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A oferta suficiente de alimentos saudaveis, a prevencdo e controle de enfermidades e a
sobrevivéncia harmoniosa do homem nos diferentes ecossistemas é sem divida o maior
desafio da ciéncia na atualidade. O investimento na biotecnologia de ponta em producdo
animal no Brasil é respaldado por dois principais fatos. O primeiro, é o fato que o Brasil ainda
lidera a lista dos paises com maior biodiversidade e o segundo, é que o mercado interno por
carne e leite é o terceiro maior mercado potencial do mundo. Seguramente 0s genes serdo a
moeda forte do futuro, mas do que adianta possui-los se nao for possivel identifica-los e
torné-los disponiveis para a sociedade ?

Os recursos genéticos animais, tanto domesticos como silvestres, comerciais ou em vias de
extincdo ja constituem um dos mais promissores segmentos da economia nacional. Eles
representam um nicho capaz de responder rapidamente a investimentos pontuais. Portanto, o
que hoje parece distante e utdpico do ponto de vista de aplicabilidade pode se tornar uma
realidade amanhd, j& que o elemento determinante na relacdo custo/beneficio das modernas
biotécnicas de multiplicacdo animal é o mérito genético do material a ser multiplicado. Neste
contexto, fica evidente ainda, a necessidade cada vez maior de interacdo dos diferentes
segmentos da producdo animal a fim de atender os aspectos inter e multidisciplinares. Os
marcadores geneticos; a formacdo de bancos de sémen, Ovulos, embrides e foliculos; a
sexagem do sémen; a transferéncia de embrides; a identificacdo do sexo do embrido; a
producdo “in vitro” de embrides; a clonagem; e a prépria transgenia sdo “ferramentas”
disponiveis aos programas de melhoramento e conservacdo de recursos genéticos animais.

E importante salientar, que em se tratando de biotécnica de multiplicacdo deve-se buscar a
melhoria constante dos indices técnicos, o monitoramento do desenvolvimento e uso da
tecnologia (Carmo et al., 1999; Luna et al., 1999), bem como a identificacdo de parametros
cada vez mais eficientes de selecdo das doadoras de ovocitos e embrides (Luna.et al., 1997) e
dos doadores de sémen (Bellin et al., 1994; Silva, 1998).

TECNOLOGIA DE SEMEN

A expansdo da inseminacdo artificial (IA) no Brasil estd mais relacionada a estruturacdo do
servico a nivel de fazendas do que ao processamento do sémen em si. O fato de existir
tecnologia disponivel ainda ndo garante a qualidade do sémen efetivamente disponibilizado.
S6 a pressdo das associacOes de classe e consumidores conscientes e informados poderao
melhorar o panorama atual.
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A criopreservacdo de sémen tém apresentado apenas pequenas adaptacfes dos métodos
classicos ja amplamente difundidos. No entanto, ndo se descarta a possibilidade de
surgimento de novas alternativas sobretudo para a congelagédo de sémen manipulado ou de
células da linhagem espermatogénica.

Existe uma demanda no sentido de buscar novas alternativas que avaliem a funcionalidade da
célula esperméatica e que possam predizer com maior seguranca a fertilidade de um
reprodutor. Com esse objetivo, testes como o de reacdo acrossdmica induzida (Silva, 1998), o
de ligacdo a zona pellcida e o de penetracdo ovocitaria (Fazelli et al., 1993) tem sido
desenvolvidos. Além disso, ja foram identificadas no sémen proteinas associadas a capacidade
fecundante dos espermatozoides, que permitem um melhor diagndstico em relacdo a
fertilidade de um touro. Essas proteinas, poderdo também ser utilizadas como
potencializadoras da motilidade e estimuladoras da reacdo acrossémica, fatores essenciais
para a fecundacdo in vivo e in vitro (Bellin et al., 1994).

O dominio da selecdo do sexo do germoplasma masculino constitui o grande desafio da
pesquisa em processamento de sémen dos préximos anos. A sexagem permitira, sem duvida,
um maior ganho genético, eficiéncia de producdo e maior flexibilidade no manejo do rebanho,
bem como a preservacdo de fémeas ou machos dependendo da demanda do mercado,
resultando num maior ganho econdmico. Atualmente, conhecendo-se a diferenca do contetdo
de DNA na célula carreadora do cromossoma X ou Y, pode-se separar 0S mesmos por
fluocitometria com 90% de acuracia, obtendo-se o sexo desejado ( Seidel e Johnson , 1999).
Projeta-se para essa técnica um maior uso na producgdo in vitro de embribes do que na
inseminacdo artificial em bovinos (Seidel et al., 1998). Outros métodos fundamentados nas
diferencas de densidade, peso, carga elétrica, contetido protéico e propriedade imunoldgica,
estdo sendo estudadas e poderdo se constituir em outras alternativas para a sexagem de sémen.
Entretanto, para a inseminacdo em larga escala, existem muitos obstaculos a serem vencidos,
como o tempo de separacdo, viabilidade e nimero de espermatozdides por dose inseminante,
diluidores especificos para permitir o transporte e preservacdo do sémen sexado, além do
custo da dose inseminante.

TECNOLOGIA DE EMBRIOES

Na transferéncia de embrides (TE) os esfor¢os se concentram no desenvolvimento de novos
protocolos de inducdo da ovulacdo mdaltipla a partir de uma nova geracdo de hormonios (mais
purificados) e informacdes basicas sobre a foliculogénese (Macmillan, 1999; Fortune and
Rivera, 1999; Caccia, et al., 2000). A manipulacdo da dieta das doadoras é também uma
alternativa para melhorar as respostas da TE e diminuir os custos (Cavalieri et al., 1999). O
objetivo € duplicar as atuais taxas médias de 2 a 3 gestagdes/coleta e aumentar a frequéncia de
coletas para 6 a 8 por ano.

A producdo in vitro de embrides (PIV) vem apresentando avancos consideraveis e esta sendo
lentamente incorporada aos projetos de producdo. Com o desenvolvimento do método de
puncdo folicular, tornou-se possivel a recuperacdo de ovdcitos de fémeas vivas para
fecundacdo in vitro (FIV), abrindo novos caminhos para multiplicacdo de animais de interesse
econdmico superando os atuais indices da TE classica, no que diz respeito a producdo de
bezerro/vaca/ano. Essa técnica pode ser utilizada em animais jovens, gestantes ou lactantes e
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com problemas de infertilidade adquiridos (Tervit, 1996; Goodhand et al., 1999; Malard et al.,
1999;Taneja et al., 2000). Sendo que a utilizacdo de bezerras como doadoras de ovocitos em
programas de TE oferece um potencial consideravel para acelerar o ganho genético através de
reducdo do intervalo entre geracGes (Lohuis, 1995; Taneja et al., 2000). Além disso, possibilita
a oferta constante de embriGes F1 seja para os programas de producéo de leite ou de carne.

A média de ovocitos viaveis obtidos por sessdao de puncdo depende da estratégia adotada.
Assim é possivel puncionar os foliculos de uma doadora duas vezes por semana, uma vez por
semana ou uma vez a cada duas semanas, sendo que, nas duas Ultimas alternativas é possivel
melhorar os resultados mediante a estimulacdo hormonal. Independente da estratégia, o
resultado final esperado é de pelo menos uma gestacdo por semana por doadora (Peixer, et al.,
1996; Hasler, 1996; Bols, 1997; Nibart et al., 1997; Rodrigues & Garcia, 1998; Sauvé, 1998;
Goodhand et al., 1999; Bousquet, et al., 2000). Estes resultados estdo vinculados as condicbes
clinicas das doadoras, ja que boa parte dos animais submetidos a PIV sdo animais com
problemas de fertilidade adquiridos.

Apesar dos avancos obtidos, a producdo in vitro de embrifes ainda apresenta algumas
limitacGes tais como os baixos indices de blastocisto, dificuldade na criopreservacdo dos
embrides, menor viabilidade dos ovécitos obtidos de bezerras em relacdo aos de vacas e
novilhas, e o custo do embrido que é mais alto do que um embrido de TE. Além disso,
bezerros com maior peso ao nascer, periodo de gestacdo mais longo, aumento na incidéncia
de abortos, aumento da mortalidade perinatal e aumento de anormalidades congénitas tem
sido associados a prenhezes produzidas por transferéncia de embrides produzidos in vitro
(Leibfried-Rutledge, 1999; Wagtendonk de Leew et al., 2000).

O uso comercial em larga escala dessa técnica estd portanto, vinculada a melhoria dos indices
técnicos e consequentemente a diminui¢do dos custos. Tendo em vista que a aspiracdo pode
ser feita a campo, enquanto a FIV requer laboratorio adequado, a tendéncia é que ocorra, no
Brasil, 0 mesmo que em outros paises como Alemanha, Franca e Canada, onde existem
laboratdrios regionais de FIV que recebem os ovdcito aspirados por veterinarios que atuam a
nivel de fazendas. No laboratério é produzido o embrido in vitro que é entregue ao veterinario
que o transferird para vacas receptoras que levardo a gestacdo a termo.

Outro método para otimizar a utilizacdo das fémeas de interesse se refere ao isolamento e
cultivo de foliculos pré-antrais (FOPA) (Figueiredo et al., 1993). Os FOPAs representam 90%
da populacdo de foliculos ovarianos, sendo que a grande maioria degenera e ndo chega até
ovulagdo. A potencialidade dessa técnica se sustenta nos milhares de ovocitos que podem ser
recuperados de um Unico ovario ou de partes do ovario, podendo ser utilizado como fonte de
ovacitos para FIV ou para outras biotécnicas (Lucci et al., 1999). A coleta de tecido ovariano
pode ser feita em qualquer idade, estdgio do ciclo ou mesmo de animais que morrem
subitamente, podendo-se obter grande nimero de ovocitos de qualquer fémea (Shaw et al.,
2000). Como fonte de ovacitos, os FOPAs devem ser cultivados in vitro até a ovulacéo, ou o
tecido ovariano podem ser transplantado para ovario de doadora da mesma espécie, ou para
uma receptora imuno-compativel.

A criopreservacdo de embrides depende fundamentalmente do estagio de desenvolvimento e

qualidade morfolégica dos mesmos. A introducdo do etilenoglicol como crioprotetor
viabilizou a transferéncia direta, onde a remocao do etilenoglicol ocorre no Utero da receptora,
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sem alterar os resultados até entdo obtidos com o glicerol (Zanenga & Pedroso, 1997). A
expectativa hoje se volta para a criopreservacdo dos embrides pela vitrificagdo com a
transferéncia direta. Os resultados, embora ainda preliminares séo promissores e seguramente
em breve serd possivel contar com mais esta tecnologia (Dattena et al.,, 2000). A
criopreservacdo de ovdcitos continua sendo um desafio para a pesquisa, sendo que 0s
melhores resultados também estdo relacionados a vitrificacdo (Vajta, et al., 1998).

A micromanipulacdo de embriGes seja para diagnosticos pré-implantacdo (identificacdo do
Sexo p.e.), seja a propria biparticdo visando a producdo de gémeos homozigoticos, depende
igualmente do estagio de desenvolvimento e qualidade morfolégica do embrido e do
treinamento do técnico. Essas técnicas estdo estabelecidas e disponiveis ao setor privado.

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (IICE) é uma técnica amplamente difundida
na reproducdo assistida humana, mas com resultados ainda baixos em bovinos, embora o
primeiro bezerro tenha nascido em 1991(Goto et al., 1991). Atualmente, através da IICE, o
uso das células espermiogénicas primordiais e espermatozoides do parénquima testicular e
epididimério, podem ser a opcao e garantia bioldgica para a preservacdo de material de alto
valor genético, de reprodutores de idade avancada, e em perigo de extincdo. Também a
possibilidade de transferéncia interespecifica de células primordiais e producdo da
espermatogénese entre especies como camundongos e ratos (xenogénica) pode se tornar uma
realidade nos animais domésticos.

A Transferéncia Nuclear para a producdo de clones em mamiferos, esta sendo implantada em
alguns laboratérios do Brasil que vem trabalhando com FIV. Embora a fonte classica de
células doadoras de nucleos seja mdrulas produzidas in vivo ou in vitro, o estabelecimento de
linhagens celulares a partir de células tronco embrionarias e fibroblastos fetais (Garcia et al.,
1998; Oliveira, et al.,1999), bem como células espermatogénicas (Feliciano Silva et al., 1998)
estd sendo perseguido.

A transferéncia nuclear esta sendo implantada e desenvolvida com os objetivos de modelo
cientifico para diferentes estudos basicos, regeneracdo de racas/espécies em vias de extingdo,
melhoramento animal, e sem ddvida, com o objetivo de dar suporte a producdo de animais
transgénicos.

As tecnologias relatadas, independente de seu estagio de desenvolvimento, constituem a caixa
de ferramentas tecnoldgicas disponiveis para atender as demandas do setor produtivo. Essas
tecnologias sdo aditivas e ndo substitutivas, e a estratégias de uso das mesmas esta
diretamente relacionada ao mérito genético dos doadores.
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