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Resumo

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar a producgdo de
animais geneticamente superiores, com diferentes etapas: colheita e maturacao in vitro (MIV) de odcitos, fecundacdo
in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV) de zigotos até ao estddio de blastocisto. A PIV, em conjunto com a
criopreservacdo de odcitos e embrides, pode permitir a comercializagdo de embrifes em larga escala, o transporte de
embrides livres de patogenos e transacGes comerciais de germoplasma mais faceis e baixos custos. Porém, ndo é
efetivo devido a varios fatores relacionados a evolugdo no processo. Estudos visam facilitar o uso de oécitos por
razdes bioldgicas, comerciais e melhor aproveitamento celular. Foi realizada uma revisdo narrativa da literatura, por
meio de artigos cientificos, dissertagdes, teses e livros publicados nas bases de dados: Scopus, PubMed, Scielo e
Google académico, com o objetivo de fornecer uma perspectiva geral dessa biotécnica em caprinos com énfase na
descricdo enfatizando as principais metodologias atualmente utilizadas para colheita de o6citos, MIV, FIV e CIV de
embrides.

Palavras-chave: Odcitos; PIV; Caprino; Partenogénese.

Abstract

The in vitro embryo production (PIV) is a biotechnique used, alternatively, to accelerate the production of genetically
superior animals, with different stages: collection and in vitro maturation of oocytes, in vitro fertilization, in vitro
culture from zygotes to the blastocyst stage. PIV, in conjunction with oocyte and embryo cryopreservation, may
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enable large-scale commercialization of embryos, transport of pathogen-free embryos, and easier and lower-cost
germplasm commercial transactions. However, it is not effective due to several factors related to the evolution of the
process. Studies aim to facilitate the use of oocytes for biological and commercial reasons and better cell utilization. A
narrative review of the literature was carried out, through scientific articles, dissertations, theses and books published
in the databases: Scopus, PubMed, Scielo and Google Scholar, with the aim of providing an overview of this
biotechnique in goats with emphasis on the description emphasizing the main methodologies currently used for oocyte
collection, IVM, IVF and IVC of embryos.

Keywords: Oocytes; PIV; Goat; Parthenogenesis.

Resumen

La produccién de embriones in vitro (PIV) es una biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar la produccién
de animales genéticamente superiores, con diferentes etapas: recoleccién y maduracion in vitro (IVM) de ovocitos,
fertilizacion in vitro (FIV), cultivo in vitro (GIC) desde los cigotos hasta el estadio de blastocisto. PIV, junto con la
criopreservacion de ovocitos y embriones, puede permitir la comercializacion a gran escala de embriones, el
transporte de embriones libres de patégenos y transacciones comerciales de germoplasma mas faciles y econémicas.
Sin embargo, no es efectivo debido a varios factores relacionados con la evolucion del proceso. Los estudios tienen
como objetivo facilitar el uso de ovocitos por razones bioldgicas y comerciales y una mejor utilizacion de las células.
Se realizd una revision narrativa de la literatura, a través de articulos cientificos, disertaciones, tesis y libros
publicados en las bases de datos: Scopus, PubMed, Scielo y Google Scholar, con el objetivo de brindar un panorama
de esta biotécnica en caprinos con énfasis en la descripcidn. haciendo énfasis en las principales metodologias
utilizadas actualmente para la recoleccion de ovocitos, IVM, IVF y IVC de embriones.

Palabras clave: Ovocitos; PIV; Cabra; Partenogénesis.

1. Introducéo

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar a producgdo de
animais geneticamente superiores, impedir o descarte precoce de fémeas geneticamente privilegiadas portadoras de alteracfes
adquiridas que impedem que a reproducéo ocorra de forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embrides, também pode
minimizar problemas como: baixas taxas de fecundacdo, ocorréncia prematura do corpo liteo e altos custos relativos a
procedimentos cirdrgicos. (Gongalves, 2002; Baldassare & Karatzas, 2004).

Com o0s avangos das pesquisas nos ultimos anos houve uma grande revolucdo no campo das biotecnologias
reprodutivas. Algumas dessas técnicas aumentam a sele¢do diferencial, como a inseminacéo artificial, a transferéncia de
embrides, transgénese e clonagem, enquanto outras aceleram o progresso encurtando, o intervalo entre geragdes, como a
producdo in vitro de embrides a partir de animais pré-puberes (Baldassarre & Karatzas, 2004, Paramio & lzquierd, 2016).

A producao in vitro de embrides caprinos nédo é efetivo devido a vérios fatores relacionados a evolugdo no processo de
maturacdo, fertilizacdo, cultivo e criopreservacdo. Estudos visam facilitar o uso de odcitos, por razdes biol6gicas e comerciais,
que consistem no armazenamento e na preservacao de material bioldgico, importante na disseminacdo de material genético de
animais de racas especializadas e um fator crucial para o melhor aproveitamento da caprinocultura (Cognié, 2003; Paramio &
Izquierd, 2014).

Atualmente, h4 um crescente interesse em compreender os mecanismos envolvidos no crescimento folicular,
maturacdo, ativacgdo, fertilizacdo e cultivo odcitos apos criopreservacdo (Hemamalini et al., 2003). No entanto, 0 sucesso dessa
técnica depende de uma delicada e complexa interagdo entre importantes variaveis, que envolve tanto questdes fisicas, como o
volume da solucédo de criopreservacdo e as taxas de resfriamento; quanto as questdes quimicas referentes a composicao da
solugdo de criopreservacdo. Além disso, para reduzir ou evitar as injrias induzidas pelas baixas temperaturas é essencial a
adicdo de substéncias que proporcionem uma crioprotecdo celular e tecidual durante a reducdo da temperatura (Vajta, 2007;
Suresh et al., 2021).

Portanto, sabendo-se das particularidades das biotécnicas na reproducdo, sobretudo as dificuldades na reproducéo

assistida, sdo de grande valia estudos para elucidar aspectos que possam aumentar a eficiéncia em cada etapa do sistema de
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producdo in vitro de embrides caprinos. A producdo in vitro de embriGes, em conjunto com a criopreservacdo de embriGes,
pode permitir a comercializacdo de embriGes em larga escala, o transporte de embrides livres de patdgenos e transagdes
comerciais de germoplasma mais faceis e baratas. No entanto, ainda sdo poucas as pesquisas sobre a PIV em caprinos em
comparacao com outras espécies de producdo. O objetivo desta revisao bibliografica é fornecer uma visao geral do estado da
arte da PIV em caprinos com énfase na descricdo das principais metodologias atualmente utilizadas para colheita e
criopreservacdo de odcitos, maturagdo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV), partenogénese, cultivo in vitro (CIV) e

apresentar as perspectivas da pesquisa nesta biotécnica.

2. Metodologia da Pesquisa

Este trabalho trata-se de uma revisdo narrativa descritiva sobre o tema, producdo in vitro de embrides
partenogenéticos a partir de o6citos caprinos criopreservados, com destaque nas principais metodologias aplicadas a partir das
colheitas de o6citos até a producdo do embrido pronto p ser inoculado. Para isso foram pesquisados livros, artigos académicos,
dissertacdes e teses publicados e disponiveis nas bases de dados como: Scopus, Scielo, PubMed e Google académico. Para a
localizacdo destes trabalhos foram utilizadas as determinadas expressbes: PIV, odcitos caprinos, criopreservacao,
partenogénese e eram escritas na lingua portuguesa e/ou na lingua em inglesa, e descartados aqueles trabalhos que ndo
descreviam temas referentes ao tema (Estrela, 2018).

3. Métodos de Obtencao e Classificagdo de Complexos cumulus-o06citos

Na producéo in vitro de embrifes a obtengdo dos complexos cumulus-odcitos é uma etapa de grande importancia e
tem como principal fonte a puncéo de foliculos ovarianos oriundos de abatedouros (Gongalves et al., 2008; Paramio e lzquierd,
2016; Damaceno, 2017).

Em pequenos ruminantes 0s o6citos podem ser obtidos in vitro, a partir da aspiragdo folicular (Slavik et al., 1992;
Samake et al., 2000), dissec¢do folicular (Fukui et al., 1988) ou slicing (fatiamento) dos ovérios (Samake et al., 2000). In vivo,
a obtencdo dos complexos cumulus-o6citos, ocorrem por laparotomia, ovum pick-up guiada por laparoscopia (LOPU) ou ainda
por ovum pick-up via transvaginal guiada por ultrassonografia (Graff et al., 1999; Baldassarre et al., 2002). Dentre esses
métodos a LOPU é o que tem demonstrado maior relevancia, pois pode ser realizado varia vezes na mesma doadora, causa
pouco trauma, rapida realizagdo e com boa taxa de recuperacao de odcitos (Baldassare et al., 2002, 2003, 2012, 2016).

A sele¢do é realizada ap6s avaliagdo do cumulus e do citoplasma (ooplasma) do o6cito, variando de grau | a IV e a
avaliagdo morfoldgica € efetivada pelo uso de um estereomicroscdpio (Muller, 2015).

Classificacdo dos odcitos segundo Stringfellow e Givens (2010): grau I: Odcitos com cumulus compacto e mais de
trés camadas de células. Ooplasma com granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pellcida e de
coloracdo marrom; grau Il: Od4citos com menos de trés camadas de células do cumulus oophorus. Ooplasma com granulacfes
distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um s6
local aparentando uma mancha escura. O ooplasma preenche todo espaco interior da zona pelGcida; grau Il1: Odcitos que
possuem o cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espaco entre a membrana celular e a zona pelicida,
preenchendo irregularmente o espago perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado; grau 1V: Odcitos desnudos sem
células do cumulus, citoplasma com cor e granulagdo anormais ou com células expandidas com aspectos apoptéticos, como por

ser visto na Figura 1.
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Figura 1 - Classificagdo de complexos cumulus odcitos. A: grau I; B: grau Il; C: grau Ill; D: grau IV.

Fonte: Stringfellow e Givens (2010).

Em caprinos e ovinos sdo selecionados para maturagdo apenas aqueles odcitos sem expansao das células do cumulus,

com citoplasma uniforme, levemente granulado e coloracdo homogénea (Nunes et al., 2010).

4. Criopreservacao e Crioinjarias

A criopreservacdo consiste na conservacdo do material bioldgico, por tempo indefinido, a temperaturas negativas de
—196° C em nitrogénio liquido (Rubinsky, 2003, Silva et al., 2021).

De acordo com Igor (2012), para obtencdo de sucesso na estocagem sd0 necessarios 0s seguintes critérios: a) o
metabolismo celular deve permanecer de forma reversivel; b) manter a integridade estrutural da célula; c) obter boas taxas de
células sobreviventes apds descongelacéo; d) apos descongelagdo manter competéncia para desenvolvimento; e) aplicacdo de
técnicas confidveis.

O processo de criopreservacdo pode ser realizado por dois métodos: congelagdo lenta e a vitrificagdo (congelacéo
rapida). Segundo Sanches et al. (2013), independentemente do método utilizado, a criopreservagdo baseia-se em cinco etapas
fundamentais: 1) exposicdo ao agente crioprotetor, com a finalidade de permitir a difuséo desses agentes nos compartimentos
celulares; 2) resfriamento com redugdo da temperatura de forma gradual (congelacdo lenta) ou rapida (vitrificagdo), na qual a
amostra passa da temperatura ambiente para a temperatura criogénica; 3) armazenamento ou estocagem, permitindo a
preservacao do material em temperatura ultrabaixa por periodos indefinidos; 4) descongela¢do ou aquecimento, etapa na qual
ocorre 0 resgate do material criopreservados e retomada do metabolismo celular; e 5) diluicdo ou remocdo do agente
crioprotetor, para evitar a agéo toxica dos residuos presentes.

A congelacédo cléssica (lenta) é caracterizada por uma redugdo gradual da temperatura, com o objetivo de reduzir o
estresse térmico na fase de transicdo das solugdes do estado liquido para o estado sélido (Sanches et al., 2013). Além disso, é
caracterizada também por uma desidratagdo celular gradual que evita ou reduz a formacdo de cristais de gelo. Nesta situacéo,
baixas concentraces de agentes crioprotetores sdo suficientes a fim de que esses objetivos sejam alcangados (Shaw, 2000).
Mesmo sendo uma técnica bastante utilizada nos programas de reproducdo assistida, seu uso requer altos investimentos devido
a necessidade de equipamentos sofisticados (Morot6 et al., 2008; Silva et al., 2021).

A vitrificacdo é determinado por uma reducéo brusca da temperatura. Nos Gltimos anos vem demonstrando resultados
favoraveis na conservacao de células com menos danos quimicos, sem formagdo de gelo intracelular, de baixo custo, rapida e
facil de ser realizada, mas com maiores risco de efeito toxico por conta da elevada concentracdo de agentes crioprotetores
(Rubinsky, 2003; Pegg, 2007; Carvalho et at., 2011). Na vitrificacdo sdo utilizadas altas concentracdes de crioprotetores, para
aumentar a viscosidade do meio, transformando em estado amorfo como vidro ou vitreo sélido (Rubinsky, 2003; Suresh et al.,
2021).

No processo de criopreservacdo podem ocorrer inimeras lesGes no oécito denominadas como crioinjdrias, por
consequéncia a formacdo de cristais de gelo no espaco intracelular e pelo estresse osmoético (Yurchu et al., 2018). Lesdes
morfolégicas e funcionais como a ruptura de zona pellcida, que compromete a sobrevivéncia e o desenvolvimento do odécito;

interrupgdes da comunicagdo por jungdes entre as células do cumulus e o odcito; alteracfes na conformacdo do citoesqueleto
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por despolimerizagdo dos microtibulos do fuso acromatico; comprometimento da integridade da membrana plasmatica;
reducéo do potencial de membrana das mitocondrias, reduzindo a concentracdo de ATP intracelular; aumento dos niveis de
espécies reativas (EROs), por alteragdes ao sistema antioxidantes. Essas crioinjlrias sdo definidas como as causas que
justificam a baixa competéncia observada em odcitos criopreservados (Sanches et al., 2013; Succu et al., 2018; Guresh et al.,
2021).

5. Crioprotetores

Sdo substancias com alta solubilidade em Aagua, essenciais para criopreservacdo das células, sua toxicidade é
proporcional a sua concentracdo e temperatura; reduz a concentracdo eletrolitica em meios ndo congelados e a quantidade de
agua que cristaliza (Abdelhafez, 2010; Silva et al., 2021).

S&o classificados em crioprotetores penetrantes (intracelulares) e crioprotetores ndo penetrantes (extracelulares).

Os crioprotetores penetrantes (intracelulares) sdo solventes orgénicos de baixo peso molecular que possuem a
capacidade de penetrar na membrana celular e fazer ligacGes de hidrogénio com as moléculas da agua, inibindo a formacéo de
cristais de gelo (Rall, 1984; John, 2006; Rienze et al., 2017). Contudo, a eficiéncia destes agentes pode variar em funcdo da
estrutura (célula ou tecido) a ser criopreservada (Yurchu et al., 2018), a concentracdo e tempo de exposicao utilizado antes do
processo de criopreservagdo propriamente dito. Além disso, as diferengas estruturais entre as espécies animais € também um
fator que pode influenciar na eficacia de um crioprotetor (Fuku et al., 1992). Dentre os crioprotetores intracelulares destacam-
se, o etilenoglicol, glicerol, dimetilsulféxido e o propanodiol (Yurchu et al., 2018).

Os crioprotetores ndo penetrantes (extracelulares) atuam fora da célula, extraindo agua do espaco intracelular, fazendo
com que a concentracdo de liquido do crioprotetor penetrante aumente o espacgo intracelular evitando o choque osmoético. Os
mais utilizados sdo os polimeros, sacarideos e as proteinas (John, 2006; Silva et al., 2021).

Os crioprotetores mais utilizados nas técnicas de criopreservacdo lenta e vitrificagdo séo o etilenoglicol (EG) e o
dimetilsulfoxido (DMSO).

O etilenoglicol ou monoetilenoglicol, é um alcool de formula molecular C2H4(OH), obtido a partir da hidrélise do
oOxido de eteno, empregado como anticongelante em sistemas de refrigeracdo de motores, fluido de freio e como matéria prima
para producdo de fibra poliéster, é o crioprotetor mais utilizado nos métodos de criopreservacéo seguido do glicerol (Martins,
2005; Abdelhafez, 2010; Silva et al., 2021). No sistema celular, a metabolizacdo do EG ocorre inicialmente no reticulo
endoplasmaético, onde é convertido em glicoaldeido pela enzima élcool desidrogenase (ADH) e em menor quantidade pelo
citocromo P450 2E1 (Sumner et al., 1999). O EG tem sido corriqueiramente empregado para a conservacdo de foliculos
ovarianos pré-antrais isolados ou inclusos em tecido ovariano, o6citos e embrides, obtendo-se resultados satisfatorios e
promissores (Rubinsky, 2003; Alves et al., 2013; Silva et al., 2021).

O dimetilsulféxido é um composto polar, com férmula quimica C2HsSO (Rosenbaum, 1965). E determinado com peso
molecular de 78 g/mol (Carpenter, 1994) e temperatura de congelagdo de 18,5 °C (Brayton, 1986). Bastante utilizado para
solubilizar pequenas moléculas organicas (Camici et al., 2006) e foi sintetizado pela primeira vez pelo quimico russo
Alexander Saytzeff, sendo inicialmente empregado apenas como solvente (Moura, 2009). Por ser um subproduto da inddstria
de extracdo de celulose e, entdo facilmente disponivel, passou a ser utilizado industrialmente a partir da década de quarenta do
século vinte (Crivellente et al., 2013; Rajan & Matsumura, 2018).

O dimetilsulfoxido é élcool dipolar, capaz de interagir ou combinar-se com acidos nucléicos, carboidratos, lipideos,
proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversivel a configuragdo das moléculas e exerce interacdo com as

membranas, atravessando-as velozmente por meio de difusdo (Soyka et al., 1999). Essa substancia é considerada relativamente
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atéxica (Wusteman, 2008) e é encontrada em diversas espécies vegetais e animais, incluindo o homem (Lee, 1999; Silva et al.,
2021).

Tanto o dimetilsulfoxido quanto seus metabdlitos tém baixo potencial toxico (Gaylor, 2007; Aye et al., 2010).
Avaliando-se a genotoxicidade dos agentes crioprotetores mais utilizados na criopreservacao, foi confirmado que, dentre os
agentes estudados (DMSO, EG e propanodiol), o DMSO foi o Unico que ndo provocou alteragcdes cromossémicas, mesmo em
concentracdes elevadas de 150 a 200 mg/ mL e tem sido utilizado com sucesso para criopreservacdo de gametas e embrides
(Kin, 2005; Wusteman, 2008; Rajan & Matsumura, 2018).

6. Estruturas e Caracteristicas Morfologicas dos Oocitos

Complexo cumulus oophorus (CCO), é o nome dado ao conjunto, o6cito e células do cumulus. as células do cumulus

sdo células da granulosa capacitadas que envolvem o odcito (Zhang et al., 1995). Elas sdo ferramentas, via jun¢des gap,
responsavel pela nutricdo do odcito durante o crescimento e supostamente passam fatores inibidores, como adenosina
monophosfato ciclica (CAMP), necessdrios para a manutengdo da meiose (Gilchrist, 2008). Sabe-se que tém papel
predominante na comunicacdo bidirecional com o o6cito e possuem inimeras fungdes, tais como a coordenacdo do
desenvolvimento folicular, protecdo e a maturacdo do oécito e a retirada dessas células reduz significativamente o
desenvolvimento embrionario subsequente (Zhang et al., 1995; Shioya et al., 1998).

H& evidéncia suficiente de que fatores secretados pelas células do cumulus sdo importantes para a promog¢do da
maturacgdo citoplasmatica do odcito (Tanghe et al., 2003) e juntamente com as condi¢es do sistema de cultivo e composi¢do
do meio de maturagdo in vitro, exercem influencias no subsequente o desenvolvimento embrionario (Hashimoto e Kishimoto,
1998; Gilchrist et al., 2008), sendo que esses pardmetros podem ser avaliados pela determinacgdo da taxa de desenvolvimento
embriondrio ap6s a fecundacdo do odcito, na qual ocorrem diversas mudancas, tanto estruturais quanto bioquimicas. Tais
mudancas podem ser classificadas como maturacao nuclear e citoplasmatica (Gilchrist et al., 2008).

Zona pellcida é uma espessa camada de matriz extracelular glicoproteica que envolve o oécito e confere aos gametas
femininos uma especificidade. Sua integridade esta relacionada com o desenvolvimento normal dos foliculos e dos odcitos
(Camargos et al., 2019). Possui importante atribuicdo na fertilizacdo, viabilizando a interacdo do espermatozoide/o6cito na
reacdo acrossdmica e impedir a polispermias. Mudangas nas camadas glicoproteicas desencadeadas pela agcdo de um Unico
espermatozoide ligado a seus receptores induzem a liberacdo dos granulos corticais. As enzimas liberadas dos granulos
corticais agem como liga¢Bes cruzadas de glicoproteinas da zona peldcida, impedindo a penetragdo de outro espermatozoide
(Bertrand, 1995). Ela também é importante no estagio de blastocisto, quando o embrido precisa sair da zona pellcida para
implantacéo no epitélio uterino. Nessa fase, uma zona peldcida fica mais fina facilitando a saida do embriéo e implantagdo com
sucesso (Gabrielsen, 2000).

Corpusculos Polares sdo células que se formam durante a fase de maturacdo da oogénese nos mamiferos, a fim de
permitir a reducdo cromossdmica caracteristica da meiose. No periodo da ovulacdo a vesicula germinativa é exposta ao
horménio luteinizante (LH), ocorrendo a sua ruptura e extrusdo do primeiro corpusculo polar. O odcito permanece, entéo, no
estagio de metafase Il até a fertilizacdo quando ha extrusdo de segundo corpusculo polar (Camargos et al., 2019).

Na avaliacdo morfologica da maturagdo nuclear, os odcitos imaturos se tornam aptos a fertilizacdo apos a extrusdo do
primeiro corpUsculo polar e a metafase 1l é atingida (Cognié et al., 2003).

O ooplasma, conhecido como citoplasma do oécito. Para classificar um odcito de boa qualidade ele deve possuir um
ooplasma claro com granulagdo moderada e sem inclusGes citoplasmaticas. Um odcito com o citoplasma escuro diminui 83%

da probabilidade de obter um embrido de boa qualidade (Ten et al., 2007).
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7. Maturacdes Oocitaria

O processo de maturacdo oocitéaria é definido como uma complexa sequéncia de eventos nucleares e citoplasmaticos
(Fissore et al., 2002).

A maturacdo nuclear diz respeito a progressao da meiose a partir do estadio dictiato (dipl6teno da préfase da primeira
meiose - profase 1) até a fase de metafase Il (Combelles et al., 2002).

A competéncia meidtica tem sido relacionada com mudangas no crescimento do odcito, organizagdo da cromatina,
estagio do ciclo celular meidtico, fosforilagdo da proteina reativa a fosfoproteina mitdtica monoclonal-2 (MPM-2), atividade
transcricional e organizacdo dos microttbulos citoplasmaticos em odcitos de varias espécies de mamiferos (Wickramasinghe et
al., 1991; Schramm et al., 1993; Crozet et al., 1995; Fair et al., 1995; Combelles et al., 2002).

Odcitos provenientes de foliculos pré-antrais e antrais iniciais adquirem capacidade de quebra da vesicula germinativa
apenas quando atingem um determinado didmetro de acordo com a espécie (maior que 75 pwm para camundongos e maior que
110 um para ruminantes) (Eppig e Schroeder, 1989; Fair et al., 1995; Anguita et al., 2007). A maturag@o nuclear de odcitos
pré-ovulatdrios é regulada por fatores presentes no fluido folicular, pela interacdo dos odcitos e células foliculares, bem como
por fatores enddcrinos, tais como as gonadotrofinas (Kim et al., 2008).

O controle da maturacdo nuclear esta intrinsicamente ligado as atividades enziméticas de proteinas quinases
citoplasmaticas, fator promotor da maturagcdo (MPF) e proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (Ruderman et al.,
1991). Odcitos incompetentes sdo deficientes em RNAs mensageiros que codificam para MPF. Enzimas quinases e fosfatases
estdo envolvidas no reinicio e na completa maturagdo meidtica do odcito (Gongalves et al., 2002). O aumento das atividades de
ambas quinases € responsavel pelo inicio da quebra de vesicula germinativa (QVG) e essencial para a parada do o6cito na
metafase da segunda divisdo meidtica (MIl) (Masui & Mrkert, 1971; Nurse, 1990; Kalous et al., 1993; Kosako, 1994; Fissore
et al., 1996), a qual é entdo mantida pelas atividades elevadas continuas de ambas quinases (Masui & Markert, 1971;
Hashimoto & Kishimoto, 1986; Kosako et al., 1994).

A maturacdo citoplasmética pode ser considerada como o conjunto de processos pelo qual o oécito de mamiferos
passa para se tornar uma célula capaz de conceber e dar suporte ao desenvolvimento embrionario. Estas transformacdes dizem
respeito a realocacdo das organelas celulares, dentre elas os granulos corticais, a estocagem de proteinas e RNA, o
desenvolvimento de mecanismos regulatorios do calcio. Nesta reestruturacdo, a maioria das organelas migra para o centro da
célula (Anguita et al., 2007).

Durante o crescimento e maturagdo do odcito, as GCs (organelas derivadas do Golgi), vesiculas secretérias que
circundam a membrana, aumentam em nimero e migram em direcdo ao cortex, assumindo uma posi¢do de 0,4 - 0,6 um abaixo
da membrana plasmatica, tal redistribuicdo € um importante critério para avaliacdo da maturacéo citoplasmética (Ducibella &
Buetow, 1994; Hoodbhoy & Talbot, 1994; Damiani et al., 1996; Miyara et al., 2003). As GCs dos mamiferos contém enzimas,
incluindo proteinases, glicosidases e também material glicosilado. Ap6s a fusdo das membranas do odcito com o
espermatozoide ocorre a exocitose destes e seu conteddo é subsequentemente liberado para o espago perivitelinico. Este
processo é chamado de Reacdo Cortical. Acredita-se que as enzimas liberadas modificam a zona peltcida e entéo previnem a
polispermia (Miller et al., 1993; Hoodbhoy & Talbot, 1994).

Um odcito que ndo tenha completado a maturacdo citoplasmatica é pobre em qualidade, consequentemente incapaz
de completar o processo de desenvolvimento normal. Entretanto, os mecanismos celulares que levam a competéncia de
desenvolvimento do o6cito séo totalmente nucleares (Krisher, 2004).

A Maturacdo in vitro (MIV) é influenciada pela origem e qualidade dos od6citos, pelas condi¢Bes de incubagdo e pela

composi¢do dos meios utilizados (Cocero et al., 2011). Durante a M1V, o6citos imaturos devem completar a maturagdo nuclear
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e a citoplasmatica para posteriormente estar apto a fecundacdo e o desenvolvimento embrionario (Cocero et al., 2011). Os
odcitos imaturo serdo aptos a fertilizacdo apds alcangarem a maturacéo nuclear, quando ha extrusao do primeiro corplsculo
polar e a metéfase Il é atingida (Cognié et al., 2003) e a citoplasmatica, por meio de alteragdes estruturais e moleculares e da
redistribuicdo de organelas (Cocero et al., 2011; Amiridis & Cseh, 2012). A MIV de od6citos ovinos e caprinos esta bem
estabelecida em temperatura de 38-39°C por 22-27 h, em atmosfera umidificada com 5% de CO; (Amiridis & Cseh, 2012;
Monreal et al., 2013) e 0 meio mais utilizado é 0 TCM-199 (Tissue Culture Medium - 199), suplementado com piruvato,
bicarbonato, FSH, LH, estradiol (E2) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cocero et al., 2011).

8. Partenogénese e Ativacao Partenogenéticas

O termo parthenogenesis, do grego “nascimento virgem” é um evento reprodutivo onde h& producéo de descendentes por
uma fémea sem a contribuicdo do macho e sem a redugdo mei6tica dos cromossomos. E um procedimento comum entre 0s
insetos, principalmente nas abelhas, mosquitos e formigas. Também podem decorrer em alguns vertebrados, como as cobras,
passaros e anfibios. Em mamiferos, sé é possivel verifica-la em estagios iniciais do desenvolvimento embrionario, por meio de
alguns estimulos in vitro no odcito de ratas, cabras, vacas, macacas e humanas (Hipp & Atala, 2004; Kharche & Birade, 2013).

A ativacdo partenogenética de odcitos de mamiferos fornece recurso de estudo que permite investigar separadamente
0 papel do genoma paterno e materno no controle do inicio do desenvolvimento embrionario, contribui para o melhor
entendimento do mecanismo de fertilizacdo, e permite compreender os principios gerais do sistema de sinalizacdo da célula
(Susko-Parrish et al., 1994; Lan et al., 2005; Malik et al. 2014).

A partenogénese pode ser um método alternativo vidvel de produzir a fémeas idénticas e, portanto, a multiplicacéo
mais rpida de algumas fémeas superiores pode ser alcangada. Procedimento in vitro eficiente para maturacdo oocitéria e
desenvolvimento partenogenético em pequenos ruminantes é importante para o desenvolvimento de novas biotecnologias,
como transferéncia génica, expressdo génica por meio de diferentes modos de desenvolvimento partenogenético, ou seja,
multiplicacdo haploide ou dipldide, bem como embrides idénticos (Juhi, 2013).

A ativacdo partenogenética pode ser realizada em o6citos em metéafase Il, resultando na extrusdo do segundo
corpusculo polar e levando a formacgdo de um partenoto haploide. Este método é raramente utilizado, pois, neste caso, a
competéncia de desenvolvimento é reduzida em comparagdo aos embrides normais e aos partenotos diploides (Henery, 1992).

Os partenotos dipldides sdo facilmente obtidos: podem ser derivados de o6citos em metéfase Il cuja crométides irmas
do cromossomo segregam sem serem extrusadas o segundo corpusculo polar: assim o od4cito retém seu status dipléide, seja
homozigoto ou heterozigoto associados ao cruzamento em prondcleos Unicos. Partenotos dipléides podem ser obtidos de duas
maneiras diferentes. O mais comum consiste em combinar a ativacdo de odcitos em metéfase 11 com a exposi¢do a um inibidor
da extrusdo do segundo corpusculo polar, sem afetar a formacéo e 0 movimento dos pronucleos (Balakier, 1976).

Varios métodos foram desenvolvidos para a indugdo da ativagdo partenogenética, incluindo ionéforo de célcio
(Funahashi et al., 1994 ), etanol (Kharche et al., 2013), A-23187, iono6foro de calcio e ciclohexamida isoladamente (Nussbaum
et al., 1995) ou em combinagdo com um inibidor da fosforilagdo da proteina, (DMAP) (Liu & Yang, 1999 ), um choque
eléctrico (Kim et al., 1996 ), ciclohexamida (Nussbaum & Prather, 1995) ionomicina (Loi et al., 1998 ), ultrassom (Sato et al.,
2005 ), e campo magnético (Max et al., 2007 ). No método tradicional de producdo de embribes de caprinos clonados, pulsos
elétricos foram aplicados para ativagdo de odcitos reconstruidos (Shen et al., 2006).

Em cada método, uma resposta inicial no oécito maduro em metafase Il € um aumento incremental no

Ca? intracelular, semelhante a produzida apds a ativacdo pelo espermatozoide penetrante durante o processo de
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fertilizacdo. Entdo, o oocito artificialmente ativado responde ainda, iniciando a reagdo cortical e retomando a meiose, seguida
pela segunda extrusdo do corpusculo polar (Juhi, 2013).

A ionomicina associada sequencialmente com 6-dimethylaminopurine (6-DMAP) é o método mais utilizado para se
obter a ativagdo de odcitos e é considerado semelhante a ativagdo de odcitos com espermatozoides na fertilizagéo in vitro (FIV)
quanto ao desenvolvimento de blastocistos (Susko-Parish et al., 1994; Rho et al., 1998; Ongeri et al., 2001). Permite 0 aumento
intracelular de Ca?* pela liberacéo de célcio das reservas citoplasmaticas (ionomicina), similar ao fenémeno observado apos a
penetracdo dos espermatozoides no odcito, enquanto a proteina 6-DMAP acelera a formacdo pronuclear e o desenvolvimento
partenogénese de odcitos em metafase Il de camundongos e bovinos por inibir as funcfes da proteina quinase e promover a
mitose (Szollosi et al., 1993; Susko-Parish et al., 1994). O 6-DMAP também pode melhorar a inativacdo do fator promotor de
maturacdo (MPF) e proteina quinase ativada por mitogéno (MAPK). Ambos se aumentarem, iniciard a quebra da vesicula
germinal e a progressdo da metafase durante a maturacdo oocitéria. Apds a FIV ou a ativacdo partenogenética, a MPF é
inativada em od6citos que estdo na fase de transicdo da M 1l e, a atividade da MAPK diminui quando inicia a formacéo pro-
nuclear (Liu et al., 1998).

Assim, a sequéncia de eventos que ocorrem durante a ativagdo partenogenética imita a cascata de atividades

intracelulares produzidas pelos espermatozoides penetrantes (Juhi, 2013).

9. Cultivo in vitro (CIV) de Embrides

A Ultima etapa do processo de producéo in vitro de embrides € o cultivo. Para o sucesso dessa etapa S80 necessarios
grandes eventos como: inicio das segmentac6es ou clivagens; ativagdo do genoma embrionério e compactacdo da morula até a
fase de blastocisto (Freitas et al., 2017). Embora tenham ocorrido avangos na etapa de CIV nos Gltimos anos, esta ainda é
considerada uma etapa limitante para o emprego da biotecnologia de PIV de embriGes caprinos. Todavia, mesmo com uma
reducdo de 15-20% da viabilidade embrionéria, quando se compara o CIV ao cultivo in vivo de embrides, ainda é possivel a
obtengdo de um grande nimero de embrides de uma mesma doadora. A duragdo do cultivo é de sete dias (Bernardi, 2005;
Monreal et al., 2013).

O meio de CIV mais comumente utilizado é composto por SOF (Synthetic Oviductal Fluid), suplementado com
aminoacidos, albumina sérica bovina (BSA), meio semidefinido e/ou Soro fetal bovino (SFB), meio indefinido. Bernardi,
(2005) e Cognié et al. (2004) relataram maior viabilidade ap6s a transferéncia de embrides ovinos em meio suplementado a
partir dos dias, dois e trés do CIV com SFB. Quanto a atmosfera gasosa, a baixa tensdo de oxigénio (5-7% O.) vem sendo
preferencialmente utilizada por resultar em maior producdo de blastocistos comparada a utilizacdo de elevada tensdo de
oxigénio (20% O2) (Yuan et al., 2003).

A etapa de CIV é considerada um dos entraves para o sucesso do sistema de PIV de embriBes caprinos. Ainda ha um
extenso campo de estudo quanto ao desenvolvimento e a padronizagdo de meios de cultivo, como, por exemplo, a
suplementacdo com fatores de crescimento e antioxidantes, a substituicdo ao uso do SFB, a fim de aperfeicoar o sistema de

cultivo para que haja um aumento do desenvolvimento e da qualidade dos embrides obtidos (Rocha-Frigoni et al., 2014).

10. Avaliagdo da Viabilidade apds a Maturacdo Oocitéaria e Desenvolvimento Embrionario

A qualidade do o6cito também tem um grande impacto na sobrevivéncia do embrido inicial, no estabelecimento e
manutencdo da gestagdo, no desenvolvimento fetal e até nas doengas na fase adulta (Krisher, 2004). A morfologia e o grau de
expansao das células do cumulus sdo métodos classicos para avaliacdo da maturacdo oocitaria, pois tem sua importancia na

comunicacdo bidirecional existente entre as células do cumulus e o oécitos, por meio das jungdes intercomunicantes (juncGes
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do tipo gap), pois auxiliam na passagem de componentes quimicos reguladores da maturagdo oocitaria e proliferagdo das
células do cumulus, passagem de nutrientes, ions, nucleotideos e substancias de baixo peso molecular (Crocomo et al., 2012;
Chaves et al., 2010). O estadio nuclear dos odcitos apds a MIV pode ser examinado sob microscopia 6tica com contraste de
fase, apos fixacdo dos odcitos com metanol-acido acético e coloragdo com 1% de lacmoéide em 45% de solucéo de acido
acético (Hunter e Polge, 1966) ou com 1% de orceina em 40% de solucdo de acido acético (Li et al., 2002). Outra técnica para
visualizagdo dos cromossomos dos odcitos, bem como a determinacéo dos estadios nucleares de maturacdo é a microscopia por
fluorescéncia (Miyara et al., 2003).

O corante Hoechst 33342 é também muito utilizado em odcitos submetidos a MIV, que em seguida sdo desnudados
para avalicdo da viabilidade apés a maturagdo e pds-cultivo embrionario por meio de microscépio invertido com fluorescéncia
(Grondahl et al., 1995).

Muitas técnicas para avali¢do da viabilidade ap6s maturacdo e desenvolvimento embrionério séo realizadas e outras
estdo em fases de testes, mas infelizmente, somente métodos invasivos que causam a destruicdo das estruturas sdo capazes de
predizer com relativa precisdo a qualidade deles (Chaves et al. 2010). Entretanto, recentemente tem sido utilizado o corante
Azul Cresil Brilhante, um método nédo invasivo, para tal finalidade. Esta substancia é capaz de determinar a atividade da
enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (GsPDH) presente em od6citos durante o crescimento e mesmo realizada a coloragdo,
apos lavagens para retirada do corante as células continuam viaveis (Rodriguéz Gonzalez et al., 2003).

A maturacdo citoplasmatica pode ser avaliada pela distribui¢do das organelas por microscopia eletrénica (Fernandes
et al., 2006), migragdo dos granulos corticais (Curcio et al., 2014), clivagem partenogenética (Carneiro et al., 2001) ou técnicas
de fecundacédo (Carnevale, 1996). Portanto em meio a grandes quantidades de informac6es disponiveis sobre o assunto, ndo se
chegou ainda a um método ideal para avaliagdo da maturacéo citoplasmatica que ndo seja a propria fecundacéo e o posterior

desenvolvimento normal do embrido e do feto (Krisher, 2004).

11. Considerac0es Finais

A produgcdo in vitro caprina sem dividas possui tem um grande potencial para a propagagdo do material bioldgico de
fémeas de elevado valor genético. Contudo, observa-se nos estudos realizados grandes variagbes nas taxas de sucesso,
indicando que melhores resultados ainda devem ser alcancados.

A ativacdo partenogenética de odcitos de mamiferos contribui para o melhor entendimento do mecanismo de
fertilizacdo, e permite compreender os principios gerais do sistema de sinalizacdo da célula, pode ser um método alternativo
viavel de produzir a fémeas idénticas e superiores pode ser alcancada.

Pesquisas na area de protedmica poderdo contribuir para o sucesso de programas de PIV em caprinos e, em particular,
na preservacdo de racas ameagadas de extingdo. Além disso, o melhor conhecimento sobre as interagdes odcito-oviduto podem
também fornecer informagdes cruciais para o desenvolvimento de novos meios de cultivo dos embrides.

Recomenda-se que sejam feitas novas pesquisas que abordem a tematica pesquisada, com finalidade de contribuir

com as pesquisas e producao de informagdes cientificas na area das biotecnologias reprodutivas.
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