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Producdo in vitro de embrides de ovinos: uma viséo critica do método e de
seu resultado a campo
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RESUMO - A metodologia de produgéo in vitro de embriées de ovinos implica no desenvolvimento de meios de
maturacdo, fertilizacao e cultivo que permitam aumentar ataxade clivagem e desenvolvimento, tanto para o investimento
biotecnol 6gico em programas comerciais, quanto para sua utilizagdo em clonagem e transgenia dessa espécie animal. Do
ponto de vista da pesquisa, os ovicitos podem ser obtidos pelas técnicas de puncdo eslicing a partir de ovarios oriundos
dematadouros, ou atravésde aspiracéo folicular por laparoscopia. Como vantagem, este método permite o uso de umamesma
doadora estimulada hormonial mente em interval os periddicos, mantida sob rigoroso controle sanitario, o que é de vital
importancia para a producao de biof &rmacos em programas que utilisem os ovinos como model o biol 6gico. Por outro lado,
em nosso pais a demanda pela multiplicagéo de animais de alto val or genético, sejapelaprodutividade ou pelo elevado valor
comercial dos mesmos, imp6e o desenvolvimento, adaptacéo e otimizacéo das diferentes metodol ogias desenvolvidas ao
longo dos ultimos anos em laboratérios de referéncia mundiais. Nesse contexto, cresce de importancia o perfeito
conhecimento da fisiologia dessa espécie e das ragas criadas em nosso pais, e da problematica da producéo invitro de seus
embrides. Respeitando essas premissas, gerar o desenvolvimento de protocolos que permitam ndo apenas aumentar a
populagédo de ovocitos passiveis de maturagaoinvitro, mas de suacompeténciaao desenvol vimento ao estagio de blastocisto,
ou, alternativamente, suatransferénciaareceptoras em estagios precoces do desenvol vimento, evitando assim as conhecidas
perdas durante o desenvolvimentoinvitro, e o baixo percentual de gestagdes que chegam atermo, com cordeiro saudaveis.
Trata-se de um desafio, que ja apresenta os primeiros resultados em nosso pais, tanto na producéo comercial de embrides
produzidosin vitro, quanto em programas de clonagem e transgenia.

Palavras-chave: embrido, fertilizagéo in vitro, oécito, ovinos

In vitro embryo production in ovine: critical vision of the method and of the
field results

ABSTRACT - The methodology of in vitro embryo production in ovine requires the development of maturation,
fertilizationand culturemedia, in order toincrease cleavage and development rates. This, inturn, would improvetheimplement
of biotechnological programsfor commercial purposes, aswell asthe use of thistechnique for cloning and transgenesisin this
species. From the point of view of research, the oocytes can be obtained by puncture or slicing of ovaries collected from
abattoirs, or by laparospic follicular aspiration (LOPU). One of the advantages of the LOPU is allowing the use of the same
hormonally stimulated donor several timesin periodicintervals. Thiscould be extremely important, for instance, when using
the ovine as a biological model for the production of biodrugs, as long as animals are submitted to a strict sanitary control.
On the other hand, in Brazil, due to their improved productivity or high commercial value, there is a demand for animals of
high genetic value, which requires the development, adaptation and maximization of the different methodol ogies designed
throughout thelast yearsin reference laboratories worldwide. In this context, the perfect knowledge of the ovine physiology,
especially from the breeds raised in Brazil, as well as the problems of the ovinein vitroembryo production are becoming more
and more important. Therefore, it is fundamental to create protocols to allow not only the increase on the population of
oocytes with enough quality to undergoin vitro maturation, but competence to reach the blastocyst stage, or alternatively,
thetransference of early stagesembryosto therecipients, avoiding thecommon embryolossesduringtheinvitro devel opment
and the low rates of full-term pregnancies, with healthy lambs. The first results of this challenge are already being observed
in Brazil, not only in theinvitro embryo production for commercial purposes, but in programs of cloning and transgenesis.
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Introducéo

Condi¢bes de maturagdo (MI1V), fertilizagcdo (FIV) e
cultivo in vitro (DIV) foram estudadas em pequenos
ruminantes por diferentes grupos de pesquisadores
(Mermillod et al., 1996; Holm et al., 1996; Crozet, 1997;
Guler et al., 2000; Thompson, 2000, Rizos et al., 2002;
Cognié et al. 2003; Ptak et al, 2006; Kelly et al., 2008),
adequando-seinicial mente protocol os adaptadosapartir
daqueles de bovinos, o que demonstrou uma marcante
diferenca entre as espécies.

O uso de ovarios oriundos de matadouros, modelo
cléassico para obtencdo de odcitos para pesquisa, no qual
néo se conhece o exato estado fisioldgico e sanitario dos
animais, foi gradativamente substituido pela aspiragéo
folicular por laparoscopia (L OPU) apartir dosresultadose
técnicadescritos pioneiramente por Snyder & Dukelow em
1974 e por Baldassarre et al. (1994) e Tervit et al (1992) no
inicio década de 90. Como vantagem, esse método permite
0 uso da mesma doadora por diversas vezes e o pleno
controle sanitario das mesmas, tanto para o investimento
bi otecnol 6gi co em programas comerciais de multiplicacéo,
guanto parasua utilizacéo em clonagem etransgeniadessa
espécie animal, no qual o pequeno ruminantes é usado
como biorreator na producdo de proteinas de interesse
farmacéutico, expressas em seu leite (Baldassarre &
Karatzas, 2004).

Emboramudancas nos meiosde maturagdo edecultivo
tenham melhorado acentuadamente a produgaoin vitro de
bl astocistos dessa espécie nos Gltimos 10 anos, ataxade
sobrevivénciaembriondriaeviabilidade pés-natal aindaé
baixa comparativamente a caprinos e bovinos, fato a ser
levado em consideracdo quando do uso da PIV como
ferramenta de multiplicagdo de animais geneticamente
superiores.

Obtencao de ovdcitos

Quando o intuito é o desenvolvimento e estudo de
diferentes meio que otimizem a producéo de embridesin
vitro (PIV), bem como seu metabolismo, eem experimentos
de clonagem ou transgenia, os ovécitos podem ser
obtidos pelas técnicas de puncgéo e slicing (Keskintepe
etal., 1994) apartir deovarios oriundos de matadouros.
Porém, quando o objetivo é a producdo comercial de
embrides com multiplicacdo de animais de reconhecido
mérito genético, ou em programas comerciaisdeanimais
geneticamente modificados, a aspiracdo folicular por
laparoscopia(LOPU) éaferramentaideal, por setratar de
técnica pouco invasiva, que permite a obtencédo de

ovocitos de uma mesma doadora estimulada
hormonialmente em intervalos periddicos, e
consequentemente de odcitos passiveis de maturacado in
vitro (Baldassarreet al., 2002), o que pode igual mente ser
feito em fémeas ndo estimuladas sem diferenca nas taxas
declivagem ou deformagéo deblastocistos(Mortonetal .,
2005 a,b).

Para obtencao de maior numero de foliculos a serem
aspiradosutilizandoalL OPU eredug&o do nimero o6citos
com cimulus expandido inviaveis a M1V foram testados
diferentestratamentosgonadotréficossendo o deeleicéo
denominado “one-shot” (Baldassarre et al., 2002) por
promover menor interval o entre aestimulagcdo hormonal e
a LOPU (36 horas) utilizando 70 a 80 mG NHI-FSH-P1 e
300Ul deeCG em umadunicaaplicagdo. O pessério vaginal
colocado no primeiro dia do tratamento é retirado no
momento da punc¢éo, bloqueando dessa maneira o pico
enddgeno de LH e ovulagBes, e favorecendo a obtengdo
de odcitos em estagio de vesiculagerminativa, adequados
a maturagado in vitro (Morton et al, 2005a). Apenas sao
puncionados folicul os entre trés e 5mm de didmetro, que
possuem maior camada de cimulus. Oécitos de pequenos
foliculos (2mm) tem baixa competéncia para o
desenvolvimentoinvitro, umavez queproteinasefatores
de maturacéo sdo sintetizados unicamente duranteafase
final docrescimentofolicular (Crozetetal., 1995; Mermillod
et a., 1999; Mermillod et al., 2008).

Da habilidade na manipulagdo do instrumental, e da
resposta do animal ao tratamento hormonal depende o
numero defoliculos puncionadosede odcitosrecuperados,
que variade quatro a 10 por doadora, com taxa de colheita
de33a60% (Alberioetal., 2002; Gibbonset al., 2007). Niveis
elevados de recuperacdo por LOPU de 13,4 odcitos por
doadora em 1580 aspiracOes em programa comercial de
transgenia em caprinos (Baldassarre et al., 2004) e de 14,3
em 587 se¢Besde L OPU comercial em ovinosem nosso pais
(Basso et al., 2008) demonstram que protocolos de
estimulagéo hormonal e atécnicade aspiragéo, bem como
o interval o entre aspiragfes e o nimero de repeti¢des por
doadora devem ser testados e definidos de acordo com
raca, época do ano, espécie e objetivo a ser alcangado
(Pierson et al., 2004).

Duas caracteristicas fisicas afetam arecuperacéo dos
odcitos: o fluxo de aspiracdo e o didmetro da agulha de
puncdo (Rodriguez et al., 2006; Gibbons et al., 2008)). Em
ovinos sdo utilizadas bombas de aspiragdo com pressao
entre25a100MMHg (Baldassarreet al., 1996; Cogniéetal.,
2004; Cox & Alfaro, 2007; Morton et al., 2008a) ou 10 a
20mL H20min- (Alberioetal ., 2002; Cogniéetal ., 2004) ou
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50 a 70 gotas/min (Baldassarre et al., 2003). A agulha
normalmente utilizada varia de 18 a 21 G, com taxas de
recuperacéo de40a90% assim (Cogniéet al., 2004; Morton
et al. 2005a; Rodriguez et al., 2006; Cox & Alfaro, 2007,
Gibbonsetal., 2007). O comprimento ediametro do bizel sdo
igualmente importantes, para que ndo ocorra perda de
liquido folicular e conseglientemente dos ovocitos no
momento da puncgao (Rodriguez et al., 2006). Em programa
de clonagem ovina em nosso pais (Traldi et al., 2007), a
adaptacdo de agulha de puncéo folicular bovina de 19G
permitiu recuperacdo de 51 a 86% de odcitos.

Producéo dos embrides in vitro

A metodologia de producéo in vitro de embrides de
ovinosimplicano desenvol vimento demeiosde maturacgao,
fertilizacdo e cultivo que permitam aumentar a taxa de
clivagem e desenvolvimento, tanto para o investimento
biotecnol 6gico em programas comerciai s, quanto parasua
utilizagdo em clonagem e transgenia dessa espécie animal.

A maturagdoinvitro representaaprimeiraetapadesse
processo. A maturagao nuclear refere-se a habilidade do
nudcleo em retomar ameiose, ou seja, chegar ao estagio de
metéf ase da segunda divisdo meidtica-Metall, o que pode
ser observado por microscopia através da extrusédo do
primeiro corpusculo polar (Mermillod et al., 1996, Crozet,
1997), o que ocorre entre 16 e 24h apds o inicio da M1V
(Cognié et al., 2003). Diferentemente, a maturacao
citoplasmatica ndo pode ser identificada somente pela
organizagao de suasorganel as, e sim em niveismol ecul ares
(Duranthon& Renard, 2001; Mermillodet al., 2008). Odcitos
com citoplasmairregular, desnudos ou semi-desnudos sdo
eliminados e apenas colocados em maturacdo os de
citoplasma levemente granulado e multiplas camadas de
clmulus(COC Graul) ou com no minimo umaatréscamadas
uniformes de células do cimulus (Grau I1) ( Cognié et al .,
2004, Baldassarre et al, 2003).

Parainduzir amaturacdo nuclear ecitoplasmética, devem
ser adicionadosao meio fatorescomoo FSH, LH, estradiol,
cysteamina, glutamina, piruvato de sédio, soro defémeaem
estro, soro fetal (FCS) ou fluido folicular de foliculos ndo
atrésicos, além de condi¢bes ambientais adequadas como
a tenséo de CO,, O,, temperatura, umidade e tempo de
maturagdo nuclearinvitro(Cogniéetal., 2003; Cogniéetal.,
2004; Mortonetal, 2005b, Leoni etal., 2007; Pereira-Bonnet
et al, 2008) e, alternativamente, fatores crescimento, como
IGF, eGF, LIF e peptideos intra-ovarianos em meios semi-
definidos, com soro albuminabovina (BSA) ou definidos,
sem presencade BSA ou FCS (Guler et al., 2000; Cognié et
al., 2004; Ptak et al., 2006).

Melhorias no meio de maturagdo como aassociagao de
estradiol, cysteamina e gonadotrofinas recombinantes ao
meio suplementado com BSA (Accardo et al., 2004)
repercutem diretamentenataxadeformacéo deblastocistos
(42%) em relagdo ao nimero de ovécitos colocados em
maturacdo e elevada taxa de sobrevivéncia embrionaria
pos-transferéncia (52-67%), semelhante aguel adesejavel a
partir de embrides produzidosin vivo, a partir de fémeas
superovul adas.

Os o6citos maturados devem ser delicadamente
pipetados para eliminacdo do cumulus antes de serem
transferidos no meio de fertilizagdo. O meio empregado
para a FIV deve ser capaz de promover a capacitagdo
espermatica, a unido dos gametas e o inicio do
desenvolvimento embriondrio Previamente, o sémen é
descongelado e centrifugado em gradiente de Percoll
(45%/90%) ou em meio TALP onde os espermatozéides
vivos sdo recuperados, diluidos para uma concentracao
de 10 x 105/ml e incubados durante 1h no meio de
capacitacao em estufaseca, a39,0°. O meio de capacitacao
contém preferencialmente 2 a10% soro de ovelhaem estro
(SOE), que remove a membrana de colesterol dos
espermatozoéides, favorecendo sua capacitacao e
consequentefecundacéo (Cogniéet al., 2004; Baldassarre
etal., 2003). Alternativamente, podemser usados5ug/mL
de heparina como agente capacitante (Cogniéet al, 2004).

A FIV éfeita em gotas onde séo inseminados 0,5 a
1 x 108 espermatozéides/ml, mantidas em incubago
durante 17 a 18 horas a 39°C em atmosfera Umida com
5a6% de COZ2 (Baldassarreetal., 2003; Cogniéet al ., 2003;
Morton et al., 2005a).

O cultivo embrionario pode ser feito em meios
definidos, semi-definidos com BSA ou FCS ou em
co-cultivo com célulastubaricasou dagranulosa(Cognié
etal., 2003; Garcia-Garciaet al., 2006). O maisutilizado éo
meio SOF- Fluido Sintético do Oviduto, acrescido de
amino-acidos e BSA, que mimetiza o ambiente intra-
tubarico nas primeiras fases do desenvolvimento
embrionario (Cognié et al., 2004). Nele o conjunto de
oécitossubmetidosaFIV sdotransferidos(D.0) emantidos
em microgotas cobertas por 6leo mineral a 39°C em
atmosferaumidaa 5% de CO2, 5a7% de O2 e 88 a90% de
N2 7 a 8 dias, para avaliacdo do desenvolvimento e
capacidade de eclosaoinvitro(Cogniéetal., 2004; Morton
et al., 2005b; Garcia-Garciaet al., 2007; Pereira-Bonnet et
al., 2008). Uma suplementagdo com FCS no D.2 do DIV
promove maior viabilidade dos embrides pds-transferéncia
(Cogniéet al., 1999) e 0o meio pode ser trocado a cadadois
dias (Holm et al., 1996).
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Sob adequado controle laboratorial, taxas de 49,8% de
clivagem 48h p6sinseminacéo, 51% deblastocistosno D.8
e 86,6% de ecloso in vitro podem ser atingidas, o que
equivale aum percentual de apenas 24,1% de blastocistos
desenvolvidos in vitro em relacdo ao nimero total de
o6citos colocados em maturagdo, ou seja, uma baixa
rentabilidade do processo (Garcia-Garcia et al., 2007).

No ovino, ocorre com frequéncia fragmentacao
citoplasméticaque seconfunde com clivagem, equeresulta
em baixo percentual de blastocistos apds sete aoito dias
de cultivo. Maior atencao ao fato deve ser tomadaquando
datransferénciade estruturas pelaviaintra-tubéaricanas
primeiras 48 horas apds a FIV. Esses embrides recém
clivados terdo entre duas a seis células, enquanto os
fragmentados se assemelham a moérulas jovens, de
citoplasma homogéneo, totalmente incompativel com a
cinética do desenvolvimentoin vitro.

O aprimoramento da PIV ovina passa pelo constante
desafio de se encontrar o melhor meio e as melhores
condic¢des in vitro para cada uma de suas etapas, que
permitague o maior nimero possivel de oécitos colocados
em MIV clivem, ultrapassem o estagio de bloqueio
embrionarioereassumam o desenvol vimento atésuaecl 0séo
em cultivo, mimetizando avidalivre intra-uterina.

Perspectivas da PIV ovina

Diversaspublicacdeseexcelentesrevisdesemrevistas
especializadasrel atam o nascimento de bezerros e cordeiros
produzidos in vitro com tamanho e peso anormal e
excessivo(Holmetal.,1996; Sinclair etal, 1999; Thompson,
2000; Farin et al., 2001; Cognié et al., 2004), além de mal-
formagBes como agnatia, e baixa viabilidade no periodo
pés-natal, possivelmente devido a fatores inerente aos
componentes dos meios de desenvol vimentoinvitro edo
tempo de permanéncia no meio de cultivo com soro, que
causaalteragbesmorfol 6gicasebioquimicasnosembrides
em desenvolvimento (Thompson et al, 1995).
Paralelamente, em alguns casos ndo ha sinalizacédo do
parto, fazendo que a gestacao ultrapasse o tempo normal
daespéciecom conseqlientemortedo feto, mesmo quando
de inducdo farmacolégica do parto. Nesses casos,
semelhante a animais oriundos de clonagem por
transferéncia de nlcleo de célula somatica (NTSC) nota-
se ao nascimento gigantismo fetal, um maior diametro do
corddo umbilical, e na maioria dos casos, morte por
deficiéncia respiratéria (Loi et al., 2006; Palmieri et al.,
2007). Emum programadetransferénciade 76 embribesPlV
vitrificados de ovinos a 34 receptoras, dois dos apenas
sete nascidos apresentavam tamanho e peso excessivos

Traldi

(9 €9,6 kg), além de agnatia. Todos os demaiscordeiros
morreram no periodo peri-natal, fato que ndo ocorreu com
nenhum dos 13 cabritos nascidos de 43 embrides PIV
vitrificados simultaneamente, produzidos sob idénticas
condi¢cdesin vitro(Traldi et a., 1999).

Na literatura associam-se esses disturbios de
desenvolvimento ao soro fetal de bezerros adicionado ao
meio de cultivo pés-clivagem. Igualmente questiona-se
sobreanecessidadeounéo dapresengade FCScomofonte
de proteina ao meio, uma vez que nota-se um aumento no
volume da blastocele, sem aumento correspondente do
nimero de blastdbmeros. Uma diminui¢do no tempo de
permanéncia dos embrides em cultivo poderia minimizar
possiveis alteragdes tanto no botdo embrionario, quanto
no trofectoderma, e reduzir a incidéncia de anomalias de
desenvolvimento. Os embrifes seriam transferidos as
receptoras pos-clivagem, em estégio de 2 a 4 células, no
terco superior daampolatubarica, atravésde procedimento
cirdrgico ou semi-laparoscépico. Através dessa técnica,
nossa equipe obteve o nascimento do primeiro clone ovino
do pais, em 2007 (Traldi et al., 2007) etem gerado excelente
resultado de multiplicacéo de caprinostransgénicos (Reggio
et al., 2001; Baldassarre et al., 2003).

Porém, mesmo com atransferénciade estruturasrecém
clivadas, o resultado final pode ser aquém do desejado
comparativamente a um programa de tradicional de
transferénciade embrides (TE) deovinos, no qual sebusca
uma média de cinco embrifes viaveis por doadora
superovulada. Resultados de FIV comercial apontam para
asfalhascitadas. A pesar deestimulagdo hormonal eL OPU,
e do alto percentual de clivagem dos ovécitos (78%- 43
clivados/55 maturados) de fémeas de alto mérito genético,
umabaixataxade sobrevivénciaembriondria(30,2%-13/43)
somado a alta mortalidade peri-natal (61,5%) resultou em
apenas 1,6 cordeiros nascidos por doadora tratada e 0,6
cordeiros saudaveis e vivos aos dois meses de idade, por
doadora. Além da falha na sinalizagdo do parto, e da
necessidade de inducdo farmacolégica do mesmo para
evitar perdas, algunscordeirosapresentaram peso acimada
média da raca (6 a 7,5kg) e problemas respiratorios,
caracteristicosdecordeirosoriundosdePlV, resultando em
baixa eficaciado programa, de apenas 11,6% (5/43), 9,1 (5/
55) e 7,0 (5/71) crias saudaveis em relagcdo ao nimero de
embrides transferidos, oécitos levados & M1V e od6citos
recuperados na L OPU, respectivamente .

Melhores resultados de sobrevivéncia pés-natal,
proximosaquel esobtidosem programasde TE, foram obtidos
por Cox & Alfaro (2007)que, paraevitar osinconvenientes
do desenvolvimentoinvitro, transferiram embridesrecém
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clivados, 48h apds a FIV para a trompa ovelhas ligadas
cirurgicamente para que as estruturas permanecessem
incubadasdurante quatro dias, semtransitar parao Utero,
sendo entdo recuperadas e transferidas a receptoras.
Embora nao aplicavel do ponto de vista comercial, ataxa
de gestacao foi de 82,6% (19/23) eade paric¢éo 94,7% (18/
19), com uma taxa de sobrevivéncia embrionaria ao
nascimento de 66,7% (32/48).

A técnica de produgéo de embridesin vitro se torna
ainda mais pontual quando utilizada como ferramenta de
clonagem. Embora o primeiro clone produzido a partir de
transferéncia de nacleo de célula somética tenha sido da
espécie ovina (Wilmut et al., 1997), os resultados de
sobrevivéncia pds-natal de clones dessa espécie sao
igualmente baixos (oi et al., 2006), comparativamente
aqueles obtidos em bovinos e caprinos. Porém, resta o
desafio de utilizacdo do ovino como modelo animal em
programas de producdo de animais geneticamente
modificados (Pereyra-Bonnet et al., 2008).

Comentario finais

Somados todos esses fatores a variabilidade biol 6gica
relacionadaaqualidade e quantidade de o6citos passiveis
de maturagéo, fertilizacdo e desenvolvimento in vitro,
esuaformadeobtencao, tornaaF|V ovina, comparativante
a bovina, um processo biotecnol 6gico de custo elevado,
mas que ndo aexclui como apossibilidade de multiplicacdo
de animais geneticamentesuperiores. A rentabilidadefinal
do processo em nimero de embrides transferidos e
cordeiros saudaveis nascidos por doadora puncionada
aindaébaixa, além de poder gerar fetos com gigantismo e/
oucomplicagOesperi-nataisqueinterfiramdiretamentena
sobrevida dos cordeiros. Trata-se de um desafio, que ja
apresentaosprimeirosresultados com visdo comercial em
nosso pais (Bosso et al ., 2008), a partir de reprodutores e
matrizesdereconhecido mérito genético, e em especial das
racas Dorper e Santa I nés.
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