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Resumo

A produgdo in vitro de embrides (PIV) é uma ferramenta importante para acelerar a produgdo de
animais geneticamente superiores e gerar conhecimento nas dreas relacionadas com a oogénese, foliculogénese,
fecundacdo, desenvolvimento embriondrio precoce e outras biotécnicas aplicadas a reproducdo animal. A
maturacdo nuclear, fecundacdo e clivagem de odcitos maturados in vitro ndo diferem significativamente
daqueles maturados in vivo. No entanto, ha uma significativa diferenca entre esses dois tipos de odcitos no seu
potencial de desenvolvimento, resultado de uma maturagdo citoplasmatica e molecular inadequada ou
incompleta. A expressdo de genes, durante o crescimento e maturagdo do odcito, com funcdes essenciais para
atingir a fase de ativacdo do genoma embriondrio, pode ser comprometida pela retirada precoce do odctio do
foliculo e pelas condi¢des de cultivo in vitro. Essas sdo as principais barreiras da producdo in vitro de embrides.
O conhecimento dos fatores envolvidos no processo de maturacdo fornece subsidios para o aperfeicoamento de
todo o processo e o aumento dos indices de producdo. O desenvolvimento folicular e os processos de maturagdo
nuclear, citoplasmatico e molecular s3o concomitantes e inter-relacionados, regulados por vérios fatores. Mais
especificamente, estd sendo abordado nesta revisdo o papel da angiotensina II e do fator-I de crescimento
semelhante & insulina (IGF-I) no desenvolvimento folicular, maturacdo de odcito e viabilidade embriondria. A
proposta final € realizar uma abordagem atual e especifica de cada etapa da técnica e de sua fundamentacio
fisiolégica.
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Abstract

The in vitro embryo production (IVP) is an important tool to accelerate the genetic gain in animal
production and to perform research related to oogenesis, foliculogenesis, fertilization, early embryonic
development and other biotechnologies applied to animal reproduction. The nuclear maturation, fertilization
and cleavage obtained from in vitro matured oocytes do not differ significantly of those in vivo matured.
However, there is a significant difference among those two oocytes in development potential, which results in
inadequate or incomplete oocyte cytoplasmic and molecular maturation. Gene expression can be affected when
the oocyte is prematurely removed from the follicle and reinitiates meiosis in a suboptimal in vitro culture
conditions. The understanding of the role of the growth factors and hormones involved in the oocyte maturation
process will support the development of a new in vitro system of IVP. The process of oocyte nuclear, citoplasmic
and molecular maturation occurs concomitant and interrelated with the follicular development, regulated by
several factors. More specifically, the effect of angiotensin Il and insulin-like growth factor-I1 (IGF-1) on the
follicular development, oocyte maturation and embryonic viability was discussed in this review. Also, the article
presents the state-of-the-art in each step of the IVP technique and the physiological base.

Keywords: oocyte maturation, in vitro fertilization, embryo, bovine.

Introducio

A produgdo in vitro de embrides (PIV) é uma importante biotécnica de reprodugdo assistida aplicavel a
mamiferos domésticos de interesse econdmico. Essa biotécnica pode ser utilizada, alternativamente, para
acelerar a produ¢@o de animais geneticamente superiores e impedir o descarte precoce de fémeas portadoras de
alteracdes adquiridas que as impecam de reproduzir pela forma natural ou via transferéncia de embrides (TE). A
PIV € também uma excelente ferramenta para pesquisa de fendmenos bioldgicos que ocorrem durante a
maturagdo, fecundacdo e cultivo in vitro de odcitos, capacitagdo espermdtica e eventos relacionados ao inicio do
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desenvolvimento embriondrio na fase de pré-implantacdo. Devido a sua capacidade de produzir um grande
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nimero de embrides, a PIV se tornou um instrumento indispensavel para outras biotécnicas como a clonagem, a
manipulacdo de genes e a transferéncia de nicleos.

As diversas vantagens e aplicacdes dessa biotécnica estdo relacionadas a: (1) determinag@o e controle
do sexo dos produtos; (2) aumento da eficiéncia dos programas nicleos de produgdo; (3) rdpidas e melhores
possibilidades para executar programas de cruzamento; (4) estimacdo do efeito materno sobre a descendéncia;
(5) rapida multiplicacdo de racgas; (6) facilidade de importag@o e exportacdo de material genético da fémea; (7)
formacdo de bancos de gametas congelados; (8) aumento da eficiéncia do sémen congelado de alto valor
genético e (9) estudo e desenvolvimento de outras biotecnias reprodutivas a partir da micromanipulacio de
gametas e embrides (Gongalves et al., 2002).

O advento da aspiragdo folicular in vivo ou OPU (ovum pick up) e o aprimoramento das condi¢des de
cultivo in vitro tornaram vidvel a aplicacio da PIV em escala comercial. Os indices atuais de blastocistos obtidos
com a técnica de produgdo in vitro de embrides giram em torno de 20 a 50% (média de 35%). Segundo
Gongalves et al. (2002), cada fémea bovina é capaz de produzir 50 a 100 embrides/ano, com um regime de duas
puncdes semanais por doadora, durante varios meses. Ainda que satisfatdrios, esses resultados estio aquém do
que a técnica é capaz de fornecer. O aumento da eficiéncia da PIV estd condicionado ao desenvolvimento de
trabalhos que visem aperfeicoar e simplificar as condi¢cdes de cultivo durante as vdrias etapas do processo,
principalmente no que se refere a maturagcdo in vitro de odcitos. Outra limitagdo da aplicacdo da PIV € a
distdncia entre o laboratério e as fazendas onde os odcitos sdo coletados e os embrides transferidos. O
desenvolvimento de métodos simples de incubag@o ou de técnicas eficientes de criopreservagdo de odcitos e
embrides permitirdo ampliar o raio de ag@o do laboratdrio e com isso difundir ainda mais essa biotécnica.

Etapas da producio in vitro de embrides

A técnica de PIV compreende algumas etapas que vao desde a recuperacdo dos odcitos até o cultivo
embriondrio in vitro. H4 mais de uma década, a técnica de aspiracdo folicular transvaginal tem sido a melhor
opcdo para a recuperacdo de odcitos in vivo na espécie bovina (Bols et al., 2004). A OPU apresenta uma maior
flexibilidade em relag@o a TE, pois permite a obtencdo de odcitos de fémeas a partir dos 6 meses de idade (ainda
com resultados inferiores nessa idade), de vacas prenhes até o terceiro més de gestacdo ou mesmo apds o parto.
A eficiéncia do procedimento de aspiragdo folicular transvaginal estd relacionada a metodologia utilizada, e esta,
interfere na quantidade e morfologia dos complexos cumulus odcitos (CCOs), e conseqilentemente na
competéncia para o desenvolvimento embriondrio (Bols et al., 1997). A aspiracdo folicular duas vezes por
semana produz uma maior percentagem de embrides grau 1 e um maior nimero de embrides transferiveis do que
aspiracdes realizadas uma vez por semana (Gibbons et al., 1994). No entanto, a aspiracdo folicular semanal de
animais da raca Nelore pode produzir um bezerro por semana através da PIV (Watanabe et al., 1998), isso
demonstra a capacidade da associagdo OPU/FIV em multiplicar de maneira ripida e eficiente animais
geneticamente superiores.

Além da OPU, a obtencdo de odcitos a partir de ovdrios de abatedouro é uma ferramenta de grande valia
para pesquisa. Metodologias de recuperacdo como slicing e aspiracdo folicular com agulha hipodérmica
acoplada a uma seringa ou a uma bomba de vicuo proporcionam numero suficiente de odcitos com boa
morfologia para estudos in vitro. Ap6s a recuperagdo dos odcitos os trés processos bioldgicos subseqiientes que
ocorreriam in vivo sdo realizados no laboratdrio e compreendem a maturacgdo, fecundacio e cultivo in vitro.

Maturacio in vitro

Para que o odcito seja capaz de ser fecundado e posteriormente se desenvolver até o estidio de
blastocisto, ele precisa ser maturado e, durante essa fase, sofrer diversas transformacdes tanto em seu citoplasma
quanto em seu nucleo. Durante todo o seu desenvolvimento, o odcito se encontra no estddio dipléteno da profase
I ou estddio de vesicula germinativa (VG). In vivo, o reinicio da meiose ou maturac¢do tem inicio apds o pico pré-
ovulatorio de LH durante o estro e, in vitro, a retirada do odcito do contato com as células foliculares é suficiente
para dar inicio ao processo de maturacio nuclear. A matura¢do nuclear do od6cito compreende a progressao do
estddio dipléteno da primeira préfase meidtica até a fase de metdfase II (MII). Em bovinos, o periodo de
maturacdo varia de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO, em ar e umidade saturada. In
vitro, diferentes condicdes de cultivo e protocolos ja foram testados para a maturacéo de odcitos, varios meios de
maturagdo, tais como fluido sintético de oviduto (SOF; Gandhi er al., 2000; Lonergan et al., 1994a), DMEM,
Ham’s F-10, Ham’s F-12 (Smetanina er al, 2000) e meio de cultivo tecidual 199 (TCM 199), tém sido
utilizados. O TCM199 € o meio mais difundido entre os laboratérios de produgdo in vitro, sendo, geralmente,
suplementado com soro fetal bovino (SFB), FSH, LH, piruvato e antibiético, entretanto existem variagcdes entre
os diferentes protocolos de PIV.

A competéncia meidtica, ou seja, a habilidade para o reinicio da maturacao nuclear é obtida quando a
concentracdo e a atividade do pré-MPF (Fator Promotor da fase M) atingem niveis elevados no odcito
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(Kobayashi et al., 1991). Em bovinos, isso ocorre no final do desenvolvimento oocitdrio em foliculos com
didmetro de 2 a 3mm (Fair et al., 1995). O MPF é composto por duas subunidades, sendo uma catalitica,
constituida pela proteina p34cdc2, e uma reguladora, formada pela proteina ciclina B (Gautier et al., 1990). Em
odcitos competentes, durante a fase de VG, o MPF se encontra em sua forma inativa onde a treonina 14 e a
tirosina 15 da proteina p34cdc2 estdo fosforiladas (Norbury et al., 1991). Existem evidéncias de que vdrios
eventos durante a matura¢do de odcitos ocorrem sob a regulaciio da mitogen activate protein Kinase (MAPK;
Fissore et al., 1996). Da mesma forma que o MPF, a MAPK também se encontra em uma forma inativa em
odcitos no estdgio de VG. Durante o reinicio da meiose tanto o MPF quanto a MAPK sdo ativados e os odcitos
progridem do estddio de VG para metafase II (MII; Liu e Yang 1999). Os vérios fatores que orquestram essa
cascata de eventos ndo estdo completamente elucidados. Apesar dos odcitos reiniciarem a meiose apds 0 pico
pré-ovulatério de LH, ainda nfo estd comprovado se o LH € o responsdvel por esse evento na espécie bovina.

Os odcitos adquirem progressivamente a capacidade de completar a matura¢do nuclear, citoplasmdtica e
suportar o desenvolvimento embriondrio até a fase final de crescimento folicular (Eppig 2001; Blondin et al.,
2002; Fair, 2003; Lequarre et al., 2005). A maioria dos odcitos coletados para PIV estd incluso em pequenos
foliculos antrais e, apesar de competentes para o reinicio da meiose, apresentam baixa capacitagdo para o
desenvolvimento embriondrio. In vivo, a capacitacio é adquirida ao longo do desenvolvimento folicular devido
as alteracdes moleculares e ultra-estruturais ocorridas no oécito durante esse periodo, que o tornam apto a
suportar as fases iniciais do desenvolvimento embriondrio (Hyttel ef al., 1997). Em suporte a essa idéia, odcitos
derivados de foliculos grandes sdo mais capacitados para o desenvolvimento embriondrio que odcitos oriundos
de foliculos pequenos (Lonergan et al., 1994b; Pavlok et al., 1992; Bastos et al., 2005). Entretanto, o tamanho
folicular ndo parece ser unico responsavel pela total capacitacdo dos CCOs (Humblot er al., 2005). Odcitos
coletados 6 horas apds o pico pré-ovulatério de LH e maturados in vitro, apresentam uma elevada taxa de
desenvolvimento embriondrio (Blondin et al., 2002), muito semelhante a obtida in vivo.

Em virios estudos, as condi¢cdes e os meios usados para maturacdo de odcitos, fecundacdo e
desenvolvimento embriondrio t€ém sido modificados para aumentar a producdo in vitro de embrides. Entretanto,
as taxas de blastocisto, prenhez e criopreservacdo obtidas de odcitos maturados e fecundados in vitro sdo
menores que as obtidas pelos sistemas de producdo in vivo (Greve et al., 1987; Rizos et al, 2002),
provavelmente devido a incompleta maturagdo citoplasmadtica a qual, reflete na capacidade de desenvolvimento
embriondrio subseqiiente.

Nos ultimos anos vérios grupos de pesquisa vém trabalhando com o intuito de aprimorar a maturagdo
citoplasmadtica in vitro e consequentemente melhorar a capacidade de desenvolvimento embriondrio de odcitos
provenientes de foliculos antrais pequenos. Fatores de crescimento produzidos pelas células foliculares durante o
desenvolvimento folicular tais como, fator-I de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), fator de crescimento
epidermal (EGF) e fator de crescimento fibrobldstico (FGF) j4 foram testados durante maturacio in vitro (MIV).
A adicdo de IGF-I ao meio de maturacdo aumenta o nimero de embrides que chegam ao estddio de blastocisto
(Herrler et al., 1992). J4 o EGF, quando adicionado ao meio de MIV, acelera o reinicio da meiose e altera o
padrio de sintese protéica (Lonergan et al., 1996) . A sua adi¢do ao meio de maturacdo juntamente com o IGF-I,
melhorou a expansado das células do ciimulus e a maturacio nuclear dos odcitos (Lorenzo et al., 1994), mas ndo
afetou o desenvolvimento embriondrio (Rieger et al., 1998). Hussein et a., (2006) demonstraram que fatores de
crescimento produzidos pelo odcito, como o fator de crescimento de diferenciacdo 9 (GDF-9) e a proteina
morfogenética 6ssea 15 (BMP-15) melhoram a capacitacio de od6citos durante a MIV aumentando
significativamente o nimero e a qualidade dos blastocistos obtidos.

Inibidores do reinicio da meiose t€ém sido utilizados com o intuito de aumentar o tempo de maturagdo
citoplasmadtica in vitro e consequentemente melhorar a capacitagdo dos odcitos durante a MIV. Vdrios estudos
vém sendo realizados com diferentes grupos de bloqueadores tais como, os inibidores de fosfatases, da sintese
protéica, da transcricdio e traducdo do RNAm. Os inibidores de fosfatases tais como roscovitine e a
butirolactona-I impedem a ativagdo da proteina p34cdc2 e da MAPK e dessa forma ndo permitem o reinicio da
meiose (Kubelka et al., 2000; Lonergan et al., 2000; Mermillod et al., 2000; Nunzia-Ponderato et al., 2002), j4 a
6-dimetil-aminopurine (6-DMAP) inibe as proteinas kinases serina/treonina (Saeki et al., 1997). Esses produtos
inibem de maneira efetiva o reinicio da meiose, entretanto nio melhoram o desenvolvimento embriondrio in
vitro. A ciclohexamina, um inibidor da peptidil transferase, impede a sintese de proteinas necessarias ao reinicio
da meiose e apesar de manter o odcito no estddio de VG nao melhora a produgdo in vitro de blastocistos
(Lonergan et al., 1998; Saeki et al, 1997). Inibidores da tradug¢do e da transcricio do RNAm tais como,
cordycepin e o 5,6-dicloro-1-B-d-ribofuranosilbenzimidazole (DBR) respectivamente, param o inicio da cascata
responsavel pelo reinicio da meiose (Farin e Yang 1994; Krischek e Meinecke 2002), porém como os demais
bloqueadores também apresentam resultados limitados quanto a produg@o de blastocistos. Apesar dos inibidores
supracitados ndo aumentarem a producdo de blastocistos, alguns deles podem ser utilizados como uma
alternativa para transportar odcitos de fémeas que se encontram longe do laboratério sem alterar sua capacidade
de desenvolvimento embriondrio.

Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.31, n.2, p.212-217, abr./jun. 2007. Disponivel em www.cbra.org.br 214



Gongalves et al. Produg@o in vitro de embrides bovinos: o estado da arte.

0

Estudos recentes do nosso laboratério demonstram que a angiotensina II (Ang II) € capaz de reverter o
efeito inibitério das células da teca na maturacdo nuclear de odcitos bovinos (Giometti et al., 2005). Usando
células foliculares e os hormdnios Ang II e IGF-I, obteve-se um incremento significativo no indice de
desenvolvimento embriondrio precoce. Os CCOs cultivados em meio de maturacdo por 12 h na presenca de
células foliculares e dos respectivos hormoénios e permanecendo um periodo na auséncia de células foliculares
para completar 24 h de maturag@o (12 + 12 h) resultaram em maiores indices de clivagem e, especialmente, de
blastocistos e eclosdo (Stefanello ef al., 2006).

Fecundacio in vitro

Terminada a etapa de maturacdo, os odcitos precisam ser fecundados para que sejam capazes de se
desenvolver até o estddio de blastocisto. In vivo, os espermatozdide necessitam chegar a ampola do oviduto para
fecundar o odcito. Durante esse percurso e, principalmente no istmo, glicosaminaglicanos induzem a capacitacio
dos espermatozdides. A capacitacdo nada mais € que uma desestabilizacdo membrana plasmatica, pela remog¢ao
de algumas protefnas, sem modificagdes morfoldgicas, mas bioquimicas, resultando em uma hiperativagao
espermadtica. Esse processo torna possivel a ligagdo do espermatozéide a zona peldcida, onde ocorre a reagdo do
acrossomo. In vitro, para que esse processo ocorra, os meios usados devem fornecer um ambiente adequado. O
meio mais usado para fecundagdo in vitro é o FERT-TALP, que contém em sua constitui¢do fatores capazes de
promover a capacitacdo espermdtica como € o caso da heparina. Outros fatores importantes para a motilidade e
suporte do gameta masculino como a epinefrina, hipotaurina e penicilamina também estdo presentes no meio
(Iritani e Niwa 1977). O co-cultivo (espermatozéide e odcito) € realizado por um periodo de 18 a 22 horas, em
temperatura de 39°C e atmosfera com 5% de CO, em ar e umidade saturada. Os espermatozéides vidveis
contidos em uma palheta de s€émen precisam ser separados do plasma seminal, crioprotetores, extensores e dos
espermatozéides mortos antes de serem co-cultivados com os odcitos. Para bovinos, os métodos de separacdo
espermdtica mais utilizados sdo o gradiente de PERCOLL e o swim-up. Apds a separagdo, os espermatozdides
sio diluidos a uma concentracio final de 1 a 5 x 10° espermatozéides vidveis/ml de meio.

Desenvolvimento embrionario in vitro

O momento critico para o desenvolvimento embriondrio inicia logo apds a fecundagdo quando o
cromossomo feminino reinicia a segunda meiose para formar o pré-niicleo feminino. O embrido, em sua fase
inicial de desenvolvimento, é dependente do material genético materno acumulado durante a maturacio
citoplasmadtica (Blondin e Sirard, 1995; Fouladi-Nashta et al., 1998). Essa fase dura até a ativacdo do genoma
embriondrio, a qual ocorre, em bovinos, no estiddio de 8-16 células e é conhecida como “transicdo materno-
zigética” (MZT; (Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001). A transcri¢do deficiente do genoma embriondrio durante
essa fase leva ao bloqueio do desenvolvimento em vdrias espécies. Esse fato foi um dos principais entraves da
producdo in vitro de embrides bovinos nas décadas de 60 e 70, entretanto esta dificuldade contribuiu para o
desenvolvimento dos sistemas de cultivo embriondrio.

Em alguns laboratdrios o co-cultivo de embrides com células sométicas foi utilizado por muitos anos
com bons resultados. Entretanto, esse sistema tem sido substituido ao longo do tempo por sistemas mais simples
que utilizam meios semi-definidos como CR-1, CR-2, KSOM e SOF associados a uma atmosfera gasosa
controlada contendo baixa tensdo de oxigénio. Fatores de crescimento como IGF-1, EGF, FGF e TGFB1 tém
sido adicionados ao meio de cultivo in vitro com o objetivo de aumentar os indices de desenvolvimento
embriondrio (Lee e Fukui, 1995; Lonergan et al., 1996; Matsui ef al., 1997). Em meios quimicamente definidos,
esses fatores incrementam as taxas de blastocisto, entretanto apresentam resultados limitados em meios que
utilizam soro. O tempo de cultivo in vitro varia de 7-9 dias, dependendo do objetivo da rotina de PIV, em
temperatura de 39°C com atmosfera controlada (5% de O,, 5% de CO, e 90% de N,) e umidade saturada. A taxa
de blastocisto geralmente é avaliada no 7° dia de cultivo in vitro sendo que, os blastocistos produzidos podem
permanecer na estufa de cultivo até o 9° dia caso se deseje avaliar a taxa de eclosdo in vitro.

Consideracoes finais

Os avancos obtidos nas biotécnicas reprodutivas ao longo dos anos permitiram uma maior participacio
da fémea bovina no processo de melhoramento genético do rebanho. Isso porque, o nimero de descendentes
deixados por uma unica fémea ao longo de sua vida reprodutiva aumentou significativamente com o
aperfeicoamento das técnicas de transferéncia e producio in vitro de embrides. O aperfeicoamento dos sistemas
de cultivo in vitro permitiram também o avango de outras biotécnicas tais como a clonagem e a manipulagdo de
genes. No entanto, o gargalo da PIV estd na baixa producdo e qualidade de embrides, em conseqiiéncia da
deficiéncia dos processos in vitro para uma adequada maturagdo citoplasmdtica do odcito, dificultando os
processos de preservacdo dos odcitos e embrides e, consequentemente, a implantacdo em sistemas de produgdo
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animal. Estudos bésicos da regulacdo da maturacdo de odcito sdo essenciais para a geracdo de conhecimentos
necessdrios para o aumento dos indices de producio de embrides in vitro.
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