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RESUMO

A producdo in vitro de embrides compreende as etapas de maturacdo in vitro dos odcitos (MIV),
capacitacdo espermatica, fecundacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) dos zigotos até o estagio
de mérula ou blastocisto. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a taxa de desenvolvimento embrionéario
de morulas na producdo in vitro de embrides ovinos. Para tanto, ovarios de abatedouros foram
colhidos e manipulados em laboratdrio, visando a obtengdo dos complexos cumulus odcitos (CCO’s),
por meio de aspiracao folicular e fatiamento (slicing) dos ovarios. Em seguida, essas estruturas foram
selecionadas, classificadas e submetidas ao processo de maturag&o in vitro. Posteriormente, os CCO’s
maturados foram submetidos ao co-cultivo com células espermaticas (fertilizacdo in vitro). Apés o
periodo de fertilizacdo in vitro, os presumiveis zigotos foram submetidos ao cultivo embrionario in
vitro. Durante o cultivo embrionério as estruturas foram avaliadas, buscando a identificacdo de
morulas. De um total de 400 CCO’s submetidos a maturagao in vitro, 370 CCO’s (92,5%) maturaram
e 270 (73%) estruturas apresentaram clivagem ap0s fertilizago in vitro e destes obteve-se um total
de 260 (96,3%) morulas. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a producdo in vitro de
embrifes ovinos € vidvel e apresenta resultados promissores.

PALAVRAS-CHAVES: Ovino; Cultivo embrionario; Mérula.

1 INTRODUCAO

Por volta da década de 80, foram obtidos os primeiros embrides oriundos da fertilizacdo in
vitro de odcitos maturados in vitro. Alguns anos apds, foi relatado o nascimento do primeiro cordeiro
obtido ap6s maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro (CIV) até o estagio de mérula (ROCHA-
FRIGONI et al., 2014).



Com o passar dos anos verificou-se que a producao in vitro (PIV) de embrides permite acelerar
0 melhoramento genético devido ao aumento do numero de descendentes de uma fémea com alto
mérito zootécnico. Essa biotécnica reprodutiva tem crescido com o0 avango das pesquisas,
especialmente nas espécies de pequenos ruminantes, pois diferindo da espécie bovina, os caprinos e
ovinos apresentam exigéncias maiores na manipulacéo in vitro (BEZERRA et al., 2014).

Para tanto, é importante uma compreensdo das exigéncias metabdlicas e fisioldgicas dos
o0citos e dos espermatozoides para a obtencéo de boas taxas de maturacao in vitro (MIV), fertilizacao
in vitro (FIV) e consequentemente cultivo in vitro (CIV). Apesar dos avancos ja alcancados pesquisas
adicionais sdo necessarias, visando o desenvolvimento de condicGes ideais para a MIV de o0citos
ovinos a fim de que adquiram capacidade meidtica e estejam aptos a fecundagédo e desenvolvimento
embrionario subsequente (SOUZA-FABJAN, 2014).

Vale ressaltar que a producéo in vitro de embrides ovinos, além de ser uma fonte de embribes
para pesquisas basicas de biologia e fisiologia do desenvolvimento, possui excelente potencial para a

producdo de clones e animais transgénicos (BERNARDI, 2005).
2 OBJETIVO

Visando a implementacdo na rotina pratica da biotecnologia reprodutiva, a producéo in vitro
de embriGes ovinos, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar a taxa de desenvolvimento

embrionario de mérulas na PIV de embrides ovinos.
3 MATERIAIS E METODO

Os ovarios de ovelhas foram colhidos em abatedouros localizados no municipio de Teresina,
Pl. Na colheita obteve-se um total de 60 ovarios oriundos de 30 ovelhas puberes sem padrdo racial
definido. Ao chegar no laboratério (Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo
Animal/CCA/UFPI) os ovarios foram manipulados, visando a obtencdo dos complexos cumulus
oocitos (CCO’s) pelas técnicas de aspiragdo folicular e fatiamento ovariano (slicing). Os CCO’s
obtidos foram classificados quanto ao grau de qualidade morfoldgica (grau I, II, Il e IV) e
selecionados para a etapa de maturagéo in vitro (MIV). A maturagéo in vitro ocorreu em meio de
MIV contendo TCM 199 suplementado com piruvato, bicarbonato, FSH, LH, estradiol (E2) e 10%
de soro fetal bovino em incubadora com atmosfera e umidade controladas a 38,5 °C, com 5% de CO>
medicinal (grau USP), sob 6leo mineral estéreo, durante 24 horas.

Ao término da etapa de maturacdo in vitro, procedeu-se a avaliagdo dos CCQO’s quanto a
extrusdo do primeiro corpusculo polar, evidenciando a retomada da meiose 1, inicio da meiose Il e
parada na fase de metafase Il. Nesse estagio nuclear o complexo cumulus odcitos esta apto a ser

fertilizado.



Seguidamente, os CCO’s maturados (aqueles que apresentaram extrusdo do primeiro
corpusculo polar) foram submetidos a etapa de fertilizacdo in vitro (FIV). A fertilizacéo foi realizada,
utilizando sémen congelado/descongelado, o qual foi previamente centrifugado em meio Percoll para
separacao dos espermatozoides vidveis. Em seguida, foi realizada a inseminacdo das gostas de meio
FIV contendo os CCO’s maturados. A fertilizacdo in vitro ocorreu em meio especifico de FIV
suplementado com SOF, bicarbonato, 10% de soro de ovelha em estro, Tyrode’s (TALP), hipotaurina
e glutationa em incubadora com atmosfera e umidade controladas a 38,5 °C, com 5% de CO>
medicinal (grau USP), sob 6leo mineral estéreo, durante 18 horas.

Os presumiveis zigotos obtidos a partir da fertilizacdo in vitro foram levemente desnudados
para remocao de células do cumulus que ainda estavam presentes e avaliados para identificagdo das
primeiras clivagens ou segmentacfes. A cultivo in vitro foi realizado utilizando-se meio especifico
para essa finalidade contendo fluido sintético de oviduto (SOF) suplementado com albumina sérica
bovina (BSA), aminoacidos essenciais e ndo essenciais em mini-estufa (WTA) com atmosfera e
umidade controladas a 38,5°C, 5% de CO2, 5% de Oz e 90% de N2, sob 6leo mineral estéreo, durante
sete dias.

Durante o cultivo in vitro foi realizado o acompanhamento do desenvolvimento embrionéario
até a fase de blastocisto. Os embrides foram avaliados quanto a morfologia em estereomicroscopio

no aumento de 40x. O objetivo da avaliagdo morfoldgica foi a identificacdo de morulas.
Os resultados foram expressos na forma de percentual.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 400 complexos cumulus odcitos (CCO’s) submetidos a maturagdo in vitro, 370 CCO’s
(92,5%) maturaram, 270 (73%) estruturas apresentaram clivagem inicial apés fertilizagéo in vitro e
destes obteve-se um total de 260 (96,3%) mdrulas no cultivo in vitro. Dos 370 CCO’s submetidos a
maturacao in vitro, 100 (27%) nao apresentaram sinais de inicio de clivagem e das estruturas clivadas
apenas 10 (3,7%) ndo desenvolveram até o estagio de mérula.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram encontrados nos trabalhos desenvolvidos por
Moawad et al. (2018) e Sanaei et al. (2018), os quais realizaram a producao in vitro de embrides
ovinos e obtiveram taxas satisfatorias no desenvolvimento embrionario de mérulas durante o cultivo
in vitro. Vale ressaltar que nos estudos supracitados as mérulas obtidas no cultivo embrionario sdo
oriundas de odcitos que passaram pelo processo de criopreservacao.

Ademais, em pesquisa realizada por Romao et al. (2013), utilizando odcitos criopreservados
de ovelhas por meio de duas técnicas diferentes e depois submetidos as etapas de producdo in vitro

de embrides, obteve resultados satisfatorios no desenvolvimento embrionario. Isso demonstra a



otimizacéo dessa biotecnologia aplicada a espécie ovina, a qual, hoje, pode ser utilizada como uma

importante ferramenta para o0 melhoramento genético de rebanhos ovinos.
5 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a producgdo in vitro de embrides ovinos é
perfeitamente viavel e apresenta resultados promissores. Dessa forma, essa biotecnologia reprodutiva
pode ser implementada na rotina em laboratorios, a fim de fornecer aos criadores de ovinos uma
alternativa para o melhoramento genético do rebanho. Ressalta-se ainda esta pesquisa é inédita no

estado do Piaui.
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