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RESUMO

A produção in vitro (PIV) de embriões compreende as etapas de maturação dos oócitos, capacitação dos
espermatozóides, fecundação dos oócitos e cultivo dos zigotos até o estádio de mórula ou blastocisto. Embora a execução
destas etapas não seja complexa, vários fatores podem interferir no seu sucesso. Se uma das etapas não é realizada
corretamente, uma redução do índice de sucesso na etapa seguinte pode ocorrer. Nesta revisão são detalhadas as etapas
referentes à PIV de embriões ovinos, sendo enfocados a eficiência de cada uma e os avanços obtidos. Também são
enfatizados os aspectos que devem ser melhorados para que as tecnologias associadas à PIV de embriões ovinos tenha uma
aplicação mais difundida.

Descritores: in vitro, PIV, embriões, ovinos.

ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) comprises oocyte maturation, sperm capacitation, oocyte fertilization and
culture of zygotes up to morula or blastocyst stages. Carrying out these procedures is not complex, but their success
depends on several factors. If one of them is not successfully performed, a detrimental effect on the efficiency of the
following step can arise. In this review, the procedures concerning IVP of ovine embryos are detailed, being focused overall
efficiency and advances obtained. Emphasis is put on aspects needing an improvement so that technologies related to IVP
of ovine embryos have a widespread application.
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I. I NTRODUÇÃO

Nos meados da década de 80 foram obtidos
os primeiros cordeiros oriundos da fecundação in
vitro (FIV) de oócitos ovinos maturados in vitro [14]
ou maturados in vivo [16]. Alguns anos mais tarde,
foi relatado o nascimento do primeiro cordeiro [17]
oriundo da realização de todas as etapas in vitro,
isto é, desde a maturação dos oócitos até o desen-
volvimento de mórulas.

A PIV de embriões ovinos ainda mantém um
caráter experimental acentuado, mas dos estudos
efetuados com a espécie ovina resultaram contribui-
ções significativas para a PIV de embriões de outras
espécies, principalmente no que diz respeito aos siste-
mas de cultivo in vitro. Por exemplo, os benefícios do
cocultivo de embriões com células do oviduto e da re-
dução da concentração de oxigênio foram constata-
dos com embriões ovinos e, posteriormente, utilizados
com embriões de outras espécies de interesse
zootécnico. Além de poder ser fonte de embriões para
pesquisas básicas de biologia e fisiologia do desenvol-
vimento, a produção in vitro de embriões ovinos pos-
sui bom potencial para a aplicação no melhoramento

genético de rebanhos ovinos, bem como na produção
de clones e animais transgênicos.

II. O RIGEM  E OBTENÇÃO DOS OÓCITOS

Os oócitos utilizados para a PIV de embriões
ovinos podem ser obtidos de fêmeas adultas ou de fê-
meas pré-púberes, as quais são submetidas ou não a
tratamento hormonal prévio.

O tratamento hormonal, visando estimular o
crescimento folicular e obtenção de um maior número
de oócitos por ovário, é indicado principalmente para
fêmeas pré-púberes, fêmeas em anestro estacional ou
para fêmeas geneticamente superiores. O protocolo de
estimulação hormonal em fêmeas adultas pode ser efe-
tuado de várias maneiras: uso de FSH (3 aplicações de
4-5mg cada, efetuadas 48, 40 e 24h antes do abate),
cujo tratamento inicia entre o 8º e 10º dia do ciclo estral
[16,17]; aplicação de FSH juntamente com o uso de
gestágenos [60], ou aplicação única de eCG [22].

Durante a estação reprodutiva normal [22], a
qualidade dos oócitos e a taxa de oócitos que alcança-
ram metáfase II foi semelhante entre fêmeas estimu-
ladas com eCG (84%) e aquelas não estimuladas
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(89%). No entanto, a estimulação hormonal prévia
parece mais importante quando a FIV é efetuada du-
rante o anestro estacional [60], visto as maiores taxas
de clivagem obtidas a partir de oócitos de fêmeas es-
timuladas com FSH (61%), em comparação aos de
fêmeas não estimuladas (43%).

Sobretudo em condições experimentais, os
ovários são obtidos após o abate das ovelhas, sem
estimulação hormonal prévia. Nesse caso, os ovári-
os são transportados, do abatedouro até o laborató-
rio, em meio PBS ou em solução NaCl 0,9%, com
antimicrobianos.

A obtenção dos oócitos pode ser efetuada
pela dissecção dos folículos com 2 a 6mm de diâme-
tro ou pela aspiração com agulhas acopladas a serin-
gas ou a bombas de vácuo, estas últimas sendo im-
portantes, no caso de aspiração por laparoscopia. A
dissecção dos folículos permite a obtenção de gran-
de número de oócitos (20-40/ovário), mas apresenta
a desvantagem de ser demorada, além da necessida-
de de maior treinamento do indivíduo que a efetua.
O procedimento de aspiração é simples e rápido,
embora o número de oócitos obtidos seja inferior (3-
7/ovário) ao da dissecção. No entanto, o método de
aspiração passou a ser o de eleição para a obtenção
de oócitos de fêmeas ovinas, após o abate.

Em geral, em fêmeas previamente estimuladas
com hormônios, o número de oócitos obtidos é maior do
que aquele obtido de fêmeas não estimuladas, indepen-
dentemente do método utilizado. Utilizando a aspiração
[54], maior número de oócitos foi obtido de fêmeas jo-
vens estimuladas (16-36/ovário) em comparação às fê-
meas adultas não estimuladas (3,5/ovário).

A coleta de oócitos por laparoscopia permite
a produção de cordeiros a partir de fêmeas de alto
valor genético, nas quais os procedimentos convenci-
onais de produção e transferência de embriões não
são aplicáveis, como é o caso de fêmeas pré-púberes,
gestantes, fêmeas com infertilidade temporária ou
irreversível [4,39]. Além de permitir a coleta de oócitos
durante o anestro estacional [39,66], a laparoscopia
possui a vantagem de não ser traumática como a
laparotomia, sem seqüelas ou efeitos negativos na fer-
tilidade futura das fêmeas doadoras, mesmo em casos
de 8 a 20 aspirações repetidas [4,66].

Oócitos podem ser obtidos por laparoscopia
de fêmeas que não são estimuladas com hormônios
[39,65], ou de fêmeas ovinas estimuladas com FSH/

LH, combinado ou não ao uso de eCG, 24 ou 48h an-
tes da aspiração [4]. Também é utilizado FSH em dose
única [1] ou em várias aplicações [58], injeção única
de eCG, 48h antes da aspiração [62], a qual pode ser
associada à administração de anticorpos monoclonais
anti-eCG, logo após a aspiração [1,66]. Para fêmeas
não estimuladas com hormônios foi relatada a obten-
ção de 4,6 [39] ou 6,9 [65] oócitos por sessão de aspi-
ração. Maior número de oócitos pode ser obtido com
duas [66] ao invés de uma aspiração por semana (7,5
x 4,9 oócitos). Maior número de oócitos por sessão foi
obtido quando as fêmeas foram estimuladas com eCG
(7,0 x 4,9 oócitos), sendo possível, no entanto, obter
aproximadamente o mesmo número de oócitos por
semana, usando eCG e aspirando uma vez, ou aspi-
rando 2 vezes por semana, sem estimulação hormonal
(7,0 x 7,4 oócitos). No caso de fêmeas estimuladas
com FSH ou FSH/LH, o número de oóctios obtido por
sessão de aspiração foi de 10 a 11 [4,58].

A taxa de recuperação (número de oócitos ob-
tidos/número de folículos aspirados) situa-se entre 55 e
80% [3,4,39,58,66]. Dos oócitos obtidos, 60 a 80% são
selecionados para os procedimentos de maturação e
fecundação in vitro [4,58,66]. A taxa de fecundação
de oócitos obtidos de ovários de matadouro é seme-
lhante à observada com oócitos aspirados por
laparoscopia de fêmeas estimuladas com hormônios [3].

III. M ATURAÇÃO  DOS OÓCITOS

Após a obtenção dos oócitos, aqueles que não
apresentam expansão das células do cumulus, que
possuem no mínimo 3 a 4 camadas de células da
granulosa, citoplasma uniformente granulado e com
coloração homogênea, nem muito clara e nem muito
escura, são selecionados para a maturação.

O meio mais empregado para a maturação dos
oócitos é o TCM 199, acrescido de 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB). Apesar de células da granulosa, em
concentrações variando de 2 a 5 x 106 células/mL de
meio de maturação, terem sido bastante utilizadas nos
primeiros trabalhos de PIV de embriões ovinos, seu
emprego diminuiu com o passar do tempo. A presen-
ça das mesmas não foi necessária para a maturação
de oócitos obtidos de fêmeas estimuladas com FSH,
durante o anestro estacional [60]. No entanto, estes
mesmos autores observaram maiores taxas de
clivagem quando oócitos de fêmeas não estimuladas
com FSH foram maturados na presença de células da
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granulosa obtidas de folículos de fêmeas estimuladas
(52%), em comparação à utilização de células da
granulosa de fêmeas não estimuladas (35%) ou à au-
sência de células da granulosa (42%).

O volume de meio utilizado para a maturação
varia de 50 a 500mL. Volumes menores (25mL) po-
dem ser utilizados quando menos do que 5 oócitos são
obtidos por fêmea, por laparoscopia, e há a necessida-
de de maturá-los separadamente [65].

A maturação é geralmente efetuada na pre-
sença dos hormônios FSH (0,1 a 10mg/mL), LH (0,02
a 10mg/mL) e 17b-estradiol (1mg/mL), durante 22 a
24h, em temperatura de 38,5-39ºC, com atmosfera
de 5% CO2 em ar, ou em atmosfera com a concen-
tração de oxigênio reduzida para 7 ou 5%. A presen-
ça de estradiol no meio de maturação possui efeito
positivo nas taxas de clivagem e de formação de
blastocistos, mas não seria necessário, caso líquido
folicular estivesse presente [29]. A presença de
gonadotrofinas parece indispensável para a
maturação de oócitos oriundos de fêmeas imaturas,
pois foi verificado [43] índice de metáfase II bem
mais baixo na ausência (8%) do que na presença de
FSH/LH (76%). Cabe ressaltar, no entanto, que es-
sas fêmeas pré-púberes (30-40 dias de idade) não
haviam sido previamente estimuladas com hormônios.

Quanto à inclusão de fatores de crescimento
no meio de maturação, efeito positivo na retomada da
meiose, clivagem e formação de blastocistos foi cons-
tatado na presença de EGF, mas não de IGF-I [29].

IV. SELEÇÃO  E CAPACITAÇÃO

DOS ESPERMATOZÓIDES

A FIV pode ser realizada com sêmen fresco
ou congelado. O sêmen fresco é utilizado principal-
mente quando machos de fertilidade comprovada es-
tão disponíveis para a coleta. Sua utilização apresenta
os inconvenientes da necessidade de coletar o(s)
macho(s) a cada FIV e da utilização restrita ao grupo
de pesquisadores que dispõem desses machos. A par-
tir do relato de sucesso e da praticidade do uso de
sêmen congelado [33], o mesmo foi incluído na maio-
ria dos protocolos de FIV em ovinos. Não tem sido
constatada diferença no número de oócitos fecunda-
dos, entre sêmen fresco e congelado, embora os zigotos
fecundados com sêmen congelado estivessem mais
avançados no desenvolvimento do que os fecundados
com sêmen fresco [49]. Acredita-se que isto se deva

às alterações nas membranas espermáticas em fun-
ção do congelamento e descongelamento implicando,
provavelmente, em menor tempo necessário para a
capacitação dos espermatozóides.

A seleção dos espermatozóides é efetuada
pelo método da migração ascendente (Swim-up), ou
submetendo os espermatozóides a um gradiente de
Percoll (45%/90%) e centrifugando-os durante 20
minutos a 500-700 g. O Swim-up consiste em depo-
sitar a amostra de sêmen no fundo de um tubo con-
tendo o meio de capacitação e em recuperar, após 1
a 2h, o sobrenadante contendo os espermatozóides
que migraram para a porção superior do meio. No
método do Percoll, a separação dos espermatozóides
viáveis baseia-se no fato de que os espermatozóides
com membrana íntegra não perderam seu conteúdo
celular e, sendo mais pesados, depositam-se no fun-
do do tubo após a centrifugação.

O meio mais utilizado para a seleção e a
capacitação dos espermatozóides é o Defined
Medium [12] modificado, denominado DM-Hepes
[16]. Podem também ser utilizados os meios TCM
199, Tyrode’s-Hepes ou SOF (Synthetic Oviduct
Fluid), na maioria das vezes acrescidos de soro de
ovelha em estro ou meta-estro. A concentração de
espermatozóides utilizada durante a capacitação é,
geralmente, de 1 x 107 espermatozóides/mL. O tem-
po de capacitação é 1 a 2h [33].

V. FECUNDAÇÃO DOS OÓCITOS

A fecundação se processa a 38,5-39ºC, em
geral em atmosfera contendo 5% de CO

2
. O meio

DM-Hepes (pH 7,7) é bastante utilizado para a fe-
cundação, embora outros meios já tenham sido utiliza-
dos com sucesso, como é o caso do SOF [28,32,33,70]
e o Tyrode’s-bicarbonato [80]. Não é habitual o uso
de heparina para a FIV em ovinos e, em poucos ca-
sos, é relatado o uso de penicilamina e hipotaurina no
meio de fecundação [4,70].

A remoção parcial das células do cumulus é
efetuada, após breve contato dos oócitos maturados
com solução de hialuronidase (150 IU/mL), antes de
colocá-los em contato com os espermatozóides. As
células são geralmente removidas por pipetagens sua-
ves e repetidas dos oócitos, com pipeta de diâmetro
ligeiramente superior àquele do oócito.

Não é incomum o uso de espermatozóides
oriundos de uma mistura de ejaculados de 2 a 4 car-
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neiros. Essa estratégia visa evitar baixas taxas de fe-
cundação devido ao possível efeito específico de al-
gum macho, em função da variabilidade existente en-
tre os mesmos [20,53]. No entanto, a utilização de
sêmen de um só macho, para cada conjunto de oócitos,
é a recomendada quando a PIV for utilizada como
procedimento para acelerar o melhoramento genético
de rebanhos ovinos.

Mesmo tendo sido constatada a possibilidade
de utilizar 0,1 a 0,5 milhão de espermatozóide/mL, na
fecundação [49], a concentração utilizada mais
comumente é a de 1 milhão. Os oócitos e esperma-
tozóides permanecem juntos, no meio de fecundação,
por 15 a 24h, antes de serem cultivados in vitro.

Alguns estudos têm sido efetuados a fim de me-
lhorar as condições de fecundação, aumentar a taxa de
clivagem e posterior desenvolvimento embrionário. As-
sim, o aumento da concentração de cálcio no meio DM-
H [36], bem como a inclusão de células do oviduto du-
rante a fecundação [33] resultaram em aumento das
taxas de fecundação e de clivagem. Duas proteínas,
denominadas SOP92 (92kDa e pI 5) e SOP46 (46 kDa
e pI 4-5,2), foram isoladas da secreção do oviduto, no
período peri-estral (do estro até 4-5 dias após). Elas
fixam-se à zona pelúcida, atravessam-na e se associam
aos blastômeros de embriões ovinos, não sendo mais
detectadas quando o embrião entra no útero [23]. Tem
sido constatado que todas as concentrações de uma
fração de fluido tubárico, rica em uma glicoproteína estral
ovina (90-92 kDa), utilizadas na fecundação de oócitos
ovinos maturados in vitro, em meio contendo soro hu-
mano, proporcionaram aumento da taxa de clivagem
bem como da proporção de blastocistos [32].

Por outro lado, quando o meio de fecundação
continha soro de ovelha, somente a concentração de
10% resultou em aumento da taxa de clivagem, sem
nenhum efeito benéfico na formação de blastocistos.
Acredita-se que essa glicoproteína não seria essencial
para o reconhecimento/fixação dos oócitos e
espermatozóides, quando proteínas da mesma espécie
estiverem presentes no meio de fecundação. O efeito
dessa glicoproteína parece ser espécie-específico pois
a mesma não apresentou efeito benéfico sobre a taxa
de clivagem ou a produção de blastocistos, quando acres-
centada ao meio de cultivo de zigotos bovinos fecunda-
dos in vitro [31].

VI. CULTIVO  DOS EMBRIÕES

O desenvolvimento dos embriões até o está-
dio de mórula ou blastocisto é desejável para poder
selecioná-los antes da transferência, reduzindo as-
sim os custos com o número de receptoras utiliza-
das. Embora tenham sido feitos progressos, o cultivo
in vitro (CIV) é ainda uma das etapas limitantes na
PIV de embriões ovinos.

Quando cultivados em meios sinteticamente
definidos, embriões de ruminantes apresentavam blo-
queio no seu desenvolvimento, por ocasião do 4º ciclo
celular (8-16 células), coincidente com o momento da
ativação do genoma embrionário [15,67]. Pelo fato
desse bloqueio não ocorrer se os zigotos fossem incu-
bados no oviduto de ovelhas [16,17], esse sistema foi
preferencialmente utilizado, nos primeiros trabalhos de
FIV em ovinos. Entretanto, um efeito benéfico do
cocultivo sobre monocamadas de células epiteliais do
oviduto foi observado com zigotos ovinos oriundos de
maturação e fecundação in vivo [24], o que foi con-
firmado, posteriormente, para embriões ovinos produ-
zidos in vitro [9,80].

 Embora maior desenvolvimento até o estádio
de blastocisto [24], tenha sido observado para embri-
ões fecundados in vivo, com o uso de células do
oviduto (42%) em comparação com fibroblastos fetais
ovinos (4,5%), vários tipos celulares podem ser utili-
zados para o cultivo de embriões de ruminantes. Es-
sas observações sugerem que pelo menos parte do
efeito do cocultivo é generalizado e deve-se a fatores
estimuladores do crescimento que não são célula-es-
pecíficos, ou pode significar que vários tipos celulares
possuem a habilidade de purificar o ambiente de culti-
vo pela remoção de substâncias nocivas ao desenvol-
vimento dos embriões.

O metabolismo ou seqüestro de elementos pre-
judiciais ao desenvolvimento embrionário, como a
amônia [25], ou mudanças de pH e tensão gasosa es-
tão provavelmente relacionados com o efeito benéfi-
co do cocultivo [6,37]. Além disso, os fatores de cres-
cimento secretados pelas células podem ser benéfi-
cos para o desenvolvimento dos embriões.

A constatação do efeito benéfico do cocultivo
com células do oviduto [24] dificultou a expansão do
cultivo em meios sinteticamente definidos, na ausên-
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cia de células somáticas. Apesar de ter sido demons-
trada a possibilidade de evitar o bloqueio in vitro, cul-
tivando embriões ovinos fecundados in vivo, em meio
simples e com redução da tensão de oxigênio, já no
inicio da década de 70 [68], somente após quase duas
décadas, esse efeito benéfico foi novamente compro-
vado [27,71,78]. Desta forma, o cultivo na ausência
de células somáticas e sob tensão reduzida de oxigê-
nio foi também empregado para os embriões fecunda-
dos in vitro sendo, hoje, o sistema preferencial de cul-
tivo [57,79]. O meio de cultivo mais utilizado tem sido
o SOF, acrescido de aminoácidos essenciais e não
essenciais, BSA ou soro (Tabela 1).

1. Efeito da tensão de oxigênio

A necessidade da utilização de uma tensão de
oxigênio reduzida, quando o cultivo é efetuado na au-
sência de células somáticas, foi confirmada pelo baixo
desenvolvimento observado após o cultivo de zigotos
ovinos fecundados in vitro, no meio SOF, com atmos-
fera contendo 20% O

2
 ao invés de 5% O

2
 [11,80]. Além

disso, foi constatado desenvolvimento mais rápido para
os zigotos ovinos cultivados em SOF sob tensão reduzi-
da de oxigênio, em comparação aos zigotos cultivados
sob alta tensão de oxigênio, independentemente da pre-
sença ou não de células do oviduto [11].

2. Efeito dos aminoácidos

O emprego de meios simples e definidos per-
mitiu a realização de estudos mais precisos para a
determinação dos substratos importantes nas fases
iniciais do desenvolvimento embrionário. Um exemplo
disto foi a constatação da importância dos aminoácidos,
tanto os essenciais como os não essenciais, na redu-
ção do bloqueio dos estádios de 8-16 células, durante
o cultivo de zigotos ovinos fecundados in vivo [27].
Um efeito benéfico da suplementação do meio de cul-
tivo com aminoácidos, reduzindo o tempo para a for-
mação dos blastocistos e aumentando o número de
células dos mesmos, também foi demonstrado para
embriões ovinos produzidos in vitro [77]. Quando
aminoácidos foram utilizados em concentrações se-
melhantes às existentes no oviduto de fêmeas ovinas
em fase peri-ovulatória, os benefícios na formação de
blastocistos ou na eclosão dos mesmos foram maiores
do que a utilização de concentrações existentes nas
preparações comerciais [77].

3. Efeito do soro

A inclusão de soro humano (SH), em concen-
trações que variam de 10 a 20%, nos meios de cultivo
de embriões ovinos, permite a obtenção de altas taxas
de desenvolvimento até o estádio de blastocisto [77,80].

Apesar das altas taxas de desenvolvimento, tem
sido constatado maior número de inclusões lipídicas nos
embriões cultivados na presença de SH, em compara-
ção aos cultivados na presença de BSA [70] Essas in-
clusões foram identificadas como osmofílicas e, prova-
velmente, contêm uma grande quantidade de lipídios
insaturados. Além das inclusões lipídicas, foi observado
que, na presença de SH, os embriões apresentaram mai-
or fragmentação citoplasmática e menor habilidade de
compactação [77]. Não sabe-se ainda se o soro das ou-
tras espécies também produz essas alterações, pois pra-
ticamente não há comparações com o uso de BSA. Foi
verificado que blastocistos ovinos PIV, na presença de
soro de novilho, apresentaram menor número de células
do que os produzidos na presença de BSA, embora não
tenha havido diferenças nas taxas de clivagem e nas ta-
xas de desenvolvimento até o estádio de blastocisto [41].

As altas taxas de blastocistos e de eclosão obti-
das com o uso de BSA, sobretudo quando os aminoácidos
são acrescentados em concentrações semelhantes às do
oviduto [77], em associação com a redução nas perdas
perinatais [70], comprovam que o SH não é necessário
para o cultivo de embriões ovinos FIV.

4. Efeito da glicose

A presença de glicose no meio de cultivo é
considerada um dos fatores que aumentam a fragmen-
tação de zigotos ovinos quando cultivados in vitro [51].
Além de ter sido favorável para o cultivo de zigotos
ovinos fecundados in vivo [44], redução da fragmen-
tação e maior proporção de blastocistos foi obtida quan-
do zigotos ovinos produzidos in vitro foram
cocultivados durante as primeiras 48h no meio CZB, o
qual não contém glicose [9].

Um efeito inibidor da glicose, sobre as primei-
ras clivagens, tem sido demonstrado para zigotos de
várias espécies. A utilização de glicose pelos embri-
ões ovinos varia conforme o estádio de desenvolvi-
mento, sendo relativamente baixa nos estádios preco-
ces, com um primeiro aumento de sua utilização ocor-
rendo entre 8 e 16 células. Em seguida, um aumento
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considerável do metabolismo da glicose ocorre entre
os estádios de mórula e blastocisto expandido [26,73].
Assim, a glicose parece não ser a principal fonte de
energia para os zigotos ovinos, os quais podem, nos 4-
5 primeiros ciclos celulares, beneficiar da presença de
piruvato, lactato ou mesmo de aminoácidos.

A severidade do efeito inibidor da glicose sobre
o desenvolvimento de zigotos ovinos parece, então, va-
riar em função da concentração de outros substratos
energéticos, pois concentrações de glicose até 3mM
não prejudicaram o desenvolvimento embrionário ovi-
no, desde que piruvato e/ou lactato estivessem presen-
tes no meio de cultivo [72]. De fato, bons índices de
desenvolvimento foram observados em embriões ovi-
nos FIV cultivados no meio SOF contendo 1,5 mM de
glicose, durante todo o período de cultivo [11].

5. Velocidade de desenvolvimento in vitro
conforme o sexo

Na espécie bovina, os embriões de sexo mas-
culino se desenvolvem in vitro mais rapidamente do

que os de sexo feminino. A explicação para esse fe-
nômeno continua polêmica e, enquanto uns argumen-
tam que os embriões do sexo masculino apresentam
um fator ligado ao cromossomo Y que lhe confere
maior velocidade de desenvolvimento, outros sugerem
que os mesmos seriam mais resistentes às condições
adversas do cultivo in vitro. Um desvio na proporção
dos embriões de cada sexo não foi observado quando
embriões bovinos foram cultivados no oviduto, após
FIV [30,42], o que indica que as condições in vitro
contribuem para esse desvio. De fato, diferenças no
número de células, favorecendo os embriões bovinos
de sexo masculino, ocorrem na presença de glicose,
mas não na sua ausência [13].

Na espécie ovina, ficou evidenciada a ocor-
rência de maior porcentual de machos no grupo de
embriões PIV que alcançaram mais rapidamente o
estádio de blastocisto [10]. Dentro deste grupo de
embriões, maior porcentual de machos estava presen-
te no grupo de blastocistos mais avançados (70%),
em comparação ao grupo dos menos avançados

edametsiS
ovitluc

oieM aciétorPetnoF
opmeT
)said(

sotsicotsalbed% aicnêrefeR

salulécmeS FOS ASB 7 %12 4

ovitlucoC
991-BZC

991
BFS-ASB

BFS 8
%73
%32 9

ovitlucoC
salulécmeS

991-BZC
FOS

BFS-ASB
BFS-ASB 8

%43
%54 11

salulécmeS FOS ASB 7 %91 82

salulécmeS FOS HS 7 %52 33

salulécmeS FOS BFS-ASB 8-7 %03 85

salulécmeS FOS BFS 7 %5,31 26

salulécmeS FOS HS
ASB 5

%23
%42 07

salulécmeS FOS HS
ASB 6

%16-64
%85-43 77

ovitlucoC PLATuoFOS,991 BFS 8 %83 08

ovitlucoC FOSuo991 HSuoBFS %03 08

salulécmeS FOSuo991
BFS

HS
%5,11

%23
08
08

Tabela 1. Resultados obtidos em alguns sistemas de cultivo utilizados na produção de blastocistos ovinos in vitro.

SFB= Soro Fetal Bovino; SH= Soro Humano.
* O porcentual de blastocistos variou em função da concentração de soro humano e da presença ou não de aminoácidos em
concentrações semelhantes às do oviduto.
Em cocultivo, a atmosfera era composta de 5% CO

2
 em ar e, no caso de sistema sem células, a atmosfera era composta por 5% CO

2
,

5 a 7% O2 e 88 a 90% N2.
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(42%). Cabe salientar que, apesar deste desvio signi-
ficativo, a proporção de machos nunca foi superior a
70% e que a proporção média de embriões do sexo
masculino (56%) não diferiu da taxa esperada de 50%.
Isto pode indicar que as condições de cultivo empre-
gadas, principalmente no que se refere à baixa con-
centração de glicose e à ausência de soro nas primei-
ras 65h de cultivo, podem ter contribuído para um des-
vio não tão acentuado na proporção de embriões do
sexo masculino, reforçando as observações efetuadas
com embriões bovinos PIV [13]. Por outro lado, a
possível contribuição de genes ligados ao cromossomo
Y não pode ser descartada, visto que a presença do
gene ZFY foi detectada em embriões ovinos PIV, des-
de o estádio de 2 células [8].

VII. P RODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES A PARTIR  DE

FÊMEAS PRÉ-PÚBERES

Nos últimos anos, tem havido um interesse
crescente na utilização de fêmeas pré-púberes como
doadoras de oócitos. A utilização de fêmeas jovens
em programas de produção in vitro de embriões for-
nece a possibilidade de acelerar os ganhos genéticos
do rebanho pela redução do intervalo entre gerações.

Fêmeas de várias idades (desde 3 semanas
até 4-6 meses), bem como vários protocolos de
estimulação hormonal, têm sido empregados nos estu-
dos que avaliam as potencialidades do uso de oócitos
de fêmeas jovens para a PIV. O número de oócitos
recuperados por fêmea, bem como a capacidade de
desenvolvimento in vitro até o estádio de blastocisto
[19,54] dependem dos protocolos de estimulação
hormonal utilizados. Apesar das taxas de maturação e
de fecundação in vitro não terem diferido entre oócitos
de fêmeas pré-púberes (3-6 semanas) e fêmeas mais
velhas (16-24 semanas), a utilização de uma aplica-
ção única de estrógeno + progesterona, antes da
estimulação de fêmeas pré-púberes com gonadotro-
finas, apresentou efeito benéfico, aumentando o percen-
tual de blastocistos obtidos por oócito clivado [54]. Foi,
também, constatado que a aplicação de FSH é mais
eficaz do que a associação FSH-eCG, para a produ-
ção de blastocistos, a partir de oócitos de fêmeas ovi-
nas de 4-5 semanas de idade [59].

Evidências sugerem que oócitos de fêmeas
jovens possuem menor potencial para a produção de
embriões do que oócitos de fêmeas adultas. De fato,

maior incidência de polispermia e menor capacidade
de desenvolvimento até o estádio de blastocisto fo-
ram observadas com oócitos oriundos de fêmeas pré-
púberes [43,55,56]. Apesar de diferenças na taxa de
maturação não terem sido observadas pela maioria
dos autores, há relato de menores proporções de
oócitos de fêmeas pré-púberes (4 semanas de idade)
alcançando o estádio de metáfase II, após 19h de
cultivo, em comparação aos oócitos obtidos de fê-
meas adultas [46]. Também foi constatado que
oócitos de fêmeas pré-púberes foram mais sensíveis
ao intervalo entre o abate e processamento dos ová-
rios, apresentando atraso na progressão meiótica mais
acentuado do que os oócitos de fêmeas adultas, quan-
do o tempo foi superior a 3h.

Algumas diferenças metabólicas e estrutu-
rais foram observadas entre oócitos de fêmeas jo-
vens e os de fêmeas adultas. Oócitos obtidos de
fêmeas pré-púberes apresentaram menor metabo-
lismo da glutamina quando comparados aos oriun-
dos de fêmeas adultas, após maturação in vivo ou
in vitro, além de apresentarem mitocôndrias e grâ-
nulos corticais de menor tamanho [56]. Acredita-
se que essas alterações possam estar associadas a
uma maturação citoplasmática inadequada, a qual
poderia implicar em menor capacidade de desen-
volvimento in vitro [55].

Utilizando oócitos de fêmeas pré-púberes com
30-40 dias de idade e que não haviam sido submetidas
a tratamento hormonal prévio [43] foi constatado que,
na ausência de gonadotrofinas, somente 8% dos oócitos
alcançaram o estádio de metáfase II, em comparação
com 58% para os oócitos obtidos de fêmeas adultas.
Considerando que a maioria dos oócitos das fêmeas
jovens apresentavam diâmetro inferior ao dos obtidos
de fêmeas adultas e foram, em sua maioria, obtidos a
partir de folículos pequenos (1-2mm), acredita-se que
a falha em completar a maturação nuclear esteja rela-
cionada ao crescimento incompleto desses oócitos. Os
mesmos teriam menor habilidade para a progressão
meiótica devido ao menor número de receptores para
as gonadotrofinas, menor número de células foliculares
ou ainda uma redução de fatores intrínsecos impor-
tantes para a progressão meiótica. Todos essas ca-
racterísticas poderiam também conduzir à maturação
citoplasmática incompleta, a qual se refletiria em me-
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nor capacidade de desenvolvimento in vitro até o es-
tádio de blastocisto.

Cabe ressaltar que, apesar da menor capaci-
dade de desenvolvimento in vitro, os blastocistos ob-
tidos a partir de oócitos de fêmeas pré-púberes apre-
sentam aspecto morfológico [56], taxa de eclosão [43]
e capacidade de desenvolvimento in vivo, isto é, taxa
de prenhez e número de nascidos [43,55], semelhan-
tes aos observados para os blastocistos derivados de
fêmeas adultas. Têm sido relatadas taxas de prenhez
de 30 a 45%, semelhantes às obtidas com blastocistos
derivados da fecundação de oócitos coletados em fê-
meas jovens e adultas, estimando em 8 a 10 o núme-
ro possível de prenhezes por coleta, em fêmeas de 6
a 8 semanas de idade [2].

VIII. Q UALIDADE  DOS EMBRIÕES OVINOS

PRODUZIDOS IN VITRO

Embriões fecundados in vitro apresentam, em
geral, desenvolvimento inferior aos fecundados in vivo,
independentemente do sistema de cultivo. Após
cocultivo, com células do oviduto, embriões fecunda-
dos in vivo apresentaram 96% de desenvolvimento
até mórula compacta, após 3 dias, e 42% de blastocistos
expandidos, após 6 dias [24], índices superiores aos
normalmente obtidos com embriões fecundados in
vitro, nesse mesmo sistema de cultivo. Tem sido con-
firmada a menor habilidade em atingir o estádio de
blastocisto para os zigotos ovinos produzidos in vitro,
em comparação aos fecundados in vivo [8,70].

De modo geral, a qualidade dos blastocistos
produzidos in vitro é pouco comentada. Por avalia-
ção morfológica, foi constatado que 20 a 30% dos
blastocistos produzidos são de qualidade ruim, não
sendo adequados para a transferência, independen-
temente do sistema de cultivo empregado [8,11]. Es-
ses blastocistos de qualidade inferior possuem pou-
cas ou nenhuma célula na Massa Celular Interna
(MCI), além de índice elevado de picnoses [8,11].
Além disso, embriões ovinos produzidos in vitro pos-
suem menos microvilos, trama de junções
intercelulares menos intensa, maior incidência de
debris celulares e maior número de gotas lipídicas
que os produzidos in vivo [61].

Há poucos relatos do número de células de
blastocistos produzidos in vitro e, quando efetuado,
normalmente é apresentado o número médio de cé-

lulas sem levar em conta o estádio do blastocisto ou
a qualidade do mesmo. Após cultivo por 5-8 dias, o
número total de células relatado é de 50 a 100 para
os estádios de blastocisto e blastocisto expandido, de
185 para blastocisto em eclosão e de 135 a 196 para
blastocisto eclodido [28,33,76,80]. Avaliando apenas
os blastocistos eclodidos (BE), os quais representa-
vam 20 a 30% do total de blastocistos produzidos 8,5
dias após a inseminação in vitro, foram efetuadas
comparações [11] do número de células dos BEs ob-
tidos em cocultivo com aqueles obtidos em cultivo no
meio SOF e com tensão reduzida de oxigênio (siste-
ma SOF-5% O

2
). Número de células superior foi ob-

servado para o sistema SOF-5% O2 em relação ao
cocultivo, tanto para os BEs de qualidade I ou II (836
vs 570) como para os BEs de qualidade III (366 vs
263). Além disso, a superioridade do sistema SOF-
5%O

2 
se manifestou também por maior índice mitótico

do trofoblasto e menor índice picnótico nas células
do botão embrionário [11].

A sensibilidade ao congelamento dos embri-
ões ovinos produzidos in vitro é maior do que a ob-
servada nos produzidos in vivo, sendo expressa por
menores taxas de re-expansão, prenhez ou de nasci-
mentos após a vitrificação [18,47,57,61]. Quando com-
parados com embriões PIV frescos, embriões ovi-
nos PIV submetidos à vitrificação resultaram em
menores taxas de prenhez [57] ou de nascimentos
[58]. Embriões ovinos produzidos in vitro foram mais
sensíveis à criopreservação que os embriões caprinos
[74], o que tem levado a um maior interesse no estu-
do de fatores que possam aumentar a criotolerância
dos embriões ovinos PIV [7,45].

IX. T RANSFERÊNCIA DE EMBRIÕES OVINOS

PRODUZIDOS IN VITRO

Os dados referentes ao desenvolvimento in
vivo de embriões ovinos PIV são escassos. Além
disso, há grande variação na metodologia emprega-
da para maturação, fecundação e, sobretudo, o culti-
vo dos embriões, o que dificulta estabelecer quais
são os índices de nascimentos considerados satisfatórios
para cada sistema.

Os primeiros trabalhos de transferência (TE)
de embriões ovinos fecundados in vitro foram
efetuados com embriões cultivados no oviduto de ove-
lhas [16,17]. Em seguida, os embriões transferidos eram
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cultivados in vitro, na presença ou não de células
somáticas. Alguns dos resultados obtidos após a trans-
ferência de embriões ovinos PIV são apresentados na
Tabela 2. Quando se trata de oócitos aspirados in vivo,
dos 6 a 8 oócitos aspirados por sessão, 1 a 3 embriões
são viáveis para a transferência, após FIV [21], dos
quais, se transferidos a fresco, é obtida taxa de pre-
nhez próxima de 40% [58].

A viabilidade in vivo de embriões PIV é afe-
tada adversamente, sendo estes um dos maiores en-
traves para a aplicação da técnica ou de tecnologias
associadas à PIV de embriões. Os fatores responsá-
veis pela viabilidade reduzida dos embriões ou pelo
nascimento de produtos não viáveis, após o manuseio
in vitro, ainda não foram completamente elucidados.

O cultivo in vitro está geralmente associa-
do à redução na viabilidade e sobrevivência dos em-
briões, mesmo para os fecundados in vivo [76].
Para embriões ovinos PIV, este aspecto é ilustrado
pela redução significativa na taxa de prenhez, na
sobrevivência fetal e na taxa de nascimentos, quan-
do o tempo de cultivo aumentou de 1 para 6 dias
[60]. Da mesma forma, maior número de embriões
desenvolvidos foi observado 13 dias após a transfe-
rência para o oviduto, quando efetuada logo após a

fecundação, em comparação com a transferência 3
ou 5 dias após [77].

A influência da origem dos embriões e do
sistema de cultivo sobre a viabilidade in vivo de
190 blastocistos e de 138 mórulas transferidos para
94 e 16 fêmeas, respectivamente, constitui-se nos
dados mais expressivos de transferência de embri-
ões ovinos PIV [35]. Nesse estudo, foi constatado
que embriões ovinos PIV cultivados no oviduto de
ovelhas apresentaram maior sobrevivência in vivo,
aos 50 dias de gestação, quando comparados com
os cultivados in vitro, independentemente da pre-
sença ou não de células do oviduto. Grandes per-
das na sobrevivência (38%) foram também obser-
vadas, entre 18 e 45 dias de gestação, após a
transferência de embriões ovinos PIV [28].

O estádio dos embriões tem influência na
taxa de sobrevivência dos embriões produzidos in
vitro, mas não na daqueles produzidos in vivo [35].
Embriões cultivados por dois dias [79] resultaram
em menor porcentual de nascimentos (24%; 38/156)
que aqueles cultivados por seis dias (57%; 45/79),
provavelmente pela maior seleção, que já ocorre in
vitro, naqueles cultivados por mais tempo. Em ter-
mos de blastocistos, os menos avançados apresen-

ovitlucedametsiS ovitlucedsaiD )T/N(sotnemicsan% aicnêrefeR

otudivo.léc-ovitlucoC 8 )21/6(05 9

otudivo.léc-ovitlucoC 5 )62/2(8 71

ASB-FOS 8-7 )44/31(03 82

FOS 5,6 )85/91(33 53

otudivo.léc-ovitlucoC )77/93(15

(otudivO ovivni ) )94/03(16

ASB-FOS 7-6 )12/8(83 74

ASB-FOS 7-6 )07/82(04 55

ASB-FOS 8-7 )43/41(14 85

*BFS-ASB-FOS 9 )44/81(14 95

HS-FOS 6 )16/2(3,3 06

HS-FOS
ASB-FOS

5
)82/41(05
)03/11(73

07

ASB-FOS 6e2 )052/59(83 97

Tabela 2. Nascimento de cordeiros após a transferência de embriões ovinos PIV.

SH= Soro Humano; N/T= nascidos sobre transferidos; * Nos dias 3 e 5 de cultivo, o meio foi suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino (SFB).
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taram menor sobrevivência quando cultivados em
meio SOF sem células do que quando foram
cocultivados ou mantidos no oviduto [35]. Esses
resultados sugerem que a escolha dos embriões para
a transferência deveria ser mais rigorosa quando o
cultivo é efetuado na ausência de células.

1. Problemas gestacionais e perinatais

Algumas anormalidades na gestação ou no
nascimento têm sido associadas com a manipulação
in vitro de embriões ovinos [75]. Trabalho de parto
pouco intenso e aumento na duração da gestação, no
peso dos cordeiros ao nascer e na mortalidade
perinatal foram observados após o cultivo in vitro de
embriões fecundados in vivo [76], ou quando os
embriões passaram por todas as etapas de produção
in vitro [34,35,58,70,79,83].

A importância das condições de cultivo sobre
o peso ao nascer ou crescimento exagerado dos fetos
é bem documentada para embriões ovinos fecunda-
dos in vivo [40,50,63,64]. A presença de soro de no-
vilho [63], de soro humano ou a realização de co-cul-
tivo com células da granulosa [64] resultaram em maior
peso fetal e maiores coeficientes alométricos para o
fígado, coração e rins.

Alguns estudos têm sido efetuados na tentati-
va de elucidar os fatores que contribuem para a ocor-
rência dessas anormalidades. Pelo fato de ter sido
demonstrado que altos níveis de progesterona, nos pri-
meiros dias da gestação, conduzem ao aumento do
peso ao nascer [38,75,81] e crescimento anormal dos
órgãos e esqueleto [38,48], a assincronia entre o am-
biente uterino da receptora e o estádio do embrião
poderia ser um dos fatores a interferir na ocorrência
de anomalias do crescimento fetal [5], após a transfe-
rência de embriões PIV.

No entanto, as evidências sugerem que há
grande contribuição das condições de cultivo in vitro
sobre esse fenômeno, pois maior peso ao nascer e
maior duração na gestação foram observados quan-
do os zigotos ovinos fecundados in vitro foram cul-
tivados na presença de soro humano, em compara-
ção aos cultivados na presença de BSA [70]. É
importante salientar que zigotos ovinos cultivados
no meio SOF, acrescido de soro humano, apresen-
taram citoplasma com grânulos escuros e grande
quantidade de vesículas lipídicas.[27,70]. Esses re-
sultados evidenciam um provável efeito prejudicial

do soro humano sobre o desenvolvimento embrio-
nário. Há dúvidas se o soro de outras espécies tam-
bém conduziria às mesmas anormalidades ou, ain-
da, se a presença de soro seria prejudicial em todos
os sistemas de cultivo, ou apenas quando o cultivo é
efetuado em meio simples. Para Walker et al. [75],
o efeito do soro poderia ocorrer diretamente sobre
o genoma embrionário, sobre a fragmentação
citoplasmática ou a integridade das membranas e
das organelas citoplasmáticas.

Para tentar elucidar o efeito do sistema de
cultivo sobre aspectos gestacionais e perinatais de
embriões PIV, foram comparados [35] o cultivo em
meio SOF (SOF-Cult), cocultivo com células do
oviduto (Co-Cult) e cultivo no oviduto (InVivo-Cult).
Surpreendentemente, os índices de mortalidade
perinatal foram maiores para os cordeiros oriundos
de embriões co-cultivados ou mantidos no oviduto,
em comparação aos cordeiros oriundos de embri-
ões cultivados em meio simples (Tabela 3). A dura-
ção da gestação foi prolongada em 4 dias em com-
paração ao grupo controle, independentemente dos
zigotos PIV terem sido cultivados in vitro ou in vivo.
O peso ao nascer dos cordeiros únicos, oriundos
dos 3 sistemas de cultivo, foi mais elevado do que o
dos cordeiros do grupo controle.

Como o emprego do cocultivo ou do cultivo
no oviduto não foram suficientes para normalizar a
duração da gestação, peso ao nascer e mortalidade
perinatal dos embriões PIV [35], tem sido sugerido
que as alterações desses parâmetros ocorrem antes
da primeira divisão celular e se manifestam indepen-
dentemente das condições de cultivo. Para outros,
as condições de cultivo seriam determinantes pelo
fato do peso ao nascer ter aumentado, tanto para
cordeiros oriundos de embriões fecundados in vivo
quanto para os oriundos de embriões fecundados in
vitro, quando cultivados na presença de SH, mas não
quando cultivados na presença de BSA [70]. De fato,
pelo menos por um curto período após fecundação,
nos 3 sistemas de cultivo avaliados por Holm et al.
[35], os zigotos foram expostos a altas concentra-
ções de soro humano, o que poderia explicar a ocor-
rência de anormalidades, independentemente do sis-
tema de cultivo empregado posteriormente. No en-
tanto, o nascimento de cordeiros com peso excessi-
vo ou anomalias congênitas, a partir de embriões com
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2 ou 6 dias de cultivo, na ausência de soro [79], su-
gere que o soro não seria o único fator envolvido. É
provável que todas as etapas da produção in vitro
[83] e mesmo a manipulação dos embriões para a
transferência (possíveis mudanças de temperatura ou
pH) possam contribuir para esse fenômeno.

Tem sido especulado que as condições de cul-
tivo e as manipulações efetuadas in vitro afetariam a
regulação da transcrição de um ou mais genes impor-
tantes para o desenvolvimento embrionário precoce e
a sinalização embrio-materna [75], ou outros meca-
nismos homeostáticos, conduzindo a alterações na
expressão dos genes capazes de influenciar não so-
mente o desenvolvimento e saúde dos neonatos mas,
talvez, também dos adultos [69]. Foi confirmado que
somente o alelo paterno do gene IGF2, envolvido no
crescimento embrionário e fetal, se expressa na ove-
lha [52]. Dessa forma, cogita-se que as condições de
produção in vitro de embriões poderiam perturbar o
estabelecimento do imprinting e/ou expressão do gene
IGF2 ou de seu receptor, contribuindo para a ocorrên-
cia de distúrbios no desenvolvimento. Não foi consta-
tada alteração na expressão ou na concentração
plasmática de IGF2, em fetos ovinos que apresenta-
vam peso exagerado e aumento do tamanho do fígado
e do coração, mas os níveis circulantes e a expressão
de IGFBP2 (proteína de ligação do IGF2) foram mai-
ores para os fetos de maior peso [82], sugerindo que a
alteração na bioatividade do IGF2, em função do au-
mento da proteína de ligação, poderia estar implicada
na síndrome do crescimento fetal exagerado.

Dentro da cadeia de produção de embriões in
vitro, este aspecto assume grande importância pois o
rendimento final da técnica está condicionado ao nas-

cimento de produtos viáveis. Mais estudos devem ser
realizados para elucidar em que momento o desenvol-
vimento do embrião é afetado e quais são as condi-
ções que podem contribuir para a sua ocorrência. O
aumento da eficiência da produção in vitro depende-
rá da minimização desses problemas e consequente
redução das perdas perinatais de cordeiros.

X. CONCLUSÕES

Apesar do cultivo in vitro de embriões ovinos
PIV implicar em redução de 15 a 25% da viabilidade
em relação ao cultivo in vivo, e da sobrevivência a
termo ainda estar abaixo de 50%, a produção in vitro
de embriões ovinos permite a obtenção de grande nú-
mero de embriões de uma mesma fêmea doadora.

Um maior emprego da produção in vitro de
embriões, como ferramenta para o melhoramento ge-
nético de rebanhos ovinos, depende de alguns avanços
a serem efetuados, em etapas chave desta biotécnica:

• Desenvolver sistemas que permitam a maturação
de oócitos durante o transporte dos mesmos, do
local de coleta até o local de realização da fecun-
dação in vitro;

• Estabelecer protocolos para a criopreservação efi-
caz dos embriões PIV;

• Otimizar as condições de cultivo dos embriões de
modo a reduzir as perdas gestacionais e perinatais;

• Identificar os fatores que contribuem para as dife-
renças entre machos, em termos de capacitação e
fecundação, e estabelecer protocolos que permi-
tam reduzir essa variação;

• Identificar os fatores que possam aumentar a com-
petência maturacional de oócitos obtidos de fême-
as pré-púberes.
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FOS 2,5 & 4,4 551 & %0 53

tluC-oC 5,5 & 5,3 451 & %12

I oviVn tluC- 2,5 & 4,4 451 & %6

HS-FOS 2,4 # 741 $ — 07

ASB-FOS 5,3 541 —

Tabela 3. Exemplos do efeito das condições de cultivo de zigotos ovinos PIV sobre o peso ao nascer, duração da
gestação e mortalidade perinatal.

# Superior a SOF-BSA e controle; $ Superior a SOF-BSA; & Superior ao controle.
SH= Soro Humano; Co-Cult= cocultivo com células do oviduto; InVivo-Cult=cultivo no oviduto de ovelhas.
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