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RESUMO

A producao in vitro (PIV) de embriBes € uma biotecnologia de reproducdo assistida relevante, uma
vez que pode ser utilizada com a finalidade de superar as limitacdes encontradas na reproducéo da
espécie ovina e otimizar o ganho genético nessa espécie. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a taxa
de fertilizacéo in vitro na espécie ovina, com o intuito de aprimorar e estabelecer essa rotina na etapa
da producéo in vitro de embrides ovinos, em um laboratério no estado do Piaui. Para tanto, ovarios
de abatedouros foram colhidos e manipulados em laboratério, visando a obtencdo dos complexos
cumulus odécitos (CCO’s), por meio de aspiragdo folicular e fatiamento (slicing) dos ovarios. Em
seguida, essas estruturas foram selecionadas, classificadas e submetidas ao processo de maturacao in
vitro. Posteriormente, os CCO’s maturados foram submetidos ao co-cultivo com células esperméticas
(fertilizacdo in vitro). Apos o periodo de fertilizacdo in vitro, os presumiveis zigotos foram avaliados,
buscando a identificacdo das primeiras clivagens ou segmentacdes. De um total de 400 CCO’s
submetidos a maturag&o in vitro, 370 CCO’s (92,5%) maturaram e 270 (73%) estruturas apresentaram
clivagem apos fertilizacdo in vitro. Dessa forma, salienta-se que essa biotecnologia, aplicada a espécie
ovina, e viavel e apresenta resultados promissores.

PALAVRAS-CHAVES: Fertilizagdo in vitro; Clivagem; Ovino.

1 INTRODUCAO

O nordeste brasileiro é caracterizado como uma regido vocacionada para desenvolver
atividades econémicas envolvendo a espécie ovina, devido principalmente a adaptabilidade desta
espécie as condicOes edafoclimaticas da regido. Dessa forma, a ovinocultura é apontada como uma

das atividades mais apropriadas para o nordeste (SOUSA, 2016).



Atualmente, com o crescimento do rebanho ovino no Brasil, pesquisas na area de biotécnicas
aplicadas a reproducdo assistida, como a produgdo in vitro de embrides (PIV) tém recebido destaque,
uma vez que proporciona aumento significativo no numero de animais com genética selecionada e de
alto mérito zootécnico, auxiliando o melhoramento genético desses rebanhos no Brasil (BOGLIOLO
etal., 2007; CARVALHO et al., 2011).

Para a realizagédo da fecundacéo in vitro (FIV), pode-se utilizar sémen fresco ou congelado.
No entanto, o sémen congelado tem se tornado o mais usual na rotina, devido a facilidade de aquisicéo
e manipulacdo. Ademais, vale salientar que essa etapa da producéo in vitro de embrides ovinos é a
mais laboriosa, detalhista e requer muita atencao e aprimoramento da equipe gque a executa. 1sso vai
desde a preparacdo dos meios de fertilizacdo e selegdo espermaética (gradiente de Percoll), pois para
0 sucesso dessa etapa é indispensavel o uso de soro de ovelha em estro, o qual ndo é comercializado,
portanto, deve ser obtido por meio de protocolos hormonais, visando a inducdo do cio e posterior
obtenc&o do sangue e soro (ROCHA-FRIGONI et al., 2014; ROMAO et al., 2013).

Apesar das dificuldades, a producdo in vitro de embrides (PIV) ovinos, ja tem avancado
consideravelmente quanto a pesquisas cientificas, e vem se tornando uma biotécnica reprodutiva
ascendente, uma vez gque possibilita 0 aumento de rebanhos com racas geneticamente privilegiadas e
viabiliza 0 melhoramento genético (BEZERRA et al., 2014). Além disso, essa biotecnologia pode
minimizar problemas como: baixas taxas de fecundagéo, ocorréncia de regressao prematura do corpo
Iuteo e altos custos relativos a procedimentos cirargicos para a colheita e transferéncia de embrides
(BALDASSARRE e KARATZAS, 2004).

2 OBJETIVO

Tendo em vista os beneficios da producao in vitro de embrides e a necessidade de otimizacao
dessa biotecnologia aplicada a espécie ovina, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar a taxa de
fertilizag&o in vitro na produgdo in vitro de embrides ovinos, para o estabelecimento da rotina em

laboratério no estado do Piaui.

3 MATERIAIS E METODO

Os ovérios 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 Reproducao
Animal/CCA/UFPI) os ovarios foram manipulados, visando a obtencdo dos complexos cumulus
oocitos (CCO’s) pelas técnicas de aspiracdo folicular e fatiamento ovariano (slicing). Os CCO’s

obtidos foram classificados quanto ao grau de qualidade morfoldgica (grau I, I, 1l 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), 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 |, inicio da meiose Il e
parada na fase de metéfase Il. Nesse estdgio nuclear o complexo cumulus odcitos esta apto a ser
fertilizado.

Seguidamente, os CCO’s maturados (apresentando extrusdo do primeiro corpusculo polar)
foram submetidos a etapa de fertilizagdo in vitro (FIV) no co-cultivo com células esperméticas. A
fertilizacdo foi realizada, utilizando sémen congelado/descongelado, o qual foi previamente
centrifugado em meio Percoll para separacdo dos espermatozoides vidveis. Em seguida, foi realizada
a inseminacdo das gostas de meio FIV contendo os CCO’s maturados. A fertilizagdo 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., durante 18 horas.

Ulteriormente, os presumiveis zigotos foram avaliados para identificacdo das primeiras

clivagens ou segmentacGes em estereomicroscopio no aumento de 40x.
Os resultados foram expressos na forma de percentual.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 400 complexos cumulus odcitos (CCO’s) submetidos a etapa de maturagdo in vitro
(MIV), 370 (92,5%) maturaram, evidenciado pela apresentacdo da extrusdo do primeiro corpusculo
polar e expansao das células do cumulus. Desse total de odcitos, 270 (73%) iniciaram o processo de
clivagem (apresentando dois blastdmeros), o que demonstra ocorréncia satisfatoria da etapa de
fertilizacdo in vitro e 100 (27%) odcitos ndo apresentaram sinais de inicio de clivagem.

Varios avancos tém sido alcancados na P1V de embrifes ovinos, e os resultados obtidos neste
estudo, testificam que apesar das dificuldades na execucdo dessa biotecnologia reprodutiva,
particularmente na espécie ovina, 0s resultados sdo promissores (ROCHA-FRIGONI et al., 2014).

De acordo com Rocha-Frigoni et al. (2014), apesar dos avancos na P1V de embrides ovinos
as taxas de desenvolvimento embrionario in vitro ainda sdo significativamente inferiores, quando
comparadas a situacgdo in vivo, o que pode ser atribuido a deficiéncias nas maturacdes nuclear e
citoplasmatica in vitro, impedindo a ocorréncia da fertilizagdo in vitro e consequentemente nao
havendo desenvolvimento embrionario. Fato este que explica a possivel causa da ndo clivagem de

100 (27%) odcitos apos fertilizacdo in vitro.



Todavia a taxa de fertilizacdo in vitro (FIV) confirmada pela presenca de clivagens, neste
estudo, foi satisfatoria, totalizando 73% de odcitos clivados. E segundo Bernadi (2005) o acréscimo
de soro de ovelha em estro (SOE) na concentracdo de 10% em meio de fertilizacdo in vitro, resulta
em aumento significativo da taxa de clivagem. Corroborando com os resultados encontrados nesta

pesquisa, pois foi adicionado ao meio de FIV 10% de SOE.

5 CONCLUSOES

A biotecnologia de producdo in vitro de embrides ovinos é plenamente viavel e vem
apresentando resultados promissores. Uma das etapas criticas dessa biotécnica é a fertilizacao in vitro,
na qual ha muitas varidveis que precisam ser controladas, entretanto, com o avan¢o nos estudos e
pesquisas, essa etapa vem sendo aperfeicoada de modo que o desenvolvimento embrionério
subsequente é possivel. Adicionalmente, a rotina pratica de programa de producéo de embries ovinos

in vitro foi estabelecida pela primeira vez em laboratério no estado do Piaui.
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