de Behboodi et
al. (1992). Neste trabalho os embriées foram manipulados (transferéncia nuclear),

contrariamente aos anteriores.

A prova de que existe esta relagdo positiva entre o aumento do peso ao
nascimento e a duracéo da gestacdo € evidenciada por Horta et al. (1992, 1993).
Neste trabalho foi possivel prevenir o nascimento de fetos mais pesados através da
inducéo do parto cerca dos 268 dias de gestacdo, asssm como anular a mortalidade

dos vitelos ao parto (Tabela 1, Figura 2).

Na figura 8 pode observar-se que a distribui¢éo dos pesos ao nascimento de
vitelos IVP cruzados nédo é normal, contrariamente a dos produzidos por IA. Existe
um aumento da percentagem de nascituros nas classes dos 30-40 kg e dos 60-70 kg,
sugerindo que além de vitelos mais pesados existe também a possibilidade de
nascerem vitelos mais leves associados a técnica |V P. Porém esta hip6tese tem de ser
confirmada visto que o exemplo dado foi obtido de um estudo na EZN utilizando

vitelos | VP fruto de cruzamentos ndo controlados.
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Figura 8. Distribuicdo dos pesos ao nascimento de vitelos IA (raca pura) e IVP (cruzamento de racas)
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Merton et al. (1998) estudaram os factores que influenciam o peso ao
nascimento em 607 vitelos produzidos pela técnica IVP. Entre eles, a pluriparidade
da receptora, vitedlos masculinos, os embribes de inferior qualidade, a
congel agéo/descongelacdo do embrido, gestacOes superiores a 275 dias, e os nados-
mortos ou inviaveis até as 24 horas, foram factores que apareceram
significativamente associados ao aumento do peso (Tabela 2). Além destes factores,
a exploracdo pecuaria, afémea dadora de odcitos e o touro utilizado na fertilizacéo in
vitro, afectaram significativamente o peso dos vitelos. Entre os factores directamente
associados com a técnica de producdo dos embrides, conclui-se deste trabalho que
embrifes frescos e de elevada qualidade originam vitelos menos pesados ao
nasci mento.

Tabela 2. Factores significativamente associados ao aumento do peso de vitelos IVP ao nascimento
(Merton et al., 1998).

Factor Aumento de peso (kg)

Vacas vs. Novilhas +2,6

Machos vs. Fémeas +1,2
Embrides grau 2 vs. grau 1 +12
Embribes congelados vs. frescos +1,2
Duracdo da gestagdo superior a 275d +2.4a10,7
Vitelos nados-mortos ou invidveis s 24h pp vs. viaveis +3.0
Dadoras, touro, modo de exploracdo das receptoras (P<0,05)

No mesmo estudo, entre os factores ndo correlacionados com 0 peso ao
nascimento encontram-se 0 sincronismo receptora/embrido (1 dia), a idade da
receptora, arepetibilidade e intervalo entre as sessdes de colheita de odcitos (OPU), a
percentagem de cumulus-odcitos de boa qualidade, a utilizacdo de células BRL em
co-cultura, o estadio do embrido, 0 més de paricéo, a raga da receptora, a equipa de
transferéncia dos embrides, a qualidade da receptora e a duragdo do transporte do

embrido entre o laboratério e o local de transferéncia.
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Neste estudo foram assim identificados factores ao nivel do odcito (dadora),
do embri&o (touro, qualidade, criopreservacéo), do vitelo (duragdo da gestagéo, sexo
e viabilidade perinatal), bem como factores externos (exploragdo) que afectam
significativamente o peso ao nascimento de vitelos IVP.

Alguns trabalhos levaram a pensar que a co-cultura de embrides com outras
células poderia estar associada a0 aumento do peso dos vitelos a0 nascimento
(Behoodi et al., 1995; Farin e Farin, 1995; Hadler et al., 1995). Na ovelha foi
confirmada esta associagdo entre o desenvolvimento fetal e a presenca de células da
granulosa em co-cultura (Maxfield et a., 1997). Neste trabalho, 0 aumento do peso
dos fetos com 61 dias de gestacdo encontrado no grupo da co-cultura, apareceu
associado a uma hipertrofia das fibras musculares primérias e hiperplasia das fibras
musculares secundarias. Contudo, no recente trabalho de Numabe et al. (1999) que
utilizou uma metodologia apropriada para o efeito, verificou-se que o aumento do
peso de vitelos da raca Preta Japonesa ndo foi influenciada pela co-cultura com

células da granulosa (Tabela 3).

Tabela 3. Peso ao nascimento e duragdo da gestacéo de vitelos IVP e IA (Numabe et al. 1999)

Grupo Vit(?]l)os P’t\alzgcalo Dur. Gest. | Touro Vit(?]l)os P’t\alzgcalo Dur. Gest.
Cocutura | 7 | %00 | 283 g 29170 3209'.37abb 3223 :
g, | o | sos | mwaa | A [ A ave [ mss
o | s | mav | ey | A | AT s [
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1.5. Conclusdes

A producdo de embrides in vitro e a clonagem por transferéncia nuclear, séo
dois procedimentos tecnol 6gicos susceptiveis de induzir alteracbes ao nivel do jovem
embrido que aceleram 0 seu crescimento no Utero. Estudos realizados com o controlo
do gendtipo sugerem a existéncia de uma interaccéo entre a técnica e a raca no
aparecimento de vitelos mais pesados ao nascimento. Em racas de pequeno porte o
aumento de peso ao nascimento ndo chega a comprometer a viabilidade dos recém-
nascidos. Nos cruzamentos indiscriminados e nas ragas de grande porte, existe um
aumento da incidéncia de distocias e mortalidade neo-natal associada ao aumento do
peso dos vitelos e da duracdo da gestagdo. Nestes casos podem nascer vitelos com
valores extremos da ordem dos 78 kg. Embrides produzidos in vivo, sujeitos a altas
concentragdes de progesterona no inicio do seu desenvolvimento, ddo origem a
placentas e fetos mais pesados. O seu mecanismo de accdo a este nivel é
desconhecido, justificando-se a redlizagdo de estudos no sentido de verificar se in
vitro também induz um crescimento acelerado nos embrides e no proprio feto. E
postulado que este sindroma resulta de ateracBes provocadas no meio durante o
desenvolvimento embrion&rio conduzindo a alteragbes da regulacdo precoce da
expressao dos genes implicados na sintese dos factores tréficos. A producéo de
nascituros mais pesados pela utilizagdo de técnicas de producado in vitro de embrides
levanta pois novas questbes e desafios sobre o papel destas tecnologias na
reproducdo animal e humana, justificando a realizacdo de mais estudos no sentido de

melhor esclarecer as causas do fendmeno, sua expressao e prevencao.
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2. Programa de investigacgéo
2.1. Introducéo

Os conhecimentos actuais indiciam claramente a existéncia de uma interaccéo
entre a técnica IVP e o genétipo do embrido na expressdo do aumento do
crescimento fetal associado aquela técnica.

Todas as células nucleadas contém duas cOpias completas do material
genético (uma de origem paterna e a outra materna). O genoma € constituido por 30
cromossomas nos bovinos, 27 nos ovinos e 19 no suino doméstico. Os
conhecimentos actuais relativamente a0 mapa genético dos bovinos estdo ainda
muito incompletos, o que impede a curto prazo a resolucdo deste problema concreto

pela via transgéni ca.

Contudo, a identificacdo de factores presentes nas culturas in vitro que
aparecam associados a0 desenvolvimento do embrido e do feto permitird4 adquirir
conhecimentos que se poderdo revelar Gteis, quando mais tarde o conhecimento do
mapa genético dos bovinos poder proporcionar uma manipulacdo preventiva ou

correctora dos desvios encontrados.

Neste programa de investigacéo propfe-se estudar todo o periodo in vitro da
producdo de embrides bovinos com o objectivo de se detectarem influéncias do tipo
de células em co-cultura e da suplementacdo com progesterona (P4), sobre a
velocidade de crescimento embrionario até a fase de blastocito. Em seguida, serd
realizado 0 mesmo estudo mas tendo em vista a sua expressao na fase de crescimento
fetal intrauterino, dificuldade ao parto e crescimento pds-natal, caracterizando-o em
diferentes gendtipos bovinos nacionais escolhidos de acordo com o peso vivo
corporal atingido na fase adulta (ragas de pequeno e de grande porte). Num terceiro
projecto pretende-se comparar o efeito da técnica de producdo de embrides in vitro
vS. in vivo sobre o desenvolvimento do feto e peso ao nascimento em duas ragas

nacionais, quando os embrides sdo expostos ou ndo ainfluéncia da progesterona.

Desta forma, mesmo que a investigacdo dos diferentes factores considerados
a partida como potencialmente associados ao sindroma dos vitelos grandes néo se
exprima de forma inequivoca, este programa permitirA em dltima instancia
caracterizar a sensbilidade dos diferentes genétipos a este sindroma. Esta

informacdo permitira no futuro a utilizacdo daquelas racas onde, a semelhanca da
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raca Preta Japonesa, o efeito da técnica € desprezivel relativamente as suas
consequéncias indesgéveis na facilidade dos partos e na sobrevivéncia dos

nascituros.

2.2. Projecto 1. Avaliacdo do efeito de diferentes tipos celulares em co-

cultura e da progester ona no crescimento embrionario in vitro.
2.2.1. Objectivos e Delineamento

Face aos resultados obtidos in vivo em ovelhas e vacas referidos na reviséo
dos conhecimentos, é urgente confirmar se a progesterona exerce in vitro um efeito

promotor do crescimento do embrido, tal como acontece in vivo.

Os resultados obtidos no nosso laboratério (Pereira et al., 1997, Vasques et
al., 1998), mostraram que 0 soro de vacas superovuladas (SOCS) aumenta
significativamente a sintese de progesterona pelas células da granulosa quando

comparado com o soro de vacaem cio natural (OCS), (Figura9).

Figura 9. Efeito da suplementacdo com soro de vacas superovuladas (SOCS) ou em cio natural (OCS) ha
producdo in vitro de progesterona pelas células da granulosa na auséncia de embrides (média + ep,
Pereira et al., 1997).
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Este estimulo na producdo de progesterona verifica-se tanto na auséncia de
embrides (Figura 9) como na sua presenca (Figura 10), havendo em ambos os soros
um acréscimo significativo na producéo de progesterona quando em presenca de
embrides. Os embribes bovinos mesmo antes da eclosdo produzem factores

luteotroficos capazes de acelerar 0 processo de diferenciacdo das células da
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granulosa in vitro. Este efeito, medido pela producéo de progesterona pelas células
da granulosa cultivadas em TCM199 e 10% de soro de vaca em cio superovulada
(SOCS), acentuase quando da passagem de blastécito expandido para eclodido
(Vasgues et al., 1998).

Figura 10. Producédo in vitro de progesterona por culturas de células da granulosa na presenca de
embrides (introduzidos ao 2° dia), em meios suplementados com soro de vaca em cio natural (OCS) ou
apos tratamento superovulatério (SOCS) (média * ep, Vasques et al., 1998).

100

. SOCs P<0,02

90 I ~e_ OCS

P<0,03

80

70

60

50

40

Progesterona (ng/ml)

30

20

10

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14

Dias de cultura das células da granulosa

No grupo suplementado com SOCS em que a progesterona atinge niveis mais
elevados, verifica-se concomitantemente um aumento da velocidade de crescimento
(Tabela 5) e qualidade dos embrides transferiveis ao 8° dia (Tabela 6).

Tabela 5. Influéncia dos tratamentos sobre o estadio de desenvolvimento embrionério de D7 a D9 (M =
mérula, JBL = jovem blastécito, BL = blastocito, BLE = blastécito expandido, EXT = extrusados; 7
réplicas; Pereira et al. 1997).

Dia 7 (n) M (%) JBL (%) BL (%) BLE (%)
SOCS 73 21,91 14,0 9,58 54,79
0cs 72 23,61 15,0 22,22 38,89
c2 P>0,05 P>0,05 P£0,037 P£0,055
Dia 8 (n) JBL (%) BL (%) BLE (%) EXT (%)
SOCS 84 2,38 13,09 77,38 7,14
0cs 70 143 27,14 65,57 2,85
c? P>0,05 P£0,028 P>0,05 P>0,05
Dia 9 (n) BL (%) BLE (%) EXT (%)
SOCS 84 1,19 72,61 26,19
0cs 73 12,32 71,23 16,43
c? P£0,004 P>0,05 P>0,05
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Tabela 6. Influéncia dos tratamentos sobre a qualidade dos embribes de D8 (Pereira et al. 1997).

Embribes Distribui¢do da classificacdo (%)
em D8 (n) Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
SOCS 84 13,09 40,0 29,76 16,67
0CS 70 1,42 46,0 35,71 17,14
c? P£0,007 P>0,05 P>0,05 P>0,05

Neste trabalho € evidente um efeito luteotrofico bifésico dos proprios
embrifes, quando em presenca de SOCS. Torna-se necessario estabelecer agui uma
relacdo de causa-efeito: havera maior producdo de progesterona devido a presenca de
embrides de melhor qualidade, ou os embriGes apresentaram melhor qualidade e
cresceram mais rapidamente porque as concentragbes de progesterona eram
superiores?

O objectivo deste primeiro projecto prende-se com a avaliacdo do efeito da

progesterona e do tipo de co-cultura celular no crescimento embrion&rio in vitro até a

fase de extrusdo dos embrides. Pretende-se assim estudar o efeito da suplementacéo

de progesterona durante a cultura in vitro sobre o crescimento embrionario, bem
como a influéncia de diferentes tipos de co-cultura celular utilizada (granulosa e
células epiteliais do oviducto — BOEC, produtoras e ndo produtoras de progesterona,

respectivamente) sobre a taxa de fertilizagdo, crescimento e producdo de embrides.

Delineamento experimental

Durante a fase de co-cultura dos embrides seréo organizados seis grupos
experimentais:
Grupo 1 - Co-cultivados com células da granulosa.

Grupo 2 - Co-cultivados com células da granulosa suplementadas com onapristone (inibidor
dos receptores da P4).

Grupo 3 - Co-cultivados com BOEC.
Grupo 4 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progester ona.

Grupo 5 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progesterona e
onapristone.

Grupo 6 — Co-cultivados com BOEC e suplementados com onapristone.

Este delineamento experimental permitirA avaliar o efeito dos seguintes

factores sobre o desenvol vimento embriondrio:

1. O efeito da progesterona sintetizada fisiologicamente pelas células da
granulosain vitro (Granulosa vs Granulosa + onapristone)
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2.2.2.

2. O efeito da progesterona com células BOEC (BOEC vs BOEC + P4)
3. O efeito da inibicdo da accdo da progesterona em ambas as culturas

celulares (Granulosa vs Granulosa + onapristone e BOEC + P4 vs BOEC
+ P4 + onapristone);

. O efeito do tipo de co-cultura na presenca (Granulosa vs BOEC+P4) ou

na auséncia de progesterona (Granulosa + onapristone vs BOEC + P4 +
onapristone);

. O efeito do onapristone sem a presenca de progesterona (BOEC vs BOEC

+ onapristone);

. O efeito do tipo de co-cultura (Granulosavs BOEC)

Serdo estudadas as seguintes varidveis em todos 0s grupos experimentais:

1. [ndice de fecundac&o (embrides clivados as 48h / o6citos inseminados);
2. Indice de embriBes sobreviventes ao 8° dia (embrides ao dia 8 / embrides

clivados);

. Indice de embrides extrusados (embriGes extrusados até ao 12° dia /

embrides clivados);

. Velocidade de crescimento embrionério (distribuicdo relativa ao 72, 8° e

9° dia de embrides nas suas diferentes fases de desenvol vimento: moérulas,
jovens blastécitos, blastécitos, extrusados);

. Qualidade dos embrides em D7-D8 (classificagcdo, numa escalae 1 a 5,

dos melhores (1) e dos piores embrides (5));

. Uma amostragem de embrides D7-D8 de cada grupo, sera submetida a

coloracéo com o Hoechst 33342 e azul tripan, para determinar 0 nimero
de blastomeros, a sua distribuicdo (botdo embriondrio e células do
trofoblasto) e a sua viabilidade (coloracdo vital com azul tripan), através
microscopia invertida com epifluorescéncia (descrito em detalhe no
parégrafo 2.5.7).

Metodologia

Neste primeiro projecto as vacas dadoras de odécitos serdo da raca Holstein e

0 sémen de um touro da mesmaraga.

Os ovérios e os oviductos bovinos utilizados neste estudo serdo obtidos num

matadouro préximo e transportados para o laboratério em PBS a 4°C, para a cultura

das células e, a 37°C, paraa producéo de embrides (Marques et al., 1997).

No trabaho trabalho anterior, chegou-se a conclusdo que a viabilidade das

células da granulosa em cultura era melhorada quando os ovérios de onde provinham
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eram acondicionados a temperatura de 4°C no transporte para o laboratério, do que

transportando-os a 37°C.

Os procedimentos genéricos para a producdo in vitro de embrifes que se
descrevem seguidamente, sd0 apresentados detalhadamente no parégrafo 2.5.

a). Cultura de células epiteliais do oviducto bovino (BOEC)

Os oviductos de vacas abatidas em matadouro, depois de lavados e
dissecados, serdo submetidos a um flushing (lavagem luminal) com meio de
Hank sem Ca™ e Mg™ e com antibidtico (ab) e antimicético (am) para recolha
das células epiteliais.

As BOEC serdo cultivadas em pogos com TCM 199 +10% de SOCS+ab numa
estufa incubadora a 39°C, com 5% de CO2 e saturada de humidade. Estas culturas
deverdo ser sempre frescas e apresentarem células em monocamada e células ciliadas
em suspensao (a partir de 4 a 6 dias de cultura) no inicio da co-cultura com embrides.

b) Cultura das células da granulosa.

As células da granulosa sdo obtidas quando da aspiragdo dos foliculos com 2
a 6 mm de didmetro. As células serdo cultivadas em TCM199 + 10% de SOCS +
antibidticos, em gotas de 100 ni colocadas em placas de cultura e cobertas por 6leo
mineral, na estufa incubadora a 39°C, com 5% de CO2 e saturada de humidade. As
monocamadas podem ser utilizadas para a co-cultura de embrides ao fim de 2 dias de
cultura

) Maturac&o dos o0dcitos

Coalheita de oécitos. Os ovarios dadores serdo transportados para o laboratério

imediatamente apos 0 abate dos animais em solucéo salina - fosfatada tamponizada
(PBS) a37°C. A esta solucdo sdo adicionados albumina sérica bovina (BSA, Fraccéo
V, SIGMA, 0,3%, w/v) e antibidticos (Kanamicina, SIGMA, 0,05 mg/ml). O liquido
folicular é aspirado de foliculos entre 2 a 8 mm de diametro com seringa munida de
agulha de 19 G e colocado em tubos de fundo conico contendo liquido de recolha e
lavagem de odcitos (TCM-199, GibCo), suplementado com 5% de soro de vaca em
cio superovulada (v/v) e antibiéticos (solucéo de 100 U/ml de penicilina e de 100
pg/ml de estreptomicing). Apds decantacdo, o residuo € observado a lupa para
seleccdo de conjuntos de odcitos e células do cumulus (COC) compactos, seguindo
apenas para cultura os Oocitos que exibam um revestimento completo e com

ooplasma uniforme.
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Maturacdo: Os odcitos seleccionados sdo transferidos para placas de Petri
contendo 3 ml de meio de maturacdo (TCM - 199) suplementado com 10% de soro
de vaca em cio superovulada (v/v) , antibidticos (solucdo de 100 U/ml de penicilinae
100 pg/ml de estreptomicina) e algumas células da granulosa em suspensdo. A
maturacao realiza-se em estufa a 39°C em atmosfera com 5% de CO, saturada de
humidade durante 22 a 24 horas. Apés este periodo, apenas 0s 00citos evidenciando

clara expansdo das células do cumulus seguem para a fertilizagao.

d) Preparacdo do sémen e fertilizacdo

Os odcitos maturados, apés lavagem e seleccdo, serdo colocados em meio de
fertilizacdo (gotas de 40 m para 10 o0dcitos), e inseminados com 1x106 spz /ml,
entretanto submetidos a um processo de swim-up em meio TALP com cafeina (485,5
pg/ml). Espermatozdides e odcitos permanecem durante 22 horas na estufa
incubadora para se completar a capacitacdo e o processo de fertilizacdo, os odcitos
inseminados e embrides resultantes serdo divididos nos 6 grupos experimentais

referidos. O sémen utilizado serd sempre do mesmo touro (raca Holstein).

€) Cultura dos embrides

Seguidamente os 0dcitos sdo transferidos para 0 meio de cultura de embrifes
(100 W) contendo células da granulosa em monocamada ou BOEC com 48 horas de
cultura. Quarenta e oito horas depois da fertilizac&o in vitro se ter iniciado, procede-
se a verificacdo e contagem dos odcitos clivados, que prosseguem O Seu

desenvolvimento in vitro até afase de extrusao.

As concentracfes de progesterona exégena a adicionar aos meios durante as
culturas (células BOEC, grupos 4 e 5), serdo similares as do dia 7 de cultura (48
ng/ml) previamente determinadas em co-culturas de células da granulosa com
embrides (Vasgues et a., 1998). Serdo recolhidas aliquotas de meio de cultura das
células com embrides, em todos os grupos e ao longo de toda a co-cultura, para

doseamento de progesterona por radioimunoensaio em fase solida.

O antagonista da progesterona permitira impedir o efeito da P4 quer nas co-
culturas da granulosa (sintese fisioldgica in vitro), quer nas BOEC suplementadas
com a hormona. Num trabalho anterior realizado no nosso Departamento (Cavaco

Goncalves et a., 1997) foram testadas duas concentracbes do onapristone
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adicionadas durante a maturacdo in vitro de odcitos bovinos (5,56 x 10° mol I* e
2,22 x 10™ mol 1™"). Os resultados demonstraram que a menor concentragdo utilizada
ndo afectou a maturacdo nem a fertilizacdo dos odcitos, pelo que serd esta a dose a
utilizar neste projecto durante a cultura dos embrides nos Grupos 2, 5 e 6.

Todos os resultados ser&o tratados estatisticamente utilizando testes de qui-
quadrado em factoriad 2x2 e a andlise de varidncia quando indicado. Serdo
estabel ecidas correlacdes entre a qualidade dos embrides em D8 e sua velocidade de
crescimento com a quantidade, distribuicdo (botdo embrionario vs. trofoblasto) e
viabilidade de blastomeros encontrados, as quais serdo comparadas entre 0S
diferentes grupos por andlise de variancia. Os ensaios in vitro de producdo de

embrides utilizardo o minimo de 10 réplicas por tratamento.

Uma pequena amostragem de embrides de cada grupo deste projecto e do
projecto seguinte serd criopreservada guardando-se assim materia genético
embrionario que podera vir a servir para estudos sobre eventuais alteracdes precoces
dos genes que no futuro venham a ser identificados como responsaveis pelas
ateracbes produzidas pela técnica, suplementacdo de progesterona e tipo de co-

cultura na expressao do crescimento embrionério e fetal.
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2.3. Projecto 2: Susceptibilidade de racgas nacionais ao efeito da progester ona
e da técnica | VP sobre o crescimento embrionario e fetal, dificuldade ao

parto e crescimento pos-natal.
2.3.1. Objectivos

Os trabalhos de Numabe et al. (1997) e de Stacchezzini et al. (1997) sugerem
a existéncia de uma interaccao entre o gendtipo e a técnica de producéo de embrides
IVP sobre o crescimento do feto e 0 seu peso ao nascimento. NO primeiro caso,
trabalhando com uma raga de pequeno porte em adulto (raca preta japonesa), a
diferenca observada entre fetos VP, embora significativa, foi muito pequena (cerca
de 2 kg). No segundo caso, o trabalho com dadoras de raca Piedmontesa (de grande
porte em adulto), evidenciaram-se diferencas muito mais elevadas nos pesos ao
nascimento (9 kg). A utilizacdo de embrides IVP sem controlo da raga das dadoras de
odcitos (cruzamentos para carne), apresentou resultados semelhantes aos obtidos na
raca Piedmontesa (Horta et al., 1992).

Este projecto pretende avaliar diferencas no crescimento in vitro de embrides

em duas racas bovinas nacionais e a sua susceptibilidade ao efeito da progesterona

Além do crescimento dos embrides, serd avaliado o padrdo de crescimento intra-

uterino dos fetos das diferentes racas durante gestacdes induzidas pela transferéncia

de embrides produzidos in vitro. Este padrdo de crescimento intra-uterino sera

correlacionado com a producdo de hormonas durante a gestacdo. A dificuldade ao

parto, sobrevivéncia dos nascituros e o0 crescimento pds-natal serdo igualmente
estudados.

Seleccdo das racas dadoras de odcitos, maturacao e fertilizagéo in vitro:

Ser&o seleccionadas para este trabalho como dadoras de od6citos, uma raca de
pequeno porte em adulto (Mertolenga) e uma de porte mais elevado (Alentgjana). Os
pesos das fémeas adultas da raca Mertolenga situam-se entre os 300 e 400 kg

enquanto que para araca Alentejana esse peso ronda os 650-700 kg.

Para garantir uma disponibilidade suficiente de ovarios no matadouro, terd
que ser desenvolvido um acordo de cooperagdo com as associagdes de criadores
destas ragas no sentido de se utilizar um matadouro de referéncia para abate das

fémeas, localizado perto do laboratdrio.
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A maturacdo dos odcitos e a fertilizacao in vitro serd realizada de acordo com
a metodologia apresentada no projecto anterior. Para a fertilizacdo sera utilizado
sémen de raca homdloga a cada uma das racas dadoras de odcitos, utilizando sempre
0 mesmo touro para cada raga.

2.3.2. Estudo 1: Efeito da progesterona e da co-cultura celular sobre o

crescimento embrionério in vitro em racgas autéctones.

Delineamento experimental

O efeito da progesterona sobre o crescimento embrionério in vitro serd testado
para cada uma das ragas dadoras de o6citos consideradas comparando, para a mesma
raca e entre as diferentes racas, embrides em co-cultura com células epiteliais
uterinas (BOEC) suplementados ou ndo com progesterona. Sera utilizada a mesma
metodologia que no projecto 1, quer quanto ao método de cultura quer quanto aos
critérios de avaliagd do crescimento do embrido (avaliagdo do estadio de
desenvolvimento durante a co-cultura., qualidade dos embrides e numa amostragem,

a quantificacdo, vitalidade e distribuicdo dos blastémeros).

Durante a fase de co-cultura dos embrides de cada um dos gendtipos
considerados (Mertolengo x Mertolengo; e Alentggano x Alentgjano), serdo
organizados quatro grupos experimentais:

Grupo 1 - Co-cultivados com BOEC.

Grupo 2 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progester ona.

Grupo 3 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progesterona e
onapristone.

Grupo 4 — Co-cultivados com células da granulosa
Este delineamento experimental permitird avaliar o efeito dos seguintes
factores sobre 0 desenvolvimento embrionério em cada gendtipo considerado:

O efeito da progesterona com células BOEC (BOEC vs BOEC + P4);

O efeito dainibicdo da accéo da progesterona em células BOEC (BOEC
+ P4 vs BOEC + P4 + onapristone);

3 O efeto do tipo de co-cultura (Granulosa vs BOEC; Granulosavs. BOEC
+P4)

Ser&o estudadas as seguintes variavel's em todos 0s grupos experimentais.
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indice de fecundagdo (embrides clivados &s 48h / o6citos inseminados);

indice de embrides sobreviventes ao 8° dia (embrides ao dia 8 / embrides
clivados);

[ndice de embrides extrusados (embrides extrusados / embrifes clivados);

4. Velocidade de crescimento embrionario (distribuicdo relativa ao 7° e 8°

dia de embrides nas suas diferentes fases de desenvolvimento: morulas,
jovens blastécitos, blastocitos, extrusados);

Qualidade dos embrides em D7-D8 (classificacdo, numa escalae 1 a 5,
dos melhores (1) e dos piores embrides (5));

Uma amostragem de embrides em fase de blastocito de cada grupo, serd
submetida a coloragdo com o Hoechst 33342 e azul tripan, para
determinar 0 nimero de blastomeros, sua distribuicdo (botdo embrionario
vs. células do trofoblasto) e viabilidade (coloragdo vital com azul tripan)
através microscopia invertida com epifluorescéncia.

Os restantes embrifes do dia 8 em fase de moérula ou blastécito de cada grupo

(suplementado ou nd com progesterona) serdo criopreservados e transferidos

posteriormente para vacas receptoras (estudo 2 do projecto 2).

A congelacdo dos embrides sera efectuada seguindo o protocolo de congelacéo

utilizado no Departamento de Reproducdo (Horta et al., 1996):

1.

2.

Seleccdo e classificagdo dos embrides a transferir ou congelar (em fase de mérula
compacta ou blastécito);

Os embrides seleccionados séo transferidos para um meio constituido por PBS
enriquecido com 15% de soro de feto de bovino (FCS) e transferidos de novo para um 2°
meio de PBS + 15% de FCS + 5% de glicerol. Aqui permanecem 10 minutos sendo de
seguida transferidos para um 3° meio idéntico ao anterior mas enriquecido com 10% de
glicerol;

Apbs 10 minutos realiza-se a aspiracdo de um ou mais embrides para palhinhas de
Cassou, ficando os mesmos acondicionados numa gota central separada por duas bolhas
de ar do meio em contacto com as extremidades da palhinha;

Imersdo das palhinhas a congelar no liquido (metanol) contido na cuba do aparelho de
congelagao (Bio-Cool lll);

Congelagdo programada em trés rampas: dos 10°C a -7°C 4 razdo de 2°C/min (aqui é
realizado o seeding); dos -7°C aos -30° & razédo de 0.3°C/min; dos -30°C aos -35°C i razdo
de 0.1°C/min. Ap6s 15 min. de estabilizacdo a -35°C, as palhinhas sdo introduzidas
directamente em azoto liquido (-196°C) onde permanecem até & descongelacao.
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2.3.3. Estudo 2. Caracterizacao do crescimento fetal, dificuldade ao parto e

crescimento pés-natal em racas portuguesas, utilizando embrides | VP.

Dedlineamento experimental

Serdo utilizados neste estudo os embrides VP congelados provenientes dos
grupos congtituidos no estudo anterior, 0s quais serdo transferidos para fémeas

receptoras:

Grupo 1 - Co-cultivados com BOEC.
Grupo 2 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progester ona.

Grupo 3 - Co-cultivados com BOEC e suplementados com progesterona e
onapristone.

Grupo 4 — Co-cultivados com células da granulosa

Este delineamento experimental permitira avaliar o efeito dos seguintes

factores sobre o desenvolvimento do feto, para cada gendtipo considerado:

1. O efeito da progesterona com células BOEC (BOEC vs. BOEC + P4);

2. O efeito dainibicdo da accdo da progesterona em células BOEC (BOEC +
P4 vs. BOEC + P4 + onapristone);

3 O efeito do tipo de co-cultura durante o desenvolvimento embrionario
(Granulosavs. BOEC; Granulosavs. BOEC + P4)

Como receptoras de todas as racas de embrides (Mertolengo x Mertolengo e
Alentgjano x Alentgjano) serdo utilizadas fémeas de uma Unica raga (Holstein), de
forma a poder avaiar-se 0 efeito do gendtipo fetal na producdo de hormonas e

proteinas da gestacéo.

As vacas receptoras ser80 sincronizadas e a transferéncia dos embrides
anteriormente congelados sera efectuada ao 8° dia do ciclo sincronizado. A
sincronizacdo do ciclo das vacas receptoras sera efectuada através de um tratamento
com progestagéneos durante 12 dias (implantes auriculares contendo norgestomet),
uma injeccdo de prostaglandina F2a em dose luteolitica (via intravulvo-submucosa,
Horta et al., 1986) e uma injeccdo i.m. de 500 Ul de PMSG, no fina do tratamento
progestagéni co.

Os embrides produzidos in vitro serdo descongel ados de acordo com o seguinte

protocolo, utilizado no nosso laboratério (Horta et al., 1996):
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1 - Depois de retiradas do contentor de azoto liquido, as palhinhas a descongelar séo mantidas na
atmosfera do laboratdrio durante 10 segundos. Em seguida, sdo mergulhadas em agua a 37°C durante
30 segundos. Os embribes sdo transferidos entdo para um meio de PBS com 15% de FCS,
enriquecido com 0,25 M de sucrose e 5% de glicerol, onde permanecem durante 5 minutos. Em
seguida transferem-se para uma 22 placa de Petri contendo PBS + 15% de FCS + 0,25 M de sucrose
onde permanecem durante 5 minutos. Finda esta etapa, que permitiu a descongelagéo e rehidratagao
celular (efeito da sucrose), os embribes sdo lavados em dois meios de PBS + 15% de FCS durante 10
minutos em cada banho, estando prontos para serem classificados e seleccionados.

2 - Os embrides seleccionados séo aspirados para palhinhas de Cassou em meio de PBS + 15% de
FCS devidamente identificadas e colocadas na vertical em termos a 22°C. Estéo assim prontos para

serem transportados para 0 campo e transferidos para as vacas escolhidas como receptoras.

Serdo recolhidas amostras de plasma sanguineo a todas as receptoras um dia
antes da transferéncia (para confirmagdo da ovulagdo e presenca de um corpo |Uteo),
aos 21 dias pos ovulacdo (para diagnostico precoce de ndo gestacdo) e dai em diante
mensal mente durante toda a gestacéo.

Sera doseada a progesterona em todas as amostras, e a partir do 21° dia o
lactogénio placentario bovino (bPL) e a proteina B especifica da gestacdo bovina
(bPSPB). Os doseamentos serdo efectuados por radicimunoandise em fase sdlida,
utilizando kits comerciais no caso da progesterona e do bPL ou recorrendo ao
laboratério da UNCEIA no caso da bPSPB.

O crescimento do feto serd avaliado através de ecografias realizadas
semanalmente até aos 115 dias de gestacdo, por medicéo da curvatura dorsal do feto
(crown rump - CR). O crescimento ulterior serd avaliado pela seguinte formula: (CR
ao0s 115 dias — CR ao nascimento)/(duragcdo da gestagcdo - 100 dias).

A cinética do crescimento fetal até ap 4° més de gestacdo serd comparado
para fetos da mesma raga entre os grupos suplementado e ndo suplementado com P4
durante a fase embrionéria e para fetos de ragas diferentes entre grupos homélogos
quanto a suplementacdo. Os indices de crescimento observados durante a gestacéo
serdo correlacionados com o crescimento embrionério in vitro e o crescimento pés-
natal dos vitelos.

O mesmo tipo de comparactes sera efectuado relativamente a cinética do bPL

e dabPSPB ao longo da gestacéo.

O peso dos vitelos a0 nascimento serd iguamente comparado entre 0s

diferentes grupos considerados.
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Com as devidas adaptactes, sera utilizado o modelo estatistico apresentado
no Projecto 3 (descrito em 2.4.1) integrando as variavels que estiverem
significativamente associadas ao crescimento fetal, peso ao parto e crescimento pos-
natal.

O grau de facilidade de parto serd avaliado segundo os seguintes critérios:
Ausénciade assisténcia

Assisténcia sem emprego de meios mecanicos
Assisténcia com emprego de meios mecanicos

A W DN PP

Cesareana

O crescimento dos vitelos apds o parto sera avaliado através de pesagens
semanais até aos 100 dias de idade. Para minimizar o efeito da capacidade leiteira
das receptoras no crescimento dos vitelos, estes passardo a um regime de aleitamento

artificial apartir dos 5 dias de idade.

Devido a uma politica de proteccdo ao extensivo, que subsidia as fémeas
reprodutoras aleitantes, pode tornar-se muito dificil vir a obter em matadouro uma
quantidade suficiente de fémeas abatidas que permita viabilizar este projecto.

Esta dificuldade pode ser ultrapassada utilizando em complementaridade a
colheita de oécitos em animais vivos por aspiracdo folicular utilizando o sistema
ecogréfico associado a um dispositivo de aspiragdo por via vagina (ovum-pick-up —
OPU). Esta técnica permite fazer colheitas de odécitos ndo maturados no mesmo
animal durante largos periodos de tempo e podera ser implementada de acordo com
0s métodos descritos por varios autores (Kruip et al., 1991, Pieterse et a., 1991,
Simon et a., 1993). Se existe a desvantagem de haver menos odcitos disponiveis por
cada sessdo do que no caso de haver fémeas disponiveis para abate, por outro lado
existe a vantagem de se diminuir a variabilidade do crescimento dos embrides e fetos

associada as dadoras.
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2.4. Projecto 3: Influéncia da técnica de producdo de embrides (IVP, 1A e
MOET) e da progester ona sobre o desenvolvimento do feto, peso ao nascimento

e crescimento pés-natal em duasracas autoctones.

Neste projecto pretende-se comparar o efeito da técnica de producdo de
embrides in vitro vs. in vivo sobre o desenvolvimento do feto e peso dos vitelos ao
nascimento em duas ragas nacionais, quando os embrifes sG0 expostos ou nao a
influéncia da progesterona.

Ser&o constituidos os seguintes grupos:

| - Embrides produzidos totalmente in vitro (IVP) utilizando co-culturas de

células da granulosa (IVP, expostos a accdo da progesterona);

I - Embrides IVP utilizando co-culturas de células da granulosa

suplementadas com um antagonista da progesterona (IVP, ndo expostos a

accao da progesterona);

11 - Embrides produzidos pelo método da superovulagdo (MOET - in vivo,

expostos a ac¢ao da progesterona);

IV - Inseminacéo artificia (IA - in vivo, expostos somente a concentragoes

fisiol 6gicas de progesterona).

Os estudos incidirdo em duas ragas nacionais. Mertolenga e Alentgana,
podendo mais tarde ser realizados noutras ragas desde que exista um nucleo de
fémeas receptoras para as gestacdes que viabilize o estudo.

Sera sempre utilizado o mesmo touro de cada uma das racas a estudar para
realizar afertilizagdo in vitro (grupos IVP) einvivo (MOET elA).

As vacas receptoras de embrides (IVP e MOET) e as inseminadas (1A) seréo
de ragas homologas aos embrides transferidos ou fruto da IA. Assim, existira um
nucleo de fémeas de raga Mertolenga e outro de raca Alentejana.

A gestacdo, parto e pds-parto serdo acompanhados como no estudo 2 descrito
em 2.3.3, havendo lugar a avaliacdo do desenvolvimento fetal até aos 115 dias por
ultrasonografia, das concentragdes de bPSPB e bPL ao longo da gestacéo, da duracéo
da gestacéo, do peso ao nascimento e do crescimento dos vitelos até aos 100 dias de
idade.
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2.4.1. Modelo estatistico

Os factores anteriormente considerados serdo comparados entre os diferentes
grupos para cada uma das ragcas e entre as duas ragas, através de um modelo
completamente casualizado por andlise de variancia, sendo estabel ecidas correlacbes
entre eles dentro de cada grupo e entre grupos.

Sera realizada ainda uma integracdo das variavels que contribuem para
explicar o crescimento do feto até aos 115 dias (1), dai até ao nascimento(2), o0 peso
ao parto (3) crescimento do vitelo até aos 100 dias (4) através equacdes de regressao
multipla, sendo as variaveis independentes seleccionadas através do método de
Stepwise (computacdo electronica através do programa Statistica, Statsoft 1995 ).
Estas equagdes multiplas serdo calculadas para cada um dos grupos de gestacéo
considerados e respectivos gendtipos, podendo vir aintegrar as seguintes variaveis:

Varidveis independentes a sel eccionar pelo modelo:

CBE - células do botdo embrionério

CT - células do trofoblasto

PSPB - producao diaria de bPSPB ao longo da gestacéo

PSPB1 - producdo diaria de bPSPB até aos 115 dias de gestacdo

PSPB2 - producdo diaria de bPSPB ap0s os 115 dias de gestacéo

PL- producédo diéria de bPL ao longo da gestacéo

PL 1- producdo diériade bPL até aos 115 dias de gestagdo

PL2 - producdo diariade bPL apds os 115 dias de gestacédo

PV - peso do vitelo ao parto

DG - duracéo da gestacéo

DF — dificuldade ao parto (avaliada como no Projecto 2 - Estudo 2)

Quando considerada como variavel dependente o crescimento pos-natal (Y 4)
serdo adicionados ao model o os crescimentos do feto até aos 115 dias, entre os 115 e
0 parto e 0 peso a0 parto. Quando considerado o peso ao parto (Y3) serdo
adicionados a0 modelo os crescimentos do feto até aos 115 dias e entre os 115 dias e
0 parto. Quando considerado o crescimento fetal depois dos 115 dias (Y) sera
adicionado ao modelo o crescimento nos primeiros 115 dias.

As eguacOes obedecerdo assim ao seguinte modelo (Y14 = variaves
dependentes; a= origem; e = médiaresidua dos coeficientes de regressao):

Y14 = a+ CBE + CTy + PSPB, + PSPB1,, + PSPB2, + PL, + PL1, + PL2;, + PV, + DG + DF; +
lemnopqrst
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Serd assim possivel verificar 0 efeito da técnica de embrides IVP nos
diferentes factores estudados e simultaneamente evidenciar a existéncia ou ndo de

interaccdo entre araca e atécnica

2.4.2. Metodologia especifica

a) Protocolo de superovulacdo e recolha de embrides (MOET; Lopes da Costa,
1995)

As vacas dadoras serdo sincronizadas pelo método Crestar (Implante
Norgestomet durante 11 dias). No dia da extraccdo do implante os animais recebem
PGF2 alfa (2,5 mg i.v.s.m). Durante os Ultimos 4 dias do tratamento progestagénico,
cada fémea recebera uma dose de 50 mg i.m. de FSH-P (Foltropin-V), duas vezes por
dia

A recolha de embrides serd efectuada ao 7° dia apOs a inseminacdo das
fémeas superovuladas (9° dia apbs a extraccdo dos implantes) pelo método ndo
cirtrgico, tal como descrito por Lopes da Costa (1995). As fémeas sdo imobilizadas
num tronco de contencdo. A zona perineal € lavada com agua e sabdo e seca com
toalhetes de papel. Realiza-se uma anestesia epidural baixa com 5-7 ml de cloridrato
de lignocaina a 2% (20 mg/ml; Xilocaine, Astra). Para a lavagem uterina utiliza-se
um catéter de Foley de duas vias de 18 FG e bal&o de 15 ml (Silkolatex, Rush-Gold),
acoplado a um tubo de silicone de 20 cm de comprimento, ficando o conjunto rigido
através de um estilete de metal de 75 cm de comprimento introduzido internamente e
fixado externamente por uma pinca hemostatica. O catéter € protegido por uma
camisa sanitéria (ZA060, IMV) e é introduzido através da vagina, sendo a camisa
sanitaria descartada quando o catéter alcanca o fundo de saco vagina. O catéter é
conduzido transrectalmente através do cérvix até a extremidade alcancar a curvatura
uterina maior do corno uterino a lavar e fixado ao lumen endometrial através da
insuflacdo do baldo com10-13 ml de ar. Apés a extracgdo do estilete, 0 meio de
lavagem é instilado através de seringas de 50 ml e recolhido por gravidade para um
frasco colector de 0,5 |, graduado e esterilizado. A saida do meio é controlada através
de uma pinca hemostética aplicada externamente no catéter. Sdo instilados 50-100 m
de meio de lavagem de cada vez, consoante as dimensdes do corno, prefazendo um
total de 200-300 ml por corno uterino. ApGs a Ultima instilacdo procede-se a

massagem uterina, o baldo é esvaziado e o catéter retirado, repetindo-se todo o
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processo para o outro corno uterino. O meio de lavagem fica armazenado em banho-

maria atemperatura de 37°C até a pesguisa dos embrides.

b) Meio de lavagem uterina (Lopes da Costa, 1995)

A composicdo do meio de lavagem uterina para a recolha dos embrifes € a
seguinte: 9,804 g de PBS (modificada por Dulbecco, Flow Laboratories); 1 g de a-
D-Glucose (Serva); 33 mg de piruvato de sodio (Serva); 10 ml de uma solucdo
contendo 5000 Ul/ml de penicilina e 5000 ng/ml de estreptomicina (Flow
Laboratories); 10 ml de uma solucdo contendo 0,25 mg/ml de fungizona
(Amphotericina B, Serva); agua tratada pelo método Mili-Q (18 MWem a 25°C;
Millipore) g.b. para 1 litro. Os constituintes séo pesados e adicionados a 0,5 | de &gua
e submetidos a agitacdo magnética-térmica até a sua completa dissolucdo, sendo
posteriormente adicionado a restante dgua. O pH foi medido e corrigido a 7,2-7,3
através da adicdo de HCL 1M ou NaOH 1M. O meio é filtrado em ambiente de
camara de fluxo laminar horizontal, utilizando uma bomba peristaltica e através de
pré-filtro de poro médio de 8 mm (AP15, Millipore) e de filtro de poro médio de 0,22
mm (Durapore, Millipore) para frasco esterilizado e graduado de 1 litro. O meio deve
ser utilizado nas 24-48 horas seguintes a sua preparacdo, devendo ser acondicionado
em frigorifico. Antes da utilizagdo o meio € aguecido em banho-maria a 37 °C e
adicionado de 200 mg de albumina sérica bovina (BSA, Serva). A BSA deve ser
previamente pesada em aliquotas individuais de 200 mg e armazenada em criotubos
de 1,5 ml (Greiner) a—20 °C.

c) Processamento de embrides (Lopes da Costa, 1995)

O meio recolhido da lavagem uterina é passado através de um filtro com poro
médio de 70 mm (EmCon Embryo Concentrator, Imuno Systems Inc.) e a coluna
retida no filtro vertida para uma placa de Petri de 90 mm de didmetro e fundo
quadriculado, sendo feita a lavagem do filtro por fluxo retrégrado para uma segunda
placa. As placas sdo observadas numa lupa binocular com base diascopica e fonte de
luz fria com uma ampliag@o de 10x. Apos identificagdo, os embrides sdo colocados
numa placa multialveolar com 24 (4x6) pogos (Nuclon, Nunc) contendo meio de
cultura (Ovum Culture Medium, Flow Laboratories), mantida numa mesa térmica a
temperatura de 37°C e coberta com papel de aluminio. Os embrifes sdo colocados
em 3 banhos sucessivos de meio (10 minutos cada) e sdo avaliados numa outra lupa
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com uma ampliacdo de 64x. A avaiacdo é feita com base em pardmetros
morfolégicos e classificados quanto ao estadio de desenvolvimento (o6citos ndo
fecundados, 2 células a jovem morula, moérula compacta, jovem blastécito e
blastocito expandido) e qualidade (1-5). A qualidade € apreciada de acordo com a
forma embrionaria; integridade da pelUcida; volume do espaco perivitelino; nimero,

textura e coloracéo das células; e grau de agregacdo ou compactacdo celular.

d) Congelagdo dos embrides produzidos por superovulacéo

Os embriBes classificados como transferivels (morulas ou blastocitos até grau
3) sdo congelados para posterior transferéncia para as vacas receptoras. A congelacéo
dos embrides produzidos in vivo é realizada colocando-os em meio de cultura (Ovum
Culture Medium, Flow Laboratories) contendo 10 % v/v de glicerol (Merckt) durante
10 minutos e acondicionando-os em palhinhas de 0,25 ml (Paillette Cristal, ZA473
IMV). Estas sdo em seguida colocadas no interior da cBmara de congelacéo (BioCool
I, FTS Systems). Utilizase a seguinte curva de congelacéo: colocacdo das
palhinhas a —-6°C; 1 patamar de 10 minutos, seeding através de toque com pinca
arrefecida em azoto liquido na extremidade superior da coluna de meio que contém o
embrido; 1 patamar de 10 minutos; arrefecimento a razéo de 0,3°C/min até aos —
32°C; 1 patamar de 10 minutos; imersao em azoto liquido onde permanecem até a
descongel agéo.

€) Descongelacdo dos embrides produzidos por superovulacéo

A descongelacdo redliza-se colocando as palhinhas em banho-maria a 25°C
durante 30 segundos. O contelido da pahinha é vertido para placas de Petri e o
embrido é identificado a lupa. Seguidamente passam-se 0s embrifes sucessivamente
pelos seguintes banhos. meio de cultura contendo 6,6 % v/v de glicerol e 0,3M de
sucrose durante 10 minutos;, meio de cultura contendo 3,3% v/v de glicerol e 0,3M
de sucrose durante 10 minutos; meio de cultura contendo 0,3M de sucrose durante 10
minutos; 2 banhos em meio de cultura durante 10 minutos cada. Apés classificacéo,
os embrides sdo acondicionados em pahinhas de 0,25 ml em meo de cultura
separando trés colunas de meio com duas bolhas de ar, ficando o embrido residente

na coluna central.
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2.5. Protocolo de base para a producédo de embrides in vitro (protocolos
utilizados no Departamento de Reproducdo da EZN; extraido de Marques,
1998)

Numerosos protocolos existem para a producdo in vitro (IVP) de embrides
bovinos. Apresentamos as vdrias fases do processo, tal como esta instituido
actualmente no laboratério de embriologia do Departamento de Fisiologia e
Reprodugdo Animal da EZN. As referidas fases compreendem a maturagdo dos
odcitos (IVM), a sua fertilizacdo (IVF) e cultura dos embrides resultantes (IVC). As
técni cas baseiam-se nos trabalhos de Lu e col. (1987), tendo sido implementadas sob

orientacdo cientifica do Doutor W. Wang (1992).

2.5.1. Colheita dosovérios

Os ovarios sdo recolhidos num matadouro proximo do laboratério,
imediatamente ap0s o abate de vacas ou novilhas. Estes ovérios colocam-se
deatoriamente em garrafas térmicas contendo solucdo de PBS enriquecida e
previamente aquecida a 37° C, sendo depois transportados para o laboratério num

espaco de tempo méximo de duas horas apos o abate.

No laboratério, procede-se a lavagem dos ovérios por duas a trés passagens
sucessivas em PBS aguecido a 37° C, em copo de vidro esterilizado. A p6s a lavagem

dos 6rgéos, segue-se afase de aspiracdo do liquido folicular.

2.5.2. Aspiracao dos oocitos

Efectua-se a aspiracdo do contetdo dos foliculos de 2 a 6 mm de didmetro
presentes na superficie dos ovarios através de puncdo com agulha 19-g gjustada a
seringa de 10 ml, ambas esterilizadas. Os foliculos maiores que 6 mm ou
evidenciando sinais de atrésia (cor escura) sdo desprezados. Durante a aspiracdo, o
copo de vidro, contendo os ovérios, estd mergulhado em banho-maria a 37° C, sendo
esta operacdo e as seguintes efectuadas em ambiente esterilizado em camara de fluxo

laminar a umatemperatura de 25° C.

Depois da aspiracdo de cada ovério, o contelido da seringa € lentamente
vertido para tubos esterilizados de fundo cénico contendo 2 a 3 ml de meio de

lavagem de odcitos (W1). Uma vez processado o Ultimo ovéario do lote recolhido no
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matadouro, 0s tubos mantém-se em repouso durante alguns minutos para permitir
gue os odcitos sedimentem no fundo conico. O sobrenadante é entdo decantado e
eliminado, enquanto o residuo, constituido por células da granulosa e odcitos
rodeados de células do cumulus (COC), é vertido para placas de Petri esterilizadas de

50 mm de didmetro.

Dilui-se este residuo em meio de recolha e lavagem de odcitos (W1),
observando-se a lupa com pequena ampliagdo para a separacdo dos odcitos. Estes
vao sendo transportados através de pipeta de vidro esterilizada para uma placa de
Petri de 35 mm de didmetro, contendo meio limpo de lavagem (W1). Segue-se a
seleccdo dos odcitos e a sua passagem para placa de cultura, contendo meio de
maturacdo. S&0 apenas seleccionados os COC que evidenciem um citoplasma
uniformemente granuloso, rodeados de 3 a 4 camadas de células do cumulus néo

expandidas.

O residuo final, j& separado da totalidade dos odcitos, contendo apenas
células da granulosa e outros residuos foliculares, é vertido para tubos de vidro e
centrifugado durante 5 minutos a 500 g. Apds a decantagdo do sobrenadante, dilui-se
o residuo final em meio de maturacdo de oécitos (MC de o0dcitos), obtendo-se uma
suspensdo final que se homogeneiza por intermédio de uma agulha 19-g e seringa de
1 ml. A suspensdo obtida ira ser utilizado para a suplementacdo do meio de
maturacdo dos odcitos primarios com células da granulosa, na concentracdo de 3 a5

" 10° células por mililitro de meio.

2.5.3. Maturacéo dos odcitos primarios

Os odcitos primarios, seleccionados de acordo com os critérios ja referidos,
sdo transferidos para placas de cultura esterilizadas, de 35 mm de didmetro, contendo
3 ml de meio de cultura de odcitos (MC de odcitos ), em ndimero variando entre 0s
80 a120. Ao meio de cultura adicionam-se células da granul osa na concentracdo de 3
a5  10° cdulas mL™ | retiradas da suspensdo acima referida. Os obcitos sd0
incubados em estufa a 39°C e a 5% de CO,, em ambiente saturado de humidade,

durante 22 a 24 horas.

Apls este periodo, a avaliagdo da maturacdo dos odcitos secundérios €

realizada a lupa (numa ampliacdo entre 10 e " 20) baseando-nos em critérios
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morfolégicos, seguindo para a fertilizacdo os odcitos com ooplasma uniforme ou
regular, nd0 muito claro nem muito escuro, evidenciando um grau elevado de
expansdo das células do cumulus (Hunter e Moor, 1987). A taxa de maturacédo
corresponde a razéo entre 0 nimero de odcitos dados como maturados a observac®
microscopica cerca de 22 a 24 horas ap0s o inicio do periodo de cultura e 0 nimero

de odcitos seleccionados parainiciarem a sua cultura.

A taxa de maturacdo pode também avaliar-se sujeitando uma amostragem dos
odcitos a respectiva fixacao e coloragdo nucleares, sendo considerados maturados os
odcitos observados em metafase 11 com microscépio Optico de grande ampliacéo (°
800). Neste estadio, observa-se um grupo de cromossomas emparelhados e
espalhados, correspondentes ao oécito secundério, e outro, nem sempre visivel, de

cromossomas agl utinados correspondentes ao 1° gldbulo polar.

2.5.4. Capacitacdo in vitro do sémen bovino

Para adquirir a sua capacidade de penetracdo no odécito, os espermatozoides
devem sofrer in vitro uma série de modificacdes, correspondentes as modificagdes
observadas in vivo durante a sua passagem pelo aparelho reprodutor feminino. Estas
alteragdes, denominadas no seu conjunto como capacitacdo, incluem a remocéo
gradual das camadas glicoproteicas da superficie dos espermatozdides, especialmente
da regido do acrosoma, permitindo a exposicao de receptores, 0s quais irdo ligar-se
aos receptores do odcito. O aumento da motilidade ou hiperactivacdo é outra das

caracteristicas adquiridas pel os espermatoz6i es durante a capacitacao.

O sémen congelado dos touros seleccionados € processado pelo Centro de
Estudos de Seleccdo, Reproducéo e Inseminacdo Artificial (Venda Nova, Amadora),
em minipahinhas de Cassou de 0,25 ml de volume, dentro de contentores de azoto
liquido. Procede-se a descongelacéd da minipa hinha durante 30 a 40 segundos em
agua Milli-Q contida em copo de vidro esterilizado e previamente aquecida a 37°C.
Retirada da agua, a minipalhinha é imediatamente seca com um pano macio, para
evitar qualquer contacto entre a agua e 0 sémen, e 0 seu conteldo vertido, apos o
corte das duas extremidades, para um tubo de vidro esterilizado de fundo redondo.

O sémen correspondente a cada pahinha, suficiente para inseminar 200

odcitos in vitro, € aspirado com seringa de 1 ml adaptada a agulha de 19-g e
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cuidadosamente depositado, em doses iguais, no fundo de outros dois tubos de vidro
esterilizados de fundo redondo. Cada tubo contém ja 1,2 ml de meio de capacitacdo
(CAP), previamente equilibrado. O sémen segue entdo para a incubadora durante 1
hora, em atmosfera de 5% de CO2, a 39°C e com humidade maxima. Durante este
periodo realiza-se 0 swim-up, processo pelo qual os espermatozoides mais activos

progridem até a superficie do liquido de capacitacdo, ai se concentrando.

Apbs o periodo de swimrup, o sémen é retirado da incubadora, sendo
recolhido com pipeta o0 sobrenadante de ambos os tubos, num volume correspondente
a 2 ml de meio de capacitacdo contendo os espermatozoides de maior vitalidade. O
sobrenadante total € colocado num Unico tubo de vidro de fundo conico. Segue-se a
sua centrifugacdo a 500g durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, procede-se a
nova aspiragdo do sobrenadante e a sua eliminacdo. Os mesmos espermatozoides
encontram-se agora concentrados num volume de 0,2 ml de meio de capacitacéo, no

fundo do tubo conico de centrifuga .

A determinagdo, em hematimetro de tipo Neubauer, do nimero de
espermatozdides existente neste concentrado, apds a diluicdo a 1:20 de uma pequena
amostra de 5pl, permite informar-nos sobre a dose de sémen a utilizar durante a
inseminacdo dos odcitos, de modo que a sua concentracdo nas gotas de fertilizacdo

corresponda a 1x10° espermatozéides (spz) mL ™.

De facto, apds a contagem do nimero de espermatozéides existentes nos 4
guadrados externos maiores da camara de Neubauer, e considerando que a superficie
de cada quadrado é de 1 mm? sendo a atura da camara de 0,1 mm, aplica-se a
seguinte formula: X=N"5000. Nesta formula, a varidvel X representa o volume em
il do concentrado de espermatozoides a adicionar a cada gota de 40 pl de meio de

fertilizag@o, sendo N o nimero de espermatoz6ides contados.

2.5.5. Fertilizagao in vitro

A fertilizacdo realiza-se em microgotas de 40 Yl de meio de fertilizacdo
(FERT), submersas em 6leo mineral, dispostas em nimero de 12 sobre cada placa de
Petri (Sterilin, ref. ), de 50 mm de didmetro, previamente equilibradas na incubadora
a 39°C durante pelo menos 2 horas antes. Para cada microgota s&o transferidos 10

oocitos maturados com apenas 1 a 2 camadas de células do cumulus. No nosso
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sistema de producdo, os odcitos maturados, antes da fertilizacdo, sdo sujeitos a
pipetagens frequentes em meio de lavagem modificado (W), para afastamento das
referidas células. Adiciona-se finalmente o sémen capacitado, numa dose que varia

entre 2 e 5 pl, correspondente & concentracdo final de 1x1(° espermatozdides mL ™.

A fertilizac8o realiza-se em estufa com 5% de CO2, a temperatura de 39°C e
a uma humidade elevada, durante 24 horas. Apds este periodo, transferem-se os
odcitos inseminados para placas de cultura celular (Nunclon, Nunc) contendo gotas
com mono-camadas de células da granulosa, ja com um periodo de cultura de 48

horas.

Entre as 44 e as 48 horas apds a inseminacdo, 0s 00citos sdo observados a
lupa para avaliacdo da sua taxa de clivagem, correspondente a razdo entre 0 nimero
de embrides que se encontram no estadio de duas ou mais células até esse periodo e 0

ndmero de odcitos inseminados.

2.5.6. Culturadeembridesin vitro

No sistema por nés adoptado para producdo de embrides bovinos in vitro, 0s
embrides desenvolvem-se mantendo o contacto permanente com monocamadas
confluentes de células da granulosa. Estas células sdo cultivadas em gotas de meio de
cultura de embrides (MC de embrides) dispostas em pacas de cultura de 50 mm de
didmetro. Cerca de 24 horas apds a inseminagdo, 0S presumiveis zigotos sdo
transferidos para estas gotas, em nimero ndo superior a 30 por gota, ai se mantendo
durante todo o seu periodo de desenvolvimento. O crescimento realiza-se em estufa a
39°C com atmosfera de 5% de CO2 e ar saturado de humidade. A remocgdo das
células excedentarias e a renovacdo do meio € feito de dois em dois dias com meio

de cultura de embrides.

A observacdo do desenvolvimento embrionério inicia-se, como dissemos,
desde a fase de duas células, verificada entre as 44 e as 48 horas ap0s a inseminacdo
(pi),até a fase de eclosdo da zona pellcida, ocorrida entre o 9° e o 11° dias pi,
passando pelos estadios de mérula compacta (6° dia), de jovem blastécito (7° dia),
blastécito (8° dia) e blastécito expandido (9° ao 11°dias). Os embribes sdo
classificados numa escada de qualidade, podendo variar entre o grau 1,

correspondendo aos excelentes, cujo estadio de desenvolvimento corresponde a sua
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idade, e o grau 4, englobando os embrides degenerados ou com elevado atraso no seu

desenvolvimento.

2.5.6.1. Preparacao das monocamadas de células da granulosa

Os ovarios destinados a colheita de células da granulosa, em nimero variando
entre 8 e 10, sdo transportados do matadouro até ao Laboratério em meio PBS

arrefecido a4°C, preparado como se refere nos Anexo A.

Durante a aspiragdo dos foliculos, o liquido obtido é depositado em tubos
esterilizados de fundo cénico contendo meio frio de recolha e lavagem de odcitos
(W1). Ap6s algum repouso, procede-se entdo a decantacdo e eliminacdo do
sobrenadante e a observacdo do residuo com lupa (Olympus, SZ60). Os odcitos sdo
rejeitados, deixando-se apenas presentes as células da granulosa. Este residuo sofre
entdo uma centrifugacdo a 500 g durante 5 minutos, obtendo-se um eluato que se

reconstitui com meio de cultura de odcitos (MC de odcitos), numa diluicéo de 1:20.

A suspensdo celular assim obtida € homogeneizada com seringa de 1 ml
adaptada a agulha de 19-g, sendo dela retirados 20 l para determinacdo da
concentracdo das células da granulosa em camara de Neubauer, assim como da sua
viabilidade por coloracdo vital com azul de Tripan. A concentracdo € ajustada para
uma diluicgo final de 1" 10° células mL™, de acordo com a férmula descrita para a

determinacdo da concentracdo dos espermatozéides.

Colocam-se em seguida gotas de 100 ul da diluicdo anterior em placas de
cultura, submersas em 6leo mineral. As placas sdo transferidas para a estufa
incubadora a 39°C em atmosfera com 5% de CO, e humidade saturada. Cerca de 48
horas ap0s o inicio da cultura, existe jA uma confluéncia das células da granulosa

formando monocamadas, aptas a receber 0s zigotos as 24 horas ap0s a inseminagéo.
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2.5.7. Técnica de coloracdo vital e nuclear de blastdcitos por epifluorescéncia
(método baseado no de Purcd et al., 1985 e modificado por Yang Zhihong,
gentilmente cedido pelo Prof. Raymond Wright).

A. Preparagdo das |aminas para microscopia

1. As laminas de vidro (75x24 mm) previamente guardadas numa solucéo de alcool (25%) e éter (75%),
séo lavadas com agua tépida desionizada. Secar na estufa.

2. Prepara-se uma solugdo com 1 parte de Prosil (Specialist Chemicals) e 100 partes de agua
desionizada.

3. As laminas séo submersas na solugdo de Prosil durante 10 segundos.

4. Lavar de novo com solugdo de agua desionizada e secar na estufa.
B. Montagem dos embrides para coloragéo

1. Escrever numa extremidade da lamina a identificacdo do(s) embrido(des) (tratamento# / embrido#,
etc.)

2. Pipetar os embrides (1-10) em 10 m de meio para as laminas
C. Coloragéo dos embrides

1. Preparar a solucdo mée de Hoechst 33342 (Sigma Cat n® B2261), na concentragdo de 1mg/ml de
agua. A solucdo de trabalho do Hoechst é preparada fresca para cada sess@o misturando 0,75 ml de
uma solugéo de citrato de sodio a 2,3%, 0,25 ml de etanol e 10 nt da solugéo mée de Hoechst.

2. Preparar uma solucdo de coloracéo vital a 0,05% de azul tripan dissolvido em citrato de sodio a 2,3%.

3. Colocar 10 m da solugdo a 0,05% de tripan-citrato na lamina sobre os embrides durante 30-50
segundos.

4. Remover a solucdo de tripan-citrato sem deixar secar os embrides.

5. Pipetar 10 m da solucéo de trabalho de Hoechst sobre os embrifes e colocar as laminas numa estufa
de incubagdo a 39° C, dentro de caixas refractarias & luz, durante 12-15 minutos (0 tempo de
coloragdo € critico).

6. Remover a solugdo de Hoechst, deixando os embrifes nas l1aminas e colocando rapidamente sobre
eles as lamelas.

7. Armazenar as laminas numa caixa de arquivo ou proceder a contagem celular de imediato. Se houver
armazenamento, evitar a exposicdo a luz. A observacdo deve ser feita em microscdpio equipado
com epifluorescéncia.

Notas. Colocar os embrides sobre as [aminas utilizando um pegueno volume de
meio. Adicionar azul tripan e corar. Remover o tripan e colocar rapidamente o
corante Hoechst para impedir a desidratacdo dos embrides. O corante Hoechst
contém etanol devendo portanto utilizar-se um volume adequado para prevenir a
evaporacdo completa antes da sua remocado. A evaporacao do etanol pode conduzir a
um aumento da concentragdo do corante e conseguentemente provocar uma
coloracdo exagerada dos embrifes. ApOs a coloracdo € necessario manter 0s
embrides na obscuridade para se obter uma melhor fluorescéncia dos nucleos. Os
embrifes submetidos ao azul tripan aderem suavemente ao vidro da lamina. O
Hoechst provoca uma fixagdo mais forte dos embrides ao vidro. E absolutamente
necessario manter as solucBes corantes estéreis pois as bactérias também sdo
excitadas pela fluorescéncia.



2.6. Doseamentos radioimunolégicos (RIA)
2.6.1. Progesterona

As concentragdes de progesterona serdo medidas por radioimunoensaio em
fase sdlida a partir de 50 ml de cada amostra de plasma correndo em duplicado, de
acordo com o protocolo da 125I-Progesterone Coatria RIA Kit, da bioMérieux, tal
como descrito previamente (Vasgues, 1990). A contagem das fraccOes ligadas serd

efectuada em contador de cintilagcdo gama, durante 1 minuto/amostra.

Para controlo de qualidade do método serdo calculadas as variaghes intra- e
inter- ensaio. A variagcdo intra-ensaio serd calculada a partir da média dos
coeficientes de variagdo dos duplicados das amostras desconhecidas, e a variagdo
inter-ensaio a partir da média dos coeficientes de variacdo de uma mesma amostra

com concentraga@o conhecida correndo em diferentes sessoes.

2.6.2. bPSPB

A bPSPB serdigualmente doseada por RIA em sistema homologo por técnica
de fase sOlida, com separacdo por segundo anticorpo, segundo método utilizado no
Laboratério de doseamentos hormonais de UNCEIA - Maisons Alfort - Franca
(Humblot et al. (1988), sendo o limite de deteccdo de 0,01 ng/ml.

De acordo com as concentragbes esperadas para cada fase da gestacéo, as
amostras para doseamento de bPSPB serdo diluidas com soro de vaca ndo gestante
que variando de zero (ndo diluida), no inicio da gestacdo, a 1:200 no fim da gestacéo.

O controlo de qualidade dos doseamentos serd avaliado através da variacéo

intra- e inter-ensaio, usando o método descrito para a progesterona.

2.6.3. Lactogénio placentario bovino (bPL)

O lactogénio placentario bovino sera doseado por radioimunoensaio em
amostras de plasma sanguineo, utilizando kits comerciais da Diagnostic Products
Corporation 5700 West 96th Street Los Angeles, CA. As amostras correréo em
duplicado e os controlos de qualidade do método serdo efectuados de acordo com o
descrito anteriormente para a progesterona (coeficientes de variagéo intra- e inter-

ensao).
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2.7. M edic¢des ecogr &ficas do feto

Para a medicdo dos fetos até aos 100 dias de gestacdo serd utilizado um
“scanner” de modo B em tempo real de ultrasonografia equipado com uma sonda
rectal linear de 6-8 MHz. Todas as operacOes deverdo ser realizadas pelo mesmo
operador aos 40, 55, 70, 85 e 100 dias de gestacao.

Sera anotada a localizacdo do feto (corno uterino esguerdo ou direito), a
vitalidade fetal através dos batimentos cardiacos e a medicdo da curvatura dorsal

fetal entre a cabega (occipital) e ainsercéo da cauda (crown ramp - CR).

A evolugdo do comprimento da curvatura fetal, nos fetos vivos, servira paraa

determinag&o do indice de crescimento dos fetos até aos 100 dias (mm/dia).

A medicdo da curvatura aos 115 dias, e a mesma medi¢do realizada nos
vitelos imediatamente ap0s 0 nascimento, servirdo para apreciar o indice de

crescimento entre os 115 dias e o parto (mm/dia).

Estes dois indices de crescimento do feto, corrigidos para a duracdo da
gestacao, serdo comparados entre os animais dos diferentes grupos e gendtipos, bem
como as suas correlacbes com o indice de producdo das concentrages de bPSPB
(ng/dia), bPL (ng/ml), peso a0 nascimento (kg) e indice de crescimento dos vitelos
até aos 100 dias pos-parto (g/dia). O significado estatistico das correlacbes e das
comparacOes efectuadas sera certificado respectivamente pelo teste t de Student e por

andlise de variancia, paraum nivel de 5%.
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3. Meos necessarios

3.1. Equipamento

a)

b)

d)

f)
9)
h)

)

K)

)

Para as diferentes fases de culturas celulares (maturacdo de odcitos,
preparacdo do sémen, capacitacdo espermatica, fertilizac8o, cultura de
embrides e cultura das células de granulosa e BOEC) serdo necessarias
duas estufas incubadoras com programacdo e controlo automatico da

temperatura, humidade e atmosfera de CO2.

Para todas as manipulacbes de células, odcitos, sémen, embrifes e
fabricac@o dos meios de cultura, serdo necessérias bancadas montadas em
camaras de fluxo laminar, tendo em vista a manutencéo asséptica das
&reas de traba ho.

Lupas estereoscopicas com zoom para a observacdo e manipulacdo de

células vivas (06citos, embrides e co-culturas celulares).

Microscopio invertido equipado com contraste de fase e fonte de
excitacdo para fluorescéncia para observacdo e manipulacéo de células
vivas a grande aumento e coradas pela técnica Hoechst 33342.

Microscopio equipado com contraste de fase para observacéo de células
coradas a grande aumento (vitalidade das co-culturas celulares e do

sémen e concentracdo celular).

Fotémetro programado para medi¢ao da concentracdo espermatica.
Osmodmetro para leitura da pressdo osmética dos meios de cultura.
Potenciometros para medi¢do do pH dos meios de cultura.
Aqgitadores tipo vortex.

Banhos-maria com regulacdo termostética para acondicionamento dos
meios de cultura durante a mani pul agéo.

Sistema MilliQ de ultrafiltracéo da &gua a utilizar em meios de cultura.

Centrifuga refrigerada para centrifugacéo de amostras sanguiness.

m) Centrifuga para centrifugacéo do sémen durante o seu processamento para

afertilizagdo in vitro.
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P)

Q)

Balanca de precisdo com limiar de pesagem até 0,0001 g, para a

preparacéo dos meios de cultura.

Aparelho de congelacdo de embrides utilizando alcool metilico com

diferentes rampas de programacao térmica até —36°C.

Embrides e sémen seréo mantidos congelados em contentores de azoto

liquido apropriados.

Para as analises hormonais sera utilizado um contador de radioisétopos
(RIA).

Para a medicdo dos fetos durante a gestacdo por ultrasonografia sera
utilizado um ecografo munido de sonda linear endorectal veterinéria de
6.0/8.0 MHz.

Para a colheita de odcitos in vivo sera utilizado um equipamento
constituido por ecografo, sonda endovaginal sectorial multi angular
(5.0/7.7 MH2z) e aparelho de bidpsia de ovarios munido com bomba de

véacuo.

3.2. Material descartavel:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Tubos de ependorf para armazenamento de amostras congeladas e

manipul agdes diversas durante a producdo de embrides.
Seringas de 1 ml com agulhas 19 G para aspiracao de oécitos

Seringas de 1 ml com micropipetas de vidro para a manipulacéo de

odcitos e embriodes.

Placas de Petri em poliestireno para cultura de odécitos (35 mm), células

em monocamada (50 mm) e embrides (60 mm)
Placas para afertlizagdo in vitro.

Filtros descartaveis de 0,22 e 0,44 mm de porosidade para filtracdo dos

meios de cultura

Tubos de ensaio em poliestireno com fundo cénico para a manipulacdo de

odcitos, espematozoides e células da co-cultura.

Seringas heparinizadas para colheita de sangue (10 ml)
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i) Pahinhas de cassou para acondicionamento dos embrides (congelacéo e

transferéncia).

j) Sémen congelado de um touro de cada uma das ragas a utilizar na
fertilizagdo in vitro (Holstein, Mertolenga e Alentejana), na inseminagao
artificial e na producdo de embrides por superovulacéo (Mertolenga e

Alentgjana).

k) Catéteres de Foley e filtros para a recolha e seleccdo de embrides apos

superovul agéo.

3.3. Animais, embrides e calendarizacdo de actividades

a) Seleccdo de fémeas de raca Holstein em matadouro para colheita de

OVarios post-mortem (projectol).

b) Seleccdo em matadouro de fémeas das racas Mertolenga e Alentgjana para

colheita de ovarios post-mortem (projecto 2).

c) Nucleo de vacas da raca Holstein para servirem de receptoras aos embrifes
produzidos no projecto 2 (200 vacas).

d) Nucleo de vacas de raca Alentgjana e Mertolenga para servirem de
receptoras aos embrides de raca homologa (IVP e MOET) e serem

submetidas ainseminacéo artificial no ambito do projecto 3.

No Projecto 1 (tabela 7), considera-se desgjavel uma producdo final de 500
embrides de dia 8 por cada grupo considerado, representando um total de 3000
embrides. Se considerarmos um rendimento médio proximo ao que normal mente tem
sido conseguido no nosso laboratorio, sera possivel recolher 7,4 o6citos por ovéario,
dos quais 15% serdo rejeitados e 85% dos cultivados atingirdo a maturacéo. Dos
oocitos maturados sera possivel fertilizar 70% dos quais somente 20% atingirdo o
estadio de embrifes transferiveis em D8. Assim, para produzir 3000 embrides seréo
necessarios cerca de 15000 odcitos fertilizados, 21428 odcitos maturados, 25209
00citos cultivados e 29657 odcitos recolhidos de 4006 ovérios, a que correspondem
2003 fémeas abatidas. Se partirmos do principio que é razoavel recolher 60 ovarios

por semana, o trabalho podera ser concretizado em 66 semanas. Assumindo que o

- 49 -



laboratorio de FIV pode laborar 44 semanas por ano, este projecto necessitaria de um

ano e sels meses para estar terminado.

Tabela 7 - Necessidades em animais e embrifes para os trés projectos (por cada gendtio
embrionario para os projectos 2 e 3).

Factor de | 1° projecto | 2° projecto (n)/raca 3° Projecto(n)/raca
Divisao (n) 1°estudo [2%estudo| IVP | MOET*
Partos — vitelos 0.4 120 60 60
Embrides transferidos. 0.7 300 150 150
Embrides D8 0.2 3000| 400*+ 430 214
Odcitos clivados 0.7 15000 4150 1071
Odcitos maturados 0.85 21428 5928 1530
Odcitos cultivados 0.85 25210 6975 1800
Odcitos recolhidos 7.4 29658 8205 2118
Ovarios recolhidos 2 4008 1108 286
Vacas abatidas 30 2003 554 143
Semanas Uteis de trabalho 66.7 18.5 5
Tratat. Superovulatdrios 60

* 400 embrides serdo utilizados para os estudos de coloragdo com Hoechst (100 por
grupo) e 430 serdo congelados e utilizados no 2° estudo.

** 60 superovulacdes x 2,5 embrides transferiveis = 150 embrides transferidos x 0,40 =
60 partos

Para 0 2° projecto (tabelas 7 e 8), serd desgjavel obter pelo menos 30 vitelos
nascidos para cada gendétipo embrionario considerado (ALXAL e MERTXMERT) e
por cada grupo (4 grupos), representando um total de 120 nascimentos por genatipo.
Partindo do principio que em efectivos livres de rinotraqueite infecciosa bovina
(IBR-IPV) e de diarreia bovina (BVD) é possivel atingir um indice de 40% de
nascimentos apos a transferéncia de embrides produzidos in vitro, seria necessario
realizar um total de 300 transferéncias de embriGes de cada uma das ragas
consideradas. Trabalhando no limite e dispondo de um efectivo de 100 fémeas
receptoras para cada genétipo embrionério (total de 200), seria possivel obter 240
partos no prazo de 52 meses, realizando transferéncias de 3 em 3 meses para cada um
dos gendtipos embrionarios, como se apresenta no quadro seguinte. Em trés anos
sera possivel obter os 120 vitelos nascidos de cada um dos gendtipos embrionérios

considerados e completar os estudos de crescimento pds-natal.

Tabela 8 - Estudo 2 do 2° projecto: Previsdo do n° de vacas gestantes a partir de um efectivo
inicial de 100 animais.

Abr Abr
46
18

60

Jul Jan
20
8

76

Abr
50
20

Jan Out
44
18

40

Jul
50
20

Out
40
16
20

Jan
50
20

Vacas transferidas
Gestacoes obtidas
Cumulativo de Partos

94] 112| 120
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No projecto 3, sera necessario obter 60 vitelos nascidos por cada genétipo (30
por grupo) em cada um dos métodos de producdo de embrides (IVP e MOET). As
necessidades para cada um dos métodos apresentam-se na tabela 7. Para o método
MOET e de acordo com resultados previamente obtidos nestas ragas (Lopes da
Costa, 1995), sO se conseguem obter 2,5 embrides transferivels por cada tratamento
de superovulacdo, o que implica a realizacéo de 60 tratamentos superovulatérios em

cada uma das ragas para se conseguirem transferir 150 embrides.

Relativamente a técnica | VP e a semelhanca do 2° estudo do 2° Projecto, seré
possivel obter 60 vitelos nascidos para cada um dos gendtipos embrionarios
considerados e completar os estudos de crescimento pds-natal em 24 meses (48
meses para 0s dois gendtipos). Para a técnica MOET, a somar a este prazo, se se
superovularem 4 vacas em cada sessdo e se realizarem duas sessoes por més, temos
de considerar um periodo adicional de cerca de 8 meses para a producdo de embrides

(16 meses para as duas racas).

Na sequéncia das necessidades para a concretizacdo das tarefas anteriormente
descritas, na tabela 9 encontra-se resumida a projeccao temporal das actividades dos
trés projectos, prevendo-se que em 9 e 6 meses anos € possivel concluir o programa

de investigacdo proposto.

Tabela 9 - Projeccéo temporal das actividades dos trés projectos (i = producdo in vitro de embrides; e =
tratamento estatistico; t = sincronizacdo, transferéncia de embrides, gestacdo e poés-parto; s =
tratamentos de superovulagéo; d = doseamentos hormonais)

Anos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 9,5

Meses| 6 |12 | 18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 | 66 | 72 | 78 | 84 | 90 | 96 |102 | 108 | 114

1° [ [ i | e

2o | L R

2 t t

| | s|s|s

of—|—~|®D
—
—
—
—
—
—
@D
@D

Todos d|d|d|d]|d

3.4. Meilos Humanos

A afectacdo do pessoal a este programa de investigacéo reparte-se pelas
diferentes fases do trabalho proposto. A coordenacdo devera ser efectuada por um
elemento da carreira de investigagdo com experiéncia na implementacdo e gestéo de

projectos nesta area de especializacéo.
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Para a producéo in vitro de embrides (Projecto 1 e Estudo 1 do Projecto 2 e
Projecto 3) é necess&ria a intervencdo de pelo menos 3 elementos da carreira de

investigacdo e 2 técnicos profissionais.

Para as accles relacionadas com a sincronizacéo dos ciclos, superovulacdo e
recolha de embrides, transferéncia de embrides, acompanhamento da gestacdo, parto
e pbs-parto, € necessaria a intervencéo de pelo menos 3 técnicos da carreira de
investigacdo, 1 técnico superior (Médico Veterinario), 1 técnico de producdo animal,
3 técnicos profissionais e 3 tratadores de animais.

Para a execucdo dos doseamentos hormonais, um técnico da carreira de

investigacdo, 1 técnico superior e 1 técnico profissional.

Para 0 apoio administrativo e gestdo de recursos é necessaria a colaboracdo
de 1 técnico administrativo.

Carreira n° Indice do tempo integral

dedicado ao programa
Investigacdo 5 5x0,80=4,00
Técnico Superior 2 0,80+0,40=1,80
Técnico de producdo animal 1 0,80
Técnico Profissional 4 4x0,80=3,20
Tratador de animais 3 3x0,80=2,40
Carreiraadministrativa 1 0,40
Total 15 12,80

3.5. Encargos financeir os

Apresentamos em seguida os encargos financeiros do programa proposto,
excluindo os relacionados com o0 pagamento de sala&rios e amortizacdo de infra-
estruturas. Parte-se do principio que sdo compromissos assumidos pelas instituicoes
de investigagdo do Estado como meios funcionais essenciais investidos numa
actividade de utilidade publica, constituindo o préprio programa proposto uma mais
valia no aproveitamento funcional dos meios humanos e infra-estruturais ja
existentes. Recorde-se que a quantificacdo financeira destes meios também é
excluida dos orcamentos nos programas europeus de financiamento para a
Investigagao.
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Os equipamentos de laboratdrio sdo aqui incluidos tendo em consideracéo um
periodo de renovacdo a 5 anos, pelo que 0 seu custo sera multiplicado por um factor
igual a 1,9. Os custos com a aimentacdo das vacas ndo foram incluidos por se
considerar que eles serdo amortizados pelas receitas geradas com a venda dos vitel os,
o leite produzido pelo nucleo das vacas Holstein e pela alienacéo das vacas no final

do programa de investigacéo.

Custos previstos para 0s 9,5 anos de duragdo do programa

Descri¢ao Escudos x 103

Despesas de Capital
2 estufas CO2 11 400
Congelador de embrides 5700
Osmometro 2 280
Potenciémetro de pH 950
Ecdgrafo + sonda 7 600
Microscopia 3800
Adaptacéo de estruturas 2 000
Total (despesas de capital) 33730

Despesas Correntes
Animais 11500
Sanidade animal 1920
Producdo de embrides IVP 1800
Aquisicdo de servicos 2000
Deslocagdes e reunides 2500
Gastos de secretaria 500
Comunicacbes 1000
Producéo de embriGes por superovulagdo 3000
Sincronizagdo dos ciclos 2160
Doseamentos hormonais 4 320
Outros reagentes e descartaveis 1000
Total (despesas correntes) 31700
Total 65 430
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4. Consideracdesfinais

O presente programa propde-se estudar a influéncia da progesterona e do tipo
de co-cultura celular incorporados precocemente, sobre 0 crescimento embrionério in
vitro e subsequente desenvolvimento do feto e dos vitelos, utilizando duas ragas de
bovinos nacionais de pegueno e grande porte em adulto (Mertolenga e Alentejana).
A influéncia da técnica de producdo in vitro de embrides sobre o desenvolvimento
feta e peso ap nascimento serd iguamente caracterizada para estas duas racas
nacionais. Simultaneamente, serdo estabelecidas relacdes entre o tipo de
desenvolvimento embrionario, fetal e pds-natal e a producdo de lactogénio
placentério bovino (bPL) e de proteina especifica da gestacdo nos bovinos (bPSPB)
nas diferentes situagdes experimentais estabelecidas, no sentido de se saber se estas
hormonas e proteinas aparecem associadas a0 sindroma de vitelos pesados. O
material genético embrionario criopreservado poderd vir a servir para estudos sobre
eventuais alteracOes precoces dos genes que no futuro venham a ser identificados
como responsaveis pelas alteracbes produzidas pela técnica, suplementacdo de

progesterona e tipo de co-cultura na expressdo do crescimento embrionario e fetal.
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1. Congtituicdo dos meios de cultura para a producao in vitro de embrides
(protocolos utilizados no Departamento de Reproducéo da EZN, descritos em
Marques, 1998).

Os meios necessarios para a producdo in vitro de embriGes bovinos no
Laboratério de Embriologia do Departamento de Reproducéo da Estacdo Zootécnica
Nacional (EZN) sdo preparados obedecendo a rigorosas regras de assépsia. Para tal,
0s produtos utilizados para a sua confeccdo sdo manuseados dentro de camaras de
fluxo laminar horizontal com a gjuda de material de vidro previamente esterilizado,
sendo a agua necessaria a diluicdo desses produtos obtida comercialmente e testada
para a cultura de embrides. Antes do seu acondicionamento em frigorifico, durante
um prazo ndo superior a duas semanas, 0s meios sdo esterilizados com filtros de 0,22
ou 0,44 um de porosidade (Millipore). As condicbes de temperatura dentro do
Laboratério sdo mantidas normamente dentro de valores constantes, proximos dos
25°C.

1.1. Meio paratransporte e lavagem de ovarios (PBS)

Este meio pode ser preparado de 2 a 3 dias antes da sua utilizagdo. A solugdo
fosfato-salina tamponizada de Dulbecco (PBS, Gibco Laboratories, Life
Technologies Inc., Gent, Bélgica, ref. 14040-91) adicionam-se 0,05 mg mL™ de
sulfato de kanamicina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, ref. K-4000) e
0,15 % (p/v) de albumina sérica bovina (BSA; Fraccdo V, Sigma, ref. A-7888).

Constituicao basica da solucao fosfato-salina tamponizada
de Dulbecco (Gibco) para transporte e lavagem de ovarios.

Consgtituintes (Sais | norganicos) gL?
CaCl, (anidro) 0.10
KCl 0.20
KH,PO, 0.20
MgCl,.6H,O 0.10
NaCl 8

NaHPO,4.7H,0 2.16
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1.2. Meio pararecolha e lavagem dos odcitos (W 1)

O meio basico utilizado para a recolha, lavagem e triagem dos odcitos
primérios € o TCM 199 (Tissue Culture Medium 199, Gibco, ref. 22340-020)
constituido por sais de Earle, L- glutamina e 25 mM de Hepes, suplementado com
5% de soro de vaca em cio superovulada (SOCS, confeccionado no préprio
laboratorio) e 2% de uma solucdo antibidtica (v/v; Sigma, ref. P-4333),
correspondente a 100 ui mL™ de penicilina e 100 pg mL ™ de estreptomicina. O pH
deste meio varia entre 7,3 e 7,4 e a osmolaridade situa-se na gama dos 283 mOsm. O
meio final é esterilizado através de filtros Minisart (Sartorius, ref. 16534-K) de 0,22
um e equilibrado numa atmosfera de 5% CO, com o méximo de humidade e a
temperatura de 39° C, pelo menos 2 horas antes da sua utilizagdo, em estufa
incubadora (Nuaire, IR autoflow CO2).

1.3. Meio de cultura de oécitos primarios (M C de od6citos)

O meio basico utilizado para a maturacdo de oécitos no nosso sistema de IVP
é também o TCM-199 (Gibco, ref. 22340-020), com sais de Earle, L- glutamina e
25% de Hepes, suplementado com 10% de soro de vaca superovulada (SOCS) e
solucdo antibidtica (100 Ul mi™ de penicilina e 100 pg ml™ de estreptomicina,
Sigma, ref. 4333). O seu pH final é de 7,3 a 7,4 e a osmolaridade de 290 mOsm. O
meio final é esterilizado com filtros Minisart de 0,22 um de porosidade e equilibrado
em estufa com 5% de CO, em ar saturado de humidade a 39° C, pelo menos 2 horas
antes da sua utilizacdo. A este meio sdo adicionadas células da granulosa em
suspensdo, retiradas da diluicdo final destas células utilizadas na formacdo de
monocamadas para co-cultura de embrides, na concentragdo de3a5 " 10°células por
ml de meio de cultura (Lu et al., 1987). Em condic¢des de rotina, 0 nosso sistema néo
implica a suplementacéo do meio de maturagdo com hormonas (LH, FSH e estradiol)
ou factores de crescimento (EGF, IGF e outros), por se considerar que estas

substancias séo fornecidas pela adicéo de soro e células da granulosa ao meio.
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1.4. Meo decultura de embrides (MC de embrides)

O meio bésico utilizado para cultura de embrides no nosso sistema IVP é
também o TCM-199, diluido a 5 % em é&gua testada para a cultura de embrides e
obtida comercialmente (Sigma, ref. W-1503), constituido por sais de Earle, L-
glutamina e 25% de Hepes, suplementado com 10% de soro de vaca superovulada
(SOCS) e solugdo antibidtica (100 ui mL™ de penicilina e 100 pg mL™ de
estreptomicina; Sigma, ref. 4333). O seu pH € de 7,3 a 7,4 e a osmolaridade de 290
mOsm. O meio é esterilizado por filtros Minisart de 0,22 um de porosidade e
equilibrado em estufa com 5% de CO, em ar saturado de humidade a 3%° C, pelo

menos 2 horas antes da sua utilizacéo.
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Meio 199 (Gibco) — Meio basico de cultura de odcitos e embrides

Componentes mgL* Componentes mgL*
Sais | norganicos Aminoécidos (cont.)

CaCl; (anidro) 140.0 L-Glutamina 100.00
Fe(NO2)39H,0 072 | Glicina 50.00
KCl 400.00 | L-HistidinaHCI  H,O 21.88
KH,PO4 60.00 L-Hidroxiprolina 10.00
MgSO,7H,0 200.00 | DL-Isoleucina 40.00
NaCl 7500.00 | DI-Leucina 120.00
NaHCO, 350.00 | L-Lisina *HCI 70.00
NaHPO, (anidro) - DL.Metionina 30.00
NaHPO, 7H,0O 90.00 DL-Fenilalanina 50.00

Outr os Componentes L-Prolina 40.00
Sulfato de Adenina 10.00 DL-Serina 50.00
Adenosinotrifosfato (Sal dissdico) 1.00 DL-Treonina 60.00
Acido Adenilico 0.20 DL-Triptofano 20.00
Colesterol 0.20 L-Tirisina 40.00
Deoxiribose 0.50 L-Tirosina (Sal dissodico) -
D-Glucose 1000.00 | DL-Valina 50.00
Glutatigo 0.05 Vitaminas
Guamina HCI 0.030 | Acido Ascorbico 0.05
HEPES 5958.00 | Fosfato de a-Tocoferol (Sal dissddico) 0.01
Hipoxantina 0.30 d-Biotina 0.01
Vermelho de Fenol 20.00 Cdciferal 0.10
Ribose 0.50 D-Pantotenato de Célcio 0.01
Acetato de Sodio 50.00 Cloreto de Colina 0.50
Timina 0.30 Acido Fdlico 0.01
Tween 80° 20.00 | i-Inositol 0.05
Uracil 0.30 Menadiona 0.01
Xantina 0.30 Niacina 0.025
Xantina (Sal sodico) 0.30 Niacinamida 0.025

Aminoacidos Acido Para-Aminobenzdico 0.05

DL-Alanina 50.00 Piridoxal HCI 0.025
L-Arginina - HCI 70.00 Piridoxina HCI 0.025
DI-Acido Aspértico 60.00 | Riboflavina 0.01
L-Cisteina HCI- H,O 0.11 TiaminaHCI 0.01
L-Cistina 20.00 Vitamina A (acetato) 0.14
DL-Acido Glutaminico - H,O 150.00
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1.5. Meio de lavagem dos odcitos ap6s a maturacao (W2; Wang, 1992)

Este meio, também denominado meio de Tyrode modificado ou meio TALP
por derivar do meio de Tyrode adicionado de Albumina, Lactato e Piruvato, é
utilizado para a lavagem dos odécitos secundarios, ja sujeitos a maturacdo. A sua
esterilizacdo é feita por filtracdo através de filtros Minisart de 0.22 um de porosidade
e equilibrado pelo menos 2 horas antes da utilizagdo em estufa incubadora a 39°C

com 5% de CO, e maxima humidade.

Constituicdo do meio TALP para lavagem de od4citos apos a maturacao.

Constituintes ml 100 mL™* g100mL™?
NaCl 0,6660
Kcl 0,0238
NaHCO3 0,0168
NaH,PO42H,0 0,0062
L actato de sodio 0,1600
MgCl,6H,0 0,0100
CaCl,2H,0 0,0294
Hepes 0,2400
Vermelho Fenol 0,0010
Piruvato de sodio 0,0055
BSA 0,3000
Glucose 0,1000
Antibi6tico* 2
pH 73 -74
Osmolaridade 265 - 270 mOsm.

*solugdo antibidtica (Sigma, ref. 4333), numa dose correspondente a concentracao final no
meio de 100 ui mL™ de penicilinae 100 ug mL * de estreptomicina.
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1.6. Meio de capacitacdo dos esper matozéides bovinos (CAP; Wang, 1992)

Este meio, também denominado meio de Tyrode modificado (TALP), livre de
célcio, para capacitacdo de espermatozdides bovinos, é esterilizado por filtracdo
através de filtros Minisart de 0,22 um de porosidade e equilibrado pelo menos 2
horas antes da sua utilizacdo em estufa incubadora a 39°C com 5% de CO,. e méxima
humidade.

Constituicdo do meio TALP para a capacitacao dos esper matozoides bovinos.

Constituintes ml 200 mL ~* g100mL !
NaCl 0,6545
Kcl 0,0200
NaHCO; 0,2100
NaH,PO42H,0 0,0062

L actato de sodio 0,1600
MgCl,6H,0 0,0100
Hepes 0,1200
Piruvato de sodio 0,0110
BSA 0,6000
Glucose 0,2500
Cafeina 0,04855
pH 73 -74
Osmolaridade 296 mOsm.
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1.7. Meio defertilizacdo dos odcitos bovinos (FERT; Wang, 1992)

Este meio, também denominado meio de Tyrode modificado para fertilizacdo
de odcitos bovinos, é esterilizado por filtracdo através de filtros Minisart de 0.22 pm
de porosidade e equilibrado pelo menos 2 horas antes da sua utilizacdo em estufa

incubadora a 39°C com 5% de CO, e maxima humidade.

Constituicdo do meio TALP para a fertilizagéo in vitro dos oécitos bovinos.

Constituintes ml 100 mL ~*! g100mL ~*
NaCl 0,6660
Kcl 0,0238
NaHCO3 0,2090
NaH,PO42H,0 0,0062
L actato de sodio 0,1600
MgCl,6H,0 0,0100
CaCl,2H,0 0,0294
Hepes 0,2400
Vermeho Fenol 0,0010
Piruvato de sodio 0,0055
BSA 0,6000
Glucose 0,1000
Heparina 0,0030
Antibi6tico* 2
PHE 4
pH 7.8
Osmolaridade 300 mOsm.

*solugdo antibidtica (Sigma, ref. 4333), numa dose correspondente a concentracdo final no
meio de 100 ui mL ™ de penicilina e 100 pg mL ™ de estreptomicina.
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1.8. Melo de Penicilamina - Hipotaurina - Epinefrina (PHE)

Este meio, na percentagem de 4%, é incluido no meio de fertilizacdo com o

objectivo de estimular a motilidade espermética.

Para preparar 100 ml de PHE adicionam-se:

A
B.
C.
D.

30 ml de soluc&o salina (0,9% de NaCl)

25 ml de 2 mM de penicilamina (Sigma P-4875)
25 ml de 1 mM de hipotaurina (Sigma H-1384)
20 ml de 0,25 mM de epinefrina (Sigma E-1635)

Preparacéo das solucdes referidas:

1.

Para preparar a solugdo salina (0,9% de NaCl p/v), adicionam-se 0,9 g de NaCl a 100 ml
de agua MilliQ.

Para preparar a solugdo de 2 mM de penicilamina adicionam-se 0,00746 g desta
substancia a 25 ml da solucéo salina referida no niimero anterior.

Para preparar a solu¢do de 1mM de hipotaurina adicionam-se 2,7275 mg deste aminoécido
a 25 ml da solucdo salina referida no ndmero 1.

Para preparar a solucéo de 0,25 mM de solucéo de epinefrina adicionam-se 154,7 pl de
lactato de sddio e 50 mg de Na2S20s a 50 ml de agua de MilliQ, ajustando-se em seguida o
pH até 4. Desta solucdo retiram-se 40 ml a que se adicionam 1,832 mg de epinefrina.

Finalmente procede-se & mistura das varias soluges referenciadas.
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