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[bookmark: _Toc110340852]RESUMO

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotécnica utilizada, principalmente, com o intuito de obtenção de embriões, em um ambiente fora do sistema biológico da fêmea. Apesar de sua utilização em escala mundial, a taxa de insucesso ainda é grande quando comparada à produção in vivo, devido, primordialmente, à formação de espécies reativas de oxigênio e ao estresse oxidativo ocasionado por estas, nas etapas da produção in vitro de embriões. Desse modo, diversos antioxidantes têm sido estudados a fim de minimizar as espécies reativas de oxigênio (ERO’s), durante o processo de produção embrionária. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementação da fração peptídica obtida a partir da fermentação do kefir, no meio de maturação in vitro de ovócitos bovinos. Os ovócitos foram, então, maturados em meio TCM-199+ (controle) ou suplementados com kefir nas concentrações de 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL Posteriormente, os ovócitos foram fertilizados (FIV) e cultivados (CIV), no qual foi realizada contagem de clivagem e de formação final de blastocistos. Após análise estatística, não foi observada diferença significativa entre o grupo controle e grupos contendo as diferentes concentrações de peptídeos do kefir (P>0,05). Em suma, a adição de kefir ao meio de MIV, não causou melhoras significativas na taxa de clivagem e produção de blastocistos bovinos. 

Palavras-chave: kefir; antioxidante; meio de maturação de ovócitos; produção in vitro de embriões.














[bookmark: _Toc110340853]ABSTRACT
 
In vitro embryo production (IVP) is a biotechnique used mainly in order to obtain embryos, in an environment outside of female. Although of worldwide scale use, the rate failure is still high when compared to in vivo production, due to the excessive production of reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress caused on IVP. Thus, many antioxidants have been studied to minimize ROS during the embryo production process. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of the addition of peptides obtained from fermentation of kefir, in bovine in vitro maturation oocytes. The oocytes were matured in TCM-199+ (control treatment) or supplemented with kefir at the concentrations of 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL and 4000 ng/mL. Subsequently, the oocytes were submitted to in vitro fertilization (IVF) and embryo culture, then cleavage and final blastocysts formation were counted. After statistical analysis, no significant difference was observed between the control group and groups of the different concentrations of kefir peptides (P>0,05). In summary, the addition of kefir to the IVM medium did not cause significant improvements in the cleavage rate and production of bovine blastocysts.

Key words: kefir; antioxidants; in vitro oocytes maturation; in vitro production embryos. 















1. [bookmark: _Toc110340854]INTRODUÇÃO

A produção in vitro de embriões (PIVE), consiste em uma biotecnologia com a finalidade de gerar um zigoto, através da interação entre o ovócito e o espermatozoide capacitado, em um ambiente fechado e controlado, fora do sistema biológico da fêmea (MELLO, et al., 2016). Historicamente, o processo de fecundação em si, só pôde ser acompanhado, de fato, em meados do século XIX, através da observação da reprodução de estrelas do mar, devido ao fato de essa fecundação ocorrer externamente ao corpo da fêmea, dessa forma, o ovócito do animal é fecundado e o embrião é formado. Já em mamíferos, apesar de ser amplamente estudada, a técnica só foi utilizada em 1959, a partir da fecundação de um ovócito de uma coelha, in vitro (CHANG, 1959). 
Hodiernamente, a PIVE passa por uma melhoria significativa e, consequentemente, tem apresentado um aumento nas taxas de concepção embrionária, quando comparado à produção in vivo de embriões (VIANA, 2018). No entanto, apenas cerca de 40 a 50% dos ovócitos selecionados, atingem o estágio de blastocisto (SPRÍCIGO, et al., 2015). Sabe-se que, diversos são os fatores que influenciam na produtividade e eficiência da PIVE. Entre esses fatores, estão a pré-seleção de ovócitos considerados qualificados, o fornecimento de nutrientes nos meios de maturação, fertilização e de cultivo. Além disso, o aumento da geração de ERO’s interfere, diretamente, na elevação do estresse oxidativo citoplasmático e, consequentemente, resulta em morte celular. Os principais eventos relacionados a esse acréscimo de ERO’s são a exposição a fatores ambientais, como a luminosidade e pH, além da concentração de oxigênio no ambiente de cultivo, como na incubadora, por exemplo (CARNEIRO, et al., 2019). Nesse ínterim, diversas substâncias antioxidantes têm sido estudadas a fim de auxiliar na minimização dos efeitos dos fatores influentes na produtividade da PIVE, como na diminuição de ERO’s. 
O kefir é uma bebida láctea fermentada, produzida a partir dos grãos de kefir, originado em Caucasus e Europa oriental. O elemento é obtido a partir da conjuntura de diversos microrganismos, como leveduras, fungos miceliais e bactérias ácido láticas e ácido acéticas (FARAG, et al., 2020; HAMIDA, et al., 2021). A bebida é originalmente conhecida como um probiótico, que auxilia o sistema imunológico na supressão de infecções, comprovado em células cancerígenas, além de seu reconhecido potencial antioxidante (ZHINA, et al., 2015; TON, et al., 2020).
Sendo assim, o kefir surge como uma opção viável para auxilar na redução de ERO’s produzidas durante a PIVE. No entanto, não são encontrados na literatura trabalhos sobre a ação antioxidante do kefir na PIVE. Desse modo, esse estudo mostra-se importante, a fim de promover uma análise sobre os efeitos do kefir na maturação in vitro (MIV), através da observação dos percentuais de clivagem e de produção de blastocistos.

2. [bookmark: _Toc110340855]REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1. [bookmark: _Toc110340856] Produção in vitro de embriões e aplicabilidades  
 A produção in vitro de embriões conta, sobretudo, com quatro etapas principais, sendo elas a coleta e seleção dos ovócitos, maturação in vitro, fertilização in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) (DOS SANTOS, et al., 2019). 

2.1.1. [bookmark: _Toc110340857]Coleta e seleção ovocitária
[bookmark: _Toc108730516][bookmark: _Toc109042844][bookmark: _Toc110340858]A coleta dos ovócitos pode ser realizada de várias formas. Entre estas, os ovócitos podem ser doados de fêmeas vivas, por meio de laparoscopia ou aspiração folicular transvaginal. Há, ainda, a possibilidade de coleta de ovários em abatedouros e obtenção dos ovócitos por meio de fatiamento de ovários ou aspiração folicular por meio de seringa. Estes são, então, selecionados de acordo com graus de qualidade, sendo o grau I de melhor qualidade, com muitas células do cumulus; e o grau III, o de pior qualidade, com baixa quantidade de cumulus, como representados, respectivamente, em figura 1 e 2 (MARIANO, et al., 2015).

Figura 1. Ovócitos bovinos de grau I
[image: ]
Fonte: Beletti, 2017.


Figura 2. Óvócitos bovinos de grau III
[image: ]
Fonte: Beletti, 2017.

2.1.2. Maturação in vitro
Nesta etapa, os ovócitos sofrem várias modificações citoplasmáticas, nucleares e moleculares a fim de se tornarem aptos para que ocorra a fecundação. A maior parte dos protocolos sugere a utilização do meio TCM-199+, com suplementação de soro fetal bovino (SFB), gonadotrofinas, piruvato, antibióticos, entre outros (GOTTARDI, et al., 2009). A maturação ocorre, então, entre 18 e 24 horas, em ambiente com umidade e temperatura controladas (MEINECKE, et al., 2001).
Nesse estágio, acontece o rompimento da vesícula germinativa (GVBD), desaparecimento do nucléolo, formação do primeiro corpúsculo polar e do ovócito secundário, até a formação do segundo fuso meiótico, que é interrompido na metáfase da meiose II, até a fecundação (FAN, et al., 2019). Ademais, transcorrem diversas mudanças citoplasmáticas, dentre elas a síntese de algumas proteínas, como as do complexo MPF, que é fator promotor da maturação e da via MAPK, que são as proteínas quinase ativadas por mitógenos, a redistribuição de organelas, armazenamento de RNAs mensageiros (mRNA), proteínas e fatores de transcrição, além de alterações na liberação de cálcio. Assim, observa-se muitos fatores condicionantes para a aptidão do ovócito ao processo de fecundação (SUN, et al., 2021). 

2.1.3. Fertilização in vitro
Na fertilização in vitro, os ovócitos serão fecundados por espermatozoides previamente selecionados e capacitados, em um ambiente controlado. Os espermatozoides, geralmente, advêm de sêmen congelado e é separado, principalmente, pelo gradiente de Percoll, que permite a contagem da fração viva dos espermatozoides depois de descongelados. A fim de promover um ambiente adequado para a fecundação, o TALP-fert é um dos meios mais apropriados para a capacitação espermática, devido à presença da heparina em sua constituição. Este processo demanda entre 18 e 22 horas até a formação do zigoto (MELLO, et al., 2016).

2.1.4. Cultivo in vitro
O CIV abrange a evolução do zigoto até o estágio de blastocisto, variando de sete a nove dias, período em que ocorre, por exemplo, a compactação dos blastômeros e a formação da blastocele. Em até 24 horas pós FIV, os zigotos são desnudados e transferidos para o meio de culto. Durante essa etapa também são comumente utilizados meios que visam melhorar o resultado final da PIVE, como o meio SOF, semelhante ao fluido presente nos ovários bovinos (HOLM, et al., 1999; GONÇALVES, et al., 2007).

2.1.5. Aplicabilidades
[bookmark: _Toc108730517][bookmark: _Toc109042845][bookmark: _Toc110340859]A PIVE possui diversas aplicabilidades, entre as principais estão a produção de embriões viáveis de várias espécies, incluindo portadoras de patologias reprodutivas, melhoramento genético, tanto na qualidade, quanto na quantidade do produto final, além da possibilidade de criação de um banco de germoplasma, visando à conservação do material genético animal (HASLER, 2014; BARUSELLI, et al., 2019). 
 	
2.2. [bookmark: _Toc110340860]Fatores que afetam a PIVE 
A eficiência dessa biotecnologia está relacionada a diversos fatores, dentre eles a seleção de ovócitos qualificados, o fornecimento de nutrientes pelo meio de maturação e a capacitação espermática (CARNEIRO, et al., 2019). 
Antes da seleção dos ovócitos e durante a maturação in vitro, diversos fatores ocasionam o aumento de ERO’s, culminando em um crescente estresse oxidativo celular, podendo levar a célula ao desequilíbrio e/ou até provocar a morte celular (SANTOS, et al., 2019). Dentre estes principais eventos estão às circunstâncias em que a fêmea estava inserida pré-coleta, desequilíbrio da homeostase corporal e hormonal, concentração de oxigênio no ambiente de cultivo, exposição dos ovócitos à luminosidade na MIV, insuficiência de antioxidantes endógenos de defesa, dentre outros. Nesse ínterim, diversos estudos são realizados com o intuito de aprimorar a qualidade dos embriões, obtidos a partir da PIVE, como através da adição de antioxidantes ao meio de maturação in vitro (HALLIWELL, et al., 2014; SOVERNIGO, et al., 2017). 
 
2.3. [bookmark: _Toc110340861]Antioxidantes na PIVE 
[bookmark: _Toc108730520][bookmark: _Toc109042848][bookmark: _Toc110340862]Os agentes antioxidantes são substâncias que inibem ou retardam a oxidação de um substrato, causada por radicais livres presentes nas células (SIES, et al., 1995). Estes agentes podem ser enzimáticos ou não enzimáticos. O primeiro utiliza o sistema de defesa enzimático, incluindo a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), como técnica para controlar ou impedir a formação de espécies reativas de oxigênio (SÁ, et al., 2020). Já os compostos antioxidantes não enzimáticos, são, em sua maioria, exógenos, como, por exemplo, a glutationa, o ácido ascórbico e a alfa-tocoferol (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989). Nesse ínterim, muitos estudos têm verificado a eficácia da utilização de antioxidantes naturais nas etapas da PIVE. 

2.4. [bookmark: _Toc110340863]Kefir 
O kefir é uma bebida fermentada, produzida a partir da fermentação dos grãos de kefir, que são compostos por exopolissacarídeos e proteínas, nas quais coexistem diversos microrganismos em simbiose, como bactérias ácido láticas, ácido acéticas e leveduras. As bactérias e leveduras mais recorrentes na composição do kefir são a Lactobacillus kefiranofaciens, Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae, S. unisporus, Candida kefyr e Kluyveromyces marxianus (PRADO, et al., 2015).
 A diversidade microbiológica do composto contribui para as diversas características físico-químicas e propriedades biológicas deste. A bebida é originalmente conhecida como um simbiótico (LOPITZ-OTSOA, et al., 2006), que auxilia o sistema imunológico na supressão de infecções, comprovado em células cancerígenas. Além disso, o kefir possui muitas propriedades indicativas de ações anti-hipertensiva (BRASIL, et al., 2018; EBNER, et al., 2015), anti-inflamatória (CARASI, et al., 2015) e antioxidante (RADHOUANI, et al., 2018; GHONEUM, et al., 2020), devido, principalmente, à presença de isoflavonoides e vitamina E em sua estrutura (ZHINA, et al., 2015). 
Dessa forma, com todas as características supracitadas, pressupõe-se a eficácia da adição dessa substância no suporte e melhoramento de ovócitos bovinos e, consequentemente, de embriões, em meio de maturação in vitro. 



3. [bookmark: _Toc85789067][bookmark: _Toc110340864]OBJETIVOS

3.1. [bookmark: _Toc85789068][bookmark: _Toc110340865]Objetivo Geral
Analisar os efeitos da suplementação da fração peptídica de kefir ao meio de maturação in vitro de ovócitos bovinos na produção in vitro de embriões bovinos.

3.2. [bookmark: _Toc85789069][bookmark: _Toc110340866]Objetivos Específicos
3.2.1. Avaliar o efeito da suplementação do meio de maturação in vitro de ovócitos com fração peptídica de kefir sobre a taxa de clivagem na produção in vitro de embriões bovinos, nas concentrações de 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL.
3.2.2. Avaliar o efeito da suplementação do meio de maturação in vitro de ovócitos com fração peptídica de kefir sobre a taxa de blastocisto na produção in vitro de embriões bovinos, nas concentrações de 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL.

4. [bookmark: _Toc85789071][bookmark: _Toc110340867]METODOLOGIA

4.1. [bookmark: _Toc110340868]Obtenção da fração peptídica proveniente da fermentação do kefir
A fermentação do kefir foi realizada de acordo com o proposto por Batista, et al (2021). Resumidamente, Grãos de kefir doados da região de Uberlândia, Brasil, foram fermentados com leite de vaca pasteurizado 4% m/v, por 24 h, em temperatura ambiente. Ao término do período de fermentação, o conteúdo foi filtrado primeiramente em papel filtro. A fração solúvel foi novamente filtrada em membrana de 0,44µm e 0,22µm e a fração peptídica foi, então, obtida após a filtragem em Amicon (porção < 10kDa).

4.2. [bookmark: _Toc110340869]Diluição da fração peptídica do kefir
4.2.1. [bookmark: _Hlk98702120]A fração peptídica do kefir foi diluída, em meio de maturação TCM-199+, de forma seriada em seis concentrações, em microtubos de 2 mL, e um microtubo controle contendo apenas meio de maturação. Sendo as seguintes concentrações: 125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2000 ng/mL e 4000 ng/mL.

4.3. [bookmark: _Toc110340870]Produção in vitro de embriões 
Foram realizadas seis rotinas de PIVE, com gotas contendo as diferentes concentrações de fração peptídica de kefir.

Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA)
	Este trabalho utilizou somente peças obtidas em frigoríficos e, portanto, não precisou da aprovação do Comitê de Ética na Utilização de Animais, de acordo com o CEUA-UFU. 

4.3.1. Obtenção dos ovócitos
Os ovócitos foram obtidos a partir de aspiração folicular ovariana de ovários coletados de vacas abatidas em abatedouros comerciais locais e transportados em garrafa térmica, até o Laboratório de Biologia da Reprodução, da Universidade Federal de Uberlândia. A técnica de aspiração folicular ovariana foi realizada com o auxílio de seringa de 10mL e agulha 18G e o líquido obtido foi colocado em tubos de 50mL, onde ocorreu a sedimentação, por aproximadamente 10 minutos e em banho maria a 37ºC. O sedimento foi, então, transferido para placas de Petri, onde foi realizado o rastreio e seleção de ovócitos de grau I e grau II, através de um estereomicroscópio. 

4.3.2. Maturação in vitro
Os ovócitos selecionados foram lavados duas vezes em meio TCM-199+ HEPES (0,2mM piruvato sódico, 10mM HEPES ácido, 10mM HEPES sódico, 5mM bicarbonato de sódio, 83µg/mL de amicacina, 1µg/mL FSH, 5µg/mL LH, suplementado com 10% de soro fetal bovino) e uma vez em meio de maturação TCM-199+ com bicabornato (0,2mM piruvato sódico, 26mM bicabornato de sódio, 83µg/mL de amicacina, 1µg/mL FSH, 5µg/mL LH, suplementado com 10% de soro fetal bovino). Foram colocados de 15 a 20 ovócitos em criotubo, contendo meio de maturação suplementado com as frações peptídicas de kefir diluídas de forma seriada; e armazenados em incubadora com temperatura (38,5ºC), umidade e CO2 5% controlados, por 22h.



4.3.3. Fertilização in vitro
Foram utilizadas amostras de sêmen congeladas de um touro, obtidas em central de inseminação artificial. O sêmen foi descongelado, a 36ºC por 30 segundos, colocado em gradiente de Percoll e centrifugado a 3500 rpm, por 30 minutos. Foram feitas análises de motilidade e concentração dos espermatozoides. Os ovócitos foram lavados em meio FIV e transferidos para placa de fertilização onde os espermatozoides foram adicionados. As placas, então, foram armazenadas em incubadora por 18h nas mesmas condições da MIV. 

4.3.4. Cultivo in vitro
Nessa fase, foi realizado o desnudamento mecânico dessas células, por meio de pipetagem. Posteriormente, as células foram lavadas em meio SOF (0,2mM de piruvato sódico, 5mg/mL de BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 83µg/mL de amicacina) por três vezes, e colocadas em placa de cultivo. O cultivo desses embriões foi feito em incubadora, durante sete dias, com posterior contagem de clivagem e formação de blastocisto, 48h e 7 dias após a FIV, respectivamente.

4.4. [bookmark: _Toc110340871]Análise estatística 
Devido à existência de diversas variáveis não controladas que influenciam os resultados das PIVE’s, foi utilizado um teste estatístico pareado de comparação entre os tratamentos (grupos), isso porque, as variáveis em cada rotina são as mesmas, com exceção da concentração da fração peptídica de kefir no meio de maturação ovocitária. Assim, mesmo que existissem diferenças nas demais variáveis entre cada rotina de PIVE, esse efeito seria neutralizado pela aplicação de teste pareado.
Para a escolha do teste estatístico a ser utilizado, inicialmente foi verificada a distribuição dos dados utilizando-se o teste Komogorov-Smirnov. Foi identificado que a distribuição dos dados possuía distribuição normal e, assim, optou-se por utilizar teste “t” pareado para verificar diferenças entre os grupos. Subsequentemente, o programa estatístico utilizado para obtenção dos gráficos foi o GrahPad Prism.





5. [bookmark: _Toc110340872][bookmark: _Toc85789081]RESULTADOS

5.1. [bookmark: _Toc110340873]Taxa de clivagem
Foi realizada a contagem de clivagem dos zigotos, tanto no controle, quanto nos grupos com os tratamentos contendo as diferentes concentrações da fração peptídica obtida do kefir. Estes dados foram analisados estatisticamente e não houve diferença significativa entre o resultado atingido pelo grupo controle e os grupos com os tratamentos (P>0,05) (figura 3).

Figura 3. Média e desvio padrão da taxa de clivagem em cada tratamento
[image: WhatsApp Image 2022-06-29 at 09.39.03]


5.2. [bookmark: _Toc110340874]Taxa de blastocistos 
Também foi realizada a contagem de blastocistos, tanto com o controle, quanto com os tratamentos contendo as diferentes concentrações da fração peptídica do kefir. Estes dados foram analisados estatisticamente e não houve diferença significativa entre o resultado atingido pelo grupo controle e os grupos com os tratamentos (P>0,05) (figura 4).

Figura 4. Média e desvio padrão da taxa de blastocisto em cada tratamento 
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6. [bookmark: _Toc110340875]DISCUSSÃO

Os compostos antioxidantes possuem grande valia para diversos fins, como para as indústrias farmacêutica, na atuação anticancerígena e anti-inflamatória (MUCHA, et al., 2021), e reprodutiva, auxiliando na produção de embriões (SAPANIDOU, et al., 2015). Nesse contexto, observa-se a necessidade em se pesquisar alternativas em substâncias que combatam os radicais livres em determinado organismo. 
Alguns compostos como a nicotinamida, cianidina e nobiletina, têm apresentado resultados positivos na redução de espécies reativas de oxigênio em vários tipos celulares in vitro. Devido a este fato, substâncias antioxidantes tornaram-se alvo de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento embrionário, em tecnologias de reprodução assistida. A adição de 1 μM de nicotinamida, derivada da vitamina B3, no meio FIV de embriões bovinos, diminuiu significativamente as ERO’s e melhorou a taxa de formação de blastocistos (YUAN, et al., 2020). Este mesmo efeito foi observado com a cianidina – pertencente ao grupo das antocianidinas, responsáveis pela coloração de tecidos orgânicos –, na concentração de 100 μM, durante a MIV suína (HICKS, et al., 2020). A nobiletina é outro exemplo de antioxidante bem sucedido, na contenção de ERO’s e aumento das taxas de blastocisto, principalmente nas concentrações de 25 e 50 μM, na MIV bovina (CAJAS, et al., 2020). No entanto, este mesmo êxito não foi observado no presente estudo, visto que a utilização da fração peptídica de kefir não demonstrou melhoria significativa tanto nas taxas de clivagem, quanto na formação dos blastocistos em maturação bovina. Este fato pode ter ocorrido devido a uma série de fatores, como por exemplo quanto à utilização da fração peptídica de kefir, podendo conter uma variedade de peptídeos, como visto nos estudos de Ebner e colaboradores em 2015 e de Savastano e colaboradores em 2019, enquanto nos demais estudos supracitados os compostos foram usados em sua forma pura.
Vários outros antioxidantes não apresentaram resultado estatístico significativo no processo de desenvolvimento embrionário, consoante ao observado na utilização do kefir, como o guaiazuleno, niacina e selênio. O guaiazuleno, antioxidante exógeno presente em óleos essenciais de guaiaco e camomila, foi utilizado na MIV e CIV, durante a PIVE bovinos, por Dolovou e colaboradores, em 2011, entretanto apesar de aumentar a taxa de clivagem, não otimizou a formação final de blastocistos. Um resultado semelhante foi observado com o uso da niacina, ou vitamina B3, na concentração de 400 μM durante a MIV bovina, aumentando a maturação ovocitária e não alterando a taxa de blastocistos (KAFI, et al., 2019). O selênio, por sua vez, não modificou a maturação ovocitária e o desenvolvimento de blastocistos bovinos (LIZAGARRA, et al., 2020).  
A utilização da fração peptídica obtida a partir da fermentação do kefir neste estudo permitiu, então, avaliar se sua ação antioxidante era, de fato, efetiva no modelo in vitro de reprodução bovina. Apesar de parecer promissora, a suplementação com a fração peptídica obtida a partir da fermentação do kefir ao meio de maturação in vitro de ovócitos não mostrou alterar os resultados da produção in vitro de embriões bovinos. Faz-se necessário verificar uma possível ação desses peptídeos aos demais meios utilizados na produção in vitro de embriões bovinos.
 
7. [bookmark: _Toc110340876]CONCLUSÃO 

Dessa forma, através desta pesquisa, foi possível concluir que a fração peptídica, obtida a partir da fermentação do kefir, utilizada de forma diluída não demonstrou resultado significativo nas taxas de clivagem e de formação de blastocistos, quando adicionado ao meio de maturação in vitro de ovócitos bovinos.
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