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Producéo in vitro de embrides ovinos: avancos e desafios
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Resumo

A producao in vitro (P1V) de embrides é uma ferramenta interessante, que pode ser aplicada na tentativa
de transpor as limitacdes inerentes a espécie ovina, como a estacionalidade reprodutiva, a inseminacéo artificial
transcervical, a variabilidade na resposta aos protocolos de superovulacéo, as falhas na fertilizacdo, bem como a
necessidade de cirurgia para coleta e transferéncia de gametas e embrides. Os embries produzidos podem ser
transferidos para receptoras ou criopreservados para uso futuro. As taxas de desenvolvimento embrionario in
vitro ainda sdo significativamente inferiores, quando comparadas a situacdo in vivo, 0 que pode ser atribuido a
deficiéncias tanto na maturacdo nuclear quanto na citoplasmatica, além do bloqueio do desenvolvimento
embrionario. A composicdo dos meios de cultivo e as condigdes de incubagdo estabelecidas interferem de
maneira contundente no sucesso dessa biotécnica. Nesse contexto, a suplementacdo com antioxidantes e fatores
de crescimento durante as diferentes etapas da PIV tem sido amplamente utilizada visando ao aprimoramento da
técnica e da qualidade dos embrides obtidos. Nesta revisdo, serdo discutidos os avangos e os desafios dessa
biotécnica, aplicada a ovinos, nas diferentes etapas compreendidas.
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Abstract

In vitro production (IVP) of embryos is an interesting tool that can be applied in an attempt to
overcome the main limitations of a wider application in ovine reproduction, we can cite the naturally occurring
anoestrus period, the variability of response to superovulatory treatments, the fertilization failure and the need
for surgery for the collection and transfer of gametes and embryos. The embryos can be transferred to recipients
or cryopreserved for future use. The in vitro production of embryos is still significantly lower when compared to
in vivo, which can be attributed to compromised nuclear and cytoplasmic maturation and embryonic
development failure. The composition of the culture media and the incubation conditions established may
interfere with the success of this biotechnology. In this context, supplementation with antioxidants and growth
factors during the different stages of VP production has been widely used in order to improve the technique and
quality of embryos. This paper reviews the advances and challenges of this biotechnology in sheep, analyzing the
different stages included.

Keywords: embryo, in vitro culture, in vitro fecundation, in vitro maturation.
Introducéo

A producdo in vitro (PIV) apresenta-se como estratégia interessante e de baixo custo para obtencdo de
embrides destinados a pesquisa béasica, estudo da fisiologia do desenvolvimento embrionario, aplicacdo em
programas de melhoramento genético e suporte a biotecnologias emergentes (Baldassare et al., 2002). Ademais,
permite a produgdo de progénies de elevado valor genético, quando a multipla ovulagdo e a transferéncia de
embrides (MOTE) ndo podem ser aplicadas (Cognié et al., 2004).

Em meados da década de 80, foram obtidos os primeiros cordeiros oriundos da fertilizagdo in vitro de
odcitos maturados in vitro ou in vivo (Cheng et al., 1986). Alguns anos apés, foi relatado o nascimento do
primeiro cordeiro obtido apds maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro (CIV) até o estagio de morula
(Czlonkowska et al., 1991). No entanto, no inicio da Gltima década, muito pouco ainda se conhecia sobre as
necessidades metabdlicas de embriGes de ruminantes (Thompson, 2000). Desde entdo, varias pesquisas tém
procurado mimetizar in vitro as condi¢@es de producdo in vivo de embriBes, a fim de aprimorar a eficiéncia dessa
biotécnica, visto que as taxas de desenvolvimento embrionario na espécie ovina ainda podem ser consideradas
baixas, com variacdo de 25% (Cognie et al., 2003) a 40,4% (Cocero et al., 2011), e a qualidade dos embrides
obtidos in vitro é inferior quando estes sdo comparados aos obtidos in vivo (Lonergan e Fair, 2014).

Diversos estudos nessa espécie contribuiram substancialmente para o desenvolvimento da PIV em
outras espécies, principalmente em relagdo aos sistemas de cultivo in vitro. Podem-se citar a utilizacdo de
cocultivo com células do oviduto e a utilizagéo de baixas tensdes de oxigénio (3-9%) durante o CIV de embrides
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ovinos, posteriormente empregadas para a PIV de embrides bovinos (Bernardi, 2005).

Apesar dos esforcos voltados para aperfeicoar as técnicas de PIV, a producdo embriondria ainda esta
longe do ideal. Além disso, ha a necessidade de melhorar a qualidade dos blastocistos produzidos in vitro
comparados aos produzidos in vivo (Cognié et al., 2003). Pelo exposto, esta revisao objetiva abordar os avangos
e 0s desafios de cada uma das etapas que compreendem a PIV de embribes ovinos.

Producéo in vitro de embribes ovinos

A PIV de embrides compreende as etapas de maturagdo in vitro dos odcitos (MIV), capacitacdo
espermatica, fecundacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) dos zigotos até o estagio de mdrula ou
blastocisto. Os embribes produzidos podem ser transferidos para fémeas receptoras, ou criopreservados para
futuro uso. O sucesso dessa técnica tem sido demonstrado em bovinos, ovinos e outras espécies (Bavister et al.,
1995; Tervit et al., 1995; Ptak et al., 1999).

No entanto, a habilidade de desenvolvimento de odcitos maturados, fecundados e cultivados in vitro é
significativamente inferior, quando comparada com aqueles produzidos in vivo (Accardo et al., 2004), o que
pode ser atribuido a deficiéncias tanto na maturagdo nuclear (Ptak et al., 2006) quanto na citoplasmatica, entre
outros eventos. Desta forma, o aprimoramento dos sistemas de PIV de embrifes ovinos deve ser realizado
levando-se em consideracdo as particularidades e as necessidades metabdlicas dessa espécie e ndo apenas a
transposicdo dos conhecimentos referente a essa biotécnica aplicada em bovinos.

Maturacéo in vitro

A MIV ¢ influenciada pela origem e qualidade dos o6citos, pelas condigdes de incubagdo e pela
composicdo dos meios utilizados (Cocero et al., 2011). Os odcitos podem ser obtidos por aspiracdo de ovarios
oriundos de abatedouro (post mortem) e in vivo por meio de laparotomia e laparoscopia (LOPU; Cognié et al.,
2004), em animais pUberes e pré-paberes (Amiridis e Cseh, 2012). Odcitos obtidos de fémeas pré-plberes, entre
trés e quatro meses de idade, possuem menor competéncia de desenvolvimento até o estagio de blastocisto, em
decorréncia da maior ocorréncia de polispermia e do atraso na progressdo meidtica (Bernardi, 2005; Amiridis e
Cseh, 2012). Odcitos de foliculos menores (2-3 mm) possuem menor competéncia, pela auséncia de eventos
relacionados & maturacdo que ocorreriam em estdgios finais do crescimento folicular. O tratamento com
gonadotrofinas anteriormente a realizacdo da LOPU possibilita a recuperacdo de odcitos de foliculos maiores
com qualidade e competéncia de desenvolvimento superior €, a0 mesmo tempo, suprime o desenvolvimento de
foliculos dominantes (Cognié et al., 2004). Desta forma, a aspiracdo folicular de fémeas previamente
sincronizadas e superestimuladas (FSH) permite a padronizagdo dos odcitos recuperados e melhora a
competéncia oocitaria in vitro (Bernardi, 2005).

A heterogeneidade da origem odcitaria, em decorréncia das diferencas do estagio do ciclo estral e da
foliculogénese, influéncia do tamanho folicular e do processo de atresia, torna sua qualidade e competéncia
extremamente variaveis e interfere na eficiéncia das etapas da PIV de embries (Paramio, 2010). Assim, a
alteracdo da composi¢do dos meios de maturacdo pode afetar a competéncia oocitaria, como consequéncia da
sintese de proteinas e do RNAmM durante a MIV e o suporte do desenvolvimento embrionario inicial, o que
reflete na producdo e na qualidade de blastocistos obtidos in vitro (Shirazi et al., 2012).

Apds a obtencdo dos odcitos, aqueles que possuem, no minimo, de trés a quatro camadas de células do
cumulus, citoplasma uniformemente granulado e com coloracdo homogénea sdo selecionados para a maturacéo.
Durante a M1V, oécitos imaturos devem completar a maturacdo nuclear e a citoplasmatica e, portanto, permitir a
fecundacdo e o desenvolvimento embrionario subsequente (Cocero et al., 2011).

Nas condi¢es in vitro, a maturagdo oocitéria pode ser influenciada pela composicdo do meio de cultivo
e pelas condicBes estabelecidas durante essa etapa (Cognié et al., 2004). Estd bem estabelecido que a MIV de
odcitos ovinos é realizada na temperatura de 38-39°C por 22-24 h, em atmosfera de 5% de CO, em ar e 100% de
umidade (Amiridis e Cseh, 2012). Odcitos imaturos se tornam aptos a fertilizagdo ap6s alcangcarem a maturacédo
nuclear, quando ha extrusdo do primeiro corpusculo polar e a metafase 11 € atingida (Cognié et al., 2003), e a
citoplasmatica, por meio de alteragdes estruturais e moleculares e da redistribuicdo de organelas (Cocero et al.,
2011; Amiridis e Cseh, 2012). O meio de cultivo mais utilizado é o TCM-199 (“Tissue Culture Medium” - 199),
suplementado com piruvato, bicarbonato, FSH, LH, estradiol (E;) e 10% de soro fetal bovino (SFB; Cocero et
al., 2011). A utilizacéo de células da granulosa nos sistemas de PIV de embriGes ovinos, em concentragfes que
variam entre 2 e 5 x 10° células/mL de meio de maturagdo, diminuiu com o passar do tempo, visto que a
suplementacdo com as gonadotrofinas FSH e LH foi estabelecida nos protocolos de MIV (Bernardi, 2005).

A suplementacdo com SFB é rotineiramente utilizada como fonte proteica na MIV em diversas espécies
(Shirazi et al., 2010; Mingoti et al., 2011). O efeito benéfico do SFB deve-se a presenca de hormonios,
vitaminas, fatores de crescimento, lipideos e proteinas que auxiliam tanto na maturacdo nuclear quanto na
citoplasmatica (Shirazi et al., 2012). No entanto, a presenca de substancias desconhecidas, horménios, fatores de
crescimento e contaminantes no SFB, bem como a variabilidade existente entre diferentes lotes, torna a sua
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utilizacdo limitada, uma vez que ndo ha como estabelecer um meio de cultivo definido (Accardo et al., 2004).
Outra macromolécula comumente utilizada como fonte proteica para o cultivo de o6citos ovinos é a albumina
sérica bovina (BSA). Esse composto possui menor variabilidade em sua composicdo e, por isso, pode ser
considerado um meio semidefinido (Accardo et al., 2004). Entretanto, a utilizacdo de BSA em substituicdo ao
SFB durante a MIV de od6citos ovinos reduziu a taxa de blastocistos independentemente do meio de cultivo
utilizado, TCM-199 e “Synthetic Oviduct Fluid” (SOF; Shirazi et al., 2012). Atualmente, os estudos buscam
realizar a MIV em meio de cultivo definido, sem a suplementagdo com SFB ou BSA, na tentativa de simular os
eventos que ocorrem durante a foliculogénese, sem alterar o sucesso da PIV de embries ovinos (Cognié et al.,
2003).

Em substituicdo, a adicdo de soro de cabra ou de ovelha em estro também é utilizada em caprinos, sem
apresentar diferencas na taxa de maturacdo (Tajik e Esfandabadi, 2003). Ademais, o fluido folicular (FF; Sutton
et al., 2003), quando recuperado de foliculos maiores que 4 mm, pode ser utilizado como suplemento (Sun et al.
1994). O FF possui esteroides, gonadotrofinas e fatores de crescimento como o IGF-I e o EGF (Guler et al.,
2000). Vale destacar que a utilizacdo de soro provém fonte de albumina, o que equilibra a osmolaridade e
remove as espécies reativas de oxigénio (ROS; Guérin et al., 2001).

Apesar de o E, ser utilizado em alguns protocolos, seus efeitos na maturacdo e competéncia oocitaria
ainda sdo controversos (Cognié et al., 2004). Sabe-se que as gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) e os
esteroides participam na indugdo da maturagao nuclear em o6citos ovinos (Moor e Trounson, 1977), na expansao
das células da granulosa (Choi et al., 2001) e melhoram a qualidade embrionéria (Galli e Moor, 1991). Todavia,
em alguns estudos, os efeitos da presenca ou auséncia de gonadotrofinas nos meios de MIV (Wani, 2012), bem
como a adicdo de E; em meio suplementado com FF, ndo exercem influéncia sobre as taxas de blastocistos e
sobre a qualidade embrionaria (Guler et al., 2000; Accardo et al., 2004). No entanto, em decorréncia da maioria
dos estudos serem realizados com meios indefinidos ou semidefinidos, o real efeito da adi¢do de gonadotrofinas
e do E, pode ser mascarado.

As condicOes estabelecidas durante a MIV também afetam a qualidade dos embrides PIV (Takahashi et
al., 2002). Tensdes suprafisiologicas de oxigénio, como as utilizadas na PIV de embrides (aproximadamente
20% 0,), podem potencializar a formacdo de ROS durante o cultivo de odcitos e embrides (Bavister, 1995) e,
por conseguinte, gerar estresse oxidativo. As ROS induzem reacdo em cadeia, a qual culmina em danos celulares
e nucleares, entretanto a adi¢do de antioxidantes pode reduzir tais danos e aprimorar a PIV em diversas espécies
(Deleuze e Goudet, 2010). Nesse contexto, a adi¢do de vitamina A (Rajesh et al., 2010), cisteamina (De Matos et
al., 2002; Dattena et al., 2007) ¢ B-mercaptoetanol (De Matos et al., 2002) melhora a competéncia oocitaria
guando estes sdo adicionados a etapa de MIV de od6citos ovinos. Porém, muitos estudos ainda devem ser
realizados para se determinar exatamente qual antioxidante utilizar, a dose que deve ser adicionada, bem como
em gue momento.

Em ovinos, a adicdo de vitamina A durante a MIV e o CIV promoveu aumento nas taxas de blastocistos
e no numero total de blastdbmeros (Rajesh et al., 2010). Contrariamente ao esperado, a suplementacdo com
diferentes concentragdes (0, 50, 100, 200, 400 ¢ 500 uM) de vitamina E (o-tocoferol) no meio de MIV néo
melhorou a competéncia oocitéria e o desenvolvimento de embrides ovinos (Natarajan et al., 2010).

A suplementacdo com 100 pM de cisteamina na MIV de odcitos ovinos promoveu reducdo da
concentragdo intracelular de peroxido de hidrogénio (H,O,; De Matos et al., 2002), aumento dos estoques de
GSH intracelular, melhoria da qualidade embrionaria, bem como o estabelecimento da gestacdo apos
transferéncia dos embriGes (Dattena et al., 2007). Paralelamente, a suplementagdo cofh -mercaptoetanol
também promoveu incremento das concentracGes intracelulares de GSH e reducéo dos niveis de H,O, (De Matos
et al., 2002).

A suplementagdo com fatores de crescimento na MIV, como o fator semelhante a insulina tipo | (IGF-I)
e o fator de crescimento epidermal (EGF), também desempenha importante papel sobre a maturacdo oocitaria
(Kelly et al., 2008). O IGF-I estimula a sintese proteica e, consequentemente, a maturacdo e o desenvolvimento
embrionario (Palma et al., 1997). O EGF promove o aumento na sintese de AMPc pelos complexos cumulus-
odcito (COCs) e, por conseguinte, induz a quebra da vesicula germinativa e a retomada da meiose in vitro
(Downs et al., 1991). A adicdo de IGF-I e EGF nos meios de MIV ainda apresenta resultados controversos. De
acordo com a literatura, a suplementagdo com IGF-I durante a MIV de ovinos promoveu aumento nas taxas das
maturacOes nuclear e citoplasmatica, e ainda, nas taxas de blastocistos (Kelly et al., 2008), ou ndo exerceu efeito
algum (Guler et al., 2000). A suplementagdo com EGF durante a MIV de o6citos ovinos incrementou as taxas
das maturaces nuclear (MII; Wani et al., 2012) e citoplasmatica, assim como de blastocistos (Guler et al.,
2000). Porém, de acordo com Kelly et al. (2008), a adi¢do desse fator ndo interferiu de maneira benéfica na PIV
de embriBes nessa espécie. Quando o IGF-1 e 0 EGF foram suplementados simultaneamente ao meio de MIV
definido, houve aumento nas taxas de clivagem e desenvolvimento até os estdgios de moérula e blastocistos
(Shabankareh e Zandi, 2010). Esté estabelecido que tais suplementagdes, associadas ou ndo, durante a MIV,
aceleram o processo de meiose (Purohit et al., 2005).

Os efeitos da suplementacdo com o hormonio de crescimento (GH) tém sido estudados em ovinos,
assim como em outras espécies. Baseado em estudos in vitro, o0 GH promove melhoria da qualidade dos o6citos
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pela coordenacdo dos eventos citoplasmaticos e nucleares inerentes ao processo de maturacdo (lzadyar et al.,
1997). A adicdo de GH recombinante ovino promoveu aumento das taxas de odcitos em MII, blastocistos e
eclosdo (Shirazi et al., 2010).

Os componentes do meio de cultivo e as condicBes estabelecidas durante a MIV afetam a progressdo da
meiose e de eventos relacionados com a maturacgéo citoplasmatica. O meio mais comumente utilizado durante
essa etapa é suplementado com horménios (FSH e LH), SFB ou BSA. No entanto, a formulagdo de um meio de
cultivo definido auxiliaria na elucidacdo das necessidades metabdlicas e nutricionais de odcitos e embrides
ovinos obtidos in vitro e, consequentemente no sucesso da PIV (Accardo et al., 2004). Desta forma, o
aprimoramento das condi¢fes de incubacdo pelo enriquecimento dos meios com antioxidantes e/ou fatores de
crescimento, adotados no processo de MIV de odcitos ovinos, pode resultar em melhorias na qualidade e
competéncia oocitaria, visto que atualmente as taxas de maturacdo nuclear (MII) obtidas giram em torno de 71-
79% (Cognié et al., 2003; Bernardi, 2005), para posterior desenvolvimento embrionario, com estabelecimento de
gestacdo e obtencdo de descendentes normais e férteis.

Fecundagéo in vitro

Para a fecundacéo in vitro (FIV), pode ser utilizado sémen fresco ou congelado. O emprego do sémen
congelado tem se tornado mais usual na rotina, devido & facilidade de aquisicdo e manipulagdo, quando
comparado ao fresco. Ademais, 0 armazenamento do sémen congelado supera a reduzida fertilidade do sémen
nos periodos de sazonalidade desfavoravel (Amiridis e Cseh, 2012). Entretanto, 0 processo de criopreservacao
leva a danos espermaticos severos em ovinos (Romao et al., 2013), que podem ndo afetar a motilidade, mas
reduzem a vida Gtil (tempo de viabilidade) e a capacidade fertilizante dessas células (Salamon e Maxwel, 2000).
Apesar de as taxas de desenvolvimento embrionario ndo serem influenciadas pelo tipo de sémen utilizado (fresco
ou criopreservado; Lehloenya et al., 2010), a qualidade dos blastocistos obtidos foi superior quando se utilizou o
sémen fresco em relagdo ao criopreservado (Romao et al., 2013).

Independentemente do tipo de sémen (fresco ou congelado), este deve ser submetido aos métodos de
separagao espermatica, com o objetivo de se selecionarem espermatozoides méveis e morfologicamente normais
(Garcia-Alvarez et al., 2010). Os métodos comumente empregados s&0 0 “swim-up” (Shirazi et al., 2012) e a
centrifugacdo em gradiente de densidade, como o Percoll (Bernardi, 2005; Freitas et al., 2007). Ambos os
procedimentos para o preparo do sémen permitem selecionar populagdes espermaticas com uma baixa
porcentagem de células apoptéticas (Ricci et al., 2009).

A etapa de capacitacdo espermatica é um processo que ainda necessita ser padronizado, uma vez que a
capacitacdo prematura do sémen ovino criopreservado pode resultar em grande variabilidade de resultados. 1sso
porque o ciclo de congelacéo e descongelacdo pode acelerar a maturagdo da membrana espermatica e, assim,
aumentar a proporcao de espermatozoides capacitados e com reagdo acrossémica (Maxwell e Watson, 1996).
Dessa forma, a vida Util dessas células bem como sua capacidade fertilizante séo reduzidas (Salamon e Maxwell,
2000). Descreve-se, na literatura, a utilizacdo de diversos meios capacitantes e periodos de incubagdo. Por
exemplo, pode-se empregar o meio FIV contendo soro de ovelha em estro (Freitas et al., 2007) ou heparina, e
ainda periodos de incubagdo que variam de 15 minutos a uma hora (Cognié et al., 2004).

Os meios mais utilizados sdo DM-Hepes (“Defined Medium” modificado; Bernardi, 2005), TCM-199,
SOF, suplementado com bicarbonato e 2% de soro de ovelha (Freitas et al., 2007), e Tyrode’s (TALP),
suplementado com hipotaurina e glutationa (Paramio, 2010).

Apesar dos avan¢os ocorridos nos Gltimos anos na PIV de embrides ovinos, poucas modificacdes foram
realizadas na etapa de fecundacéo in vitro. Esse fato possibilita que mais estudos sejam realizados nesse campo,
principalmente no que diz respeito a tentativa de padronizacdo da metodologia de capacitacdo espermaética in
vitro, a fim de se buscarem melhores resultados nas taxas de fertilizac&o.

Cultivo in vitro

Embora tenham ocorrido avancos na etapa de CIV nos Gltimos anos, esta ainda é considerada uma etapa
limitante para o emprego da biotecnologia de PIV de embrifes ovinos. Todavia, mesmo com uma reducéo de 15-
20% da viabilidade embrionaria, quando se compara o CIV ao cultivo in vivo de embrifes, ainda é possivel a
obtencdo de um grande nimero de embrides de uma mesma doadora (Bernardi, 2005). Em comparagéo as taxas
obtidas com a PIV de embrides bovinos, as taxas de clivagem e de blastocistos foram de 58 e 29%,
respectivamente, em ovinos, em comparacdo a 78,3 e 28,7%, em bovinos (Rizos et al., 2002). Essa variacdo
entre embrides ovinos e bovinos se deve a sua aparente diferenca de adaptabilidade as condicGes de CIV (Rizos
et al., 2002).

O meio de CIV mais comumente utilizado é composto por SOF, suplementado com aminoécidos, BSA
(meio semidefinido) e/ou SFB (meio indefinido; Bernardi, 2005). Cognié et al. (2004) relataram maior
viabilidade, ap6s a transferéncia, de embrides ovinos PV em meio suplementado a partir dos dias dois e trés do
CIV com SFB. Quanto a atmosfera gasosa, a baixa tensdo de oxigénio (5-7% O,) vem sendo preferencialmente
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utilizada por resultar em maior producéo de blastocistos comparada a utilizacdo de elevada tensdo de oxigénio
(20% Oy; Yuan et al., 2003).

Durante o CIV, pode-se utilizar o cocultivo tanto com células somaticas, em meio definido ou
semidefinido, ou ainda realizar essa etapa in vivo em ovidutos de ovelhas (Amiridis e Cseh, 2012), quanto com
células epiteliais de oviduto (do inglés, OOEC), “bufalo rat liver” (BRL) e células vero (Cognié et al., 2004), as
quais exercem influéncia positiva sobre o desenvolvimento embrionario ao promoverem a eliminagdo de
metabdlitos tdxicos do meio e secre¢do de diversos fatores embriotréficos (Bavister, 1988).

Vem sendo proposto, também, o cultivo em ovidutos de ovelhas, como substituto da adi¢do de SFB
(Amiridis e Cseh, 2012). Entretanto, estudos com embriGes bovinos CIV em ovidutos demonstraram que esses
embriBes apresentaram menor peso ao nascimento em comparacdo aos embrides CIV em meio SOF
suplementado com SFB ou BSA (Lazzari et al., 2002). Outros estudos, por sua vez, ndo demonstraram efeito
algum do sistema de CIV (SOF vs. OOEC vs. ovidutos) sobre a taxa de desenvolvimento de embribes produzidos
in vitro na espécie ovina (Holm et al., 1994).

N&o ha estudos recentes que avaliem a suplementagdo com fatores de crescimento e/ou citocinas
durante o CIV de embries ovinos. Fry et al. (1992) realizaram a suplementacdo com 1000 U/mL de “Human
Leukemia Inhibitory Factor” (hLIF), durante 48 h do CIV, de embriGes ovinos recuperados seis dias ap6s o
estro. A adi¢do do hLIF aumentou o nimero de blastocistos ovinos eclodidos apds 48 h de CIV, o que resultou
em taxas de concepcao similares entre as receptoras inovuladas imediatamente apds a coleta dos embrides (trés
horas) ou apds 48 h de CIV com hLIF.

A etapa de CIV € considerada um dos entraves para o sucesso do sistema de PIV de embribes ovinos.
Ainda ha um extenso campo de estudo quanto ao desenvolvimento e a padronizacdo de meios de cultivo, como,
por exemplo, a suplementagdo com fatores de crescimento e antioxidantes, a substituicdo ao uso do SFB, a fim
de aperfeicoar o sistema de cultivo para que haja um aumento do desenvolvimento e da qualidade dos embrides
obtidos.

Conclusao

Vérios avangos tém sido alcangados nos Gltimos anos sobre a PIV de embrifes ovinos, todavia ainda
existem diversos entraves que comprometem o sucesso e, consequentemente, a ampliacdo da aplicacdo dessa
biotécnica. Apesar dos esfor¢os voltados para aperfeicoar as técnicas de PIV, a producdo embrionéria esta longe
do ideal. As taxas de desenvolvimento embriondrio in vitro ainda sdo significativamente inferiores, quando
comparadas a situacdo in vivo, o que pode ser atribuido a deficiéncias nas maturacfes nuclear e citoplasmatica,
além do blogueio do desenvolvimento embrionario. A composi¢do dos meios de cultivo e as condicfes de
incubacdo estabelecidas nas diferentes etapas interferem de maneira contundente no sucesso dessa biotécnica.
Além disso, ha a necessidade de melhorar a qualidade dos blastocistos produzidos in vitro comparados aos
produzidos in vivo.

O aprimoramento das condic¢Bes de incubacdo pelo enriquecimento dos meios com antioxidantes e/ou
fatores de crescimento, adotados no processo de MIV de o6citos ovinos, pode resultar em melhorias na
qualidade e competéncia oocitaria. Mais estudos necessitam ser realizados na etapa da FIV, principalmente no
que diz respeito a tentativa de padronizacdo da metodologia de capacitacdo espermatica in vitro, a fim de serem
alcancados melhores resultados nas taxas de fertilizacdo. O sistema CIV ainda é considerado uma etapa limitante
para 0 emprego da PIV de embrifes ovinos. Todavia, ainda assim, € possivel a obtencdo de um grande nimero
de embrides de uma mesma doadora (Bernardi, 2005). Desta forma, o aprimoramento dos sistemas de PIV de
embrides ovinos deve ser realizado levando-se em consideracdo as particularidades e as necessidades
metabdlicas dessa espécie e ndo apenas a transposicdo dessa biotécnica aplicada em bovinos.
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