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Resumo

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) permite melhorar rapidamente a genética dos rebanhos,
aumentar o conhecimento da fisiologia reprodutiva e servir como ferramenta para outras biotécnicas. Em
pequenos ruminantes, a utilizacdo dessa tecnologia ainda é limitada, fato que pode ser justificado tanto
pelo reduzido nimero de profissionais envolvidos em programas de reproducdo assistida quanto pela
baixa eficiéncia da PIVE. Diante desse cenario, o proposito dessa revisao é abordar os principais fatores
que comprometem a eficiéncia da PIVE e discorrer sobre alternativas que contribuem para seu
aprimoramento.

Palavras-chave: biotécnicas, cabras, odcitos, ovelhas
Abstract

The in vitro embryo production (IVEP) allows to improve the genetics of the herds more rapidly,
increase the knowledge of reproductive physiology, and is a tool for other biotechniques. In small
ruminants, the use of this technology is still limited, mainly due to the small number of technicians
involved with assisted reproduction programs and the low efficiency of the IVEP. Given this scenario, the
primary goal of this literature review is to address the main factors that compromise the efficiency of
IVEP and discuss alternatives that contribute to its improvement.

Keywords: biotechniques, goats, oocytes, sheep
Introducéo

As projecdes climéticas indicam uma tendéncia de aquecimento global com padrfes ainda mais
variaveis de precipitacdo pluviométrica (Jacob et al., 2014). Por esse motivo, a criagdo de espécies com
maior capacidade adaptativa as alteragBes climéticas, como 0s pequenos ruminantes, torna-se essencial
para suprir as futuras demandas do mercado (Luo et al., 2019; Joy et al., 2020).

Os pequenos ruminantes, além de produtores de carne, leite, couro e 18, caracterizam-se pela
natureza social, rusticidade, precocidade e prolificidade. Devido a essas caracteristicas, a populagao
global de caprinos e ovinos continua crescendo, especialmente nas regides aridas, 0 que comprova sua
tolerancia as condi¢des edafocliméticas e seu importante papel (FAO, 2016).

Diante da importancia dos pequenos ruminantes torna-se evidente a necessidade de promover a
melhoria genética destes rebanhos. De acordo com Fonseca et al. (2019), Alkan et al. (2021) e Rocha et
al. (2021), a disseminacdo de caprinos e ovinos com alto mérito genético tem sido realizada,
principalmente, pela técnica de multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOTE). No entanto, 0s
resultados obtidos com a MOTE ainda sofrem influéncia do protocolo hormonal utilizado e da resposta
individual da fémea, além de comumente ser constatada a regressao prematura do corpo luteo (Gibbons et
al., 2007; Souza-Fabjan et al., 2017).

A producdo in vitro de embrifes (PIVE) € outra ferramenta que também possibilita a melhoria
genética do rebanho em tempo reduzido, além das fémeas ndo necessitarem de estimulagdo hormonal
exogena para a producdo de embrides. Essa biotécnica permite a obtencdo de embrifes a partir de fémeas
pré-plberes, gestantes, lactantes, senis e de fémeas que apresentem problemas reprodutivos de carater
adquirido ou até mesmo apos o 6bito (Anguita et al., 2007; Ashry e Smith, 2015; Baruselli et al., 2018). A
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PIVE consiste das etapas de maturacéo de odcitos, fecundacéo e desenvolvimento in vitro de embrides, as
quais tém contribuido para melhoria do entendimento da fisiologia reprodutiva (Blondin et al., 2012).
Apesar dos beneficios advindos da PIVE, sua utilizacdo comercial nos pequenos ruminantes ainda é
limitada, sobretudo quando comparada aos bovinos (Candappa e Bartlewski, 2011; Santana et al., 2019).
Essa limitagdo pode ser justificada tanto pelo reduzido nimero de profissionais envolvidos na industria da
reproducdo assistida em pequenos ruminantes (Fonseca et al., 2019).

Ainda em pequenos ruminantes, a eficiéncia da PIVE é influenciada pela quantidade e qualidade
dos odcitos (Paramio e lzquiero, 2016, Souza-Fabjan et al., 2021) As avaliag@es rotineiramente utilizadas
para selecionar oocitos, baseada na quantidade de camadas de células do cumulus que os circundam e na
homogeneidade do seu ooplasma, além de serem subjetivas, ndo retratam a sua real capacidade de
completar sua maturagdo, ser fecundado e suportar o desenvolvimento embrionario (Chiamenti et al.,
2013, Conceicdo et al., 2015).

A variacdo nas taxas de blastocistos observadas nos trabalhos com ovinos (Mara et al., 2013;
Naderi et al., 2016; Martin-Maestro et al., 2020) e caprinos (Masudul Hoque et al., 2012; Ferreira-Silva et
al., 2021; Souza-Fabjan et al., 2021), refletem os fatores intrinsecos e extrinsecos que interferem nos
resultados. Por esse motivo, essa revisdo propde evidenciar novas técnicas que proporcionam maior
compreensdo da fisiologia reprodutiva e indicar fatores que contribuem para aumentar a eficiéncia da
PIVE em caprinos e ovinos.

Producéo in vitro de embrides

Ao possibilitar o aumento da producdo de descendentes com alto mérito genético em curto
periodo (Ferreira-Silva et al., 2017), a PIVE é considerada uma ferramenta importante por também
auxiliar na compreensdo dos eventos fisiolégicos associados a competéncia dos gametas e do
desenvolvimento embrionério e no aperfeicoamento de outras técnicas, como a clonagem e a transgenése
(Souza-Fabjan et al., 2021).

Desenvolver in vitro fendbmenos que ocorrem de forma dindmica, com constantes modificacGes
no trato reprodutivo da fémea é um objetivo complexo da PIVE. In vivo, odcitos e embriBes sdo expostos
a diferentes gradientes de nutrientes, hormonios, citocinas e fatores de crescimento a medida que
progridem da tuba uterina até o Utero (Wale e Gardner, 2016). Ja in vitro, essas estruturas sdo expostas a
tipos e concentracOes fixas de substancias, manipulados de forma excessiva, além de estarem expostos a
metabdlitos. Esse cenario pode resultar em condicfes subé6timas, razdo pela qual, a PIVE tem sido
responsabilizada por distdrbios funcionais (Del Collado et al., 2017).

No laboratério, os fatores que interferem no metabolismo das estruturas e, por consequéncia, nos
resultados da PIVE, sdo classificados em quimicos e fisicos. Nos quimicos estdo o oxigénio, amonia e as
substancias volateis, dentre outros e nos fisicos, a temperatura, volume do meio por estrutura e o meio de
cultivo (Wale e Gardner, 2016). J& no ambiente extra laboratorial, podem ser consideradas as
caracteristicas relacionadas & doadora de odcitos, como idade, nutri¢do, tratamentos hormonais e estacéo
reprodutiva (Chaves et al., 2013; Santos Junior et al., 2013; Souza-Fabjan et al., 2021).

Aspectos in vitro que interferem na produgdo in vitro de embribes

Como anteriormente descrito, no laboratério existem uma combinagdo de varidveis que véo
desde a pipetagem até a composicdo do meio, que induzem estresse e interferem na produgdo de
blastocistos e na salde da prole a longo prazo decorrente de alteracfes epigenéticas. Estas varidveis
instigam pesquisadores investigarem alternativas para minimizar o estresse (Zhu et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) em condi¢des ideais tem efeito positivo na PIVE por
promover competéncia ao odcitos e embrides a partir de geracdo de energia (Guemra et al., 2013). No
entanto, Wale e Gardner (2016) e Silva et al. (2018) descrevem inUmeros fatores que culminam na
instabilidade dos resultados da PIVE decorrentes de uma maior producdo de ROS. Fatores como
manipulacdo, a luz, tensdo de oxigénio, relacdo embrido-volume de incubacdo, metabolismo de
aminoAcidos e producdo de amdnia, podem gerar blogueio ou retardo no desenvolvimento dos odcitos,
diminuindo sua viabilidade.

Os efeitos nocivos do excesso de radicais livres associado ao estresse oxidativo durante a PIVE é
amplamente descrito, razdo pela qual faz-se necessario adicionar substancias com potencial antioxidante
(Mukherjee et al., 2014; Zhou et al., 2016). Ainda quanto ao ambiente de cultivo, Em ovelhas, Natarajan
et al. (2018) constataram que a suplementacdo de 50 UM de &cido ascérbico no meio de cultivo de
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embrides incubados em atmosfera com 5% de O, assim como 100 uM desse &cido adicionado ao meio
de cultivo embrionario em atmosfera contendo 20% de O, aumentou a quantidade e a qualidade dos
blastocistos. Em cabras, Khanday et al. (2019) observaram que 100 uM do acido ascorbico adicionado ao
meio de maturacdo de odcitos incubados na atmosfera de 20% de O, foi capaz de melhorar a taxa de
maturacdo. Também em cabras, Veshkini et al. (2018) relataram que a adigdo de 5 mg/mL de geleia real
no meio de maturagdo reduziu a expressdo de genes indutores de apoptose e aumentou a concentracdo de
glutationa com melhoria das taxas de clivagem e de blastocistos.

Trabalhos tém apontado que alguns componentes adicionados ao meio de cultivo interferem nos
genes que regulam a epigenética (Schwarzer et al., 2012), bem como na expressdo de genes imprinted
(Fernandez-Gonzalez et al., 2004), podendo refletir no crescimento fetal, desenvolvimento e fungdo da
placenta (Isles e Wilkinson, 2000). Os poucos trabalhos que abordam alteracGes epigenéticas em
embriBes ovinos e caprinos produzidos in vitro confirmam a influéncia do meio de cultivo sobre os
fatores epigenéticos (Young et al., 2001; Barboni et al., 2011; Feltrin et al., 2017).

Aspectos in vivo que interferem na producdo in vitro de embrides

A qualidade dos odcitos € um dos fatores mais apontados como responsavel pelos resultados da
PIVE (Aguila et al., 2020), sendo importante conhecer aspectos in vivo que influenciam na sua
competéncia. Odcitos oriundos da aspiracdo folicular por laparoscopia ou de ovarios provenientes de
matadouros apresentam caracteristicas intrinsecas que interferem diretamente na quantidade e na
qualidade dos embrifes produzidos. Quando a aspiracdo folicular por laporoscopia é realizada apos
estimulacdo ovariana, tém sido observadas alteracBes moleculares, no ambiente folicular e nos complexos
cumulus-odcito, que podem servir como marcadores para qualidade dos odcitos (Market-Velker et al.,
2010).

Em caprinos e ovinos, diversos protocolos de superovulacao tém sido propostos com o intuito de
melhorar as taxas da producdo in vitro de embrifes. Esses protocolos mostram variagfes quanto a dose, a
fonte e quantidade de aplica¢des (multiplas ou one-shot) do Horménio Foliculo Estimulante (FSH) tipo
de progesterona (sintética ou analoga), duracdo do protocolo, dentre outros (Moraes et al., 2014).
Braganca et al. (2021), ao avaliarem a influéncia de progesterona sintética (Ps) e acetato de
medroxiprogesterona (MAP), utilizadas em tratamentos superestimulatérios, sobre a qualidade dos
odcitos, concluiram que a P4 exerce influéncia positiva na expressdo dos genes relacionados a via
esteroidogénica, desenvolvimento embrionério inicial e marcadores de qualidade, como o zygote arrest 1
(ZAR1), growth differentiation factor 9 (GDF9), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), FSH receptor (FSHr), LH
receptor (LHr) e o estrogen receptor (ERa).

Marcas epigenéticas inadequadas induzem a alteragbes no padrdo de metilagcbes e
hidroximetilagdo do DNA no pronucleo materno nos zigotos, resultando em modificacbes na expressao
génica dos blastocistos (Huffman et al., 2015, Ramos-lbeas et al., 2019). Essas alteracdes tém sido
responsabilizadas por modifica¢Bes no desenvolvimento fetal (Auwera e D'Hooghe, 2001).

A nutri¢do é considerada um fator importante na performance reprodutiva de cabras e ovelhas
(Gl et al., 2016; Luo et al., 2016), tendo em vista que, por meio dos nutrientes e metabélitos, modula a
foliculogénese e melhora a taxa de ovulacdo (Letelier et al., 2008). No entanto, essa melhoria é
encontrada apenas quando a suplementacdo é realizada durante a fase luteal (Scaramuzzi et al., 2010),
quando também sdo identificadas alteracdes na expressdo de genes das células do cumulus (Luo et al.,
2016).

Além da nutricdo, a idade da fémea exerce influéncia sobre os resultados da PIVE por acelerar o
melhoramento genético do rebanho. Entretanto, a quantidade e a qualidade dos o6citos de fémeas pré-
pUberes apresentam alteracdes que refletem em menores taxas de blastocistos. Inicialmente acreditava-se
que a menor competéncia dos odcitos de ovelhas pré-plberes poderia estar relacionada com anomalias
morfoldgicas e com alteragBes na atividade fisiologica que comprometiam sua competéncia (Ledda et al.,
2001). Essa hipotese foi posteriormente confirmada ao ser observado que o0s od4citos dessas fémeas
apresentam alteracdes quanto a distribui¢do dos granulos corticais e das mitocéndrias (Velilla et al., 2004;
Velilla et al., 2006), bem como na organiza¢do dos microtdbulos e microfilamentos (Velilla et al., 2005).
A idade da fémea também foi relacionada com uma menor atividade do fator promotor da maturacéo na
metéfase 11 (Choi et al., 2010) e menor sintese de glutationa nos odcitos, induzindo falhas no controle dos
radicais livres que comprometem a formacao de prontcleos e blastocistos (Jiao et al., 2013).

Além dos odcitos, os espermatozoides também exercem influéncia sobre o desenvolvimento do
embrido (Verma et al., 2014; Kropp et al., 2017). No momento da fecundagdo, os espermatozoides
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transmitem, além do DNA paterno, RNAs, fatores de transcricdo e moléculas de sinalizacdo celular
(Krawetz, 2005). Apesar dos touros de alta fertilidade nédo influenciarem nas taxas de clivagem e de
blastocistos, os embrifes oriundos desses touros apresentam maior expressdo de genes, principalmente
daqueles que participam da funcdo mitocondrial e que estdo relacionados com atividades cataliticas.
Também foi observado que esses embriGes apresentam alteracfes na metilagdo do DNA (Kropp et al.,
2017).

O ambiente em que o0s odcitos se desenvolvem refletem muito a sua competéncia (Freitas et al.,
2017; Guo et al., 2018). Apods o recrutamento e a medida que os foliculos se desenvolvem, a granulosa e
outras células somaticas sintetizam as proteinas necessarias para a maturacdo do odcito (Da Broi et al.,
2018), formando o fluido folicular (Gosden et al., 1988). Além disso, esse fluido contém proteinas de
origem extracelular relacionadas com o metabolismo, crescimento e sinalizacdo celular do foliculo
ovariano (Ambekar et al., 2013). Assim, a heterogeneidade das biomoléculas presentes no fluido folicular
indica seu envolvimento nos diversos processos bioldgicos, sendo responsavel por criar um
microambiente favoravel para o odcito (Freitas et al., 2017). Nesse contexto, é pertinente comentar que o
fluido folicular de odcitos fecundados apresentam proteinas que diferem daquelas dos oocitos ndo
fecundados (lwase et al., 2013, Zachut et al., 2016), bem como apresentam maiores concentragdes de
compostos antioxidantes (Guo et al., 2018).

Consideractes finais

Diante do aumento pela procura por produtos oriundos de pequenos ruminantes a utilizacdo da
producdo in vitro de embrides é essencial para disponibiliza-los em consonancia com a sua demanda.
Entretanto mesmo com os beneficios advindos dessa biotécnica, ainda existem aspectos relacionados a
técnica e aos animais que interferem nos resultados. Essas barreiras tém sido vencidas com o avancgo de
técnicas adicionais, como as “Omicas”, as quais tém permitido conhecer mais os aspectos fisiologicos
envolvidos nas etapas da PIVE, melhorar a producdo de embrides e assim disponibilizar alternativas para
a obtencdo de melhores resultados.
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