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RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma técnica muito utilizada na reproducao bovina para
aumentar a eficiéncia reprodutiva e no melhoramento genético dos rebanhos. Esse processo permite
produzir embrides em laboratorio a partir de dvulos e espermatozoides selecionados de animais de alta
eficiéncia genética. A PIVE ¢ composta por trés etapas laboratorial principais sendo elas:: maturagio
in vitro dos odcitos (MIV), fertilizagdo in vitro (FIV) e cultivo embrionario. Entre estas fases, a
maturagdo dos odcitos ¢ considerada uma das mais importantes, pois prepara o gameta feminino para
ser fertilizado e iniciar o desenvolvimento do embrido apo6s fecundacdo com o gameta masculino..
Diversos fatores podem influenciar o sucesso da técnica, como a qualidade dos odcitos coletados e
escolhidos, as caracteristicas da doadora ¢ as condi¢des laboratoriais. Além disso, o ambiente de
cultivo precisa ser cuidadosamente controlado para garantir o desenvolvimento adequado dos embrides
até sua implantagdo na receptora. Mesmo com os avangos da técnica, ainda existem limitagdes que
podem reduzir a taxa de formagao de blastocistos vidveis na MIV. Por isso, pesquisas continuam sendo
realizadas para melhorar os protocolos utilizados. Dessa forma, compreender melhor cada etapa da
PIVE ¢ essencial para aumentar sua eficiéncia e ampliar sua aplicagdo na produ¢ao animal.

Palavras-chave: PIVE. Bovinos. Maturagdo Oocitaria. Fertilizagdo In Vitro. Cultivo Embrionario.
Odcitos. Blastocisto. Estresse Oxidativo.

ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a widely used technique in bovine reproduction to increase
reproductive efficiency and improve the genetic quality of herds. This process allows the production
of embryos in the laboratory from selected eggs and sperm from animals with high genetic efficiency.
IVP consists of three main laboratory stages: in vitro maturation of oocytes (IVM)), in vitro fertilization
(IVF), and embryonic culture. Among these phases, oocyte maturation is considered one of the most
important, as it prepares the female gamete to be fertilized and initiate embryonic development after
fertilization with the male gamete. Several factors can influence the success of the technique, such as
the quality of the collected and selected oocytes, the characteristics of the donor, and the laboratory
conditions. In addition, the culture environment needs to be carefully controlled to ensure the proper
development of the embryos until their implantation in the recipient. Even with advances in technique,
limitations still exist that can reduce the rate of viable blastocyst formation in IVM. Therefore, research
continues to be conducted to improve the protocols used. Thus, a better understanding of each stage of
IVP is essential to increase its efficiency and expand its application in animal production.

Keywords: IVP. Cattle. Oocyte Maturation. In Vitro Fertilization. Embryo Culture. Oocytes.
Blastocyst. Oxidative Stress.

RESUMEN

La produccion de embriones in vitro (PIV) es una técnica ampliamente utilizada en la reproduccion
bovina para aumentar la eficiencia reproductiva y mejorar la calidad genética de los rebafios. Este
proceso permite la produccion de embriones en el laboratorio a partir de 6vulos y espermatozoides
seleccionados de animales con alta eficiencia genética. La PIV consta de tres etapas principales de
laboratorio: maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fertilizacion in vitro (FIV) y cultivo embrionario.
Entre estas fases, la maduracion de ovocitos se considera una de las mas importantes, ya que prepara
el gameto femenino para ser fertilizado e inicia el desarrollo embrionario tras la fertilizacion con el
gameto masculino. Diversos factores pueden influir en el éxito de la técnica, como la calidad de los
ovocitos recolectados y seleccionados, las caracteristicas de la donante y las condiciones del
laboratorio. Ademas, el entorno de cultivo debe controlarse cuidadosamente para asegurar el correcto
desarrollo de los embriones hasta su implantacion en la receptora. A pesar de los avances técnicos, alin
existen limitaciones que pueden reducir la tasa de formacion de blastocistos viables en la MIV. Por lo
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tanto, se continua investigando para mejorar los protocolos utilizados. Por lo tanto, una mejor
comprension de cada etapa de la FIV es esencial para aumentar su eficiencia y ampliar su aplicacion
en la produccién animal.

Palabras clave: FIV. Ganado Bovino. Maduracion de Ovocitos. Fecundacion in Vitro. Cultivo de
Embriones. Oocitos. Blastocisto. Estrés Oxidativo.
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A produgdo in vitro de embrides (PIVE) consolidou-se como uma biotecnologia indispensavel

1 INTRODUCAO

para a pecudaria global, permitindo a aceleragdo do ganho genético e o aumento da eficiéncia
reprodutiva de doadoras de alto valor (Hansen, 2024; Salek et al., 2025). Essa técnica tem sido aplicada
para melhorar a produtividade dos rebanhos, contribuindo para suprir as necessidades de alimento que
a populacdo mundial vem demandando (Salek et al., 2025). Além disso, ha a ideia de no futuro
desenvolver a "criagdo in vitro", gerando células-tronco a partir dos embrides produzidos in vitro,
diferenciando-as em espermatozoéides e oocitos e continuando o ciclo a partir de entdo (Hansen, 2024).
Apesar do avango na sua aplicacdo comercial, a eficiéncia do processo ainda enfrenta gargalos,
especialmente no que tange a qualidade dos odcitos e a competéncia do desenvolvimento embrionario
sob condic¢des laboratoriais (Huang et al., 2023; Hansen, 2024). A PIVE ¢ composta por trés fases
fundamentais: maturagdo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), sendo a
primeira etapa considerada critica para o sucesso final (Salek et al., 2025).

Dentre as etapas da PIVE ha a maturagdo oocitaria, que envolve uma complexa sequéncia de
eventos moleculares e estruturais, incluindo a maturacao nuclear e citoplasmatica, que preparam o
gameta feminino para a fertilizacdo e o subsequente desenvolvimento embrionario (Hansen, 2024).
Fatores intrinsecos a doadora, como raga, estado nutricional e genética, bem como variaveis
extrinsecas relacionadas ao manejo laboratorial e a composicdo dos meios de cultura, exercem
influéncia direta nos indices de producdo de blastocistos (Zago et al., 2023; Huang et al., 2023).
Portanto, o refinamento dos protocolos laboratoriais e a compreensdo das necessidades metabodlicas
dos embrides produzidos in vitro sdo essenciais para reduzir as disparidades qualitativas em relagao
aos embrides produzidos in vivo (Lalo€ et al., 2025). Dessa forma, a maturagdo oocitéria € vista como
uma etapa determinante para prosseguir com o processo de PIVE, pois sendo feita adequadamente
resultard no sucesso do desenvolvimento embrionario (Hansen, 2024; Huang et al., 2023).

O sucesso da PIVE depende diretamente dos procedimentos laboratoriais adotados, sendo
necessaria uma padronizagdo dos protocolos utilizados (Salek et al., 2025). Sua eficiéncia pode ser
comprometida devido as restricdes experimentais que muitos laboratérios enfrentam, pois ainda ha
dificuldade em reproduzir adequadamente, em condi¢des in vitro, o ambiente fisioldgico do trato
reprodutivo da fémea em larga escala (Hansen, 2024). A qualidade oocitaria também influencia
diretamente em como se desencadeara o desenvolvimento embriondrio, sendo importante identificar e
selecionar as melhores doadoras antes de realizar a coleta de odcitos, com o objetivo de minimizar
variagoes na eficiéncia da produgdo in vitro (Huang et al., 2023). Nesse contexto, este estudo tem como
objetivo revisar e explicar os principais protocolos de produgdo in vitro de embrides bovinos, com foco

principal nas etapas laboratoriais e na maturagao oocitaria.
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O presente estudo caracteriza-se como uma revisao bibliografica narrativa, desenvolvida com

2 METODOLOGIA

0 objetivo de sintetizar e analisar as evidéncias cientificas mais recentes relacionadas aos protocolos
de producao in vitro de embrides (PIVE) em bovinos, com €nfase nas etapas laboratoriais e maturagao
oocitaria. A pesquisa foi realizada na base de dados PubMed, utilizando os descritores "In vitro
production embryos" e "cattle", combinados por meio do operador booleano AND, conforme a
terminologia do Medical Subject Headings (MeSH). Foram incluidos artigos publicados nos tltimos
trinta anos, disponiveis integralmente e redigidos nos idiomas portugués ou inglés, que abordassem de
forma direta o tema. Excluiram-se estudos que nao apresentavam relacao direta com o tema central,
publicagdes duplicadas, revisdes narrativas com baixo rigor metodoldgico e artigos ndo indexados na
base de dados utilizada. A selecdo dos estudos foi conduzida em duas etapas: triagem de titulos e
resumos, seguida pela avaliacdo dos textos completos para confirmar a relevancia. As informacdes

extraidas foram organizadas de forma descritiva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 MATURACAO IN VITRO (MIV): O ALICERCE DA PIVE

A MIV ¢ a etapa em que os oocitos imaturos, obtidos via aspiracdo folicular (OPU) ou de
ovarios de abatedouro, retomam a meiose até a metafase II (Salek et al., 2025). Nesse estagio ocorre a
quebra da vesicula germinativa, reorganizacao do fuso meiotico e extrusdo do primeiro corpusculo
polar, eventos que caracterizam a retomada do ciclo meidtico. A progressdo adequada até a metafase
IT ¢ essencial para que o odcito adquira competéncia para ser fertilizado e sustentar as primeiras
divisdes embrionarias apds a fecundacao (Hansen, 2024).

A eficacia desta fase depende da sincronia entre a maturagdo nuclear e a citoplasmatica. A
maturacdo nuclear refere-se as alteracdes cromossOmicas e a progressdo da meiose, enquanto a
maturacgdo citoplasmatica envolve modificagdes metabolicas e estruturais no interior do odcito. Entre
essas alteracOes destacam-se a redistribuicdo de organelas, o acimulo de RNAs mensageiros e
proteinas reguladoras e o rearranjo de granulos corticais, elementos essenciais para o sucesso da
fertilizacdo e para o bloqueio da polispermia . A falta de sincronizagdo entre essas duas formas de
maturagdo pode comprometer a qualidade do odcito e reduzir significativamente o potencial de
desenvolvimento embrionario (Hansen, 2024).

Protocolos modernos utilizam meios como 0 TCM-199, suplementados com hormdnios (FSH,
LH), soro fetal bovino (SFB) ou substitutos proteicos, além de antioxidantes para mitigar o estresse
oxidativo. Esses componentes buscam reproduzir parcialmente o ambiente folicular fisiologico,
fornecendo nutrientes, fatores de crescimento e suporte metabdlico ao odcito em maturacdo. Os

hormonios estimulam a expansao das células do cimulus e promovem sinais moleculares que
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favorecem a retomada meiotica, enquanto as proteinas séricas atuam como fontes de aminoacidos,

lipidios e fatores bioativos importantes para o metabolismo celular (Salek et al., 2025).

Recentemente, pesquisadores tém investigado os beneficios da adicdo de moduladores
metabolicos e antioxidantes nos meios de maturagdo, com o objetivo de reduzir os efeitos do estresse
oxidativo gerado durante o cultivo in vitro. O excesso de espécies reativas de oxigénio causa danos as
membranas celulares ¢ ao DNA, comprometendo a qualidade do odcito e o desenvolvimento
embriondrio subsequente. Desse modo, a utilizagdo destes compostos ¢ uma estratégia para melhorar
a competéncia oocitaria e aumentar as taxas de desenvolvimento embrionario (Salek et al., 2025).

A qualidade do odcito inicial, muitas vezes avaliada pela morfologia do complexo cumulus-
odcito (COC), é um preditor determinante: COCs com multiplas camadas de células e citoplasma
homogéneo apresentam taxas de clivagem superiores (Seisenov et al., 2023; Huang et al., 2023).
Através desse processo de classificagcdo morfologica, os laboratorios de PIVE selecionam oo6citos com
maior potencial de desenvolvimento. Complexos classificados como de alta qualidade apresentam
varias camadas compactas de células do cumulus e citoplasma uniforme, caracteristicas associadas a
maior competéncia de maturagdo e maior capacidade de atingir o estagio de blastocisto (Seisenov et
al.,2023).

Por fim, a comunicagdo metabdlica entre o oocito e as células do cumulus desempenha papel
fundamental durante a maturacdo do mesmo. Essas células auxiliam na transferéncia de metabolitos e
regulam niveis intracelulares de nucleotideos, como o0 AMP ciclico, responsaveis pela manutengdo do
bloqueio meidtico até que ocorram os estimulos adequados para a retomada da mesma. Dessa forma,
a integridade estrutural do complexo cimulus-odcito € considerada essencial para garantir a maturagao

adequada e o sucesso da produgdo embrionaria in vitro (Hansen, 2024).

3.2 DINAMICA DAS ETAPAS DE FERTILIZACAO E CULTIVO

Apds a maturacdo, os odcitos sdo submetidos a fertilizacdo in vitro (FIV), onde a selegdo
espermatica (via gradiente de densidade ou "swim-up") busca gametas com alta motilidade e
integridade de DNA (Hansen, 2024). A sele¢do espermatica permite separar espermatozoides
morfologicamente normais e metabolicamente ativos, de forma a aumentar o sucesso reprodutivo e
reduzir a probabilidade de anormalidades cromossdmicas, garantindo embrides de alta qualidade
(Hansen, 2024).

Durante o processo de fertilizacdo, os espermatozoides passam pelo processo de capacitacao
espermatica, no qual ocorrem alteragdes bioquimicas na membrana plasmatica que permitem a reagao
acrossOmica e a penetracao nas camadas do odcito. Apds a fusdo entre os gametas, ocorre a formacao
do zigoto, que inicia as divisdes mitoticas responsaveis pela formacao do embrido (Salek et al., 2025,
Hansen, 2024).

Caminhos Contemporineos da Pesquisa Multidisciplinar )
PROTOCOLOS DE PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PI VE) EM BOVINOS: ETAPAS DO LABORATORIO E MATURA cAo
OOCITARIA



\

O cultivo in vitro (CIV) subsequente, que dura geralmente de 7 a 8 dias até o estagio de

blastocisto, exige um ambiente controlado com baixas tensdes de oxigénio (geralmente 5%) para
mimetizar o ambiente uterino e evitar danos oxidativos (Salek et al., 2025). O nivel de oxigénio do ar
atmosférico interfere no desenvolvimento saudavel do embrido, ha a producao de espécies reativas e
interferéncia no desenvolvimento do blastocisto. Assim, o desenvolvimento em incubadora garante
maior qualidade do produto. (Salek et al., 2025).

Durante o cultivo embrionario, os embrides passam por diferentes estagios de
desenvolvimento, incluindo clivagem, morula e blastocisto. A formagao do blastocisto envolve a
diferenciagdo celular em duas linhagens principais: a massa celular interna, que dard origem ao
embrido propriamente dito, e o trofoblasto, responsavel pela formagdo da placenta. A proporcao
adequada entre essas estruturas ¢ um indicativo importante da qualidade embriondria e da capacidade
de implantagdo apods a transferéncia para receptoras (Hansen, 2024; Salek et al., 2025).

Inovagdes recentes sugerem que a manipulagdo de citocinas e fatores de crescimento no meio
de cultivo pode melhorar a expansdo da massa celular interna, resultando em embrides mais

competentes para a gestacao (Hansen, 2024).

3.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A EFICIENCIA PRODUTIVA

A variabilidade nos resultados da PIVE ¢ influenciada significativamente pela raga da doadora.
Estudos comparativos demonstraram que fémeas de racas zebuinas (Bos indicus) tendem a produzir
um maior nimero de COCs viaveis por sessdo de OPU em comparacdo com racas européias (Bos
taurus), como a Holstein e a Flemish (Zago et al., 2023). Essa diferenca pode estar relacionada a
maiores quantidades foliculares observadas em animais Bos indicus, além de particularidades
fisiologicas relacionadas a dinamica ovariana dessas ragas. Como consequéncia, programas de
producdo in vitro de embrides frequentemente apresentam maior nimero de odcitos recuperados
quando utilizam doadoras zebuinas. (Zago et al., 2023, Salek et al., 2025).

Além da genética, o ambiente metabodlico do embrido in vitro difere substancialmente do in
vivo. Andlises metabolomicas revelam que embrides produzidos in vitro apresentam perfil de
consumo de aminoécidos e metabolitos distintos, o que pode explicar a menor criotolerancia e as
alteragdes epigenéticas frequentemente observadas nestes grupos (Laloé et al., 2025).

Outros fatores que influenciam a eficiéncia produtiva sao as injtrias relacionadas ao ambiente
in vitro, tais como atmosfera gasosa, temperatura, suplementacao do meio e manipulagdo de odcitos
(Sovernigo et al., 2017). Considerando que in vivo, isto ¢, no foliculo, o odcito e o embrido pré-
implantagdo estdo constantemente expostos a antioxidantes endogenos presentes no fluido folicular e
nas células somaticas que o circundam, a transferéncia para um ambiente de cultivo in vitro rompe

esse equilibrio redox fisiologico (Guérin et al., 2001; Combelles et al., 2009).Nessas condic¢oes,
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espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas (Santos ef al., 2019). Este processo ocorre, no

caso dos odcitos, em parte devido a perda da defesa antioxidante do fluido folicular e se caracteriza
pelo desequilibrio entre a produgdo de EROs e a capacidade antioxidante do organismo (Roelen et al.,
2019; Pimenta et al. 2025). A consequéncia deste processo pode vir a ser o chamado estresse oxidativo,

estado que prejudica drasticamente a qualidade do cultivo (Guerin al., 2001).

3.4 PERSPECTIVAS E LIMITACOES

Apesar do sucesso comercial, a propor¢ao de odcitos que efetivamente se tornam blastocistos
viaveis ainda ¢ limitada, muitas vezes ndo ultrapassando os 30-40% em protocolos convencionais
(Hansen, 2024). Esse cenario evidencia a complexidade do processo de desenvolvimento embrionario
e a dificuldade de reproduzir, em laboratorio, as condigdes fisioldgicas ideais presentes no ambiente
uterino e ovidutal (Hansen, 2024; Salek et al.,2025).

A busca por meios quimicamente definidos, que reduzam a dependéncia de componentes
bioldgicos variaveis como o SFB, ¢ uma prioridade para padronizar os resultados (Salek et al., 2025).
Adicionalmente, o desenvolvimento de modelos de estruturas semelhantes a blastocistos derivados de
células-tronco (blastoides) abre novas fronteiras para o estudo da embriologia bovina sem a

necessidade de odcitos de doadoras (Pinzon-Arteaga et al., 2023).

4 CONCLUSAO

A PIVE consolidou-se como ferramenta essencial para o avango genético e a eficiéncia
produtiva na bovinocultura. A técnica envolve trés etapas interdependentes e importantes: maturagao
in vitro (MIV), fertilizacao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). Dentre elas, a maturagao oocitaria €
considerada determinante para o sucesso € desenvolvimento embrionario. A sincronizagdo adequada
entre maturagdo nuclear e citoplasmatica influencia diretamente a competéncia do odcito que
posteriormente serd maturado. Além disso, condi¢des laboratoriais e composi¢do dos meios de cultivo
sdo decisivas para a qualidade embrionaria. Apesar dos avancos tecnoldgicos, as taxas de blastocisto
(D7) ainda sao limitadas. Novas abordagens, como modelos embriondrios derivados de células-tronco,
ampliam as perspectivas cientificas. Assim, o aprimoramento continuo dos protocolos ¢ fundamental

para aumentar a eficiéncia e a sustentabilidade da PIVE e seus resultados.
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