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RESUMO:

A producao in vitro de embrides (PIVe) é uma
biotécnica importante para melhorar o potencial
genético de fémeas bovinas, sendo utilizada em
escala comercial no Brasil e no mundo. A PIVe
envolve etapas de coleta, maturagao, fecundagao e
cultivo in vitro sendo que a maturacao é a etapa
determinante do sucesso na PIVe. Portanto, o objetivo
desta revisao foi descrever os passos da PIVe, os
criterios de avaliacao e classificacao da qualidade dos
oocitos e embrides, e os desafios.

Palavras-Chiave: Biotécnica reprodutiva. Desafios,
Fertilizacao in vitro.

ABSTRACT:

The in vitro embryo production (IVP) is a is an
important tool to improve the genetic potential of
cows and has been used on a commercial scale in
Brazil and worldwide. The IVP technique involves
steps of collecting, maturation, fertilization and in
vitro culture and maturation is the decisive step of
success in IVP. Therefore, the objective of this review
was to describe the steps of the IVP, the criteria for
evaluation and classification of the quality of oocytes
and embryos, and the challenges.

Keywords: Reproductive biotechnology. Challenges.
In vitro fertilization.

1. Introducao

A Producao In Vitro de Embrides (PIVe) é uma técnica que vem se estabelecendo no mundo
todo, e principalmente no Brasil, onde iniciou-se comercialmente em 1998, em um projeto
conjunto entre a GERTEC Embrides, Unesp-Jaboticabal/SP e Beabisa Agricultura (BUENO e

BELTRAN, 2008; ARRUDA et al., 2006).

A PIVe é uma biotécnica reprodutiva de enorme importancia, pois permite o contato entre o
espermatozoide e odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com a formagao de um novo

individuo (GONCALVES et al.,

2008). Envolve etapas de coleta dos odcitos, maturagao in

vitro (M1V), fecundacao in vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de zigotos e

embrides fora do Utero animal (VARAGO et al.,

2008).

No Brasil, a PIVe se tornou a principal ferramenta utilizada pelos criadores (VIANA e
CAMARGO, 2007) por ser a biotécnica de eleicdo para maximizar a quantidade de
descendentes dos melhores animais e acelerar o progresso genético dos rebanhos, a PIVe
associada a aspiracgao folicular guiada por ultrassom, da sigla inglesa ovum pick-up (OPU),
viabiliza o aproveitamento de animais bastante jovens e diminuindo o intervalo de geracoes,
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produzir novilhas de reposicao apenas de animais superiores, selecao de matrizes (VARAGO
et al., 2008),

Adiante disso, a PIVe vem possibilitando varios beneficios para a reproducao animal em
setores cientificos, produtivos e tecnoldgicos (DE BEM et al., 2014; MACHADO et al., 2012),
sendo desenvolvidas a fim de propiciar condicdes mais adequadas na MIV de complexos
cumulus-odcito (CCOs), capacitacao espermatica seguida de FIV, e evolugao embrionario in
vitro (VARAGO et al., 2008).

O objetivo da PIVe consiste em obter embrides viaveis de fémeas saudaveis de alto valor
genético e também aquelas que nao estdo mais aptas a produzirem descendentes pelas
técnicas convencionais. Além disso, fémeas a partir dos seis meses de idade, gestantes até o
terceiro més ou no periodo pds-parto podem ser usadas como doadoras de odcitos na PIVe
(BUENO e BELTRAN, 2008).

Entre as dificuldades desta técnica esta o custo elevado, em funcdo da necessidade de infra-
estrutura laboratorial, a inconsisténcia dos resultados referentes a taxa de morulas e
blastocistos e o tempo consumido para executar a rotina de PIVe, que vai desde a OPU o0 a
evolucgao in vitro de embrides (MIRANDA et al., 2007).

O objetivo da realizacao deste trabalho foi descrever a os passos da PIVe, apresentando as
etapas de avaliacao, classificacao e os desafios futuros.

2. Revisao de Literatura

2.1. Aspiracao folicular guiado por ultrassom

A OPU tem funcao de obter material bioldgico de animais com elevado mérito genético
(VEGA et al., 2015). Esta técnica é importante por aumentar a criagcdao de animais
geneticamente excelentes, espalhando sua progénie de forma mais rapida. A técnica
consiste na coleta de CCOs com o ajuda de ultrassom para guiar o processo de aspiracao em
animais vivos, através da puncao folicular ovariana (STROEBECH et al., 2015; PONTES,
2009).

A OPU foi elaborada, primeiramente na década de 80, o que impulsionou a PIVe no mundo,
recusando assim o método cirdrgico (VIANA e BOLS, 2005).

Os odcitos aspirados do centro dos foliculos sdo de diametro de dois a oito mm, menores de
dois mm nao sendo eficientes para recomecar a meiose e 0os maiores de oito mm
normalmente se deparam em progesso de atresia ou maturacao. Os dois tipos a viabilidade
sao prejudicados (GONCALVES et al., 2008).

GORDON (2003) relata a vantagem da OPU, na questao de rapidez de operacao, se tornando
importante em laboratorios de PIVe, portanto é importante considerar a qualidade, ha pouco
mérito na rapidez dos procedimentos quando resulta em COCs de qualidade inferior.

VIEIRA et al. (2014) criaram uma técnica de superestimacao hormonal para maximalizar o
numero de CCOs recuperados, que faz uso de protocolo de sete dias com FSH/LH
aumentando o numero de foliculos, além de melhorar os indices de blastocistos e agregar a
formacao de embrides.

Segundo ANTONIOLLI (2005) os odcitos se mantém paralisados dentro do foliculo em
consequéncia dos fatores inibitérios nao conhecidos. Apds serem retirados do interior do
foliculo, estes odcitos meioticamente eficazes reiniciam naturalmente o progresso de meiose,
da qual uma parte desse ndo adquire a capacidade citoplasmatica (BARRETTO, 2007).

Os odcitos puncionados de foliculos menores que um mm de diametro podem reiniciar a
meiose quando CIV, porém, somente odcitos obtidos de foliculos maiores que dois mm sdo
aptos de atingir o estadio de metafase II (BARRETTO, 2007).

SIRARD et al. (2006) afirma que a eficiéncia de suportar os primeiros sete dias de evolucao
embrionario é claramente influenciada pela situacao folicular a partir do qual o odcito é
obtido.

2. 1. 1. Selecao dos oodcitos



Os odcitos possuem seu potencial de MIV, FIV e crescimento embrionario estimado através
da aparéncia das CCOs, sendo classificados de acordo com a morfologia na tentativa de
identificar os de maior viabilidade. Segundo GONCALVES et al, (2008) essa classificacao
possui escala de um a quatro:

Qualidade 1: Apresenta-se com CCOs envoltas em mais de trés camadas, com citoplasma
homogéneo, com granulagdes finais, preenchendo completamente o interior da zona
pelucida (ZP) e de coloracdao marrom. Qualidade 2: As CCOs encontram-se parcialmente
compactadas, em menos de trés camadas celulares. O citoplasma é com granulagoes
distribuidas de maneira heterogénea, podendo estar mais concentradas em determinados
locais, também preenche completamente a ZP. Qualidade 3: As CCOs demonstram-se
presentes, porém expandidas. O ooplasma fica contraido, degenerado, vacuolizado ou
fragmentado, preenchendo irregularmente a ZP. Qualidade 4: Auséncia de CCOs
apresentando-se desnudo.

Segundo PALMA (2008), os efeitos benéficos das CCOs sobre a fecundacao sdo aumenta o
numero de espermatozdides fecundantes ao redor do odcito; estabelecer um microambiente
gue facilita a capacitacao espermatica e penetragao; proteger o o6cito do endurecimento
prematuro da ZP.

O CCOsé um sistema em que organiza as células junto com o odcito, dando suporte e
nutricdo ao odcito, através de substratos e nutrientes, sendo de enorme importancia durante
0 seu crescimento e evolugao, e durante a MIV e FIV (SUTTON-MCDOWALL e THOMPSON,
2015).

2.2. Maturacao in vitro

O comeco da meiose in vitro ocorre naturalmente no instante que o odcito é desunido do
foliculo ndo ovulatério (2-8 mm) e compreende a metafase II em 18- 24 horas de CIV
(PALMA, 2008; WRENZYCKI, 2016). O motivo que inibe a maturacdo odcitaria esta presente
no foliculo, pois este limita com a retirada do odcito do ambiente folicular e inicia seu
desenvolvimento (VARAGO et al., 2008).

A maturacdao compreende transformacao nuclear, citoplasmaticas e molecular, estando
ligadas a mudancas estruturais e bioquimicas, fazendo com que a célula reprodutiva
feminina se torne capaz de ser fecundado e a concluir sua evolugao embrionario
(GONCALVES et al., 2008; DICKINSON et al., 2016). A maturacao concede o odcito de
expressar seu mais alto potencial de evolugao apds a fecundacao (BARRETTO, 2007).

Dentre as alteracdes nucleares: quebra da vesicula germinativa (GVBD), desaparecimento
do nucléolo, condensacao da cromatina, extrusao do primeiro corpusculo polar e formacgao
do segundo fuso meidtico, e dentre as alteracdes citoplasmaticas: redistribuicao das
organelas intracelulares (mitocondrias migram para posicdao perinuclear e granulos corticais
depositam-se abaixo da membrana vitelina) e a do mecanismo de liberacao de calcio (Ca2+)
(BARRETTO, 2007).

O odcito avanca para metafase, anafase I (Al) e teléfase I (TI), momento que ocorre a
expulsdo do primeiro corpusculo polar. A evolugao vai parar em metafase II (MII), a
finalizacdo da meiose ocorre entdo com a penetracdo do espermatozdide, ou seja, com a
fecundacao ocorre a ativacao odcitaria que é acompanhada pela expulsdo do segundo
corpusculo polar para o espaco perivitelinico (VARAGO et al., 2008).

Para concluir a primeira divisao meibtica in vitro o tempo vai varia de 18-24 horas (CHAVES
et al., 2010), acontecendo primeiramente o rompimento da vesicula germinativa, sobrevindo
entre 7 e 12 horas apds o inicio do cultivo, porém a metafase I (MI) ocorre entre 12 e 15
horas. A anafase I e a teléfase I sucede entre 15 e 18 horas e a metafase II (MII) apds as
18 horas, 95% dos odcitos ou mais apresentam blogueio em MII entre 22 a 24 horas de CIV
(BERTAGNOLLI et al., 2004).

Na retomada da meiose é possivel observar no microscopio que o primeiro sinal é a
dissolucdo da membrana nuclear, expulsdo do primeiro corpusculo polar e a criagao do
segundo fuso meidtico depois de ocorrer o sazonamento do odcito e expansdao das células do



cumulus (GORDON, 2003). A expansao CCOs na superficie do odcito indica e coincide com a
retomada da meiose (BARRETTO, 2007), onde normalmente apds esse marco é removida
por uma pipeta para a realizacao da fertilizacao (MENCHACA et al., 2016; AMINI et al.,
2016; ROOVER et al., 2007).

As células ao redor do odcito, que sao conhecidas como células da granulosa, € que formam
0 CCOs (GONCALVES et al., 2008), sao relevantes para assegurar ao oocito sua completa
maturacao, sob as conjuncdes de CIV em laboratdrio, sendo avaliadas as caracteristicas
morfoldgicas para o processo seguinte (GORDON, 2003; AMINI et al., 2016).

As células do cumulus expressam importantes funcdes no crescimento no decorrer da
maturacao, divisao meidtica e na maturagao citoplasmatica do odcito. Essas CCOs, exceto as
do mural, tornam-se suspensas em uma matriz de muco enquanto a maturacao,
permanecendo separadas em conseqliéncia do acumulo desse muco o qual é rico em acido
hialurénico, esse acido sintetizado pelas células do préprio cumulus induzem sua expansao
ou mucificacao no decorrer da maturacao (GONCALVES et al., 2008).

A primeira alteracdo visivel ao microscopio € a ruptura da vesicula germinativa. A Ultima
expressao da maturacao nuclear coincide com o final da meiose e presenca de dois
corpusculos polares (PALMA, 2008).

Depois de maturados, permanecem em metafase II até a fecundacao, por causa de razdes
citostaticos (CSF) (BETAGNOLLI et al., 2004). Apods a finalizacdo da maturagao nuclear e
citoplasmatica, estara competente para ser fecundado e para a evolucao do crescimento
embrionario (GEBREMEDHN et al., 2016). Uma maturagao incompleta, tanto nuclear como
citoplasmatica, impede a fecundacdo e aumenta caso de polispermia, de partenogénese e
blogueia o crescimento embrionario (VARAGO et al., 2008).

Segundo PALMA (2008), dentre os motivos que acometem a MIV dos odcitos e
desenvolvimento embrionario esta a origem dos odcitos se sdo de foliculos grandes ou
peguenos, o estado ciclico do animal, estado nutricional; Condicdes de CIV.

2.2.1. Meios de cultivo e suplementacao para MIV

Existem varios meios de maturacdo para a PIVe bovinos. Até os dias correntes, varios meios
e formalidades estdo sucedendo estudos e testados na MIV dos odcitos, como o Synthetic
Oviductal Fluid - SOF, Ham’s F-12 e o Tissue Culture Medium 199 (TCM 199®). Dessa forma,
o TCM199® € o mais usual entre os laboratérios de PIVe, sendo na maioria das vezes,
suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoacidos como L-glutamina, bicarbonato de
sédio, FSH, LH, estradiol-178, piruvato de sddio, lactato, vitaminas e antibioticos (PALMA,
2008).

A suplementacao com o FSH e o LH sao essenciais, enquanto a suplementacao de
estrogenos nos meios MIV € opcional e varia conforme o laboratorio (VARAGO et al., 2008).
Os hormonios LH e FSH proporcionam uma melhor expansao nas células do cumulus, o FSH
estimula a elaboracao de estruturas sinalizadoras pelas células somaticas, que atraem a
volta da meiose e, facilitando a fertilizacao (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

Os principios proteicos de proveniéncia animal mais usuais nos meios de maturacao sao SFB
e a albumina sérica bovino (BSA), esses complementos possuem componentes como fatores
de desenvolvimento, aminoacidos e proteinas, as quais variam significativamente (VARAGO
et al., 2008).

A desvantagem do uso de soro de vaca no estro (SVE) vem do fato da indefinicao de sua
composicao, pois, o soro pode conter outras substancias estimuladoras e/ou inibidoras da
maturacao dos odcitos, além disso, o seu uso dificulta o conhecimento exato da
concentracao hormonal empregada e os resultados podem ser influenciados pela partida do
soro (COELHO et al., 2002).

Nos meios de cultura varias proteinas fazem parte da composicao, desempenhando papel de
grande importancia, como: diminuir a embriotoxicidade do metabolismo embrionario, fonte
nutritiva do embridao, fonte de crescimento, promove o desenvolvimento direta ou
indiretamente do embrido através da proliferacdo das CCOs (ECKERT e NIEMANN, 1995).

Para se obter sucesso na MIV é necessario também gque o meio esteja com o pH, a



osmolaridade e a composicao idnica adequada (GONCALVES et al., 2002). Portanto fora o
meio, & necessario o uso de uma estufa que conserve a atmosfera gasosa e temperatura
controlada e adequada, o periodo de maturacdo varia de 18 a 24 horas em atmosfera
controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada (GONCALVES et al., 2007;
VARAGO et al., 2008).

2.3. Fertilizacao in vitro

PALMA (2008) descreve a FIV como sendo a etapa em que os o06citos maduros sao
cultivados com os espermatozdides e fecundados, gerando posteriormente o zigoto, que
evolui até o estadio de blastocisto (MELO et al., 2016).

Varios laboratorios utilizam sémen congelado, porém apds descogelar € preciso selecionar os
espermatozodides vivos e aptos a fecundar (VARAGO et al., 2008).

Para o éxito da FIV esta requer o preparamento adequado dos dois gametas, assim como
meios de cultivo e condicOes favoraveis para que ocorra a fertilizacdo (GORDON, 2003).
Outros fatores podem afetar a taxa de fecundacgao tais como a dose de sémen, a interacao
touro-vaca e a diferenca entre touros na capacidade de fecundar e produzir embrides. A
variacao individual de touros € um dos principais fatores que interferem na FIV e producao
de embrides (WATANABE et al., 1999; XU et al., 2006).

O processamento da FIV é realizado por um periodo de 18 a 22 horas, em temperatura de
38,5°C, atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade a 95% (CORREA, 2006).

2.3.1. Capacitacao espermatica

Os espermatozdides de mamiferos apos serem ejaculados nao possuem eficiéncia para
fecundagdo, mesmo encontrando-se mdveis e apresentando morfologia aparentemente
normal. O potencial de adquirir a competéncia para fecundar € denominada capacitacao
espermatica. In vivo, a capacidade fecundante é completada quando o espermatozdide
atinge o trato genital da fémea (BALL e PETERS, 2004). Estando uma célula altamente
especializada, o espermatozodide precisa se tornar capaz para fertilizar o odcito, para isso
precisa sofrer uma série de modificacdes bioquimicas atingindo uma posicdao denominado
capacitacao (PONTES, 2009; FLAHERTY, 2015).

A capacitacao provoca desestabilizacdo da membrana plasmatica dos espermatozdides pela
remocao de algumas proteinas, sem modificagdes morfoldgicas, mas bioquimicas, resultando
em uma hiperativacdo espermatica (GONCALVES et al., 2008). Hiperativacdao ou motilidade
hiperativada, é definida como o padrdao de movimento flagelar apresentado pelo
espermatozdide no sitio de fertilizagdo (GABALDI et al., 2002).

BALL e PETERS (2004), dizem gue a capacitacdao espermatica envolve mudancgas e
alteracdes enzimaticas e estruturais, principalmente na parte anterior do acrossoma e da
membrana da cabeca do espermatozdide, tais alteracdes como o aumento na
permeabilidade do calcio, variacbes da estrutura da membrana, ativacao da enzima adenil-
ciclase, e mudancas de proteinas.

Com a finalidade de aumentar a atividade espermatica e facilitar a penetracdo € comumente
utilizada pelos laboratodrios a adicdo de aminoacidos como a penicilina, hipotaurina e
epinefrina (PHE) ao meio de capacitacdao, melhorando os indices de fecundacao (PALMA,
2001; GONCALVES et al., 2002).

Para que a capacitacao ocorra € necessario a escolha e recuperacdo de espermatozoides
viaveis para a FIV, afastando os espermatozoides vidveis dos inviaveis e do plasma seminal
ou do diluente usado para congelacdo, tendo-se um sémen livre de contaminantes (HENKEL
e SCHILL, 2003).

2.3.2. Método de separacao espermatica para a FIV

Sao empregados varios recursos de eliminacao do plasma seminal e separacao da fracao
movel do sémen diluido e descongelado, sendo as mais comuns para a preparagao de
espermatozoides o gradiente de Percoll® ou Swim-up (WRENZYCKI, 2016; FONSECA,
2010).



O procedimento ideal para separacao espermatica deve ser rapido, simples, de baixo custo,
capaz de a maior parte dos espermatozdides mdveis, ndo proceder em alteragoes
espermaticas, remover substancias téxicas e bioativas, espermatozdides mortos e outras
células, incluindo microorganismos, permitindo processar grandes volumes de sémen, além

de possibilitar o controle da concentracao e volume final da suspensdao espermatica
(MARTINEZ, 2007).

O gradiente de Percoll® proporciona maior recuperacdo de espermatozdides modveis quando

comparado com o swim up, devido ao superior nimero de espermatozoides recuperados e
maior motilidade espermatica (PARRISH, 2014).

No processo de separagao espermatica com o Percoll®, é caracterizada pela centrifugacao
através de um gradiente de concentragdo, como uma mistura de Percoll® 45% sobre uma
solucao de 90%, como mostra na figura 1, para permitir a separacao dos espermatozdides

vivos dos demais constituintes do sémen, baseado na diferenca de densidade (WRENZYCKI,
2016; SILVA et al., 2009).

O Percoll® € constituido por particulas de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona,
preparado em diferentes concentragdes para formar um gradiente necessario de separacao
espermatica (GONCALVES et al., 2002; GORDON, 2003).

Figura 1
Distribuicdo dos segmentos do sémen nas diferentes camadas de Percoll®.
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Fonte: Adaptado Gongalves et al., 2008.

Talvez mais importante que a selecdao dos espermatozdides seja a capacitacdao destas
celulas, porque somente a célula espermatica capacitada tem habilidade de ligar-se a ZP do
o0cito, pois somente ele consegue sofrer reacao acrossomica (RA) (CORREA, 2006).

Apods a selecdo dos espermatozoides, sao feitas as analises para definir a concentragao
espermatica, que é avaliada com o objetivo de aferir a quantidade de espermatozdides vivos
presentes em cada palheta e também é feito o teste de motilidade do espermatozodide,
devendo sempre ser progressiva (GONCALVES et al., 2008).

Segundo DIAS et al. (2006), a fecundacdo é realizada com os resultados a receber através
do célculo com fundamento na motilidade e na concentracao espermatica. A quantidade
definida de espermatozdides é depositada em contato com os odcitos presentes em cada

gota do meio FIV, que sao cobertos com 6leo mineral e logo em seguida colocados em estufa
de CO2, nas mesmas condi¢des da maturagao.

2.3.3. Meio de F1IV

O meio de fertilizacdo mais usualmente utilizados por varios laboratorios para FIV é o FERT-
TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato), que é composto com elementos necessarios para



estimular a capacitacao espermatica, como a heparina, afora outros fatores marcantes para
a motilidade progressiva e alicerce do gameta masculino (MELO et al., 2016).

A heparina é considerada um importante capacitador de espermatozéides (PARRISH, 2014).
O meio pode ser ainda suplementado com PHE, para melhorar a porcentagem de
capacitacao do acrossoma do espermatozoide (KASSESNS et al., 2015; MENCHACA et al.,
2016). Hipotaurina com adrenalina sdao capazes de estabelecer a elaboragao de superdxido
gue pode parar a peroxidacao lipidica na célula espermatica (GORDON, 2003).

A utilizacdao da heparina para capacitar espermatozoides foi um marco histdrico para PIVE
(MOURA, 2016). Os elementos citados a cima fazem parte para que ocorra a interacao do
odcito e espermatozdide para a FIV (GORDON, 2003).

2.4. Cultivo in vitro

O CIV refere-se ao periodo de evolugao do odcito fertilizado até o estadio de blastocisto,
enquanto tal periodo sucede a ativacao do genoma embrionario, divisao celular,
compactacao dos blastbmeros, e inicio da distincdo embrionaria com a formacgdao do
blastocele (BUENO e BELTRAN, 2008; LIMA e SOUZA, 2009), na qual, assim, podem ser
transferidos para o Utero de receptoras (DODE e RUMPF, 2002).

LIMA e SOUZA (2009) afirmam que o zigoto, estadio embrionario inicial, é dirente do estadio
embrionario final, em termos de morfologia e caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas. As
alteracdes morfoldgicas que ocorrem no embrido inicialmente é a compactacdo dos
blastbmeros (mdérula compacta) e o desenvolvimento da blastocele (blastocisto inicial).

Para se conseguir taxas satisfatdrias de crescimento embrionario é fundamental se manter
as condicdes mais proximas possiveis encontradas na tuba uterina, que é onde o odcito
fertilizado inicia a sua evolucgdo, até chegar a fase de embrido (LIMA e SOUSA, 2009). O pH,
oxigénio, hormonios e nutrientes devem encontrar-se presentes nas mesmas quantidades ou
em quantidades proximas as do ambiente uterino (FIGUEIREDO, 2010; WRENZYCKI, 2016).

O CIV de embrides requer um conjunto de elementos que suporte a evolugdo embrionaria. O
co-cultivo com células somaticas era indispensavel para se adquirir porcentuais aceitaveis de
evolucao embrionaria. No entanto, com a evolucao do meio SOF, que foi originado com base
na elaboracao do fluido do oviduto de bovinos, tornou- se excluida a utilizacao de co-cultivo
nesse meio, os zigotos se expressam com agradaveis taxas sem o comparecimento de
células somaticas (WATSON et al., 2000).

Estudos tém demonstrado, entretanto, que o meio SOF pode ser utilizado com alta tensao
de oxigénio, desde que as CCOs remanescentes no zigoto apds a FIV sejam mantidas (DODE
e MATTOS, 2002). Esses resultados sugerem que as CCOs facilitariam o crescimento
embrionario por retirarem substancias toxicas, diminuindo o estresse oxidativo. Condicdes
de CIV normalmente aumentam a producao de radicais livres, pois os embrides estao mais
expostos a luz e a altas concentragdes de 02, prejudicando a taxa de crescimento
embrionario.

O estresse oxidativo proveniente de alta tensdo de oxigénio (20%) causa retardo no
desenvolvimento dos embrides em sistemas de CIV convencionais, devido a producao de
peréxido de hidrogénio, que lesiona o DNA da célula, como relataram (TAKAHASHI et al.,
2000). Para reduzir os efeitos do estresse oxidativo, utiliza-se a reducao da tensao de 02
nos sistemas de CIV, reducao do tempo de manuseio sob a luz incandescente, uso de
antioxidantes ao meio de cultivo (SILVA, 2010).

A diferenca entre o ambiente in vivo e in vitro é a quantidade de oxigénio, visto que no
oviduto e no Utero € menor do que a utilizada nos sistemas de cultivo embrionario in vitro,
tendo enorme influéncia na realizacdo e na qualidade dos embrides (CHAVES et al., 2010).

Os embrides sao capazes de se desenvolver em diferentes meios de cultivacao, desde
simples solucdes de sais balanceadas até sistemas complexos. O Tissue Culture Medium 199
é um meio de cultivo complexo desenvolvido para a preservacao celular em geral, enquanto
que o SOF é classificado como um meio simples, desenvolvido e direcionado para a criagao
de embrides (GONCALVES et al., 2002).



WRENZYCKI et al. (2001) utilizaram os dois meios para CIV embrionario em bovinos e nao
encontraram diferencas nas taxas de clivagem, morulas e blastocistos, porém sugeriram que
o uso do SOF proporciona um ambiente mais adequado, pois existem diferencas no padrao
de expressao de genes ligados a pré-implantacao de embrides.

Os componentes que fazem parte do meio de cultivo interferem na producao e qualidade
embrionaria. Substancias como lactato e piruvato sao essenciais durante a fase de divisao e
desenvolvimento inicial do embriao. A glicose, na presenca de fosfato, atrasa ou para a
evolucao embrionaria inicial, porém esse carboidrato é fundamental na fase de compactacao
e de blastocisto (PEREIRA, 2005).

As fontes proteicas mais utilizadas em sistemas de CIV sao o soro fetal bovino (SFB) e a
albumina sérica bovina (BSA) (LONERGAN et al., 1999). Em consequéncias aos riscos que o
uso do SFB apresenta para o CIV, pesquisas continuam, para substituir o SFB por outras
substancias que promova 0os mesmos resultados com relacao as taxas de blastocistos.
Atualmente, tem sido utilizado soro sintético suplementado com albumina sérica bovina
(BSA) (STROEBECH et al., 2015). De outra forma é utilizado fluido sintético do oviduto
(AMINI et al., 2016; KASSENS et al., 2015).

2.5. Classificacao dos embrioes

No processo de classificacdo leva-se em consideracdao o aspecto morfolégico do embrido e as
variagdes que ocorrem no mesmo durante seu desenvolvimento inicial. De acordo com
HAFEZ et al. (2004), a classificacdo é realizada da seguinte maneira:

Mo - Morula: Blastdmeros individuais ndo- distintos, espaco perivitelino ocupado pelo
embridao;

Mc - Mérula Compacta: Blastdomeros individuais tornam-se mais préximos, formando uma
massa embriondria compacta que ocupa dois tercos do espaco perivitelino;

Bi — Blastocisto Inicial: Embridao com a cavidade preenchida com fluido ou blastocele,
ocupando trés quartos de espaco perivitelinico, trofoblasto e MCI podem ser diferenciadas;

Bl — Blastocisto: Pronunciada diferenciacao do trofoblasto externo, MCI compacta e mais
escura, blastocisto muito proeminente e embriao ocupando quase todo o espaco
perivitelinico;

Bx — Blastocisto expandido: o embrido cresce notadamente em tamanho, a zona pellcida
torna-se mais fina;

Bn — Blastocisto em Eclosdao: o embrido no processo de eclosdao, zona pellicida desprendida;

Be - Blastocisto Eclodido: o embridao reexpandido com blastocisto grande, circular, muito
fragil e em estagios mais avancados, alongados;

Segundo MARTINEZ e SOUZA (2007), a qualidade dos embrides é avaliada pelo seu aspecto
morfoldgico, estando relacionada com a viabilidade dos mesmos. Os principais parametros
considerados para avaliacao da qualidade sao formato, simetria, coloracao, extrusao celular
e integridade da ZP.

2.6. Desafios e perspectivas da PIVe

A PIVe tem sido abundantemente utilizada, com a finalidade de melhor aproveitamento de
animais com genética superior, a fémea em condicoes fisioldgicas, tem a producao de até 10
bezerros durante sua vida produtiva (LOIOLA, 2014). E por aspiracao, é recuperado em
média 30 odcitos viaveis, chegando a 2.880 odcitos viaveis por ano/animal, levando em
conta as perdas na PIVe, 32,8% chegam a embrides e 33% desses embrides chegam a
gestacao, totalizando 944 embrides, e 311 gestacoes, possibilitando uma maior
disseminacao e exploracao de uma genética com mérito (LOIOLA, 2014; WRENZYCKI,
2016).

O progresso da PIVe no Brasil é tao claro que s6 a América do Sul foi responsavel por 72,7%
em bovinos (IETS, 2014). E mundialmente a transferéncia de embrides e aspiracao folicular



guiada por ultrassom teve um avanco 16,7%, comparado ao ano de 2013. O Brasil em
particular, produziu 70,8% dos embrides de FIV no mundo durante o mesmo periodo (IETS,
2014). O Brasil ampliou mais de sete vezes a PIVe em bovinos entre 2001 (50.000
embrides) e 2013 (366.517 embrides) (KADARMIDEEN et al., 2015). Os atuais indices da
PIVe retratam a competéncia do mercado brasileiro em programas de OPU e PIVe em larga
escala (OIKAWA et al., 2016).

Os principais desafios encontrados sao em diminuir as variagoes nos resultados, e
padronizar os meios utilizados, aumentar o conhecimento a respeito da compreensao dos
mecanismos envolvidos na ativacao genética durantes as primeiras fases de evolucao
embrionaria (VAN WAGTENDONK, 2006).

Tratando de uma técnica moderna, a fatores limitantes, como a distancia do laboratério para
a fazenda. Para resolver este obstaculo, LOIOLA et al. (2014) avaliaram um programa de
PIVe com transporte por longo tempo, parte do CIV efetuou-se no transporte. Foi utilizado
no estudo, um conjunto manejavel de incubacao, onde a maturacao inteira ocorreu durante
o transporte, dando inicio imediatamente apds a coleta e cessando no instante em que
chegou ao local da transferéncia, tendo assim resultados satisfatorio nas taxas de produgao
de embriao e de gestacao.

Outra alternativa, é o uso de bloqueadores meidticos que tem o intuito de ampliar o tempo
de maturacdo citoplasmatica e melhorar a capacitacao odcitaria, € manuseada quando nao
se quer iniciar imediatamente o CIV dos odcitos (ADONA et al., 2008, GUEMRA et al., 2014).
Para esse fim, tem sido utilizado roscovitina e a butirolactona que maximizam as taxas de
blastocisto (MAZIERO et al., 2016).

As perdas embrionarias na fase pré- implantadas sao comuns, apenas 50% dos embrides
transferidos concebem gestacdo até o estagio final (MENCHACA et al., 2016). Sdo de
diversas origens essas taxas e podem ser devido a impasses no préprio embridao ou no até
mesmo no ambiente uterino. Considera -se que o principal gerador de mortalidade
embriondria esteja associado a ocorréncia de problemas de sinalizagao concepto-maternal, o
que poderia favorecer o desenvolvimento assincronico do embriao (LIMA e SOUZA, 2009).

O rendimento da OPU estd correlacionado a fatores técnicos, por exemplo o tipo e
frequéncia do transdutor, a agulha utilizada na puncao e a pressao de vacuo, e aos
bioldgicos que que sao a fase reprodutiva em que o animal se encontra, as terapias
hormonais (GONCALVES et al., 2002), o tamanho dos foliculos (CASTILHO et al., 2007) além
da raca dos animais.

No momento atual, uma novidade promissora € a avalicdo da quantidade de hormonio anti-
mulleriano (AMH) em bovinos, que esta conectada com a quantidade e qualidade de CCOs
recuperados, sendo capaz de ser utilizado para selecionar animais com maior potencial para
uso na PIVe, aumentando o processo de ganho genético, tornando -se um marcador
enddcrino de reserva ovariana, em virtude de possibilitar a avaliagdo de animais jovens
antes do amadurecimento sexual (GUERREIRO et al., 2014, VERNUNFT et al., 2015,
BARUSELLI et al., 2015).

O AMH é utilizado para analisar o esgotamento ovariano da fémea, constatado através do
restringimento de sua concentracao no sangue (SILVA et al., 2016), tendo potencial para
estabelecer o tempo em que a fémea ja nao é mais pertinente a PIVe.

Quase vinte anos apds a utilizagcdao da OPU, permanecem os conceitos de ser ainda uma
alternativa simples e aplicavel, aumentando a obtencao repetida de odcitos destinados aos
procedimentos in vitro. Vem se aprimorando a eficiéncia das aspiracdes cada vez mais para
situacoes que exigem mais cautela do operador, por exemplo, como fémeas gestantes e
situacOes de infertilidade extra-ovariana, como aderéncias ovarianas e/ou uterinas (SENEDA
et al., 2006).

3. Consideracoes Finais

Apds o presente estudo entende-se que é fundamental que tanto o profissional do campo
guanto do laboratério tenha um bom conhecimento, para garantir a qualidade e obter
maiores indices de prenhes nos rebanhos, e deixar de lado qualquer tipo de inimizades entre



ambas as partes.

A PIVe é uma biotécnica que permite o criador obter resultados esperados, mas temos que
levar em consideracao que os embrides produzidos pela PIVe, ainda sao de qualidades
inferiores aos obtidos através da transferéncia de embrides, portanto, mais estudos sao
necessarios para pode compreender melhor os fatores que influenciam a PIVe, e os efeitos
dos fatores ligados aos meios utilizados nas etapas.

Particularmente, no meu ponto de vista é a Unica biotécnica capaz de chegar ao patamar de
animais geneticamente superiores em curto espaco de tempo, mas muitos criadores ficam
com receio de implantar na propriedade, por ser considerada ainda uma biotécnica cara, em
relacao a TE, IA, IATF.

E fundamental conhecer as etapas de avaliacdo e classificacdo dos embrides, para o0 sucesso
e superacao dos desafios futuros da PIVe.
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