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Resumo

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia reprodutiva com diferentes etapas:
colheita e maturacdo in vitro (MIV) de odcitos, fecundagio in vitro (FIV) ou coincubacdo de espermatozoides
capacitados in vitro com odcitos maturados e cultivo in vitro (CIV) de zigotos até ao estadio de blastocisto. A
PIVE, em conjunto com a criopreservagdo de embrides, pode permitir a comercializacdo de embrides em larga
escala, o transporte de embrides livres de patdgenos e transagdes comerciais de germoplasma mais faceis e
baratas. No entanto, ainda sdo poucas as pesquisas sobre a PIVE em caprinos em comparagdo com outras
espécies de produgdo. O objetivo desta revisdo ¢ fornecer uma visao geral do estado da arte da PIVE em caprinos
com énfase na descri¢do das principais metodologias atualmente utilizadas para colheita de oocitos, MIV, FIV e
CIV de embrides e apresentar as perspectivas da pesquisa nesta biotécnica.
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Abstract

In vitro embryo production (IVEP) is a reproductive biotechnique with a multi-step methodology
comprising: in vitro maturation (IVM) of oocytes, in vitro fertilization (IVF) or co-incubation of capacitated
spermatozoa with in vitro matured oocytes and in vitro culture (IVC) of zygotes up to the blastocyst stage. The
IVEP together with embryo cryoconservation would allow large-scale embryo marketing, a pathogen-free
genetic movement and easier and cheaper germplasm commercial transactions. There is less IVEP research in
goats compared to other farm animals. The aim of this review is to provide an overview of the state of art of
IVEP in goats with an emphasis on description of the main methodologies currently used for oocyte recovery,
IVM, IVF and IVC of embryos and the future research perspectives of this biotechnique.
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Introducao

A importancia da espécie caprina como provedora de proteinas, na carne e leite, tem sido comprovada
mundialmente. Além das ferramentas tradicionais de selegdo, a eficiéncia reprodutiva ¢ um dos fatores mais
importantes no incremento da produtividade desta espécie. Apds a inseminagdo artificial (IA) e a multipla
ovulagdo e transferéncia de embrides (MOTE), a produgdo in vitro de embridoes (PIVE) representa a terceira
geracdo de técnicas que buscam um melhor controle da reprodugdo animal, inclusive em caprinos (Freitas e
Melo, 2010). Esta técnica compreende quatro etapas principais: i) colheita de odcitos competentes; ii) maturagédo
in vitro (MIV) destes oocitos; iii) fecundagao in vitro (FIV) dos o6citos maturados e iv) o cultivo in vitro (CIV)
dos embrides resultantes até o estddio de blastocisto, os quais podem ser eficientemente criopreservados ou
transferidos para o ttero de cabras receptoras previamente preparadas. A PIVE é uma biotécnica extremamente
versatil e que tem sido estudada intensivamente nos ultimos trinta anos. Todavia, apesar dos esfor¢os realizados,
as taxas de sucesso sdo ainda inferiores aquelas obtidas com embrides produzidos in vivo (Paramio, 2010). O
objetivo desta revisdo ¢ apresentar o estado da arte da PIVE em caprinos com énfase na descrigdo dos principais
métodos atualmente usados nas diferentes etapas, bem como descrever as perspectivas de pesquisa desta
biotécnica.

Colheita de o6citos
A primeira etapa da PIVE ¢ a colheita de odcitos competentes ao desenvolvimento, os quais podem ser

definidos como aqueles habeis a retomar e alcangar a meiose, ser fecundado, se desenvolver e, apds transferéncia
para receptora, resultar em crias normais (Souza-Fabjan et al., 2014a).
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Em caprinos, o6citos imaturos podem ser colhidos de ovarios oriundos de abatedouro ou de animais
vivos. Os ovarios de abatedouro sdo uma fonte barata de odcitos que podem ser colhidos por pungédo folicular,
slicing ou dissecgdo folicular. Esta condi¢do tem sido util para pesquisas na area e o consequente
desenvolvimento da técnica. Todavia, para o uso da PIVE como método de difusdo ou melhoramento genético é
necessaria a colheita de odcitos repetidamente em fémeas de alto valor genético e com controle sanitdrio e
nutricional (Cognié et al., 2004; Paramio, 2010). Este objetivo pode ser alcancado através da puncdo folicular
por laparotomia, porém este método apresenta como desvantagem a formagdo de aderéncias pos-cirtrgicas
resultante da repeticdo dos procedimentos, impossibilitando o conceito de “doadora permanente de odcitos”. A
fim de suplantar estas dificuldades, foi desenvolvida a técnica de colheita de odcitos por laparoscopia (COL), a
qual é menos estressante, menos invasiva, de menor duragdo e que pode ser repetida varias vezes sem afetar a
qualidade oocitaria (Baldassarre e Karatzas, 2004). Adicionado a estas caracteristicas, vale a pena salientar que a
COL pode ser realizada em animais pré-ptberes, senis ou mesmo prenhes (Koeman et al., 2003). Nos tltimos 10
anos, nosso grupo trabalha no desenvolvimento de um protocolo de COL em caprinos (Fig. 1), o qual é
precedido de um tratamento hormonal de estimulagdo ovariana e que vem produzindo, consistentemente, sete a
oito complexos cumulus-odcito (CCOs) maturaveis (grau I e II) por cabra doadora e com uma taxa de colheita
entre 70-75% (Souza-Fabjan et al., 2013; Sanchez et al., 2014).

Na espécie caprina, as taxas de maturagao, clivagem e de blastocisto sdo positivamente correlacionadas
com o tamanho do foliculo. Consequentemente, foliculos antrais de 3-5 mm devem ser preferencialmente
puncionados para as etapas subsequentes da PIVE (Cognié et al., 2004). Adicionalmente, alguns estudos
demonstraram um efeito da idade da doadora sobre a produgdo oocitaria e posterior competéncia ao
desenvolvimento. Assim, animais pré-puberes apresentam uma boa resposta quantitativa, porém esses 00citos
s80 menos competentes ao desenvolvimento que aqueles colhidos de fémeas adultas (Leoni et al., 2009).

Quanto ao tratamento hormonal que precede a COL, diferentes esquemas ja foram testados com o
objetivo de aumentar a quantidade, qualidade e competéncia ao desenvolvimento (Baldassarre e Karatzas, 2004;
Gibbons et al., 2007; Avelar et al., 2012). Progestagenos sdo utilizados por 10-11 dias para promover a
sincronizag¢ao do ciclo estral. Uma inje¢do de luteolitico € realizada as 72 h antes do final do tratamento para a
destruicdo de algum corpo luteo presente. Finalmente, o estimulo ovariano é obtido pela aplicacdo de cinco
injegoes de FSH em doses decrescentes e intervaladas por 12 h (Avelar et al., 2012).

Figura 1. Diferentes etapas da colheita oocitaria por laparoscopia (COL) em caprinos. A: campo mostrando os
diferentes locais de pungdo. B: momento da puncdo do foliculo observada em monitor conectado ao
laparoscopio. C: complexos cumulus-oocito colhidos e observados sob microscopio invertido (aumento de
400x).

Maturacio in vitro

A MIV envolve o cultivo dos odcitos imaturos para que estes atinjam o estadio de metafase I da meiose
e completem a maturacdo citoplasmatica, quando entdo estarfo prontos para serem fecundados (Cognié et al.,
2004). E unanime na literatura que esta ¢ a etapa mais critica de todo o processo de PIVE e ja foi demonstrado
que odcitos oriundos de MIV apresentam sua capacidade de desenvolvimento comprometida em relagdo aos
maturados in vivo. Isto provavelmente ocorre em fungdo da heterogeneidade dos odcitos obtida, em termos de
estadio de diferenciacdo, fazendo com que sua resposta as condi¢des encontradas seja imprevisivel (Paramio,
2010).

A maturacdo do odcito inclui a retomada da meiose e progressdo até a metafase Il da meiose, quando
este atinge o estadio no qual € capaz de ser fecundado, apos a extrusdo do primeiro corptisculo polar e eventos
relacionados ao citoplasma do o6cito e células do cumulus. Desta forma, os resultados da MIV dependem da
qualidade intrinseca dos odcitos imaturos, mas as condigdes da maturagdo também podem modular a
competéncia final ao desenvolvimento dos mesmos (revisado por Souza-Fabjan et al., 2014a).

Existem evidéncias de que o processo inteiro de diferenciagdo do odcito e maturacdo é coordenado
pelas células do cumulus, através de um dialogo constante mediado pelo fluido folicular e por jungdes GAP
mantidas entre estes compartimentos (Eppig, 1982). Embora alguns estudos visem encontrar marcadores de

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.201-207, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 202



Y

Freitas et al. Estado da arte e perspectivas da producdo in vitro de embrides em caprinos.

qualidade de oocitos em células foliculares ou no odcito propriamente dito, a avaliagdo morfologica dos CCOs
permanece como a Unica forma ndo invasiva de sele¢do de CCOs ap6s a colheita. Em razdo disso, uma
classificag@o por graus levando em consideragdo o niimero de camadas de células do cumulus e homogeneidade
do ooplasma, ¢ atualmente utilizada em diversos laboratorios (graus I a IV). Os o6citos que apresentam grau 111
ou IV sdo considerados nao adequados e sdo rotineiramente descartados (Souza-Fabjan et al., 2014a). Contudo,
estes pardmetros morfolégicos podem ndo ser suficientes para predizer a competéncia do odcito em se
desenvolver apds a fecundagdo. Odcitos imaturos de caprinos podem ser também corados por azul cresil
brilhante (ACB) para a selecdo dos mais aptos ao desenvolvimento. Apesar de apresentar resultados
contraditdrios na literatura entre espécies, um levantamento realizado utilizando CCOs de pequenos ruminantes
sugeriu que esta estratégia ¢ eficiente (Opiela e Katska-Ksiazkiewicz, 2013).

Em fungdo do nimero de odcitos de animais valiosos colhidos por COL que deveriam ser descartados
por estarem desnudos, nosso laboratdrio realizou um estudo a fim de estabelecer um protocolo in vitro eficiente
para o uso de odcitos grau III que apresentassem ooplasma homogéneo. De forma geral, ndo foram obtidas
diferencas na producdo de blastocistos apds o uso de sistemas de MIV mais complexos ou mais simples.
Entretanto, houve um efeito benéfico na taxa de desenvolvimento dos odcitos desnudos, quando foi realizado seu
cocultivo com CCOs intactos durante a MIV, sem afetar a qualidade dos mesmos. Desta forma, a utilizagdo de
odcitos desnudos pode representar uma estratégia para o incremento no nimero de embrides produzidos ao fim
do processo (Souza-Fabjan et al., 2016).

Nas diferentes etapas da PIVE, o sistema de cultivo pode ser classificado de acordo com a sua
formulagdo em: meio indefinido (soro e/ou células somaticas sdo adicionados), semi-definido (estes constituintes
sdo substituidos por albumina) e meio definido (albumina ¢ substituida por macromoléculas, como o alcool
polivilinico-PVA ou polivinil pirrolidona-PVP) (Paramio e Izquiero, 2014). A MIV de odcitos caprinos ¢
normalmente realizada de forma similar as demais espécies, utilizando meio de cultivo enriquecido com
aminoacidos e glicose, suplementado com hormonios e soro inativado de cabra em estro. Em geral, o sistema
mais utilizado em caprinos ¢ o TCM 199 suplementado com FSH, LH, estradiol e soro fetal bovino (SFB).
Entretanto, vale a pena ressaltar que todas as substancias indefinidas podem apresentar grandes diferencas entre
as partidas, afetando a repetibilidade do protocolo, além dos riscos sanitarios. Por essa razdo, existe uma
tendéncia mundial de se evitar fontes indefinidas nas diferentes etapas de producdo de embrides (Souza-Fabjan
et al., 2014a).

Nosso laboratério propds a utilizagdo de meio de maturagdo composto por TCM 199, suplementado com
fator de crescimento epidermal (EGF) e cisteamina, e obteve bons resultados de desenvolvimento embrionario a
partir de o6citos colhidos de ovarios de cabras adultas em abatedouro (Souza et al., 2013). Todavia, quando este
mesmo meio foi utilizado em odcitos oriundos de COL, as taxas de clivagem e produgdo de embrides foram
significativamente inferiores, em comparacdo aos oocitos de abatedouro (Souza-Fabjan et al., 2014b). Apesar
disso, quando estes o6citos obtidos apds COL foram submetidos a ativagdo partenogenética ao invés de FIV, a
taxa de Dlastocistos foi elevada e similar aquela de odcitos de abatedouro, indicando que a competéncia
intrinseca ao desenvolvimento era similar nas diferentes fontes de odcitos. Estes dados indicam que os CCOs
possivelmente apresentam requerimentos distintos durante a MIV/FIV e meios mais complexos sdo necessarios
para alcangar altas taxas na PIVE quando odcitos de COL s@o a escolha. Quando um meio complexo (SFB, EGF,
entre outros) foi utilizado para a MIV de odcitos obtidos por COL, obteve-se uma taxa de blastocisto de 51%,
possibilitando publicar o primeiro relato de PIVE com produgdo de blastocistos na raga caprina Canindé,
ameacada de extingdo (Souza-Fabjan et al., 2013).

Com relagao as condic¢des fisicas, a MIV ¢ comumente realizada em placas contendo 500 pL de meio e
cerca de 50 CCOs, em incubadora contendo 5% CO, em ar atmosférico, com temperatura variando entre 38 a
39°C, por 22 a 27 h. Nosso grupo comparou a cinética da MIV em odécitos oriundos de COL ou de abatedouro,
avaliando a estdgio da meiose as 18, 22 e 26 h de MIV, em sistema simplificado (EGF) ou semi-definido
(albumina sérica bovina-BSA). Os odcitos de ambas as fontes apresentam a cinética ao desenvolvimento
diferente, com aqueles derivados de COL necessitando mais tempo para atingir a metafase II da meiose. Para
simplificar, a sugestdo ¢ que 22 h de MIV ¢ um tempo o6timo para ambas as fontes, independentemente do
sistema utilizado (Souza-Fabjan et al., 2014b).

Fecundacao in vitro

O sémen utilizado para a FIV pode ser fresco ou congelado e precisa ser capaz de fecundar os odcitos.
Para isso, antes da FIV propriamente dita, o s€émen deve passar por um processo de preparacdo espermatica para
selecdo dos espermatozoides de melhor qualidade (Paramio e Izquierdo, 2014). Essa preparacdo inclui métodos
de selecdo que elevam a motilidade espermatica, qualidade do espermatozoide e removem o plasma seminal e/ou
extensores, assim como células indesejadas provenientes do ejaculado ou do sémen descongelado. Apesar de
existirem varias técnicas, atualmente sdo utilizadas principalmente duas para a sele¢do espermatica em caprinos:
swim-up ou gradiente de Percoll. Olivares et al. (2015) demonstraram que o mini-Percoll (gradiente com volume
reduzido) foi aproximadamente 12 vezes mais eficiente que o swim-up em recuperar os espermatozoides
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oriundos de s€émen congelado/descongelado de bodes.

A capacitagdo espermatica ¢ um evento essencial para que o espermatozoide seja capaz de fecundar os
odcitos maturados. /n vivo, alguns glicosaminoglicanos presentes no trato genital feminino sdo responsabilizados
por induzirem a capacitagdo espermatica. Nos processos in vitro, o glicosaminoglicano mais utilizado para
induzir essa reacdo ¢ a heparina e ja foram relatados resultados confirmando sua eficiéncia em caprinos (Souza et
al., 2013), com grandes variagdes nas doses utilizadas. Em caprinos, nosso grupo demonstrou que a presenca de
heparina no meio FIV, associada as células do cumulus, foi capaz de elevar significativamente a taxa de
blastocisto na presenca de soro de ovelha em estro (Souza et al., 2013).

Comumente, sdo preparadas microgotas de meio nas placas, para onde sdo transferidos grupos de 15-30
odcitos e onde serdo inseminados com os espermatozoides selecionados. A concentragdo espermatica final que ¢
utilizada para a inseminagao varia de 1 a 3,5 x 10° espermatozoides/mL. Os gametas sdo coincubados por 16-20
h a 38-39°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, (Souza et al., 2013; Souza-Fabjan et al., 2014a;
Souza-Fabjan et al., 2014b).

Cultivo in vitro

O CIV em caprinos pode ser realizado em cocultivo com células somaticas, em meio definido ou
indefinido. O uso de meios definidos supera muitas desvantagens que o uso de meios bioldgicos indefinidos
apresenta, como riscos sanitarios, sindrome da cria gigante e problemas no metabolismo embrionario. Porém,
ainda assim, o uso de meios bioldgicos indefinidos apresenta melhores resultados quanto a producgdo de
blastocistos (Souza-Fabjan et al., 2014a). O meio mais utilizado em caprinos ¢ o fluido sintético de oviduto
(SOF), suplementado com aminoacidos, BSA e/ou soro (Souza-Fabjan et al., 2014b; Souza-Fabjan et al., 2016).
A omissdo do soro e células somaticas no cultivo embrionario € uma alternativa ao sistema de cocultivo, mas,
em geral, requer um ambiente atmosférico com menor tensdo de O, do que aquele utilizado em cultivos com
células e soro.

O sucesso do CIV depende de varios fatores como a osmolaridade do meio, temperatura, pH, tensdo de
oxigénio e concentragdo dos diversos componentes (carboidratos, aminoacidos, lipideos, acidos graxos,
proteinas, fatores de crescimento e citocinas). Atualmente, o CIV dos embrides caprinos ¢ realizado em
incubadora a 38-39°C em mistura de trés gases (5% de O,, 5% de CO, e 90% de N,). A fim de garantir o
confinamento ideal dos embrides, a acdo de fatores autocrinos e paracrinos, um melhor desenvolvimento até o
estadio de blastocisto, os embrides usualmente sdo colocados em grupos em gotas de 1 pL de meio de cultivo
cobertas por 6leo mineral (Paramio, 2010).

A melhor forma de acessar a qualidade ou viabilidade embrionéria ¢ de checar a sua capacidade de
estabelecer prenhezes apds a transferéncia para receptoras e, consequentemente, de resultar em crias saudaveis.
Um indicador proposto para avaliar esta qualidade ¢ a avaliagdo de expressdo de genes especificos para o
metabolismo embrionario e resisténcia a criopreservacdo, dentre outros. Contudo, raros sdo os estudos avaliando
o efeito do cultivo sobre a expressdo génica em embrides caprinos (Fonseca et al., 2010).

Na espécie caprina, as diferentes etapas de PIVE estdo em constante aprimoramento com o objetivo de
melhorar os indices de sucesso desta biotécnica. A Tab. 1 apresenta estudos recentes com 06citos obtidos por
COL ou de ovarios de abatedouro ¢ as taxas verificadas durante as varias etapas do processo.

Tabela 1. Resultados recentes de produgdo in vitro de embrides a partir de complexos cumulus-odcito (CCOs)
colhidos por laparoscopia (COL) ou de ovarios de abatedouro (ABA) e submetidos a maturacio (MIV),
fecundagao (FIV) e cultivo in vitro (CIV) em caprinos.

Perspectivas inovadoras

Esta revisdo apresenta resultados bastante variaveis encontrados na PIVE caprina. Assim, faz-se
necessario estudos mais aprofundados sobre a fisiologia oocitaria e sua interagdo com o fluido folicular. Este
conhecimento podera servir para o desenvolvimento de meios de cultivo mais adequados para a PIVE em
caprinos. Vérios estudos em humanos e animais de producdo ja foram realizados a fim de encontrar
biomarcadores de competéncia oocitaria (revisado por Benkhalifa et al., 2015).

Em um estudo original com caprinos, Paula Junior (2015) estudou a composi¢do proteica do fluido de
foliculos pequenos, médios e grandes em cabras da raga Canindé. O estudo verificou que, quanto & concentragdo
total de proteinas , ndo existiu diferenga entre os diferentes foliculos . No entanto, a serotransferrina teve uma
maior expressao nos foliculos médios em relagéo aos pequenos . A zinco-alfa2glicoproteina- like, a proteina do
complemento C3 e o fator B do complemento apresentaram uma expressdo aumentada nos foliculos grandes em
comparagdo com os médios. Este estudo representou a primeira descricdo das proteinas diferencialmente
expressas no fluido folicular de cabras Canindé. Estudos similares também devem ser realizados utilizando o
fluido do oviduto, bem como na interag¢do entre o zigoto recém-fecundado e o ambiente ovidutario.
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Origem MIV FIV Meio Taxa de Referéncia
dos CCOs Meio" Duracdo (h) Meio Duracao (h) CIv clivagem blastocisto
COL 10% SFB 24 10% SCE 18 2% SFB 59 51 Souza-Fabjan et al. (2013)
COL 10% SFB, 22-24 10% SCE 20 10% SFB 67-69 28-34 Sanchez et al. (2014)

10% SCE
COL - 22 10% SOE 18 10% SFB 39 28 Souza-Fabjan et al. (2014b)
ABA - 22 10% SOE 18 10% SFB 68 47 Souza-Fabjan et al. (2014b)
ABA - 24 2% SOE 18 10% SFB 56-68 14 Veshkini et al. (2015)
ABA - 22 10% SOE 18 10% SFB 67 45 Souza-Fabjan et al. (2016)

*Somente fluidos bioldgicos sdo indicados. SCE: soro de cabra em estro; SOE: soro de ovelha em estro; SFB: Soro fetal bovino.
**Taxa de clivagem representa o numero de estruturas clivadas em relagdo ao numero de oocitos entrando na MIV.
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Consideracdes finais

Indubitavelmente, a PIVE caprina tem um grande potencial para a propaga¢do do material biologico de
fémeas de elevado valor genético. No entanto, verifica-se que ainda existem grandes variagdes nas taxas de
sucesso, indicando que progressos ainda devem ser alcangados.

Pesquisas na drea de protedmica poderdo contribuir para o sucesso de programas de PIVE em caprinos
e, em particular, na preservacdo da raca Canindé ou demais racas ameagadas de extin¢do. Além disso, o melhor
conhecimento sobre as interagcdes oodcito-oviduto podem também fornecer informagdes cruciais para o
desenvolvimento de novos meios de cultivo dos embrides.
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