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INTRODUCAO

A tecnologia de produgdo in vitro de embrides (PIV) surgiu como uma alternativa para a produgio de
embrides in vivo (chamado Transferéncia de Embrides convencional - TE), em especial para as doadoras de
alto valor que ndo respondiam a superovulagdo. No entanto, devido as suas vantagens, o uso da PIV na Brasil
tem aumentado continuamente na ultima década, sendo responsdvel por mais de 360.000 embrides
produzidos em 2013 (Viana e Figueiredo, 2015), e desde 2005 substituiu a TE como a técnica de escolha para
a produgiio de embrides bovinos. O uso de PIV foi inicialmente predominante em ragas zebuinas de corte,
mas nos tltimos anos também aumentou em gado de leite, especialmente em mestigos originados de
cruzamento com ragas de origem europeia (Viana e Figueiredo, 2015). Essa tendéncia coincide com o recente
crescimento da PIV na Europa ¢ América do Norte (56% e 48%, respectivamente, em 2013), e sugere que
esta tecnologia pode tornar-se num futuro proximo, o método padro para a produgdo de embrides em todo o
mundo. Com excegdo da Asia, a aspiragio folicular guiada por ultrassonografia transvaginal (também
conhecido como ovum pick-up ou OPU) tornou-se a principal fonte de odcitos para a PIV (em média, 94,7%
dos embrides produzidos em 2013 foram de OPU), antes restrito principalmente a América do Sul (Perry,
2015). Entre as principais vantagens da técnica estd a possibilidade de recuperagio de odcitos repetidamente
em curtos intervalos de tempo na mesma doadora, utilizando ou ndo tratamentos para sincronizagio do ciclo
estral ou hormonais (Viana et al., 2003), reduzindo o tempo e custos necessarios para produzir embrides para
fink comerciais.

O surgimento a PIV também causou uma série de mudangas na inddstria de embrides bovinos. Por
exemplo, por causa de um efeito de escala no prego dos embrides, ha uma tendéncia natural para empresas de
PIV em aumentar a sua produgdo objetivande reduzir custos, ¢ tem como consequéncia uma maior
complexidade nas instalagdes, na logistica e na linha de produgdo. A produgio de embrides se tornou mais
dindmica, com diferentes equipes encarregadas de cada uma das ctapas do processo (recuperagio de odcitos,
produgiio de embrides, transferéncia de embrides), mas ainda centralizadas nas principais instalagdes de PIV. -
Estas caracteristicas da industria moderna associada 4 crescente demanda de embrides PIV abrem novas
perspectivas para selegiio gendmica, ou seja, a selegfio de embrides de elevado mérito com base nos
marcadores presentes em seu genoma. Os animais podem ser selecionados de acordo com o seu valor
gendmico (ou DEP gendmica), que ¢ calculado com alta precisdo pela soma dos efeitos de substituigdo
al¢lica dos marcadores presentes em todo o genoma. Touros jovens nos EUA, Canadd e Europa tem sido
genotipados e selecionados com base na DEP gendmica, reduzindo custos e intervalo de geragdes quando
comparado ao teste de progénie (Bouquet e Juga, 2013). A DEP gendmica também pode ser usada para
selecionar bezerras e novilhas de elevado mérito genético objetivando a reposigio do rebanho, economizando
tempo ¢ dinheiro ao nivel da fazenda. Pela integragio da PIV e sele¢iio genémica, embrides podem ser
sclecionados com base na sua DEP gendmica e reduzir os custos com aquisigdo e manutengio de receptoras
de embrides, além de encurtar o intervalo de geragiio. No entanto, para determinar a DEP gendomica de
embrides, células sdo removidas a partir dos embrides por procedimentos de bidpsias que podem
comprometer a viabilidade embrionaria. Além disso, as células coletadas dos embrides devem ter material
gendmico (DNA) suficiente para a permitir a genotipagem e determinagio da DEP genOmica.

Esta revisio tem como objetivo apresentar a selegdo gendmica para embrides produzidos in vitro de
bovinos e os fatores que podem influenciar a sua adogdo com sucesso.

SELECAO GENOMICA
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Na busca pelo aumento da taxa de ganho genético dos rebanhos, as pesquisas em melhoramento
genético tém incorporado as informagdes de marcadores moleculares que estejam associados a substancial
vmagao genctica de caracteristicas de interesse econdmico. Os pr:me:ros trabalhos cientificos sugerindo
incorporar esta fonte de informagdo datam do final dos anos 80 e inicio da década de 90, ¢ tinham como
proposta acelerar o progresso genético através do aumento da acuracia de predigio dos valores genéticos e
redugdo do intervalo entre geragdes pela selegdo de animais mais jovens, baseado no conhecimento dos
efeitos dos marcadores na expressdo de um ou mais fen6tipos de interesse.

Com os recentes avangos das téenicas e equipamentos para se extrair informagdes do DNA, como
a genotipagem ¢ o sequenciamento do genoma, grandes quantidades de marcadores moleculares tem sido
prospectados a um custo relativamente baixo, prop:c1ando a inclusdo dessas informagdes ao processo de
avaliagdio genética com o objetivo de tomé-la ainda mais acurada. A possibilidade de identificar uma grande
densidade de marcadores reacendeu o conceito de gendmica, cunhado pelo geneticista Tom Roderick, em
1986, e fez surgir uma nova metodologia de avaliagdo genética, denominada selegio gendmica, proposta por
Meuwissen et al. (2001).

No contexto da produgdo animal, a gendmica pode ser entendida como a ciéncia que pode
identificar genes ou regides genormcas envolvidas com a expressdo das caracteristicas de produgdo. Esta
identificagdo ¢ realizada por meio da associagio ndo aleatéria entre o marcador e o loci de carateristica
quantitativas (quantitative trait loci; QTL). Se esta associagio ndo aleatoria entre o marcador ¢ o QTL ¢
forte, entdo pode-se utilizar esse marcador para inferir se um determinado animal carrega consigo uma
variante génica favordvel (ou ndo) a expressdo de um fendtipo de interesse econdémico. A selegio gendmica,
por sua vez, explora a alta densidade de marcadores para capturar o efeito de todos os potenciais QTLs
envolvidos com a expressio de um determinado fendtipo. A densidade de marcadores deve ser
suficientemente alta para assegurar que os marcadores estejam em associagdo nio aleatéria com os QTLs,
capturando o méaximo da variabilidade genética. A partir desta pressuposigdo, a avaliagdo genética com o uso
de alta densidade de marcadores produz a DEP genémica. A inclusio dos marcadores nas avaliacdes
genéticas permite aumentar a acurdcia de predigio e, consequentemente, pré-selecionar touros jovens para
entrar em teste de progénie com maior precisdo, diminuir o nimero de progénies que precisam ser testadas
parg se obter um grau de acurdcia satisfatorio (redugio de custos) e selecionar animais para as caracteristicas
expressas tardiamente na vida do animal, ou apenas em um dos sexos, ou de herdabilidade baixa, tais como a
produgio de leite e caracteristicas reprodutivas.

Os marcadores utilizados em larga escala também podem auxiliar na eventual correcdo de
parentesco porque pode estimar a propor¢iio de alelos idénticos por descendéncia, o que também impacta a
acurdcia de predi¢do do valor genémico, ou mesmo na realizagdo de um teste de paternidade para registro
genealogico.

BIOPSIAS EMBRIONARIAS

Técnicas de bidpsias embrionarias tem sido utilizadas por muito tempo em tecnologias de reprodugdo
assistida, principalmente em embrides humanos para o diagnostico genético pré-implantacional (DGP) com o
objetivo de detectar perturbagdes genéticas. Inicialmente, a biopsia seguida por DGP em embrides humanos
foi utilizada para sele¢dio do sexo a fim de evitar as doengas ligadas aos cromossomos sexuais, como retardo
mental ligado ao X (Handyside et al., 1990), mas atualmente ¢ indicada para detectar varias outras doengas
genéticas, como a fibrose cistica e a talassemia (Coco, 2014). Além de prevenir o nascimento de criangas
com doengas genéticas, a técnica também € aplicada para identificar embrides apresentando distiirbios
cromossoémicos, como aneuploidias, com o objetivo de melhorar as taxas de gestagio ¢ nascimento em
pacientes com potencial para subfertilidade (Harper e SenGupta, 2012). A estimativa ¢ que mais de 10,000
criangas ja nasceram a partir de embrides submetidos a biopsia seguida por DGP (Coco, 2014).

Em bovinos, como em humanos, biépsias embriondrias comegaram a ser realizadas no final dos anos
80 em embrides produzidos in vivo (embrides TE). Atualmente, existem trés métodos mais conhecidos para a
realizagio de bidpsia de embrides bovinos (Ponsart et al, 2014.): (i) aspiragdo, onde uma pipeta de aspiragio
penetra a zona pelicida e entdo ¢ aspirado algumas células (blastdmeros); (ii) micro-limina de bidpsia, onde
uma micro-lamina € usada para cortar os embrides e (iii) bidpsia com agulha, em que a zona pelucida ¢
perfurada com uma agulha fina para rompé-la e, em seguida, uma pipeta de bidpsia ¢ inserida para aspirar as
células. Em embrides humanos ¢ comum promover o rompimento da zona pelicida com ajuda de édcidos
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(como de Tyrode) ou de sistema de laser, para entdo se introduzir a pipeta de biopsia (Chatzimeletiou et al.,
2005, Geber ct al., 2011). Em todos os métodos, a preferéncia é remover apenas as células de trofectoderma.
Apesar dos relatos iniciais ndo encontrarem efeito da biopsia em embrides TE bovinos na taxa de gestacdo
(50-60%), quando comparado aos controles (55-61%) em condigdes de campo (Lopes et al, 2001), um
estudo recente demonstrou que o método de bidpsia pode, de fato, influenciar a gestagdo. Cenariu et al.
(2012) relataram maior taxa de gestagdo quando blastocistos TE foram biopsiados pelo método de agulha
(57%) do que por aspiragio (43%) ou micro-lamina (31%). As biopsias de embrides bovinos sdo geralmente
realizadas em estidios de morula ou de blastocisto, uma vez que o estddio do embrido TE biopsiado parece
ndo ser importante para a sua viabilidade, Cenariu et al. (2012) e Lacaze et al. (2008) ndo encontraram efeito
significativo na taxa de gestagio entre morula ¢ blastocistos biopsiados, apesar de um estudo anterior (Lacaze
et al., 2009) relatar uma tendéncia (P = 0,07) de blastocistos biopsiados em alcangarem um maior taxa de
gestagdo (66,7% ) do que morula biopsiadas (55,8%). Por outro lado, a qualidade dos embrides ¢ um fator
critico. Os embrides TE classificados em grau | (qualidade excelente ou bom) resultam em taxas de gestagio
maiores que embrides com grau 2 (qualidade regular) (Bredbacka, 1998). Thibier ¢ Nibart (1995) relataram
53% de taxa de gestagdo ao transferirem embrides biopsiados grau | ao contrario de 34% ao transferirem
embrides grau 2,

O interesse inicial por bidpsia embrionaria foi principalmente para a determinagio do sexo de
embrides TE (Thibier ¢ Nibart, 1995, Shea, 1999), Na década de 2000, com o avango da sexagem
espermatica e da P1V pouco se estudou sobre biopsias embrionarias em bovinos, diferentemente de embrides
humanos, onde a DGP assumiu um papel essencial na previsio de componentes genéticos envolvidos em
doengas. Assim, em humanos foram executados diversos estudos sobre métodos mais eficazes ¢ fatores que
influenciam a viabilidade do embrifio biopsiado, Com o surgimento da selegdo gendmica, o interesse por
biopsias embriondrias em bovinos retornou, mas agora com aplicagdo direcionada a embrides PIV. Virias
empresas comerciais produzem mais de milhares de embrides a cada més que poderiam ser biopsiados e
selecionados para caracteristicas desejaveis antes mesmo de serem transferidos para receptoras. No entanto, o
sistema de cultivo embriondrio in vitro é ainda sub-6timo e pode causar perturbagdes no metabolismo e
expressdo génica de embrides produzidos in vitre (Lonergan et al., 2003, Camargo et al., 2006, De Sousa et
al..2015), tornando-os mais sensiveis do que embrides TE. Devido a esses efeitos do ambiente in vitro ¢ uma
maior sensibilidade embriondria, uma preocupagdo ¢ a viabilidade pds-biopsia de embrides PIV, embora
alguns estudos da década de 90 terem obtido razodvel sucesso ao avaliarem embrides PIV biopsiados
(Kirkpatrick e Monson, 1993, Bredbacka et al., 1995). Contudo, considerando que diversos fatores podem
influenciar a viabilidade embrionaria, como por exemplo 0 meio e os suplementos utilizados para o cultivo
dos embrides antes e apds a biopsia (Lasiene et al., 2006, Pereira et al. 2008), a aplicagdo de biopsias em
embrides PIV ainda requer estudos para uso em escala comercial.

Um outro aspecto que interfere para o estabelecimento de uma rotina de biopsia embriondria na PIV ¢ ~
a criopreservagio de embrides. A criopreservagido de embrides PIV ndo biopsiados ainda ndo € considerada
um sucesso quando comparada aquela com embrido TE (Hasler, 2014). Apesar de alguns estudos relatarem
bons resultados considerando gestagdes (Xu et al., 2006, Sanches et al., 2013) e varios métodos disponiveis,
como a vitrificagio, congelamento lento € suas variagdes (Vajta e Nagy. 2006, Saragusty e Arav de 2011,
Bruyere et al., 2012), a criopreservagio de embrides PIV ndo ¢ amplamente adotada por empresas
comerciais, possivelmente devido a menor viabilidade deste tipo de embrido comparado ao embrido TE e da
falta de padronizacio de protocolos de criopreservagdio. Essas duvidas tornam mais dificil a decisio de
criopreservar o embrido PIV biopsiado, que é supostamente mais sensivel que o embrido nio biopsiado.
Infelizmente existem poucos estudos com foco na criopreservagdo de embrides PIV bovinos submetidos a
bidpsia em qualquer estadio do desenvolvimento. Os estudos disponiveis apresentam diferentes metodologias
¢ um numero limitado de embrides, dificultando a tomada de decisio por qual método adotar. Suzuki et al.
(1995) avaliaram o desenvolvimento in vitre de blastocistos PIV biopsiados no oitavo dia pos-fecundagio e
congelados com 1.8 M etilenoglicol mais 0,05 M trealose e 20% de polivinilpirrolidona e encontraram alta
taxa de viabilidade e re-expansiio in virro (90%; 18/20 embrides) pos-descongelamento. Tominaga et al.
(2007) também avaliaram a viabilidade in vitro pés-descongelamento de blastocistos PIV biopsiados ¢
encontraram melhores resultados (91,3%; 21/23 embrides) com 0,7 M glicerol mais 0,05-0,1 M de sacarose
usando o método de congelamento lento. Agca et al. (1998) biopsiaram embrides PIV na fase de morula no
quinto dia pos-fecundagio, cultivaram-os até o sétimo dia quando entdo os criopreservaram pelos métodos
de vitrificagdo ou de congelamento lento. Este estudo obteve sete gestagdes (44%; 07/16) apos a vitrificagdo
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¢ trés gestagdes (23%: 3/13) apods o congelamento, sugerindo a vitrificagdo como melhor método de
criopreservagio. Apesar de importantes, os dados dos estudos disponiveis atualmente nio sdo suficientes para
se chegar uma conclusdo solida sobre a eficiéncia da criopreservagao de embrides PIV biopsiados, de modo
que investigagio a partir de diferentes laboratérios e sob diferentes condigdes € necessiria. Sem a
possibilidade de criopreservagao, o embrido PIV biopsiado deve ser transferido a fresco, antes que o produtor
receba o resultado do valor genémico.

Uma tentativa para superar o problema com a criopreservagido de embrides PIV biopsiados € a
realizagdo de biopsias em estadios mais precoces, em embrides com cerca de 8-16 células (com trés ou quatro
dias pos-fecundagio), de forma semelhante ao realizado com embrides humanos, e cultiva-los in vitro até
alcangarem o estddio de blastocisto. Este procedimento poderia dar tempo suficiente para que a genotipagem
e o calculo da DEP genomica fossem concluidas antes da transferéncia dos embrides para receptoras, o que
ocorre em sete ou oito dias apos a fecundagdo. Kubisch e Johnson (2007) relataram que 33,7% dos embrides
biopsiados no terceiro dia pos-fecundagdo desenvolveram até estidio de blastocistos. O nosso grupo
observou que apos a realizagiio de bidpsias no dia quatro pos-fecundagdo, 53,3% dos embrides progrediram
para estidio de blastocisto (Polisseni et al. 2010). Em ambos os estudos, o desenvolvimento de embrides
biopsiados foi semelhante ao do grupo de controle. O inconveniente desta abordagem ¢ a dificuldade em
prever qual embrido nesses estadios iniciais (8-16 células) vai desenvolver para o estadio de blastocisto. Em
nosso estudo, isso significou que, com aproximadamente 50% de sucesso, dois embrides biopsiados teriam a
DEP gendmica calculada mas apenas um alcangaria o estadio de blastocisto para ser transferido para a
receptora.

. Na pratica, os métodos utilizados para bidpsia de embrides TE podem ser aplicados para os embrides
PIV, mas o técnico deve ter em mente as diferengas entre embrides PIV e TE, como o nimero total de células
e maior sensibilidade as condi¢des do ambiente. Ou seja, a biopsia de embrides PIV deve ser suficiente para
prover material genético para a avaliagio gendmica, porem ser o menor possivel para evitar prejudicar o
desenvolvimento do embrido e futura gestagio. Como relatado acima, a bidpsia de embrides TE pode ser
realizada em embrides em estadio de mérula e de blastocisto, no entanto, na PIV a preferéncia tem sido dada
ao estadio de blastocisto no sétimo dia pos-fecundagdo. Ha algumas razdes para isto, como o baixo numero
de ¢élulas e menor compactagio celular nos embrides em estadios de morula. E, finalmente, sem métodos de
criopreservagdo confiaveis, os embrides submetidos a biopsia devem ser transferidos a fresco para as
receptoras enquanto a genotipagem ¢ realizada e a DEP gendomica calculada, o que pode demorar alguns dias.

GENOTIPAGEM EMBRIONARIA

A genotipagem embriondria ¢ o método responsavel pela identificagio dos marcadores do DNA, o que
possibilita a selegdo de embrides com base na DEP gendmica ou até mesmo com base na presenga de genes =
individuais (como genes de caseina ou Blad). No entanto, existem duas grandes preocupagdes sobre
genotipagem do embrido: qualidade e quantidade da amostra na bidpsia, que podem influenciar a qualidade ¢
eficiéncia da genotipagem (isto ¢, a capacidade de detecgdo de polimorfismo de base Gnica [SNP]; call rate)
¢ consequentemente a concordéancia da DEP gendmica entre as amostras dos embrides biopsiados e com as
dos bezerros derivados desses embrides. Como embrides possuem poucas células (blastocistos no sétimo dia
pos-fecundagio possuem cerca de 120 células) uma biopsia embrionaria ndo deve ter mais de 20 células e por
isso ndo possuird DNA gendmico suficiente para obter uma genotipagem com alta qualidade. Para superar
esta limitacio de material gendmico € necessario amplificar o DNA, o que ¢ feito usando a técnica de whole
genome amplification (amplificagdo total do genoma - WGA), de modo que a quantidade de DNA disponivel
atenda o requerimento minimo exigido pelas plataformas de genotipagem. Em estudo anterior, mostramos
que 0 DNA gendmico obtido de duas a quatro células de embrides bovinos em estadios de 8-16 células pode
ser amplificado com éxito utilizando WGA com o objetivo de andlises de genes especificos (Polisseni et al.,
2010) ¢ essa mesma abordagem foi adotada em outro estudo para genotipagem (Le Bourhis et al., 2011).
Ainda assim, existe a preocupagdo do impacto da WGA na analise genémica global, principalmente devido a
uma amplificagdo incompleta e introdugio de mutages pontuais ou desequilibrios (como alelos drop-out e
drop-in), que poderiam reduzir a eficiéncia da genotipagem e aumentar a taxa de erro. A consequéncia seria
uma DEP gendmica incorreta para os embrides, resultando em ndo-concorddncia com a DEP genomica do
bezerro derivado daquele embrido biopsiado.
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Estudo recente avaliou diferentes abordagens para a WGA (Shojaei Saadi et al., 2014) ¢ verificou que
os métodos baseados na técnica de muliiple displacement amplification (MDA-amplificagdo com
deslocamento multiplos) geraram os melhores resultados em termos de eficiéncia (99,5% e 99,7% para os
kits GenomiPhi da GE e Repli-g da Qiagen, respectivamente) ¢ de taxa de erro (10,7% e 6,5% para
GenomiPhi e Repli-g, respectivamente) quando utilizando quantidade de DNA gendmico mais elevada (10
ng). Quando utilizado menores quantidades de DNA gendmico, as téenicas avaliadas, de modo geral,
apresentaram menores eficiéncia ¢ maiores taxas de erro. Os autores observaram que apesar da amplificagdo,
pode ser necessdrio recorrer a imputagio gendmica baseada no gendtipo dos pais ou da raga para corrigir
eventuais erros de genotipagem. Com isso alcangaram uma concorddncia de 99,9% entre os valores
gendmicos estimados a partir de biopsias embriondrias e os valores gendmicos dos bezerros correspondentes.
Em outro estudo com bidpsia embrionaria ¢ WGA, Sargolzaei et al. (2013) encontraram uma correlagdo de
97.5% e 99,1% entre os valores gendmicos dos embrides e dos bezerros derivados desses embrides (n = 56)
antes ¢ depois da imputagdo, respectivamente. Le Bourhis et al. (2012) também relataram apos imputagdo
uma elevada concordincia de DEP gendmica (acima de 98,9%) entre embrides e os bezerros
correspondentes. Com base nesses estudos, a genotipagem de todo o genoma de amostras de embrides pode
ser realizada apés WGA e com o uso da imputagdo gendmica, resultando em alta concordancia da DEP
gendmica entre os embrides e os bezerros gerados.

CONSIDERACOES FINAIS

Um dos beneficios da integragio de produgdo in vitro de embrides bovinos com selegdo gendmica
serd a redugdo de custos com receptoras, uma vez que apenas os embrides com o valor gendmico ou uma
caracteristica genética especifica serdio transferidos. No Brasil, apesar da disponibilidade comercial de
rebanhos de receptoras de embrides, o custo de cada receptora e sua manutengio durante a gestagio é
limitante para a maioria dos produtores, o que torna atraente a genotipagem embrionaria para selegdo
gendmica em um sistema de produgdo in vitro de embrides. Além disso, os produtores poderdo ter em sua
fazenda apenas bezerras de mérito genético superior para a reposigdo do rebanho, reduzindo custos de criagio
e favorecendo o melhoramento genético.

Embora exista um grande mercado de embrides PIV no Brasil e os beneficios da selegdo gendmica,
ainda hd uma restrigio na oferta comercial de genotipagem de embrides PIV. Ha virias razoes para isso, por
exemplo: procedimentos de bidpsias e amplificagio total do genoma requer uma infraestrutura ¢
equipamentos além de técnicos com alta habilidade em micromanipulagiio embriondria; os procedimentos
para a biépsia ndo estdo bem estabelecidos para embrides de PIV, bem como métodos de criopreservagdo; o
lapso de tempo entre a bidpsia de embrido e os resultados da DEP gendmica ¢ considerdvel; o prego de
genotipagem ainda ¢ elevado para a maioria dos produtores ¢ estes ainda nfo estdo totalmente conscientes ©
dos beneficios de genotipagem do embridio para seu rebanho. No entanto, a genotipagem embriondria tem
sido aplicado em outros paises. Empresas comerciais como CRV na Holanda, Evolution na Franga e
Masterrind na Alemanha, tem aplicado a genotipagem em embrides de TE e PIV em seus programas de
melhoramento genético. A perspectiva ¢ que, com o avango da sele¢ao gendmica, mais grupos de pesquisa
estarfio interessados em melhorar a eficiéncia da bidpsia e a os métodos para genotipagem embriondria e mais
laboratérios comerciais de produgdo in vitro estardo interessados em oferecer servigos de genotipagem.
Considerando-se as centenas de milhares de embrides de bovinos sendo produzidos in vitro a cada ano, um
novo mercado com embrides PIV genotipados deve surgir ¢ oferecer novas oportunidades para os produtores
melhorarem o seu rebanho.
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