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Resumo: O presente trabalho relaciona a produção in vitro de embriões (PIVE) com a 
clonagem, também conhecida como transferência nuclear com células somáticas 
(TNCS), onde etapas da PIVE são de importância para o sucesso da clonagem 
animal, e mostra que o sucesso de ambas as técnicas pode ser afetado pela 
ocorrência de apoptose. Portanto, o sucesso dessas técnicas está relacionado a 
qualidade dessas etapas e a eliminação de fatores estressantes que podem levar a 
apoptose.  
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Abstract: The present work connects the in vitro embryo production (IVP) with cloning, 
also known as somatic cell nuclear transfer (SCNT), where steps of the IVP are of 
importance for the success of animal cloning, and shows that the success of both 
techniques can be affected by apoptosis. Therefore, the success of both techniques is 
related to the quality of these steps and the elimination of stressors that can lead to 
apoptosis.  
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Introdução 
 

A tecnologia de produção in vitro de embriões (PIVE) surgiu na década de 80 e se 
desenvolveu nas últimas décadas, tornando-se a técnica de escolha para reprodução 
assistida em bovinos. A produção in vitro de embriões é conduzida em três etapas: a 
maturação oocitária, a fecundação dos oócitos in vitro e o cultivo embrionário até 
chegar ao estádio de blastocisto (Camargo et al, 2006). Neste momento os embriões 
estão prontos para a transferência para receptoras ou para serem criopreservados. A 
TNCS surgiu em 1996, com o relato do nascimento da ovelha clone Dolly (Wilmut et al, 
1997), sendo essa técnica dependente das mesmas etapas da PIVE, com exceção da 
fecundação in vitro. O processo de apoptose, também conhecido como morte celular 
programada, ocorre regularmente para garantir um equilíbrio homeostático entre 
formação e a morte celular sendo, portanto, considerada crucial no desenvolvimento 
de um embrião ao longo do crescimento de um organismo. No entanto, um 
desequilíbrio dessa função pode contribuir para um crescimento/proliferação celular 
anormal e afetar o desenvolvimento celular e embrionário (Obeng, 2021). 

O objetivo deste trabalho e revisão bibliográfica é relacionar a PIVE, a TNCS e a 
apoptose celular proporcionando um entendimento de como cada uma dessas te se 
inter-relacionam e são afetadas pela apoptose na produção do embrião. 
 



 

Material e Métodos 
 

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa bibliográfica. Ressalta-se que não 
houve pesquisa laboratorial, por conta do estado de pandemia no Brasil, desde março 
de 2020, e da suspensão temporária das atividades laboratoriais. Sendo assim, esta 
revisão tem como base artigos retirados de plataformas como: Google Acadêmico, 
Periódicos Capes, Scielo e PubMed, além de livros da área 
 

Resultados e Discussão 
 
Produção in vitro de embriões (PIVE) 

A PIVE é a técnica de reprodução assistida atualmente mais utilizada na produção 
de embriões bovinos. A maturação ocorre diretamente após a remoção do oócito do 
ambiente folicular, e ela ocorre tanto à nível citoplasmático como nuclear. As 
alterações nucleares ocorrem em torno de 24 horas, fazendo o oócito passar do 
estádio de diplóteno da prófase I até o estádio de Metáfase II (Gonçalves et al., 2007). 
É necessário utilizar um meio adequado para que ocorra essa maturação. O meio de 
escolha geralmente é o tissue culture medium (TCM199), adicionado de nutrientes e 
de hormônios, como FSH e LH, além da suplementação com soro bovino e/ou 
albumina sérica bovina (Camargo et al., 2006). Deve-se atentar que qualquer 
alteração morfológica no processo de aspiração folicular pode causar impacto na 
maturação.  

Após a maturação o oócito está pronto para a fecundação. Nesta fase, é 
necessário utilizar um meio de cultivo apropriado, suplementado com heparina, 
importante na capacitação do espermatozoide, dentre outros componentes. Para a 
descongelação do sêmen, geralmente se utiliza banho maria a 35°- 37°C por 30 
segundos seguido de centrifugação em solução com diferentes gradientes de Percoll, 
para que ocorra uma separação dos espermatozoides viáveis. O período de co-
incubação dos espermatozoides com os oócitos para a fertilização in vitro pode variar 
de 12 a 20 horas, quando então os presumíveis zigotos podem ser transferidos para o 
meio de cultivo (3ª etapa do processo) 

No período de cultivo embrionário o embrião permanece de sete a oito dias em 
estufa incubadora, quando então atinge o estágio de blastocisto e estará pronto para a 
transferência para o útero de uma receptora ou para criopreservação. Para o cultivo 
embrionário está disponível diferentes meios de cultivo, sendo o mais comum o meio 
fluido sintético do oviduto (SOF), suplementado com soro ou albumina. O ambiente 
atmosférico ideal para a maturação, fecundação e desenvolvimento embrionário deve 
conter 5-6% de CO2, podendo ser em baixa tensão de O2 (5-7%) ou em ar 
atmosférico (Gonçalves et al., 2007). 
 
Transferência nuclear de célula somática, 

A técnica de transferência nuclear de célula somática (TNCS), também conhecida 
por clonagem animal, apesar de ter alguns avanços, ainda apresenta eficiência   
limitada e tem se desenvolvido lentamente (Ogura et al., 2012), pois há diversas 
barreiras a serem vencidas, tanto biológicas quanto éticas. Resumidamente, a técnica 
consiste nas seguintes etapas: enucleação de um oócito, maturado de forma 
semelhante a PIVE; seleção de uma célula somática doadora do núcleo; injeção dessa 
célula doadora no espaço perivitelínico do oócito enucleado; indução da fusão entre as 
membranas da célula doadora e do oócito, através de um equipamento chamado 
eletrofusor, e finalmente na ativação do oócito reconstruído com a célula doadora 
(Ibtisham et al, 2017).  

O embrião reconstruído é cultivado in vitro para seu desenvolvimento até estágio 
de blastocisto, como ocorre na PIVE. O sucesso da TNCS depende de diversas 



 

modificações na cromatina, replicação do DNA, ativação do genoma embrionário, 
reprogramação celular, modificação das histonas, reprogramação da metilação do 
DNA e por fim a reprogramação do transcriptoma (Rodrigues-Osorio et al., 2012). 
 
Apoptose Celular  

A apoptose, também conhecida como morte celular programada pode ser induzida 
por algum efeito extrínseco ou intrínseco (Obeng, 2021), porém, diferentemente da 
necrose, na apoptose não ocorre extravasamento de conteúdo citoplasmático, não 
ocorrendo nenhum tipo de dano as células vizinhas. As células em apoptose podem 
apresentar agregação e condensação da cromatina, fragmentação nuclear, perda do 
volume celular, formação de protuberâncias na membrana plasmática e a formação de 
corpos apoptóticos (Ziegler & Groscurth, 2004). 

A taxa de incidência desta alteração nas células, gametas e embriões influencia 
diretamente o sucesso das técnicas de reprodução assistida. 

Exposição dos oócitos e embriões aos meios de cultivo sub-ótimos, estresses 
oxidativo ou térmico, decorrentes do próprio processo de manipulação e ambiente de 
cultivo in vitro, elevam as taxas de apoptose e reduzem as chances de se obter 
embriões saudáveis, sejam esses produzidos pela fecundação in vitro ou pela 
clonagem animal (Khurama & Niemann, 2000). 

Portanto, deve-se procurar minimizar as de estresse e controlar os fatores 
desencadeantes da apoptose ara o incremento das taxas e na qualidade de embriões 
produzidos por PIVE ou TNCS.  

 
Conclusão 

 
A PIVE e a TNCS compartilham de algumas técnicas de cultivo para maturação 

do oócito e para o desenvolvimento embrionário e que são influenciados por fatores 
indutores de apoptose. O sucesso de ambas está relacionado a qualidade desses 
cultivos e a eliminação de fatores estressantes que podem levar a apoptose, a qual 
reduz a qualidade embrionária.  
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