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Introdução

inseminação artificial (IA) em
bovinos foi o primeiro passo
para acelerar a transferência

de características desejáveis e permi-
tindo a disseminação de genes de
machos considerados superiores e a

melhoriadonível zootécnicodos reba-
nhos.Umreprodutorbovinopodepro-
duzirmilharesdebezerrosdurante sua
vida produtiva pela IA, enquanto, no
mesmo período, uma fêmea não é
capaz de produzir mais do que de 8 a
10 bezerros. Portanto, o possível gan-
ho genético obtido pela linhagem
materna era extremamente limitado.
Com o desenvolvimento de técnicas

de reprodução assistida em animais,
ocorreuumgrandeavançonaotimiza-
ção emultiplicaçãode fêmeasde inte-
resse não só para a produção animal,
mas também para a conservação e
regeneração de espécies animais em
perigo de extinção.

A transferência de embriões (TE)
proporcionaummelhoraproveitamen-
to de matrizes de elevado mérito ge-
nético,podendoaumentar, emmédia,
10 vezes o número de crias por ano.
Com o advento da produção in vitro
de embriões (PIV) esse potencial de
multiplicação se torna ainda maior. A
aspiraçãodeovócitos imaturosdireta-
mentedos folículosovarianos, associa-
da à maturação e fecundação in vitro
desses, e ao cultivo invitrodos embri-
ões, permite que sejam produzidas,
emmédia,36criasporanooriundosde
umaúnica fêmea. Alémdisso, somen-
te com o estabelecimento da PIV de
embriõeséque técnicas comoaclona-
gem por transferência nuclear, a inje-
ção intracitoplasmáticadeespermato-
zóides (ICSI) e a transgeniapodemser
aprimoradas eutilizadas (Rumpf et al.,
2000).

Embriões produzidos in vitro são
aquelesproduzidospelamanipulação
de gametas, fora de organismomater-
no. Essa técnica, inicialmente, se resu-
mia à fecundação invitro (FIV); entre-
tanto, após o nascimento do primeiro
bezerro, em 1981, (Brackett et al.,
1982), foramobtidosavançosconside-
ráveis. Atualmente, essa tecnologia se
refere à combinaçãodevários proces-
sos interdependentes, que vão desde
a obtenção dos ovócitos imaturos à
transferência dos embriões para as fê-
meas receptoras, que levarão a gesta-
ção a termo. Essa biotécnica surge
comoumanovaopçãopara amultipli-

Figura1 -Ovócitos bovinos imaturos, logo após a aspiração dos folículos
ovarianos, apresentandocélulas do cumulus compactas
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caçãoanimal, não sópelo seupotenci-
al,mas tambémporqueabreapossibi-
lidade de utilizar bezerras pré-púbe-
res, vacas em iníciodegestação, vacas
com subfertilidade adquirida e vacas
senis.

Obtenção de ovócitos
imaturos para PIV

Odesenvolvimento dométodode
punção folicular transvaginal (OPU)
tem possibilitado a recuperação de
ovócitos de animais vivos, permitindo
aproduçãode embriões de fêmeas de
várias idades e diferentes estágios fisi-
ológicos.

Na OPU a obtenção de
ovócitos é feita pela punção
folicular comumaagulhaaco-
plada a uma sonda transvagi-
nal, de forma que os folículos
aserempuncionadossãovisu-
alizadosnateladoultra-som.A
média deovócitos viáveis ob-
tidos por coleta in vivo é em
torno de oito, entretanto essa
média depende da estratégia
adotada.Assim,épossívelpun-
cionaros folículosdeumado-
adoraduas vezespor semana,
uma vez por semana ou uma
veza cadaduas semanas, sen-
doque,nasduasúltimasalter-
nativas, é possível dobrar os
resultadosmediante a estimu-
lação hormonal (Goodhand et al.,
1999). Independente da estratégia, o
resultado final esperado é de, pelo
menos, umagestaçãopor semanapor
doadora (Peixer, et al., 1996; Bous-
quet, et al., 2000).

Ováriosdeabatedourosãoaprinci-
pal fonte de ovócitos para seremutili-
zados na pesquisa, e são geralmente
provenientes de animais sem valor
econômico. A aspiraçãodeovócitos a
partir desses ovários, damesma forma
que no método in vivo, é realizada
comumaagulhaacopladaaumabom-
ba à vácuo, com a qual se aspiram
todos os folículos presentes na super-
fície dosovários comdiâmetro varian-
do entre 2 e 6 mm. A média de
ovócitos recuperados por ovário está
entre 6 e 10, sendo que a quantidade
e a qualidade dos ovócitos obtidos é
influenciadapelaépocadoano,estado
fisiológico do animal e tamanho do

folículo aspirado (Dode et al., 2001).
Convém ressaltar, entretanto, que,
quando se trabalha comovários isola-
dos de vacas de elevadomérito gené-
tico, além da punção dos folículos
visíveis, pode ser feita a dissecação
desses ovários, maximizando o seu
aproveitamento.

Maturação in vitro de ovócitos

Durante a ovogênese, os ovócitos
demamíferospermanecem retidosno
estágio de diplóteno da prófase da
primeiradivisãomeiótica,desdeavida
fetal até pouco antes da ovulação. A

retomadadameiosepodesermediada
por umestímulo hormonal invivo, ou
pela retirada do ovócito de dentro do
folículo(Warssaman&Albertini, 1994).
Portanto,quandoosovócitos sãoaspi-
radosdos folículosovarianos (normal-
mente entre 2- 6 mm de diâmetro)
paraseremutilizadosnaPIV,elesainda
são imaturos e necessitam sofrer o
processodematuração invitro (MIV).
Essaé realizadacultivandoosovócitos,
logo após a aspiração do folículo, em
meio dematuração, com temperatura
e atmosfera apropriada, por umperío-
do de 22-24 horas.

A maturação envolve mudanças
nucleares e citoplasmáticas que de-
vem ocorrer simultaneamente e que
conferem aos ovócitos a capacidade
de serem fecundados, descondensa-
rema cabeça do espermatozóide, for-
maremospró-núcleos e teremdesen-
volvimentoembrionárionormal (Dode

et al., 2000a).
Os eventos nucleares envolvem

reorganização da rede de microtúbu-
los, rompimento do envoltório nucle-
ar, condensação dos cromossomos e
progressão parametáfase I, anáfase I,
telófase I, expulsão do primeiro cor-
púsculopolar e retençãonoestágiode
metáfase II (Cha e Chian, 1998).

No que se refere ao citoplasma,
ocorre reprogramaçãona síntese pro-
téica, mudança na atividade da prote-
ína quinase ativada por mitógenos
(MAPK) e do fator promotor damatu-
ração (MPF), bem comono desenvol-
vimentodosmecanismosde liberação

de Ca++, e aquisição da ca-
pacidadededescondensar a
cabeça do espermatozóide
(Salamone et al., 2001). Ain-
da durante esse período,
ocorremmudançasnaorga-
nização citoplasmática, tais
como um contínuo desen-
volvimentodos estoquesde
lipídios, reduçãodoaparelho
de Golgi, aparecimento de
vários ribossomos adjacen-
tes aos cromossomos, rear-
ranjo dasmitocôndrias e ali-
nhamentodosgrânulos cor-
ticais próximos àmembrana
plasmática (Dieleman et al.,
2002). O aumento no esto-
que de lipídios pode estar
associadoà formaçãodeum

pool de energia essencial para o ovó-
cito suportar o desenvolvimento após
a fecundação.

Outro evento que ocorre namatu-
ração é a expansão das células do
cumulus que circundam os ovócitos.
Essas são células da granulosa especi-
alizadas, que estão metabolicamente
associadas entre si e com o ovócito.
Projeções celulares das células do cu-
mulus atravessam a zona pelúcida e
formampequenas junções comoovó-
cito (gap). Essas junções são a única
entradadesubstânciasouestímulosno
ooplasma.Noovócito imaturo (figura
1), elas estão muito compactadas e,
durante a maturação, iniciam a secre-
çãodeácidohialurônico,que sedepo-
sita entre elas separando-as e causan-
do a expansão dessas células (figura
2). A ligaçãometabólica vai diminuin-
do gradativamente à medida que a
expansão aumenta (Warssaman&Al-

Figura 2 -Ovócitos bovinos maturos, após 22 horas de
maturação in vitro, apresentando expansão das células
documulus
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bertini, 1994), sugerindoqueapresen-
ça dessas células seja essencial no
período inicial damaturação.

A maturação representa o estágio
final da preparação do ovócito para a
fecundação;portanto, asmudançases-
truturais e bioquímicas que ocorrem
duranteesseperíodosão
necessáriasparaqueesse
processo seja completo.
Entretanto,paraque isso
ocorra, oovócitoprecisa
ter competência meióti-
ca, que é adquirida pro-
gressivamentedurante a
fase finaldocrescimento
ovocitário. Essa compe-
tência se refere à capaci-
dadedoovócitodecom-
pletar adivisãomeiótica,
descondensar a cabeça
doespermatozóide, for-
marospró-núcleos e su-
portarodesenvolvimen-
to embrionário subse-
qüente(Warssaman&Al-
bertini, 1994). Ovócitos
competentesnecessitam
ter estocado fatores im-
portantes, na forma de proteínas ou
RNAmestável, quedeverão serutiliza-
dosduranteamaturação, fecundaçãoe
início dodesenvolvimento embrioná-
rio (Chan e Chian, 1998).

Tendo em vista que os ovócitos
maturados in vitro, quando compara-
dos aos in vivo apresentam menores
taxasdeblastocisto apósa fecundação
e o cultivo in vitro (Takagi et al.,
2001), pode-se suporqueamaturação
aindacontinua sendoumproblemana
PIV. Sendo que, vários fatores podem
afetaro sucessodamaturaçãoovocitá-
ria, entre eles podemos citar a morfo-
logia do complexo cumulus-ovócito
(CCO), as condições dematuração e a
competência do ovócito.

A morfologia dos CCOs tem sido
correlacionadacomas taxasdeblasto-
cistos, a redistribuiçãodasmitocôndri-
as e o conteúdo de ATP dos ovócitos,
osquaisdiferementreosconsiderados
morfologicamente bons e ruins. Em
ovócitos imaturos morfologicamente
superiores, asmitocôndrias aparecem
distribuídas de formauniformenape-
riferia do citoplasma. Após a matura-
ção, aparecem como grupos maiores
localizados não só na periferia mas

também na porção mais central do
citoplasma, oquenãoocorrenosovó-
citos considerados inferiores (Stojko-
vic et al., 2001). Da mesma forma, o
conteúdo de ATP em ovócitos imatu-
ros émaior nosmorfologicamente su-
periores, havendoumacorrelaçãopo-

sitiva entre a concentração de ATP do
ovócitoeonúmero totaldecélulasdos
embriões produzidos. Esses fatores,
entre outros, podem ser responsáveis
pela diferença na capacidade de de-
senvolvimentodesses ovócitos.

Alémdas característicasmorfológi-
cas, as condições de cultivo afetam
drasticamente amaturação. Apresen-
ça dehormônios, substâncias antioxi-
dantes, fatores de crescimento, tem-
peratura, atmosferagasosa, sãoalguns
fatores que têm sido relatados como
responsáveis por muitos dos proble-
masqueocorremduranteamaturação.

Embovinos,ocrescimentodoovó-
cito está completo quando o folículos
atingem em torno de 2mmde diâme-
tro e, nesse estágio, alguns ovócitos já
estão competentes para se desenvol-
ver invitro. ParaaMIV,osovócitos são
coletados, geralmente, de folículos de
2-6 mm, e são maturados in vitro por
umperíodode24horas. Se comparar-
mos com a situação in vivo, folículos
desse diâmetro levariam alguns dias
até chegarem ao estágio pré-ovulató-
rio. Portanto, esseperíodoque corres-
ponde ao de dominância folicular, é
eliminado no cultivo in vitro. É possí-

vel que os vários processos, pelos
quais osovócitospassamdurante esse
período, possamafetar a competência
dosovócitosutilizadosparaPIV, jáque
nessesoperíodo finalda foliculogêne-
se não ocorre (Dode e Adona 2001;
Dieleman et al., 2002). Visando a su-

peraressa situação,vári-
as tentativas têm sido
feitas, utilizando agen-
tes fisiológicos e farma-
cológicos para reter os
ovócitos imaturos em
meiose (Dode et al.
1999; Adona et al.,
2000a; Adona et al.,
2000b; Dode et al.
2000b). Essa retenção
do núcleo, por um de-
terminado período an-
tes da retomadadamei-
ose daria aos ovócitos
umamaior oportunida-
de para que as mudan-
ças citoplasmáticas ne-
cessárias à maturação
pudessem ocorrer. En-
tretanto, até o momen-
to,nenhumamelhorana

produçãodeembriões temsidoobtida
quando os ovócitos são retidos até 24
horasapósaaspiração (DodeeAdona,
2001).

Mesmo após a rigorosa seleção de
ovócitos e o uso de condições de
cultivoadequadas, a taxadeprodução
de embriões viáveis ainda é o dobro
emovócitosmaturados invivoquando
comparados com os maturados in vi-
tro (Van de Leemput et al., 1999).
Portanto, o folículo de origem parece
ser vital para conferir aos ovócitos o
ambientenecessárioparaatingiracom-
pleta competência para o desenvolvi-
mento. Essa hipótese foi confirmada
por Pivato et al. (1999) e Blodin et al.
(2002), que utilizaram diferentes pro-
tocolos hormonais antes da OPU, e
obtiveram ovócitos mais competen-
tes, aumentando o número de embri-
õesproduzidosnaPIV.

Fecundação in vitro

ParaaFIV, espermatozóideseovó-
citosmaturos sãoco-incubadosemum
meio específico, por um período em
torno de 18 horas (figura 3), sendo
possível co-incubar por períodosme-

Figura 3 - Fecundação in vitro de ovócitos bovinos, em que
ovócitosmaturos e espermatozóides são co-incubados nomeio
de fecundação por um período de 12 a 18 horas
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nores semafetar as taxas deprodução
de embriões (Dode et al., 2002a).

ParaqueaFIVocorra comsucesso,
é necessário que os ovócitos tenham
sofrido uma maturação completa e
que os espermatozóides tenham sido
adequadamentepreparados.

Para a preparação
do sêmena ser utiliza-
do na FIV, vários mé-
todos para remover o
plasma seminal e/ou
crioprotetor e melho-
rarascaracterísticasse-
minais têm sido des-
critos.Entreeles,pode-
se citar a lavagem por
centrifugação,gradien-
tes de densidade, fil-
tragem em coluna de
fibra de vidro emigra-
ção ascendente. Os
maisutilizadossãogra-
diente de densidade
utilizando percoll e a
migração ascendente,
conhecida por swim-
up.

O gradiente de percoll, apesar de
proporcionar umamaior taxade recu-
peração de espermatozóides quando
comparado ao swim-up, apresenta
grande variação entre partidas, sendo
algumas deletérias aos espermatozói-
des, afetando os resultados da FIV.
Embora, o swim-up apresente menor
taxa de recuperação, a qualidade es-
permática é semelhante à obtida com
opercoll. Com relação à simples lava-
gemdo sêmen, onde não ocorre sele-
ção espermática, essa tem sidoutiliza-
da semafetar a produçãodeblastocis-
tos (Avery e Greve, 1995).

Temsido sugeridoqueapassagem
dos espermatozóides pelo gradiente
de percoll poderia retirar algumas gli-
coproteínas da membrana do esper-
matozóidee, comisso, acelerar acapa-
citação.Portanto,poderia seresperado
queométodoutilizadopoderia alterar
o tempodecapacitaçãoeavidaútil do
espermatozóide, oquepoderia alterar
o temponecessárioparaa fecundação.
Entretanto, estudo comparandoos di-
ferentes métodos de preparação es-
permática em diferentes períodos de
co-incubaçãodemonstouque a varia-
çãoentreos temposdeduraçãodaFIV
foi similar para todososmétodosutili-

zados (Dode et al., 2002a). Osmelho-
res resultados foramobservadosquan-
do a FIV foi realizada por um período
de12horas, independentedométodo
utilizado.

Alémdométodoutilizadoparapre-
paração do sêmen e do tempo de co-

incubação, outros fatores podem afe-
tar a taxa de fecundação tais como a
dose inseminante, a interação touro-
vaca e a diferença entre touros na
capacidade de fecundar e produzir
embriões.Avariação individualde tou-
ros é um dos principais fatores que
interferem na FIV e produção de em-
briões. Portanto, é necessário testar os
touros antes de seu uso na FIV de
ovócitos de diferentes doadoras (Wa-
tanabe et al., 1999).

Cultivo de embriões
produzidos in vitro

Após a fecundação in vitro, os
embriões são transferidospara o culti-
voembrionárioondepermanecempor
um período de 7 dias, até atingirem o
estágiodeblastocisto (figura 4), quan-
do, então,podemser transferidospara
o útero de fêmeas receptoras que
levarão a gestação a termo.

O cultivo in vitro de embriões
requer um sistema que suporte um
alto desenvolvimento embrionário.O
co-cultivo com células somáticas era
essencial para seobter taxas aceitáveis
dedesenvolvimentoembrionário. En-
tretanto, com o desenvolvimento do

meio SOF, que foi criado baseado na
constituição do fluido do oviduto de
bovinos, foi eliminada a necessidade
deco-cultivo, vistoque,nessemeio,os
zigotos se desenvolvem com boas ta-
xas sem a presença de células somáti-
cas (Watson 2000). Esse meio, contu-

do, requer uma atmos-
fera de 5% de 0

2
, a qual

diferedautilizadaparaa
MIV e FIV. Estudos têm
demonstrado, entretan-
to,queomeioSOFpode
ser utilizado com alta
tensãodeoxigênio,des-
de que as células do cu-
mulusremanescentesno
zigoto após a FIV sejam
mantidas (Dode et al.,
2002b).Esses resultados
sugerem que as células
do cumulus facilitariam
o crescimento embrio-
náriopor retiraremsubs-
tâncias tóxicas, diminu-
indo o estresse oxidati-
vo. Condições de culti-
vo in vitro normalmen-

te aumentam a produção de radicais
livres, pois os embriões estão mais
expostos a luz e a altas concentrações
de O

2
, afetando a taxa de desenvolvi-

mentoembrionário.
Comparandoosembriõesproduzi-

dos invitroeosproduzidos invivo, foi
observadoque eles diferememvárias
características, tais comoaspectosmor-
fológicos, aspectosmetabólicos, alte-
rações cromossômicas, númerodecé-
lulas e expressão de RNAm específi-
cos (Van Soom et al. 1996; Viuff et al,
1999, 2000). Essas diferenças, possi-
velmente determinam o começo de
uma série de problemas que levam a
uma redução na eficiência da técnica
(Farin et al., 2001). Os embriões PIV
apresentam maior vacuolização, me-
nornúmerodecélulas,menordensida-
de de mitocôndrias, maior densidade
de lipídios (Crosier et al., 2001) e
junções incompletas entre as células
dobotãoembrionário edo trofoblasto
(Farin et al., 2001). Amaior densidade
de lipídiosobservadanesses embriões
sugere que eles retiram mais lipídios
domeiodecultivoouqueseumetabo-
lismoestaria alterado. Emestudoutili-
zando a técnica de FISH para avaliar
poliploidias, foi observado que 72%

Figura 4 - Embriões bovinos produzidos a partir de ovócitos
maturados, fecundados e cultivados in vitro
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dosembriõesproduzidos invitroeram
mixoplóides eque, apesardamixopo-
lidia ocorrer também em embriões in
vivo, nos in vitro ocorre com maior
freqüência e em estágios mais preco-
ces do desenvolvimento (Viuff et al,
1999). Além disso, a poliploida só foi
observada nos in vitro e não nos in
vivo (Viuff et al., 2000, 2001).

Muitos dessesproblemas sãodevi-
dos ao processo de maturação, mas
quesemanifestamnodesenvolvimen-
to embrionário, vistoqueonúmerode
células eas alterações cromossômicas,
por exemplo, são diferentes quando
osembriõesPIV sãoproduzidos apar-
tir de ovócitos maturados in vivo e in
vitro (Van Soom et al., 1996; Vuiff et
al., 2000, 2001).

Na PIV, cerca de 30% a 50% dos
ovócitos inseminadoschegamaoestá-
gio de blastocisto e os índices de ges-
tação estão em torno de 35 % (Dayan
et al., 2000). As maiores perdas no
desenvolvimentoembrionárioocorrem
nos estágios de 8 para 16 células (ati-
vação do genoma do embrião) e pós-
transferência, em torno dos dias 14 e
15dagestação.Quandoembriões PIV
ou in vivo foram transferidos no dia 7
pós-inseminaçãoe recuperadosnodia
17 da gestação, foi observado que a
degeneraçãoeaperdaembrionária foi
maior nos embriões PIV (Farin et
al.,2001). Esseperíodocoincidecomo
reconhecimentomaternodaprenhez,
o qual depende de um sinal enviado
pelo embrião, o interferon -ô, ao orga-
nismo materno. De fato, tem sido de-
monstradoqueembriõesPIVsecretam
quantidades menores de interferon-ô
do que os in vivo, sendo que quanto
pior a qualidade morfológica do em-
brião menor a secreção (Stojkovic et
al., 1999).

Além do sistema de cultivo usual,
outrosmétodosestãosendopropostos
com vistas a aumentar as taxas de
produçãodeblastocistoeos índicesde
gestação. Entre eles pode-se citar, o
sistema demeio seqüencial, emque é
realizadaumaperfusãopara introduzir
mudanças na composiçãodomeiode
cultivo. Essas mudanças são determi-
nadasdeacordocomasmudançasnos
requerimentos dos embriões emdife-
rentes estágios de desenvolvimento
(Thompson, 1999). E, o cultivo em
micro-câmara usando um sistemami-

crofluídico,queproporcionaumambi-
entequeémaispróximodo sistema in
vivo do que o sistema estático em
micro-gotas. Alémdisso, esse permite
a utilização de meio seqüencial com
mudança gradual semmovimentar os
embriões (Beebe et al., 2002).

Considerações finais

Apesardoavançoquehouvenessa
áreanosúltimos anos, vários aspectos
precisam ser ainda esclarecidos. As
questões estão associadas à avaliação
dacompetênciabiológicadosgametas
e ao próprio sistema de cultivo. Estu-
dosbásicos sobreosdiversosmecanis-
mosenvolvidos, estão sendoconduzi-
dos no mundo todo. Os resultados
desses estudos esclarecerãoos aspec-
tos relativos à maior susceptibilidade
dos embriões PIV à criopreservação, à
menor viabilidade dos ovócitos de
bezerras quando comparados aos de
vacas e às baixas taxas de prenhez.

É importantesalientar tambémque,
por se tratar de uma técnica relativa-
mente nova, omonitoramento rigoro-
sodas doadoras deovócitos, dos ovó-
citos, dos embriões e dos produtos
nascidos é de fundamental importân-
cia para que essa técnica possa ser
utilizadacomsegurança,de formaade-
quada enas situaçõesmais indicadas.

Autilizaçãocomercialdessa técnica
ainda está limitada ao custo e vai de-
pender do balanço entre o mérito
genético do produto (bezerro) e o
custo de sua produção. A PIV está
sendo gradualmente integrada a pro-
gramas de melhoramento genético,
como uma ferramenta complementar
a IA e a TE.

Em termospráticos, o potencial da
PIV fica mais evidente quando se dis-
cutem suas diferentes aplicações. À
medida que o sistema PIV melhora,
novas alternativas surgem, comoacri-
opreservação do ovócito e do em-
brião, a identificação do sexodos em-
briões previamente à transferência, a
bipartiçãodosmesmos, visandoàpro-
dução de gêmeos monozigóticos e à
melhoria dos índices de gestaçãome-
diante a transferência dospares para a
mesma receptora.Omaior impactoda
PIV, no entanto, será a sua aplicação
associada à sexagem de espermato-
zóides. Isso porque, com uma dose

inseminante sexada serápossível pro-
duzir em torno de 30 gestações. Por-
tanto, verdadeiras linhas deprodução
de embriões sexados poderão ser
montadaspara aproduçãode fêmeas,
machos e animais comgraude sangue
fixo, como, por exemplo, aGirolanda
F1.
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