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Resumo

A producdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos apresenta significativa expressdo nacional em niveis
comercial e cientifico, sendo responsavel pela producdo de aproximadamente 250 mil embriGes ao ano. Obteve
seus primeiros produtos em 1977 no Japdo e em 1982 nos Estados Unidos, ao passo que o primeiro bezerro
brasileiro foi produzido anos mais tarde, em 1994. A partir dai, como uma técnica consolidada, vem
apresentando estudos para o melhoramento de sua metodologia acerca de diversos temas, como maturacao
odcitaria, capacitacdo espermatica, aditivos para os meios de cultura, entre outros. Esta revisdo teve como
objetivo elencar os avangos nas metodologias que marcaram a histéria contribuindo para o aumento da eficiéncia
nas taxas de bovinos produzidos in vitro no Brasil. Adicionalmente, serdo abordados aspectos historicos
necessarios para o desenvolvimento da producéo in vitro de embrides bovinos no Brasil e aspectos atuais que
ainda se apresentam como um empecilho na elevagdo da eficiéncia dessa biotécnica. Mesmo sendo uma técnica
bem estabelecida e amplamente utilizada, ainda é perceptivel a necessidade de avancos em determinadas etapas,
principalmente em relagdo a maturacéo.
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Abstract

The first products resulting from the in vitro production of bovine embryos (IVP) were obtained in 1977
in Japan, 1982 in the United States of America and some years later in Brazil (1994). Since these events the
technique has been seen as successful it is importance to the science and industry. Nowadays the Brazilian
production of in vitro products is about 250,000 embryos per year. Although widely used, this biotechnology
needs to be updated constantly to ensure more efficiency in its stages. Thus, the purposes of this review are to
list in chronological order the advances which have marked the history, contributing to increasing the efficiency
of IVP in Brazil and current aspects that still stand as an obstacle to improve this technique.
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Introducdo

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica aplicada a reproducdo animal destinada a
diversos fins, entre eles 0 melhoramento genético, a preservacdo da salde animal, a observacdo de eventos
bioldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario inicial e 0 aumento da eficiéncia produtiva de
rebanhos (Gottardi e Mingoti, 2009). Essa biotécnica compreende etapas de coleta, maturacdo in vitro (MIV),
fertilizacdo in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV; Pessoa et al., 2010) e transferéncia embrionaria (TE; Gottardi e
Mingoti, 2009), processos esses que vém sendo utilizados desde 1990 no Brasil (Oliveira et al., 1994) como uma
ferramenta para a multiplicagdo de animais de alto valor genético, na clonagem e na producdo de animais
transgénicos, mostrando-se, assim, de forma importante na area cientifica (Rumpf, 2007), bem como na
industria (Galli et al., 2003).

Os processos de producdo in vitro de embries sdo comercialmente apresentados como uma
metodologia de sucesso desde 1978, quando Steptoe e Edwards relataram o nascimento do primeiro ser humano
a partir do uso dessa biotécnica (Steptoe e Edwards, 1978).

Em 1982, Brackett et al. relataram o primeiro nascimento de um bezerro obtido nos EUA pela técnica,
disseminando, assim, a utilizacdo e estimulando o aperfeicoamento de equipamentos e de metodologias que,
desde entdo, vém sendo empregadas com perspectivas promissoras (Boone e Shapiro, 1990), uma vez que
viabilizaram nascimento de expressivo nimero de produtos (Galli e Lazzari, 1996).

Até o final da década de 90, a PIVE no Brasil era uma atividade basicamente restrita a laboratorios de
pesquisa e, portanto, sem expressdo comercial (Galli et al., 2003). Por ser um processo tecnicamente complexo e
com elevado custo de implantacdo, estimava-se que a producdo de embrifes em laboratério seria utilizada de
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forma restrita, ocupando apenas nichos especificos de mercado. Entretanto, em um periodo de apenas cinco anos,
0 pais tornou-se o maior produtor mundial e referéncia no uso de PIVE em bovinos. O sucesso comercial da
técnica no Brasil foi decorrente de uma conjuncdo de fatores, que foram desde a estabilizacdo econdmica,
passando pela rentabilidade do setor agropecuério, até o investimento em pesquisas nos Gltimos anos, sendo
esses investimentos consequéncia de dois aspectos: a grande adaptabilidade do rebanho (80% composto por
racas zebuinas — Bos indicus) ao ambiente existente no Brasil e 0 abastecimento do mercado interno por produtos
oriundos de bovinos: carne e leite, 0 que tornou o Brasil 0 pais com o maior nimero de cabecas de gado
atualmente (Rumpf, 2007; Pontes et al., 2011; Associacdo Brasileira das IndUstrias Exportadoras de Carnes -
ABIEC, 2014).

O entendimento das particularidades genéticas (Hansen, 2004) e fisioldgicas (funcdo, desenvolvimento
e metabolismo de gametas e embriGes), bem como da utilizacdo de horménios (Brackett e Zuelke, 1993) e de
fatores de crescimento especificos nos meios de cultivo (Mochizuki et al., 1991) proporcionaram grandes
avangos nas etapas da produgdo in vitro de embrides em mamiferos (Chaves et al., 2010). Dessa forma, varios
estudos foram e continuam sendo realizados com o objetivo de incrementar as etapas dessa biotécnica visando a
sua maxima eficiéncia.

O objetivo desta revisdo foi elencar, em ordem cronol6gica, 0s avan¢os nas metodologias que
contribuiram para 0 aumento da eficiéncia nas taxas de bovinos produzidos in vitro no Brasil, tendo como ponto
inicial o nascimento do primeiro bezerro produzido in vitro. Além disso, visou abordar aspectos historicos
necessarios para o desenvolvimento da producdo in vitro de embrides bovinos no Brasil e aspectos atuais que
ainda se apresentam como um empecilho na elevagdo da eficiéncia dessa biotécnica.

Décadas de 1970-80

Em julho de 1978, a produgdo in vitro de embrides tornou-se uma técnica de grande visibilidade
mundial, quando, na Inglaterra, nascia o primeiro ser humano produzido in vitro (Steptoe e Edwards, 1978).
Porém, foram necessarios anos de pesquisas em diferentes areas da biotecnologia para a realizacdo de todo o
procedimento de maneira eficaz. Durante as décadas de 1970 e 1980, pesquisas relacionadas a maturacéo
oocitaria (Xu et al., 1988; Sanbuissho e Threlfall, 1989) nuclear (Jagiello et al., 1974) e citoplasmatica (Cran,
1989) foram realizadas com o objetivo de esclarecer aspectos que sdo determinantes para 0 nascimento de
produtos viaveis. Algumas dessas pesquisas tinham como objetivo determinar as mudangas ocorridas com 0
oocito durante a maturagdo in vitro, porém sé puderam ser observados aspectos em nivel nuclear (Jagiello et al.,
1974). Durante a década de 1970, houve o nascimento do primeiro bezerro produzido por meio de duas etapas
seguidas da PIVE (maturacdo e fertilizacdo in vitro) que ocorreu no Japdo no ano de 1977; o relato do
acontecimento, contudo, s6 foi feito anos mais tarde (1986) por Hanada et al. Outros fatos que marcaram o
sucesso da PIVE nessa década foram o desenvolvimento do fluido sintético de oviduto (SOF; Tervit et al., 1972),
um meio de producdo que simula as condicfes fisiolégicas do organismo feminino e, assim, auxilia no
desenvolvimento embrionario (Vieira, 2006); o meio Tyrode-albumina-lactato-piruvato (TALP), utilizado na
etapa de FIV (Bavister e Yanagimachi, 1977), e fatores para a capacitacdo espermatica mediante o uso de calcio
(Singh et al., 1978).

Nos anos 80, foram publicados trabalhos acerca dos aspectos que determinam o éxito ou o fracasso da
PIVE: maturagdo citoplasmatica (Cran, 1989), maturacdo nuclear (Kubelba et al., 1988), importancia das células
da granulosa e do cumulus oophorus durante a obtencdo de competéncia oocitdria na maturacdo in vitro
(Staigmiller e Moor, 1984), tempo de maturacao nuclear de odcitos, determinando o tempo de maturagdo in vitro
para 0 maximo de 24 h (Sirard et al., 1989), alguns aspectos sobre a reagdo acrossdémica sofrida pelo
espermatozoide durante a fertilizagdo (Flormam e First, 1988; Sidhu e Guraya, 1989), uso de células somaticas
no cocultivo de embribes (Gandolfi e Moor, 1987) e producdo de embriGes bovinos in vitro com o uso de
heparina na capacitagdo espermatica (processo no qual ocorrem mudancgas bioquimicas na membrana plasmatica
do espermatozoide), como uma metodologia eficiente (Leibfried-Rutledge et al., 1989). Apesar de muitos
trabalhos terem sido publicados ap6s a metade da década, foi ainda em 1982 que houve o primeiro relato do
nascimento de um bezerro produzido por fertilizagdo in vitro (Brackett et al., 1982), o que ndo se caracterizou
totalmente como um produto da PIVE, pois os odcitos utilizados foram maturados in vivo.

Década de 1990

Os anos de 1990 foram muito importantes para a comunidade cientifica brasileira, pois foi a partir desse
periodo que as pesquisas sobre a PIVE tiveram inicio no Brasil. Durante toda a década, a assim chamada FIV era
tema exclusivo de pesquisadores de instituicbes de pesquisa e ensino, consequentemente ndo havia qualquer
expressdo comercial (Siqueira et al., 2012). Mediante o inicio das pesquisas nacionais, houve a necessidade de se
estabelecerem parametros (anatdmicos, fisiologicos e metabdlicos) dos animais nativos para a utilizacdo das
metodologias mais adequadas (Oliveira et al., 1994).

Em 1990, foram estabelecidos parametros de controle de qualidade para os laboratdrios onde eram
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realizadas fertilizacdes in vitro e cultivo de embrifes. Nessa época, determinou-se que muitos materiais feitos da
borracha apresentavam toxicidade as células manipuladas, causando um prejuizo na produtividade final do
laboratdrio. Outros aspectos também foram estudados, como qualidade da agua, que deveria ser ultrapura ou
passar por processos de filtragens sucessivas para garantir bons indices de producéo de embrides; composigao
dos gases utilizados nos processos de maturacao, fertilizacdo e cultivo: diéxido de carbono (CO,), oxigénio (O,)
e nitrogénio (N,), os quais devem estar a 5%, 5% e 90%, respectivamente; temperatura da incubadora, que deve
se encontrar em torno dos 37°C, pois se aproxima da temperatura normal do animal, ndo causando um choque
térmico no material biol6gico; concentracdo de ions de hidrogénio para a espécie bovina, para os quais deve ser
mantido um pH entre 7 e 8 e incidéncia de luz, que deve ser baixa, pois foi comprovado o efeito deletério sobre
alguns estagios do desenvolvimento celular. O estabelecimento de tais fatores proporcionou aumento da
exigéncia de materiais e equipe treinada. Este estudo determinou que varios aspectos séo criticos nos resultados
das etapas da PIVE e que outros aspectos ainda ndo profundamente estudados também comprometeriam as taxas
de producédo, como a detecgdo de infeccOes. Porém, deve-se obedecer a procedimentos padrdes de controle de
qualidade pelos laboratorios para garantir que as taxas in vitro sejam cada vez mais semelhantes as in vivo
(Boone e Shapiro, 1990).

Apo6s quatro anos, a equipe do Laboratorio de Reprodugdo Animal da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéaria (Embrapa) obteve o primeiro produto brasileiro totalmente in vitro (Dode e Rumpf, 2002). Ainda
nesse mesmo ano, pesquisadores da Universidade Estadual Paulista publicaram um trabalho que demonstrava a
necessidade de uma metodologia especifica a ser aplicada para a produgéo de embrifes bovinos provenientes das
espécies Bos indicus (raca Nelore). Esse estudo evidenciou que 0s espermatozoides dessa raga tinham a
necessidade de maior quantidade de heparina para sua capacitacdo e necessitavam de maior concentragdo para a
fertilizagdo dos odcitos; também percebeu que 0s ovarios das fémeas eram menores e apresentavam menos
foliculos quando comparadas as espécies Bos taurus (Oliveira et al., 1994). Durante a década de 1990, grande
parte do material biolégico das pesquisas realizadas com od6citos bovinos no Brasil era proveniente de
abatedouro, entretanto, em 1995, a Embrapa anunciou no Brasil o uso de uma técnica consolidada em 1988 por
pesquisadores holandeses (Boni, 2012) utilizada para a obtencdo de odcitos: a puncdo folicular por via
transvaginal guiada por ultrassom (OPU) realizada com o animal ainda vivo, a qual apresentava vantagens
quanto ao nimero de bezerros que podem ser produzidos por meio de uma doadora, pois a pungdo pode ser
realizada vérias vezes no mesmo animal, porém tal técnica apresentou desvantagens quanto ao tempo entre as
repeticdes das aspiragdes, pois a cicatrizacdo do tecido exige um tempo minimo (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - Embrapa, 2004).

No final dessa década (1998), o experimento de Vajta et al. demonstrou a possibilidade da utilizacdo do
processo de vitrificacdo de embrifes e 06citos, 0 que causou um grande impacto na PIVE, pois a partir dai seria
possivel 0 armazenamento de material biolégico por um periodo prolongado.

Durante toda essa década foi possivel observar que a preocupacgdo com estabelecimento de padrdes que
visaram a melhoria dos indices da PIVE ajudou a impulsionar a pesquisa. Um desses fatores foi o
estabelecimento da temperatura Gtima de incubagdo in vitro entre 38,5 e 39°C (Boone e Shapiro, 1990;
Thompson, 1996).

Década de 2000

Essa década é iniciada com pesquisas relacionadas ao uso de odcito de bezerras de trés meses e 0
nascimento de crias fruto da fertilizacdo desses o6citos. Além disso, a PIVE se estabelece como viabilizador para
técnicas como: clonagem por transferéncia nuclear, injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e
transgenia (Dode e Rumpf, 2002).

A partir de 2001, a PIVE apresentou-se de forma acentuada, contribuindo para o aumento do rebanho
bovino nacional, e, em um periodo de cinco anos, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial e referéncia no
uso de PIVE em bovinos. O éxito comercial da técnica no pais foi decorrente de fatores de mercado, eficiéncia
intrinseca a producdo de embribes, desenvolvimento de tecnologias associadas e o investimento em pesquisas
nos Ultimos anos. Apdés mais de uma década de uso comercial da PIVE, é possivel analisar seu impacto no
mercado de embrides no Brasil. A avaliagdo da atividade da PIVE nos dltimos 12 anos permite identificar
periodos distintos quanto ao comportamento do mercado em relagdo ao uso da técnica. Até o ano de 2000, a
producdo in vivo de embrides, Gnica tecnologia de embrides disponivel em escala comercial, mostrava tendéncia
de alta, apesar de flutuagdes ocasionais. Essa tendéncia se manteve mesmo nos primeiros anos (2000-2003) ap6s
0 inicio da atividade dos primeiros laboratérios de PIVE comerciais. Nos anos posteriores (2004-2006), a PIVE
contornou parte das limitagdes de outras técnicas reprodutivas e propiciou aumento significativo na atividade,
por meio da migragdo de empresas que utilizavam outras técnicas reprodutivas, tornando-se a técnica mais
utilizada nos animais das espécies Bos indicus (Hansen, 2004; Viana e Camargo, 2007; Siqueira et al., 2012) o
que elevou ainda mais o nimero de embrifes produzidos (Viana et al., 2010). Entre os anos de 2006 e 2008,
houve uma diminuicdo do uso da PIVE por parte do mercado de gado de corte (Siqueira et al., 2012), contudo,
nesse mesmo periodo, observou-se aumento da utilizagdo da técnica pelos produtores de gado leiteiro,
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totalizando mais de 15% do rebanho produzido in vitro (Viana et al., 2010).

Em relacdo as contribui¢Bes cientificas trazidas nesse periodo, foi possivel observar a producédo de
diversas revisdes de literatura sobre temas relacionados as técnicas envolvidas com a reproducédo de bovinos, e a
partir dai se comeca a perceber a eleigdo pela PIVE, por ser a técnica mais moderna e com amplo espectro de
utilizacdo (Rumpf, 2007; Varago et al., 2008).

Um aspecto importante para o avango das pesquisas relacionadas a PIVE foi a consolidacdo da
protedmica como uma ciéncia em 1995, que visa caracterizar um conjunto de proteinas expressas em um
determinado momento (Di Ciero e Bellato, 2002). Esse fato impulsionou abordagens com uma visdo mais
molecular sobre aspectos da maturacdo odcitaria, esclarecendo varias questdes e dividas antigas sobre 0 assunto
(Meinecke et al., 2001; Bhojwani et al., 2006). No estudo de Cordeiro et al., em 2001, foi observado que, nas
células do cumulus, durante o periodo de maturacdo, ocorre mudanga no padrdo de sintese proteica, sendo
algumas proteinas estagio-especificas.

Década de 2010

Até o0 ano de 2010, o Brasil possuia 0 maior mercado produtor de carne bovina, o maior rebanho do
mundo e uma grande quantidade de embries produzidos, ultrapassando o valor de 250.000 ao ano (Siqueira et
al., 2012), o que representava mais de 50% da producéo mundial (Neves et al., 2010; Silveira et al, 2012). Com a
apresentagdo de dados elevados de producdo de produtos, passou-se a considerar que esses indices poderiam nao
estar ligados exclusivamente ao conhecimento cientifico que se tinha até o momento, mas sim a questfes
nutricionais, climaticas e mercadoldgicas (Neves et al., 2010).

N&o apenas o gado de corte é de interesse comercial para o Brasil, mas também o gado leiteiro, que vem
aumentando o nimero de cabegas em seu rebanho por meio do uso da PIVE (Viana et al., 2010); com isso, é
preciso se obterem dados cientificos que comprovem o melhor método e as melhores racas a serem utilizadas
para tal fim. Oliveira et al. (2013) comprovaram que, em locais de clima tropical, o uso de o6citos de vacas GIR
leiteiras é mais eficiente no sistema de PIVE.

Atualmente, ainda é possivel observar publicacBes sobre aspectos a serem melhorados para elevacéo
das taxas de produtos obtidos in vitro: influéncias de hormdnios no desenvolvimento da competéncia oocitaria
(Rosa, 2011), estudo de técnicas de vitrificagdo (Carvalho et al., 2012) e puncéo folicular (Seneda e Blaschi,
2012), tempo entre aspiracdo do foliculo e inicio dos processos realizados in vitro (Loiola, 2013) e estresse
térmico sobre os animais (Oliveira et al., 2013).

Considerac6es finais

A PIVE surgiu como uma técnica reprodutiva auxiliar ao melhoramento animal e consolidou-se no pais, sendo
atualmente usada em larga escala. O progresso ocorrido nos Gltimos 40 anos vem causando um notavel impacto
no setor econdmico brasileiro, e isso demonstra que o uso de uma biotécnica ndo depende apenas de sua
eficiéncia, mas também de fatores econdmicos do mercado que a utiliza e da propulsao que ela gera, auxiliando
0 avancgo de outras tecnologias.

Atualmente as metodologias utilizadas pelos laboratérios que realizam a PIVE estdo bem estabelecidas,
porém ainda sdo necessarios estudos em partes das técnicas que envolvam uso de substancias, equipamentos e
estudos de carater molecular, para que a sua eficacia apresente-se em constante elevacéo.
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