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RESUMO

A producéo in vitro de embrides é uma biotécnica da reproducgéo assistida que
consiste no co-cultivo dos gametas femininos e masculinos e do zigoto oriundo
da fecundacéao até a etapa de blastocisto em ambiente laboratorial. Envolve,
portanto, desde a coleta dos odcitos até a maturacédo oocitaria, fecundagéo
e cultivo embrionario in vitro. E uma ferramenta muito eficaz para melhorar
a eficiéncia produtiva e reprodutiva dos rebanhos, sendo aplicavel, inclusive,
em animais que ndo se encontram mais aptos a reproducdo pelos métodos
convencionais. Nesse contexto, a técnica é capaz de gerar ganho genético
muito rapido e superior as demais biotécnicas por possibilitar a disseminagéo
da genética melhoradora materna e paterna. O emprego desta biotécnica tem
crescido exponencialmente no Brasil e no mundo, liderando o ranking na pro-
ducgéo de embrides. Contudo, apesar de amplamente difundida, a proporgao de
odcitos que alcangam o estdgio de blastocisto e geram prenhez ainda é baixa
em comparagao ao o que ocorre in vivo. Portanto, objetiva-se com esta revisao
realizar uma abordagem atualizada dos principais aspectos implicados nas
etapas da producéo in vitro de embrides em bovinos.

Palavras-chave: Odcito, Embrido, Fecundagao, Maturagao, Cultivo.
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INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos teve seu marco inicial
na década de 80, quando, em 1982, nasceu o primeiro bezerro fruto da técnica
(Brackett et al, 1982). No Brasil, a partir de 2010, a PIVE teve um crescimento
exponencial (Viana et al, 2017) e, em 2011, dos 350.762 embrides bovinos produ-
zidos, 90,7% foram in vitro (Viana, 2012). Atualmente, o Brasil é o segundo maior
produtor no mundo, ficando atrds apenas dos Estados Unidos (Viana, 2021).

A PIVE é uma ferramenta muito eficaz no melhoramento genético dos
rebanhos, possibilitando a disseminagao de genética melhoradora com con-
sequente incremento da eficiéncia produtiva e reprodutiva (Baruselli et al,
2019). A técnica envolve desde a coleta dos complexos cumulus-oécitos (COCs)
imaturos por pungéao ou aspiragdao do ambiente folicular, seguida pela maturagao
e fertilizag@o in vitro dos mesmos. Os embrides obtidos séo cultivados in vitro
em meios especificos para posterior congelamento e transferéncia para fémeas
receptoras aptas a conceber (Rizos et al., 2008).

A execucdo da técnica é possivel tanto em animais saudédveis quanto
naqueles que, por técnicas convencionais, ndo se encontram mais aptos a repro-
dugdo em decorréncia de alteragdes sem carater hereditario. Fémeas com poucos
meses de idade, gestantes até o terceiro més, ou ainda no periodo voluntario de
espera apds o parto podem ser doadoras (Silva et al., 2015). Diante da relevancia
da técnica, este trabalho de revisdo tem o objetivo de apresentar de maneira
atualizada os principais aspectos implicados nas etapas da PIVE em bovinos.

DESENVOLVIMENTO

Coleta dos complexos cumulus-oécitos (COCs)

A recuperacgdo oocitdria para a PIVE pode ser realizada post mortem,
por meio da pungéo folicular de ovérios de abatedouro, ou in vivo, por meio de
diversas técnicas como: laparotomia, laparoscopia ou por aspiracao folicular
transvaginal guiada por ultrassom - Ovum Pick Up (OPU) (Varago et al., 2008).

A OPU tornou-se a técnica predominante para a coleta de odcitos em
bovinos (Moore et al., 2017) e representa cerca de 40% da forma de captacédo
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dos embrides produzidos no mundo (Seneda et al., 2020). Contudo, a coleta de
odcitos via laparoscépica (LOPU) vem alcangando maior credibilidade por ser
um método eficaz na recuperagéo oocitaria de fémeas pré-pulberes, bezerras
de 2-6 meses de idade, atendendo as demandas de um mercado altamente
competitivo, por possibilitar a reprodugé@o extremamente precoce e o uso de
marcadores genéticos, gerando um diferencial de sele¢cdo (Moore et al, 2017;
Baldassarre, 2021).

Em todos os cendrios, contudo, os odcitos sdo provindos de um pool hete-
rogéneo de foliculos, como dominantes, subordinados e até mesmo atrésicos,
tanto de ondas ovulatérias quanto ndo ovulatérias. Normalmente, sdo aspirados
foliculos com diametros de 2 a 8 mm, pois, foliculos = 8 mm ja se encontram
em atresia ou inicio da maturacéo, e os foliculos £ 2 mm séo considerados de
baixa qualidade por ndo terem competéncia de continuar o desenvolvimento
(Gongalves et al,, 2008; Savannah et al,, 2023).

O material aspirado é lavado em filtro préprio para retencéo das estru-
turas até que o conteldo se torne translicido. O sedimento é transferido para
placas de Petri 90mm, para procura, sele¢do, contagem e avaliagao dos odcitos
(Loos et al, 1991). A classificagdo dos odcitos (Classe |, Il e Ill) incluem crité-
rios morfolégicos, como a aparéncia e o nimero das camadas de células do
cumulus, além das caracteristicas citoplasmaticas, como o brilho e a textura do
citoplasma (Figura 1).

A classe | refere-se ao oécito mais sauddvel com citoplasma homegéneo,
zona pellicida bem delimitada e mais de trés camadas de células da granulosa
compactas. A classe Il, possui qualidade intermedidria, apresenta cobertura
parcial com menos de trés camadas de células, podendo ter ligera expansao
do cumulus. Ja a classe lll, de pior qualidade, possui citoplasma escuro, nicleo
irregular, picnético, cumulus expandido e frouxamente aderido, indicativo de
atresia folicular. (WATERS, et al., 2002; AGUILA et al., 2020).

Odcitos desnudos ndo possuem células do cumulus ou possuem poucas
células, podendo apresentar zona peltcida irregular e/ou retracédo e vacuoli-
zagao do citoplasma. Ja o odcito degenerado ou atrésico, se caracteriza pela
auséncia de células do cumulus e citoplasma heterogéneo, sendo desintegrado
e reabsorvido in vivo (TORRES-JUNIOR et al,, 2008).
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Figura 1. Classificagdo oocitéria, (a) Grau |, (b) Grau Il, (c) Grau IlI, (d) Desnudo.

©

Fonte: KOUAMO et al., 2019.

Maturacgao in vitro

A maturagao oocitaria € um evento fisiolégico imprescindivel para o
sucesso da fecundagdo. Nos bovinos, assim como em outros mamiferos, os
odcitos iniciam a meiose durante a vida fetal e paralisam a progressao meiética
na fase de dipléteno da préfase | (vesicula germinativa). A retomada da meiose
ocorre a partir da puberdade e é novamente bloqueada no estdgio de metéfase
I, caracterizando a maturagao nuclear, com extrusdo do primeiro corpuisculo
polar. No momento da fecundagédo acontece estimulo para finalizacdo da
meiose Il e 0 segundo corpusculo polar ou poldcito é extrusado (Pinus et al,, 1935).

Além da maturagéo nuclear, o odcito também sofre maturagéo citoplas-
matica, que inclui a redistribuicdo das organelas celulares como os granulos
corticais e migrag@o de mitocéndrias, desenvolvimento de mecanismos regula-
térios de célcio, obtencédo da competéncia para o bloqueio da polispermia, entre
outros eventos importantes para dar suporte ao desenvolvimento embrionario
(Anguita et al.,, 2007; Picton et al., 1998).
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A maturagéo nuclear, in vitro, inicia imediatamente apds a retirada
do oécito do ambiente folicular com interrupgéo do contato com as células
foliculares (Varago et al., 2008) e leva de 20 a 24 horas para se completar em
condi¢do adequada. A maturacao citoplasmatica, contudo, € um processo mais
lento, ocorrendo ao longo do desenvolvimento folicular, com o crescimento do
odcito (Watson, 2007).

Durante este processo, as células da granulosa e do cumulus expressam
genes especificos necessérios para sua diferenciagdo terminal. As células do
cumulus produzem e secretam acido hialurénico, responsdvel por realizar a
expansao celular, e incorporar as células em uma matriz mucinosa, sendo este o
principal aspecto que sinaliza a maturagéo oocitdria (Figura 2),em decorréncia
do estimulo hormonal e das condigbes adequadas de cultivo (Richards et al.,
2002; Sasseville et al., 2009).

Figura 2. Odécitos apés maturagdo in vitro caracterizados pela expanséo das células do cumulus.

k|

Fonte: Autora (2022).

A incompatibilidade desses eventos de maturacéo in vitro podem acar-
retar danos no desenvolvimento embriondrio. Nesse contexto, o bloqueio far-
macoldgico da retomada da meiose, mantendo os ovdcitos na fase de vesicula
germinativa em cultura, pode ser benéfico por permitir sua diferenciagéo antes
da retomada meidtica (Ferré et al,, 2020).

Existem diversos meios de maturacéo in vitro (MIV) para embrides bovinos,
porém, o Tissue Culture Medium 199 (TCM 199°) é o mais difundido. O TCM 199°
é comumente suplementado com vitaminas, antibiéticos, bicarbonato de sédio,
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aminoacidos como L-glutamina, soro fetal bovino (SFB), estradiol-17f, FSH, LH,
lactato e piruvato de sédio. Além do meio préprio, a MIV requer ambiente con-
trolado, sendo necessaério estufa que mantenha temperatura, umidade saturada
e atmosfera gasosa contendo 5% de CO2 (Gandhi et al.,, 2000; Smetanina et al.,
2000; Varago et al,, 2008).

Fertilizagao in vitro

A fecundacdo in vitro (FIV) é um processo que, por meio da incubagéo de
odcitos maturados com espermatozoides capacitados em meio préprio, acon-
tece fusdo das membranas e emparelhamentos dos pré-nicleos, originando
um zigoto (Oliveira et al., 2014). In vivo, a fecundacéo ocorre na ampola da tuba
uterina, e durante o trajeto dentro do Utero, o espermatozoide sofre mudangas
bioquimicas devido a substancias do trato reprodutivo feminino, caracterizando
a capacitagédo espermatica e possibilitando a reagdo acrossdmica. Ja in vitro,
€ necessario fornecer meio e ambiente adequado para ocorrer a capacitacao,
além de favorecer o metabolismo dos oécitos (Gongalves et al., 2007).

O preparo dos espermatozoides acontece por meio de procedimentos
de centrifugagao por imersao ou por gradiente de diferentes densidades para
remover os crioprotetores usados no congelamento, detritos, plasma seminal
e espermatozoides mortos, restando apenas a fragdo moével (Ferré et al., 2020).
Dentre os principais métodos usados para o preparo dos espermatozoides, des-
tacam-se: swim-up, swim-down (técnica do sedimento), filtragdo em coluna de |4
de vidro, lavagem mediante centrifugagao, separacéo por gradiente descontinuo
de BSA e separacao por gradiente descontinuo de Percoll (Coelho et al., 2000).
Contudo hd uma preferéncia pelas técnicas de separacédo fundamentadas na
capacidade de migragao do préprio espermatozoide (Freitas-DellAqua et al., 2009).

O Percoll € um meio amplamente difundido, baseado na separacéo de
células e particulas subcelulares em meio de gradientes de densidade. Ele é
composto de particulas de silica coloidal revestidas com polivinilpirrolidona (PVP)
nao dialisavel que possibilita a separagao dos espermatozoides de acordo com a
maturidade dos mesmos e integridade de células, bactérias e diluentes. A mon-
tagem do Percoll acontece em gradientes de 90% e 45% (Ferré et al., 2020).
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A amostra de espermatozoides é depositada sobre esses gradientes e sub-
metida a centrifugagdo por 5 minutos em 5,5 rpm (rotagdes por minuto). Os esper-
matozoides vidveis séo obtidos no pellet formado apds a centrifugagéo (Figura
3) e podem ser novamente centrifugados, por mais 3 minutos em 3,3 rpm, na
auséncia do Percoll, contendo apenas substancias para limpar e nutrir o sémen.
Contudo, existe um ponto negativo do Percoll que é o efeito endotdxico do PVP
(Samardzija et al., 2005).

Existem varios produtos para substituicao do Percoll (Folchini et al.,, 2012;
Gongalves et al,, 2012; Arias et al, 2017) e, embora o swim-up seja o método
mais antigo, ele ainda é muito usado por ser econémico e de simples execugao.
Ele se baseia na selegdo de espermatozoides méveis que conseguem migrar
através da solugdo swim-up. Neste processo, os espermatozoides sdo depo-
sitados no fundo do tubo falcon, abaixo da solugédo, formando um pellet. Sdo
mantidos nesta condigdo de 45 minutos até 1hora, em estufa a 38,52, em angulo
de 45°. Ao final do processo retira-se, cuidadosamente, o sobrenadante, que
é a porcao de espermatozoides com motilidade progressiva. Por meio desta
técnica é possivel obter grande quantidade de gametas méveis sem danos
morfoldgicos (Arias et al., 2017).

Figura 3. Imagem representativa das técnicas de selegdo espermatica in vitro. Técnica de Swim Up;
B- Técnica de Separacéao por Gradiente de Densidade.
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Fonte: Adaptado Ramires (2023).
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O meio de fecundagao in vitro Fert-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piru-
vato) é o mais usado para a fertilizagao por conter agentes como: heparina, célcio
iondforo, hipotaurina, epinefrina, albumina sérica bovina (BSA), e penicilamina
(Iritani et al., 1977; Gordon, 2003; Gimenes et al., 2015; Ferré, et al,, 2020). A adigao
de epinefrina e hipotaurina tém o propdsito de melhorar o ambiente embriona-
rio e aumentar as chances de sucesso na PIVE, possibilitando a estabilizagdo
do pH, protegdo contra o estresse oxidativo, promogado do desenvolvimento e
melhora da viabilidade embrionaria (Miller et al., 1994). A heparina é uma glico-
saminoglicana que desencadeia reagdes bioquimicas na membrana plasmaética
do espermatozoide agindo como um agente capacitante, assim como o célcio
ionéforo (Assumpcéo et al,, 2002).

O co-cultivo dos gametas é realizado em gotas de 50 a 100 ul em placa de
petri por periodo de 18 a 24 horas (Gordon, 2003) em incubadora umidificada a
38,5°C e 5% CO 2 (Savannah et al., 2023). O ndmero minimo de espermatozoi-
des necessarios por gotas ou por odcitos ndo é bem definido devido a grande
variagao individual dos touros e variagdes entre ragas, porém, uma grande
vantagem da PIVE é necessitar de um pequeno niimero de espermatozoides
para fertilizar, favorecendo o uso do sémen sexado (Ferré et al., 2020).

A dose inseminante varia de 5 a 10 ul de sémen por gota, o que representa
uma concentragdo de 100x10° espermatozoides por gota, correspondendo a
5x10° espermatozoide por odcito (Oliveira et al., 2014). A taxa de fertilizagao é
avaliada pela clivagem, que ocorre entre 48 ou 72 horas apds a inseminagao
(considerando que nao esteja ocorrendo partenogénese), e varia de 70% e 80%
dependendo da fertilidade do touro (Ferré et al., 2020).

Cultivo in vitro

O cultivo in vitro (CIV), semelhante aos processos de maturacéo e fecunda-
¢do, também necessita de um ambiente controlado para o desenvolvimento dos
provaveis zigotos. Para isso, a incubadora deve contar com umidade saturada,
5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2. O tempo de cultivo apresenta variagédo de
7 a 9 dias, sendo que no 3° dia é realizada a avaliagdo da clivagem, no 7° dia a
avaliacdo das taxas de blastocistos produzidos, e no 9° dia a avaliagdo da taxa
de eclosdo (Goncalves et al,, 2007; Varago et al,, 2009; Savannah et al.,, 2023).
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Para avaliar o estdgio embrionario, caracteristicas associadas a progres-
sdo do desenvolvimento embrionario sdo consideradas, sendo elas: tamanho,
ndmero e grau de compactagao dos blastdomeros, formagéo da blastocele, espes-
sura da zona pellcida e espago ocupado pelo botdo embrionério. A Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) padronizou os critérios para
a classificagcdo morfolégica de embrides bovinos. A classificagdo do estagio de
desenvolvimento possui escala de 1a 9, sendo 10écito ndo fecundado e 9 blas-
tocisto eclodido (Figura 4). Existe também a classificagdo quanto a qualidade
embriondria (Figura 5) onde o cdédigo 1 caracteriza embrides de excelente e
boa qualidade e o cédigo 4 para embrides degenerados ou mortos (IETS, 1998).

Figura 4. Imagem dos estdgios embrionarios. A - Mérula (IETS 3), B- Mérula Compacta (IETS 4), C-
Blastocisto Inicial (IETS 5), D- Blastocisto (IETS 6), E- Blastocisto Expandido (IETS 7), F- Blastocisto
Eclodindo (IETS 8).

Fonte: Adaptado IETS (Stringfellow et al,, 1998).
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Figura 5. Graus de qualidade embriondria. A - Qualidade excelente (IETS 1) B- Qualidade boa (IETS
1) C- Qualidade regular (IETS 2) D- Qualidade pobre (IETS 3) E- Embrides degenerados (IETS 4)
F- Odcitos nao fecundados.

Fonte: Adaptado IETS (Stringfellow et al,, 1998).

Para cultivo, os presumidos zigotos devem ser despidos das células do
ctumulus por meio da pipetagem. O meio CIV é a base de fluido ovidutal sintético
suplementado com BSA, SFB, antibiéticos, aminoacidos e piruvato de sédio
(Gimenes et al., 2015). As gotas de cultivo podem abrigar de 20 a 30 estruturas,
sendo 25 o nimero ideal, pois, 0s embrides prosperam em grupo por trocarem
fatores benéficos entre si (Savannah et al,, 2023).

Em geral, apenas 20% a 40% dos odcitos cultivados alcancarao o estagio
de blastocisto (Rizos et al,, 2008), dificilmente ultrapassando taxas de 40% a
50% (LONERGAN et al, 2016). Considerando as taxas de maturagéo e clivagem
esperadas, a média dos odcitos recuperados e maturados in vitro que chegam
a estdgio de blastocisto é baixa (HANSEN, 2020). Falhas na maturagao, carac-
teristicas intrinsecas e extrinsecas do odcito, além de fatores relacionados ao
sémen, sdo alguns fatores que implicam nesta baixa producdo embrionaria.
Novos estudos se fazem necessarios para determinar a real competéncia do
odcito e os fatores subsequetes que interferem o desenvolvimento embriondario
in vitro (Ferré et al., 2020).
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Criopreservagéao

A criopreservagao é uma técnica essencial na PIVE pois possibilita o
armazenamento de embrides por longos periodos e a utilizagdo em situagdes de
excedente da producgdo ou escassez de receptoras, além de permitir o comér-
cio de excelente material genético em todo o mundo. Existem dois principais
processos de criopreservagao embrionaria: a vitrificagdo e o congelamento, e,
atualmente, um dos maiores desafios neste &mbito é melhorar a sobrevivéncia
apds o aquecimento ou descongelamento (Sanches et al., 2016; Gomez et al., 2020).

O processo de vitrificagao (congelamento rapido) ndo demanda equipa-
mentos, € uma técnica simples e extremamente facilitadora quando o niimero de
embrides a serem congelados é reduzido (Gomez et al,, 2020), sendo o método
predominante (Dode et al., 2013) de armazenamento embriondrio. Ela consiste
no uso de solugdes de alta osmolaridade para retirar rapidamente a dgua intra-
celular, gerando desidratacéo das células embriondrias e as tornando permea-
veis ao crioprotetor. Desta maneira, o embrido é capaz de resistir a imersao no
nitrogénio liquido sem formar cristais de gelo no seu interior (Vajta et al.,, 1998).

O congelamento lento requer uma mdquina especifica para controlar a
taxa de resfriamento mantendo uma curva constante até o momento de imer-
sdo no nitrogénio liquido (-196°C). As principais vantagens desta técnica sdo: o
uso de baixos niveis de crioprotetores, uma vez que estes em excesso causam
toxicidade embrionaria, e a possibilidade de ser transferido de maneira direta
na fazenda, ou seja, sem a necessidade de reaquecimento com meios préprios,
apenas realizando o descongelamento em banho maria (Sanches et al,, 2017;
Gomez et al., 2020).

A etapa de criopreservacédo é um momento desafiador da produgao in vitro
de embrides, e, mesmo havendo avangos nos Ultimos anos, os resultados ainda
sao muito varidveis, pois os processos de congelamento e descongelamento
afetam inevitavelmente a integridade fisica e viabilidade do embrido (Sanches
et al.,, 2017; Gomez et al., 2020).
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CONSIDERAGOES FINAIS

A produgéo in vitro de embrides atinge patamares cada vez maiores no
ambito mundial da producdo embrionaria, e, devido aos avancos técnicos das
Gltimas décadas, se tornou a biotecnologia de maior impacto na dissemina-
cdo de material genético nos rebanhos bovinos. A técnica apresenta-se bem
conceituada quanto as suas etapas, contudo, mais estudos sdao necessarios
em atendimento as fases mais criticas do processo, envolvendo a maturagao
oocitéria, o cultivo embrionério, e os métodos de criopreservagéo visando
melhores taxas de prenhez.
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