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Resumo. A produgdo in vitro de embridoes (PIVE) apresenta diversos beneficios para a
ovinocultura. Contudo, para se obter bons indices com essa biotecnologia, ¢ necessario
utilizar soro de ovelhas em estro (SOE), um produto obtido a campo, que ndo ¢ padronizado
nem comercializado. Uma alternativa para esse problema ¢ sua substitui¢do pelo hormdnio
progesterona (P4), uma vez que a P4 apresenta efeitos positivos na capacitacdo
espermatica, podendo, consequentemente, melhorar os resultados da PIVE. O objetivo
deste estudo foi comparar a adi¢do de SOE e de P4 no meio de fertilizacdo in vitro (FIV) e
avaliar a produgdo in vitro de embrides da espécie ovina. O estudo foi conduzido no Centro
de Biotecnologia da UniCesumar, Maringa, Parana, Brasil. Os complexos cumulo-o6cito
foram obtidos de ovarios coletados em abatedouros, provenientes de 100 fémeas pré-
puberes, ¢ maturados em meio comercial. A fertilizagdo foi realizada em meio FIV
suplementado com 10% de SOE (grupo controle: FIV-SOE) ou com 1 pL/mL (0,1%) de
P4 (grupo teste: FIV-P4), onde os espermatozoides permaneceram por uma hora antes da
coincubagdo com os o6citos. Em seguida, os zigotos foram cultivados in vitro em atmosfera
com 90% de Nz, 5% de CO: e 5% de O2 sendo o desenvolvimento embrionario avaliado no
2°, 7° e 10° dias de cultivo. Os dados foram tabulados e as varidveis analisadas pelo
procedimento estatistico PROC GENMOD. A taxa de maturacdo foi de 68%, com uma
média de 1,53 obcitos viaveis por animal. As taxas de clivagem (43,89% vs. 26,66%), de
formacgdo de blastocistos (24,44% vs. 14,44%) e de eclosdo de blastocistos (50,00% vs.
11,11%) foram maiores (P < 0,05) no grupo FIV contendo progesterona (FIV-P4). Conclui-
se que a adigdo de P4 ao meio de FIV melhora a eficiéncia e contribui para a
sustentabilidade da PIVE em ovinos.

Palavras-chave: Biotecnologia da reprodugdo, espermatozoide, fecundagdo in vitro,
ovinocultura sustentavel, reprodugdo animal.

Use of progesterone in vitro fertilization as a sustainable
advancement for ovine embryo production

Abstract. /n vitro embryo production (IVEP) offers several benefits for sheep farming.
However, achieving optimal results with this biotechnology typically requires the use of
estrous ewe serum (EES), a product obtained in the field that is neither standardized nor
commercially available. One potential alternative is the use of the hormone progesterone
(P4), which has demonstrated positive effects on sperm capacitation and may therefore
enhance IVEP outcomes. This study aimed to compare the supplementation of in vitro
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fertilization (IVF) media with EES and P4, and to evaluate the resulting in vitro production
of sheep embryos. The experiment was conducted at the UniCesumar Biotechnology
Center, Maringd, Parand, Brazil. Cumulus-oocyte complexes were obtained from ovaries
collected at slaughterhouses from 100 prepubertal females and matured in a commercial
medium. Fertilization was performed in IVF medium supplemented with either 10% EES
(control group: IVF-EES) or 1 pL/mL (0.1%) of P4 (test group: IVF-P4). Sperm were
incubated in the medium for 1 hour prior to co-incubation with oocytes. Subsequently,
zygotes were cultured in vitro in a gas mixture of 90% N2, 5% CO., and 5% O:. Embryo
development was assessed on days 2, 7, and 10 of culture. Data were tabulated and analyzed
using the PROC GENMOD procedure. The oocyte maturation rate was 68%, with an
average of 1.53 viable oocytes per animal. The IVF-P4 group showed higher (P < 0.05)
cleavage rates (43.89% vs. 26.66%), blastocyst formation (24.44% vs. 14.44%), and
hatched blastocysts (50% vs. 11.11%) compared to the IVF-EES group. In conclusion,
supplementation of IVF media with progesterone enhances the efficiency and sustainability
of IVEP in sheep.

Keywords: Animal reproduction, in vitro fertilization, reproductive biotechnology,
sustainable sheep farming, sperm capacitation.

Uso de progesterona en la fertilizacion in vitro como un avance
sostenible para la produccion de embriones ovinos

Resumen. La produccioén in vitro de embriones (PIVE) presenta diversos beneficios para
la ovinocultura. Sin embargo, para obtener buenos indices con esta biotecnologia, es
necesario utilizar suero de ovejas en estro (SOE), un producto obtenido en el campo, que
no esta estandarizado ni comercializado. Una alternativa a este problema es su sustitucion
por la hormona progesterona (P4), ya que la P4 presenta efectos positivos en la capacitacion
espermatica, lo que podria, en consecuencia, mejorar los resultados de la PIVE. El objetivo
de este estudio fue comparar la adicion de SOE y de P4 al medio de fertilizacion in vitro
(FIV) y evaluar la produccion in vitro de embriones de la especie ovina. El estudio fue
realizado en el Centro de Biotecnologia de UniCesumar, Maringa, Parana, Brasil. Los
complejos cumulo-oocito fueron obtenidos de ovarios recolectados en mataderos,
provenientes de 100 hembras preplberes, y madurados en un medio comercial. La
fertilizacion se llevd a cabo en un medio FIV suplementado con 10% de SOE (grupo
control: FIV-SOE) o con 1 pL/mL (0,1%) de P4 (grupo experimental: FIV-P4), donde los
espermatozoides permanecieron durante una hora antes de la coincubacion con los oocitos.
Posteriormente, los cigotos fueron cultivados in vitro en una atmosfera con 90% N2, 5% de
CO2y 5% de .. El desarrollo embrionario fue evaluado en los dias 2, 7 y 10 de cultivo.
Los datos fueron tabulados y las variables analizadas mediante el procedimiento estadistico
PROC GENMOD. La tasa de maduracion fue del 68%, con un promedio de 1,53 oocitos
viables por animal. Las tasas de clivaje (43,89% vs. 26,66%), formacion de blastocistos
(24,44% vs. 14,44%) y eclosion de blastocistos (50,00% vs. 11,11%) fueron mayores (P <
0,05) en el grupo FIV con progesterona (FIV-P4). Se concluye que la adicion de P4 al
medio de FIV mejora la eficiencia y contribuye a la sostenibilidad de la PIVE en ovinos.

Palabras clave: Biotecnologia de la reproduccion, espermatozoide, fecundacion in vitro,
ovinocultura sostenible, reproduccion animal.

Introducio

O emprego de biotecnologias da reprodugdo em pequenos ruminantes promove o aumento da
produtividade anual, contribui para a conservagao de recursos genéticos, intensifica a presenca de genes
desejaveis no plantel (Baruselli et al., 2021; Bernardi, 2018; Fonseca et al., 2016; Rocha-Frigoni et al.,
2014; Traldi, 2009) e favorece o mercado de exportacdo de material genético, como sémen e embrides
(BRASIL, 2023).
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Dentre as biotecnologias aplicadas a ovinocultura, destacam-se a multipla ovulagdo associada a
transferéncia de embrides e a producdo e transferéncia juvenil de embrides in vitro, por tornarem a
cadeia produtiva mais eficiente, sustentavel e rentavel (Fonseca et al., 2014; Granleese et al., 2019).

De fato, a adogao de protocolos de produgio in vitro de embrides (PIVE) aumenta significativamente
o numero de cordeiros nascidos (Basso et al., 2008; Fonseca et al., 2014, 2016; Simplicio et al., 2007).
No entanto, a PIVE em ovinos ainda apresenta limitacdes, exigindo aprimoramentos técnicos (Falchi et
al., 2022; Zhu et al., 2018), especialmente na etapa de fertilizagdo in vitro (FIV), considerada uma das
mais desafiadoras.

Estudos indicam bons resultados com o uso de soro de ovelhas em estro (SOE) na capacitagdo
espermatica durante a FIV (Castilho et al., 2013; Sanchez-Ajofrin et al., 2022; Santos & Barcelos, 2012).
A adigdo de 2% a 10% de SOE promove a remo¢ao da membrana de colesterol dos espermatozoides,
favorecendo sua capacitagdo e subsequente fecundagdo (Barrera et al., 2018; Castilho et al., 2013;
Takada et al., 2009). Contudo, o SOE ¢ um produto obtido em campo, ndo comercializado nem
padronizado, o que compromete a reprodutibilidade dos resultados (Rocha-Frigoni et al., 2014; Romao
etal., 2013).

Diante disso, pesquisadores tém investigado substitui¢des ao uso de SOE, como a adi¢do de
melatonina (Gimeno-Martos et al., 2019), lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Bernecic et al., 2021)
e hormoénios, como o estradiol (Garcia-Alvarez et al., 2015) e a progesterona (P4) (Albesa et al., 2022).

Dentre esses hormonios, a P4 destaca-se por seu papel na regulacao do ciclo estral e por estar presente
no fluido das tubas uterinas (Garcia-Alvarez et al., 2015; Hafez & Hafez, 2004). Estudos com
espermatozoides in vitro apontam que a P4 induz a selegdo de células com maior motilidade e vigor
(Gatica et al., 2013), estimula o rapido influxo de célcio (Albesa et al., 2022; Emiliozzi et al., 1996) e
promove a quimioatragdo espermadtica, facilitando a seleg¢do celular e aumentando a taxa de fecundagao
(Li et al., 2018). Dessa forma, acredita-se que a progesterona possa substituir o SOE, aprimorando a
FIV em ovinos. Considerando a relevancia da transferéncia juvenil de embrides in vitro na redugdo do
intervalo entre geracdes e na sustentabilidade econdmica da ovinocultura, este estudo teve como
objetivo comparar a adi¢do de SOE e de P4 ao meio de FIV ¢ avaliar sua influéncia na producio in vitro
de embrides ovinos.

Material e métodos
Local e periodo do experimento

O estudo foi conduzido em 2024, no Laboratorio de Biotecnologia em Reproducao Animal do Centro
de Biotecnologia (BIOTEC), localizado na Fazenda Escola da Universidade Cesumar (UniCesumar),
em Maringa, Paran4, Brasil.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com a Lei de
Procedimentos Cientificos com Animais (1986), Resolugdo CONCEA n° 51/2021 ¢ a Diretiva da Unigo
Europeia 2010/63.

Producdo dos embrides

A coleta, selegdo dos complexos cimulo-oocito (COCs) e a maturagdo in vitro foram realizadas com
COCs obtidos de ovarios de 100 cordeiras pré-puberes (20 a 28 semanas de idade), mesticas de ragas
com aptiddo para carne, predominantemente Texel. Os ovarios foram coletados em um matadouro
localizado em Guarapuava, Parana, Brasil. Apos a coleta, foram lavados e acondicionados em solugéo
salina a 0,9% a 36 °C, em recipiente térmico, e posteriormente transportados até um laboratorio de
campo instalado em Guarapuava. No local, os ovarios foram novamente higienizados, e os foliculos
com diametro entre 2 e 6 mm foram aspirados com agulha 18x3 mm acoplada a seringa de 10 mL.

O conteudo folicular foi transferido para placas de Petri para busca, contagem e classificacdo dos
odcitos com auxilio de estereomicroscopio (70x). Foram considerados viaveis os o6citos com membrana
basal integra, multiplas camadas de células da granulosa e ooplasma translicido e homogéneo (Barros
et al., 2020). Os COCs selecionados foram lavados em meio TCM-199 com Hepes, alocados
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aleatoriamente em tubos com TCM-199 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco®),
sob 6leo mineral e atmosfera de 5% Oz, 5% CO2 € 90% No.

O transporte para Maringa (312 km) foi realizado em incubadora portatil (WTA, Sorocaba, Sao
Paulo, a 38,5° C, com tempo médio de 4 horas. A maturagdo foi completada no mesmo ambiente, até
totalizar 22 horas. Foram realizadas trés coletas, totalizando 200 ovarios e 224 COCs aspirados.

Fertilizagdo in vitro (FIV)

Foram utilizadas palhetas de s€men de carneiro da raga Texel, oriundas de um centro comercial de
reproducdo ovina no noroeste do Parana. O sémen foi descongelado em banho-maria a 36 °C por 30
segundos e submetido a técnica de capacitacdo espermatica por gradiente de Percoll (4.000 rpm, 4 min).
Apos a selecdo, os espermatozoides foram incubados por uma hora em meio FIV contendo penicilina,
hipotaurina, epinefrina, heparina e 10% de SOE (FIV-SOE, grupo controle), obtido de ovelhas em estro
do BIOTEC/UniCesumar; 0,1% (1 pL/mL) de P4 (FIV-P4, grupo teste), (Albesa et al., 2022). Apos a
incubagdo, os odcitos foram adicionados aleatoriamente as gotas de FIV, com concentracdo de 1x10°
espermatozoides/mL e 20 odcitos por gota, mantidos por 17 horas a 38,5 °C, sob 5% de CO: em ar.

Cultivo in vitro (CIV)

Ap6s a fertilizagdo, os zigotos com monocamada de células da granulosa foram cultivados em meio
SOF suplementado com 2% de SFB, em incubadora com atmosfera de 5% COz, 5% N2z e 90% O-.

No 2° dia, foi avaliada a taxa de clivagem (n° de estruturas clivadas / n° de odcitos). No 4° dia, 0 meio
foi renovado com adi¢do de 10% de SFB e observou-se o estagio de desenvolvimento (2, 4 e 8 células).

No 7° dia, avaliou-se a taxa de blastocisto (n° de blastocistos grau I / n® de o6citos), considerando
apenas embrides com qualidade boa ou excelente, conforme critérios da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (Stringfellow & Seidel, 1999).

No 10° dia, foi avaliada a taxa de eclosdo (n° de blastocistos eclodidos/n® de blastocistos grau I)
(Bueno & Paula, 2008; Lustosa et al., 2018; Mello et al., 2016).

Analise dos dados

Os dados foram organizados em planilha eletronica e as variaveis obtidas foram taxa de maturagao
(n® o6citos maduros/ n° odcitos), média de odcitos viaveis por ovelha, taxa de clivagem (n° de estruturas
clivadas/ n° odcitos), taxa de blastocisto (n° de blastocistos grau I/ n® odcitos) e taxa de blastocistos
eclodidos ou taxa de eclosdo (n° blastocistos eclodidos/ n° blastocistos grau I). Todas as variaveis foram
analisadas pelo procedimento PROC GENMOD do software Statistical Analysis System (SAS®, v.8.0,
Cary, North Carolina) (SAS, 2000), versdo 8.01, utilizando distribuicdo de Poisson e funggo de ligagdo
identidade. J4 as médias foram analisadas pelo método dos quadrados minimos (Least Squares Means -
LSM) que utiliza o teste de qui-quadrado de Wald.

Resultados e discussao

A taxa média de maturacao dos odcitos foi de 68%, com uma média de odcitos vidveis por ovelha
pré-pubere de 1,53. Esses achados estdo de acordo com literatura, que aponta variagdes entre 60% e
80% de taxa de maturagdo para odcitos de cordeiras pré-puberes, dependendo das condigdes de
transporte e cultivo (Ferrer-Roda, et al., 2024; Ptak et al., 2003; Zhu et al., 2018). Em relagdo ao
transporte, infere-se que o transporte dos o6citos em solugdo salina por quatro horas demonstrou ser
adequado, corroborando estudos anteriores que indicam a viabilidade dessa pratica tanto em ovinos
quanto em bovinos (Max, 2011; Pena et al. 2022; Pontes et al., 2010).

A taxa de clivagem dos zigotos foi significativamente maior (P < 0,05) para o grupo FIV-P4
(43,89% vs 26,66%) (Tabela 1). Esse aumento pode ser atribuido as propriedades tinicas da P4 no meio
de FIV, uma vez que a P4 atua como um agente regulador na capacitagdo espermatica, promove a
quimioatracdo e facilita a interagdo entre odcitos e espermatozoides, o que € fundamental para o sucesso
da fecundagdo (Gatica et al., 2013; Li et al., 2018; Suzuki & Fujinoki 2023).
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Tabela 1. Taxas de clivagem, de blastocisto e de blastocistos eclodidos oriundos de FIV contendo soro de ovelha em estro
(FIV-SOE) ou progesterona (FIV-P4)

Parametro FIV-SOE FIV-P4 EPM* Valor de p
2° dia

Numero de odcitos 25,00 26,00 8,64 0.9387
Numero de estruturas clivadas 6,33 10,66 2,18 0,2336
Taxa de clivagem (%) 26,66 43,89 3,06 0,0165
7° dia

Numero de blastocisto grau I 3,00 5,66 0,84 0,0907
Taxa de blastocisto (%) 14,44 24,44 4,23 0,0170
10° dia

Numero de blastocisto eclodido 0,33 3,00 1,25 0.2051
Taxa de blastocisto eclodido (%) 11,11 50,00 19,34 0,0220

*Erro padrdo da média.

Estudos prévios demonstram que a P4 ¢ capaz de induzir o influxo de célcio intracelular nos
espermatozoides, ativando o canal CatSper, essencial para a motilidade hiperativada ¢ a reagdo
acrossomica (Casao et al., 2017; Li et al., 2018). Esses processos tornam os espermatozoides mais aptos
a atravessar a zona pelicida do o6cito, culminando em maiores taxas de fecundagéo.

Além disso, a P4 também desempenha um papel na estabilizacdo do ambiente no meio de FIV,
simulando e atuando de forma semelhante ao microambiente natural do oviduto, onde esse hormoénio é
liberado em altas concentragdes periovulatérias (Hafez & Hafez, 2004). Essa regulacdo pode minimizar
a ocorréncia de alteragcdes metabolicas que comprometam a funcionalidade espermatica e a viabilidade
oocitaria (Garcia-Alvarez et al., 2015).

Estudos também indicam que a P4 pode atuar indiretamente na modulagdo do metabolismo
energético do espermatozoide, otimizando a utilizacdo de reservas energéticas, o que € particularmente
relevante durante o periodo de co-cultura com os oécitos (Gimeno-Martos et al., 2018). Assim, a P4 nao
apenas favorece o encontro entre os gametas, mas também contribui para sua eficiéncia funcional
durante o processo de fertilizagao.

Por outro lado, a menor taxa de clivagem observada no grupo FIV-SOE pode estar relacionada a
variabilidade intrinseca do SOE, que apresenta composi¢des hormonais distintas dependendo da
doadora e do momento do ciclo estral. Esse fator limita a utilizagdo e padroniza¢do do SOE e pode
impactar negativamente a interagdo gamética e o desenvolvimento inicial do embrido (Rocha-Frigoni et
al., 2014; Romao et al., 2013). O SOE também fornece uma fonte significativa de lipidios, que pode
prejudicar a competéncia espermatica (Barrera et al., 2018).

As taxas de blastocisto e de blastocistos eclodidos (taxa de eclosdo) oriundos de FIV contendo soro
de ovelha em estro (FIV-SOE) ou progesterona (FIV-P4) foram maiores para o grupo FIV-P4 (P < 0,05)
(Tabela 1). A maior taxa de eclos@o observada no grupo tratado com P4 (50%) em relagdo ao grupo
SOE (11,11%), sugere que a P4 exerce um efeito modulador na fase de cultivo, promovendo a
estabilidade necessaria para o desenvolvimento embrionario avangado. Estudos sugerem que a
suplementagdo com progesterona pode influenciar o metabolismo embrionario, possivelmente
modulando vias associadas ao consumo de glicose e lactato, embora os mecanismos ainda ndo estejam
completamente esclarecidos (Hafez & Hafez, 2004; Gimeno-Martos et al., 2018).

Outro mecanismo potencialmente envolvido que pode ser considerado ¢ a agdo da P4 na modulagdo
da expressdo génica dos embrides, que favorece a ativagdo de genes relacionados ao crescimento celular,
a formagdo do blastocele e a integridade estrutural do blastocisto (Wrenzycki, 2016). Esse efeito pode
explicar o maior sucesso na eclosdo dos blastocistos no grupo FIV-P4, uma etapa critica para a
viabilidade embrionaria.

Esses achados sdo promissores e reforcam que a suplementagdo com P4 no meio de FIV pode superar
as limitagdes associadas ao SOE, sendo uma possibilidade para padronizar protocolos de FIV em ovinos,
resultando em protocolos de PIVE mais adequados e eficientes. A melhora dos resultados de PIVE,
resulta em um aumento da produtividade animal, contribui com o manejo mais eficiente da ovinocultura
e reduz o intervalo de tempo e os recursos para a obtencdo de rebanhos com caracteristicas genéticas
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desejadas (Colombo et al., 2017; Fonseca et al., 2014). Além disso, reduz as inseminagdes e tratamentos
hormonais, minimizando o uso de insumos ¢ medicamentos veterinarios.

No entanto, para a aplicagdo comercial dos protocolos de PIVE em ovinos, torna-se essencial que os
resultados, especialmente a taxa de clivagem, sejam robustamente repetiveis e padronizados entre lotes
e laboratorios. A variabilidade dos protocolos ainda limita a ado¢do em escala de campo, pois sistemas
comerciais exigem consisténcia, eficiéncia e baixo custo por unidade produzida (Souza-Fabjan et al.,
2023).

Paralelamente, é necessario que estudos futuros avaliem detalhadamente alteragdes morfologicas que
ocorrem nos estagios mais tardios do desenvolvimento embriondrio, como extrusdes celulares,
degeneracao da zona pelticida ou apoptose excessiva, que tém sido apontadas como fatores criticos de
limitagdo em protocolos que utilizam SOE como suplemento (Romao et al., 2013). Adicionalmente,
embora ainda haja lacunas, evidéncias sugerem que a P4 pode oferecer efeito protetor contra danos
oxidativos ou metabdlicos durante o cultivo embrionario, contribuindo para uma melhor integridade
estrutural e qualidade embrionaria (Wrenzycki, 2016).

Por fim, para validar o uso da P4 em escala, e considerar sua adogdo pratica em sistemas de produgao,
torna-se necessario investigar parametros tais como: diferentes concentracdes de SOE e de P4 no meio
de FIV; a combinacdo SOE + P4; as interagdes entre SOE/P4 com outros componentes do meio (por
exemplo antioxidantes, lipidios, fatores de crescimento); bem como estudos de viabilidade economica
(custo por embrido, retorno genético, escala de produgio) e de reprodutibilidade em campo.

Conclusoes

Os resultados mostraram que a substituicdo de SOE por P4 no meio para a FIV aumenta a produgéo
in vitro de embrides ovinos, melhorando, significativamente, as taxas de clivagem, de blastocisto e de
blastocistos eclodidos.

Os dados evidenciam a necessidade de investigagdes mais aprofundadas sobre o papel da P4 no
desenvolvimento embrionario in vitro, especialmente em estagios mais avangados do desenvolvimento.
A possibilidade de otimizar o cultivo embrionario com P4 representa um avango significativo para a
PIVE em ovinos, oferecendo alternativas mais praticas, econdmicas e sustentaveis para a reprodugao
dessa espécie animal.

Financiamento

Este estudo foi fomentado, na forma de bolsa de estudo, pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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