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| — Relatério de Estagio Obrigatério

1. INTRODUGAO

O Estagio Supervisionado Obrigatério de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) € uma atividade curricular de
treinamento, aprimoramento técnico, cientifico e de relagcdes humanas, visando a
complementagao do processo ensino-aprendizagem. O estagio tem como objetivo
estimular a capacidade de analise critica, proporcionar formagao pratica e
possibilitar a aquisicdo de novas técnicas de trabalho por meio de exercicios e
praticas supervisionadas.

Este estagio foi realizado na empresa Embriza Biotecnologia, na area de
Reproducdo Animal, mais especificadamente na Produgao /n Vitro de Embrides
(PIVE) bovinos, focando nas atividades laboratoriais e no acompanhamento dos
manejos realizados em campo pelos profissionais da MS Embryo Solugdes em
Pecuaria.

A PIVE é uma ferramenta eficaz para o melhoramento genético de bovinos,
permitindo a disseminacdo de genética aprimorada e, consequentemente, o
aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva (BARUSELLI et al., 2019). A técnica
envolve a coleta de complexos cumulus-odécitos por aspiragao folicular, seguida da
maturacgao, fertilizagdo e cultivo in vitro dos mesmos. Os embrides resultantes
passam por essas etapas em meios especificos e em um ambiente laboratorial
controlado, para posterior transferéncia a fresco para fémeas receptoras aptas a
conceber ou criopreservacgao (RIZOS et al., 2008).

O Brasil é referéncia mundial na aplicagdo dessa biotecnologia, com
investimentos em pesquisas que visam melhorar a eficiéncia, viabilidade e
disseminagao desta pratica entre diferentes produtores. A PIVE avangou
consideravelmente, possibilitando um rapido melhoramento genético das
populacdes de gado, maximizando os beneficios genéticos produtivos e elevando
a qualidade do rebanho bovino brasileiro (BATISTELA et al., 2021).

Este relatério tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas
durante o estagio mencionado, correspondente ao décimo semestre da graduacao
em Medicina Veterinaria na UFMS.



2. LOCAL DO ESTAGIO

A Embriza Biotecnologia localiza-se em Campo Grande — MS (Figura 1) e
atua ha 30 anos na prestacdo de servicos em reprodugao bovina, incluindo
laboratério de PIVE, exportagdo de bovinos e embrides congelados. Fundada em
1994 pelo Médico Veterinario Carlos Alberto Zanenga, a empresa inicialmente se
dedicava a producao de embrides in vivo e, em 2003, passou a trabalhar com a
produc¢ao in vitro, conquistando o mercado de fazendas em todo o Mato Grosso do
Sul e expandindo suas atividades para outros estados e paises, como india e

Bolivia.
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Figura 1. Fachada da empresa Embriza Biotecnologia.
Fonte: Google Maps, 2024.

A estrutura da empresa é composta por 2 sécios, 6 funcionarios, incluindo
Médicos Veterinarios e administrativos, e 2 estagiarios. AMS Embryo Solu¢des em
Pecuaria, responsavel pelos trabalhos de campo, conta com 3 Médicos Veterinarios
e 3 técnicos. A Embriza possui um setor laboratorial subdividido em duas areas:
Area 1 (Figura 2), com sala de preparacéo de materiais (lavagem e autoclavagem),
armazenamento e manipulacdo de botijdes de nitrogénio; e Area 2 (Figura 3), onde
sao realizadas as etapas de producao in vitro de embrides.



Figura 2. Setores correspondentes a area 1. Sendo A) Sala de preparagao de materiais,
presenga de autoclave, seladora, estufa de secagem, micro-ondas e pia; B) Sala de
armazenamento de materiais, carregamento de transportadores de odcitos e embrides,
geladeira com os meios utilizados no campo; C) Sala de botijdes de nitrogénio para
armazenamento e manipulagdo de sémen e embrido criopreservados.
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Figura 3. Setores correspondentes a area 2. Sendo A) Sala 1, composta por capela de fluxo
laminar horizontal, lupa, pipetas, placa aquecedora, descongelador de sémen, trés incubadoras,
geladeira, botijao de sémen, duas centrifugas e cilindro de gas; B) Sala 2, também com capela
de fluxo laminar horizontal, lupa, pipetas, placa aquecedora e duas incubadoras.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O Estagio Supervisionado Obrigatério do Curso de Medicina Veterinaria da
UFMS, orientado pelo professor Dr. Gustavo Guerino Macedo e supervisionado
pela Médica Veterinaria Natali Freire Zanenga Chacha (CRMV/MS 03688), foi
realizado no Laboratorio Embriza Biotecnologia, no periodo de 05 de agosto a 1 de
novembro de 2024, perfazendo um total de 460 horas. Durante este periodo, foi
possivel acompanhar a rotina laboratorial de produ¢cao de embrides in vitro e as
atividades de campo da empresa MS Embryo Solu¢des em Pecuaria.

O laboratdrio opera conforme a demanda de producéo in vitro de embrides,
respeitando os horarios estabelecidos para cada etapa do processo (Figura 4).
Diversas atividades foram desenvolvidas tanto no laboratério quanto em campo. As
atividades no laboratério incluiram o acompanhamento de todas as etapas da
produgcédo, como maturagao, preparagdo do sémen, fertilizagdo, cultivo, clivagem,
feeding, envase dos embrides, vitrificacdo e transferéncia direta (DT), além da
manipulagao de botijdes de nitrogénio com sémen e embrides criopreservados € 0
lancamento das atividades no sistema Multibovinos. No campo, foram monitorados
0s manejos de aspiragao folicular, selegdo de odcitos e transferéncia de embrides
(Tabela 1).

Miv Clv D6 D8
(22-24h) (ap6s 12-18h da FIV) (previsdo) (criopreservagdo)

OPU FIV D4 D7
(Fazenda) (D0) (clivagem + feeding) (envase ou
criopreservacao)

Figura 4. Esquema simplificado das etapas da PIVE. OPU (Ovum pick up), MIV (maturagéo in vitro),
FIV (fertilizag&o in vitro).
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Tabela 1. Relagdo do numero de atividades acompanhadas
ou desenvolvidas durante o estagio obrigatério.

ATIVIDADE QUANTIDADE
Preparacao dos tubos de MIV 27
OPU + selecédo de odcitos + MIV 3
FIV 62
Clv 7
D4 15
D6 17
Envase 7
Vitrificacao 25
DT 3
TE 8
Total 174

MIV: maturagédo in vitro; OPU: aspiracao folicular; FIV:
fertilizacdo in vitro; CIV: cultivo in vitro; D4: clivagem e
feeding; D6: previsdo de produgao; TE: transferéncia de

embrioes; DT: Direct Transfer.

3.1. Aspiracao folicular (OPU -Ovum pick up)

A OPU é um método de aspiragao folicular transvaginal guiada por
ultrassom, que permite a recuperagao de odcitos de animais vivos, possibilitando a
producédo de embrides de fémeas em diferentes idades e estagios fisiolégicos. Os
beneficios dessa técnica incluem a néao interferéncia no estado fisiolégico do
animal, a auséncia de necessidade de estimulacdo hormonal exdégena, menos
invasiva em relagao a coleta cirurgica via laparotomia, e a possibilidade de realizar
sessbes de aspiragao folicular a cada 15 dias ou mensalmente (VARAGO et al.,
2008).

Durante o estagio, foi acompanhada a técnica. Inicialmente, todos os
materiais utilizados, como ultrassom, guia de aspiragao, bomba de vacuo, agulhas
descartaveis (20G), e isopor com agua a 37°C, foram organizados para a
manutencdo dos tubos Falcon. O meio utilizado para aspiracdo e lavagem da
agulha é preparado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de heparina para

cada litro de solugao fisioldgica, acompanhada de antibiético (amicacina).
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Um ponto crucial a ser ajustado € a pressao negativa do sistema, gerada
pela bomba de vacuo, pois esta afeta a recuperacao e a qualidade dos complexos
cumulus-oécitos (CCOs). Pressdes elevadas podem danificar os odcitos,
resultando em perda das células do cumulus e ruptura da zona pelucida, enquanto
pressbes muito baixas dificultam a recuperacdo e favorecem a adesdo das
estruturas e a formagao de coagulos (OLIVEIRA et al., 2014). A pressao utilizada
pelos profissionais acompanhados variou de 18 a 20 mL/min.

Apo6s o preparo dos materiais, as fémeas doadoras sdo contidas em um
tronco de contencgao, seguido da anestesia epidural no espago sacrococcigeo com
2 a4 ml de Lidocaina 2% para reduzir os movimentos peristalticos e evitar traumas
durante a manipulagdo. Em seguida, a guia de aspiragao transvaginal € inserida
até o fundo vaginal, e os ovarios sdo devidamente posicionados por palpacgao retal,
permitindo a visualizacdo dos foliculos na tela do ultrassom com auxilio do
transdutor microconvexo (Figura 5). A agulha é pressionada contra a parede
vaginal, sendo introduzida até o ovario para inserir-se nos foliculos no momento em
que o pedal da bomba de vacuo é ativado, permitindo a aspiracao de todos os

foliculos visiveis.

N\
e MANDRIL .
~_ N\CAGULHA o N RETO |
-___\:‘1 .!\‘. H“—’t‘ e ) Cékwx._'__,_—‘—'__'
~ = o :
t
PRODE DO VAGINA o
*  ULTRARSOM P
SAIDA
10 MEIDQ LIQUIDO i
E 00cCITOS CORNO UTERINO

Figura 5. llustragdo da aspiragao folicular guiada por ultrassom.
Fonte: Adaptado Rehagro, 2024.
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3.2. Lavagem e selecédo dos odcitos

Apos a aspiragao, o tubo contendo os odcitos € direcionado para um local
devidamente preparado para realizacdo dos procedimentos. Inicialmente, o fluido
folicular é submetido a lavagem e filtragdo, com auxilio de filtro apropriado, capaz
de reter os complexos cumulus oécitos (CCO) que, posteriormente, sdo transferidos
para placa de petri, onde serdo rastreados com auxilio do estereomicroscépio
(Figura 7). As estruturas encontradas s&o transferidas para outra placa contendo
trés gotas de meio de lavagem (LAV), este meio ja é adquirido finalizado, sendo
necessario realizar, no laboratério, apenas o calculo de estimativa da quantidade
necessaria de acordo com o numero de doadoras e transferi-lo para tubos de 5 mi,
onde cada tubo é o suficiente para 10 animais.

Durante o estagio foi possivel observar que todas as estruturas presentes
(odcitos viaveis, sem cumulus e atrésicos/degenerados) eram destinadas para a
etapa de maturagdo. Como justificativa, seria a possibilidade de erros de
classificagdo, evitando o descarte de estruturas com potencial para
desenvolvimento. Outro ponto importante, € que a classificacdo baseada em
caracteristicas do cumulus e do citoplasma do odcito, como descrito na Tabela 2 e
ilustrado na figura 6, em graus de | a IV, ndo era mais realizada pelos técnicos de
campo, visto que todas as estruturas eram enviadas para o laboratério como citado
anteriormente. Tal classificacdo apresenta grande relevancia, visto que, de acordo
com Gongalves et al. (2002), o potencial de maturagao, fecundagao e capacidade
de desenvolvimento embrionario, é estimado por estas caracteristicas de selegcao
do CCO.

3.3. Transporte e Maturagao in vitro (MIV)

A preparacao dos materiais necessarios para a MIV comecga no laboratério,
onde os tubos de 5ml sdo previamente preparados com 500 uL de meio MIV e 250
ML de 6leo mineral (Figura 9), responsavel por impedir a evaporagao do meio e
facilitar a rapida absorgao de horménios esteroides, todos gaseificados, lacrados e
armazenados sob refrigeracao até serem transportados para o local da aspiragao
no transportador de odcitos para estabilizacdo da temperatura em 38°C.
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Na MIV os tubos sao gaseificados com baixa tensao, ou seja, 5% de CO2 e
5% de O2 mais N2 balango (Figura 8). O CO- é utilizado para controlar o potencial
de hidrogénio (pH) dos meios tamponados com bicarbonato. A tensdo de O
mimetiza o encontrado no fluido folicular e na tuba uterina (1,5 a 8,5%), que € menor
quando comparado ao ar atmosférico (20%) (BAVISTER, 1995).

Quadro 1. Classificagdo morfoldgica dos odcitos recuperados.

Classificagao Descrigao

Grau l Odbcitos com mais de trés camadas de
células compactas do cumulus, e

citoplasma regular.

Grau ll Odcitos com uma a trés camadas de
células do cumulus, citoplasma regular ou

apresentando granulagdes finas.

Grau lll Odécitos apresentando menos de trés
camadas do cumulus ou parcialmente

desnudos, citoplasma irregular.

Grau IV Desnudos (odcitos sem células do
cumulus) ou em degeneragdo (com
cumulus  expandido e citoplasma
heterogéneo apresentando granulacdes

severas).

Fonte: Adaptado Oliveira et al., 2014.



Figura 6. Complexos cumulus-odcito bovinos. Grau | (a,b,c,e), grau
Il (d,f), grau lll (g) e grau IV (h,i)
Fonte: Biotécnicas da Reprodugédo em Bovinos, 2014.

Figura 7. Complexos cumulus-odcito de bovino.
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Figura 8. Etapa de gaseificagdo dos tubos com meio MIV. A) Cilindro de gas do laboratério
Embriza; B) Gaseificando o tubo.

O meio MIV utilizado pelo laboratério Embriza € adquirido finalizado e pronto
para utilizacdo. De acordo com Albertini (2013), este meio é composto por
gonadotrofinas (FSH e LH) que simulam o ambiente folicular pré-ovulagéo, para
influenciar a expansao de células do cumulus e a maturagao nuclear, através da
ativacao de AMPc e outros mensageiros intracelulares. Um exemplo quanto a
formulacédo seria: Tissue Culture Medium 199 (TCM199®) com sais de Earle
suplementado com I-glutamina, antibidtico (penicilina e estreptomicina),
bicarbonato de sédio, piruvato de sddio, horménios (FSH, LH e estradiol) e soro
fetal bovino (OLIVEIRA et al., 2014).

ApOs a selegao, os odcitos sao transferidos para os tubos ainda no campo,
sendo que cada tubo corresponde a uma doadora e comporta até 50 estruturas, em
casos de doadoras de produgao superior a este numero, os odcitos sao divididos
em mais tubos conforme a necessidade. Em seguida os tubos sao gaseificados
novamente e direcionados para o transportador de odcitos com temperatura
controlada em 38°C, onde permanecerao por 22-24h, para posterior realizagao da
fertilizagao in vitro no laboratério (Figura 10).
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Figura 9. A) Tubo de MIV pronto e devidamente fechado; B) Raque com os tubos contendo
LAV a frente, e MIV ao fundo.

Figura 10. Transportador de odcitos com os
tubos de MIV com as estruturas.
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A maturagdo dos odcitos envolve uma série de transformagdes nucleares,
citoplasmaticas e moleculares que tornam o gameta feminino apto a ser fecundado
(SMITZ et al., 2004). A maturacdo nuclear (Figura 11; 12) inicia imediatamente apos
a retirada do odcito do ambiente folicular com interrupgao do contato com as células
foliculares, ocorre sem influéncia das células do cumulus e é caracterizada pela
ruptura da vesicula germinativa, que compreende os processos de condensagao
da cromatina e dissolu¢do da membrana nuclear (VARAGO et al., 2008). Nesta
etapa, o odcito que se encontrava no estagio de dipléteno da profase | da primeira
divisdo meidtica passa para o estagio de metafase Il. O citoplasma também sofre
alteragdes na modulagédo da sintese de proteinas e reorganizagcéo de organelas
citoplasmaticas, como redugcdo do tamanho do Complexo de Golgi, aumento
gradativo de lipideos, compactagdo do nucléolo e alinhamento dos granulos

corticais proximos a membrana do odcito (FERREIRA et al., 2009).

PROFASE 1 METAFASE 1

Vesicula Quebra da VG -

G ) y § Alinhamento dos
[ f ruptur: membra
el cromossoms
t " Lromassomica
ANAFASE 1 TELOFASE 1 METAFASE 2
™ NN
A /e \
(| B | \ (§
| |
\ \ \
Separa¢ado dos Extrusdo do 1° Alinhamento dos
Cromossomos corpusculo polar Cromossomaos

Figura 11. Etapas de maturacdo nuclear de oécitos bovinos.
Fonte: Oliveira et al., 2014.
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Figura 12. Odcitos maturados de bovinos apés cultura

realizada no Laboratério da Embriza Biotecnologia Ltda.

3.3. Fertilizacéo in vitro (FIV)

A FIV ocorre através da incubagcdo de odcitos maduros com
espermatozoides capacitados, em meio de fecundacgao, onde, apds a fusdo das
membranas e o emparelhamento dos pré - nucleos feminino e masculino, origina -
se o zigoto (OLIVEIRA et al., 2014). Este processo € composto por varias etapas,

como ilustrado na Figura 13.

Preparo do Preparo do sémen
Percoll e CAP 1.Descongelamento
30min-1h antes da 2.Percoll Incubacdo
fertilizagdo 3.CAP por 12-18h
| | |
| I I
Preparo do Passagem dos Fertilizacdo
meio FIV e odcitos maturados s
placas de FIV para as placas de :’ N)
2-5h antes da FIV =

fertilizacdo

Figura 13. Esquema simplificado das etapas da FIV.
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3.3.1. Preparagao do meio e placas

O meio base da FIV utilizado no laboratério Embriza também é adquirido
pronto, porém este € o unico que precisa ser finalizado no laboratério. A finalizagao
se da por meio do acréscimo de heparina e PHE (penicilina, hipotaurina e
epinefrina). A adicdo de epinefrina e hipotaurina tém a fungdo de melhorar o
ambiente embrionario, possibilitando a estabilizagdo do pH, protecdo contra o
estresse oxidativo, promocdo do desenvolvimento e melhora da viabilidade
embrionaria (MILLER et al., 1994). A heparina € uma glicosaminoglicana que
desencadeia reagdes bioquimicas na membrana plasmatica do espermatozoide
agindo como um agente capacitante, assim como o calcio ionéforo, que também
faz parte da composicdo do meio FIV (ASSUMPCAO et al., 2002), juntamente com
a albumina sérica bovina.

As placas de FIV sao preparadas entre 2 a 5 horas antes do procedimento e
colocadas na incubadora, juntamente com o meio FIV, para estabilizagdo. As
incubadoras utilizadas a partir desta etapa possuem atmosfera controlada com alta
tensdo (5% de CO2, 20% de O2 e N2), umidade saturada e com temperatura
controlada em torno de 39°C (Figura 14).

Em casos de fertilizagcdo com sémen convencional, as placas sdo compostas
por trés camadas, primeiramente as gotas (maximo de 4 por placa) de 50 uL de
meio FIV cada, seguido de 4 ml de 6leo mineral e outra camada sobre as gotas
anteriores de 50 pyL de meio FIV novamente. Ja em sémen sexado, as placas sao

compostas apenas pelas duas primeiras camadas (meio e 6leo mineral).
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Identificagdo (propriedade,
placas, data OPU)

Figura 14. A) Preparacéo das placas de FIV com o meio e dleo; B) Meio FIV estabilizando na
incubadora; C) Placas de FIV estabilizando na incubadora.

ApOs estabilizacado, € realizada a transferéncia das estruturas maturadas
para a placa de FIV anteriormente preparada. Inicialmente, os odcitos passam por
um processo de lavagem em trés gotas no meio FIV, para depois serem
depositados nas gotas adjacentes presente nas placas. Em cada gota de meio FIV
sdo depositados no maximo 30 odcitos, sendo que, quando a doadora obtiver
produgao superior, as estruturas sao distribuidas em outras gotas conforme a

necessidade.
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3.3.2. Preparacao do sémen

As doses de sémen criopreservadas utilizadas para fertilizacdo séao
descongelados por 30 segundos em agua aquecida a 37°C. Posteriormente, é
necessario selecionar os espermatozoides vivos e capazes de fecundar, por meio

do gradiente de Percoll e a solugdo capacitagéo (CAP).

3.3.2.1. Gradiente de Percoll

Este procedimento tem como propdsito selecionar os espermatozoides de
acordo com a maturidade dos mesmos e integridade de células, remover diluentes,
plasma seminal e bactérias através da centrifugacdo em gradiente de densidade
de Percoll, composto por particulas de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona
(PVP). A montagem do Percoll acontece em gradientes de 90% e 45% (FERRE et
al., 2020).

A solugdo é preparada entre 30 minutos a 1 hora antes da FIV para a
estabilizagao do meio (na incubadora ou placa aquecedora) e € composta em duas
camadas de 400 pL cada, sendo a primeira de percoll 90% e a outra de 45%,
colocadas no eppendorf (1,6 ml) de modo que nédo se misturem (Figura 15;16).
Posteriormente, o sémen descongelado é depositado no eppendorf, sem que se
misture com as camadas do percoll, e levado para a centrifuga, na qual, em caso
de sémen convencional, a rotacéo utilizada € de 3800 rpm por 5 min e, no sémen
sexado é utilizado 9000 rpm por 5 min. As diferengas de rotagdo sao necessarias
visto que o sémen sexado apresenta caracteristicas proprias, tais como baixa
motilidade pds descongelamento (PALMA et al., 2008) e baixa taxa de blastocisto

quando se comparado ao sémen convencional (WILSON et al., 2006).
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Figura 15. A) Estagiaria Maria Clara preparando os eppendorfs com os meios Percoll e
CAP; B) Raque com os eppendorfs finalizados.

Figura 16. Tubos de eppendorfs com Percoll (P) e CAP (C)
estabilizando na placa aquecedora.

Apos a centrifugacao, a fragdo mével dos espermatozoides se encontram no
fundo do eppendorf (Figura 17), local onde sera inserida a ponteira para pipeta-los
e transferi-los para o meio CAP.
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Sémen

Percoll 45%

Percoll 90% .
Espermatozoides

viaveis

Figura 17. A) Ependorff com meios Percoll e sémen antes da centrifugacéo. B) Resultado
apos a centrifugacéo, deposigdo dos espermatozoides viaveis ao fundo.

3.3.2.2. Meio de capacitagao (CAP)

O segundo processo é o de capacitagao, o qual resulta na deposi¢ao dos
espermatozoides no fundo do eppendorf com a formagao do pellet. Sdo colocados
de 800 a 1000 uL de meio CAP no eppendorf, preparado juntamente com o percoll,
respeitando o tempo necessario para a estabilizagdo. Apds a centrifugagdo no
percoll os espermatozoides pipetados sao depositados no meio CAP para,
posteriormente, ser centrifugado novamente, sendo o convencional em uma
rotacdo de 3800 rpm e o sexado em 9000 rpm, ambos por 3min. Apos a
centrifugagédo, o sobrenadante é removido ao maximo restando apenas o pellet
formado pelos espermatozoides, que pode ser diluido com meio FIV dependendo
da concentracdo obtida ao final do procedimento, geralmente a diluicdo s6 é
necessaria em sémen convencional.

Vale destacar que a avaliagdo da concentragao do sémen no laboratorio
referido é realizada de forma subijetiva, apenas visual. De acordo com Oliveira et
al., 2014, a dose inseminante varia de 5 a 10 yl de sémen por gota, o que representa
uma concentracao de 100x10° espermatozoides por gota, correspondendo a 5x103

espermatozoide por odcito.
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3.3.3. Fertilizacao

Esta etapa consiste na deposicdo dos espermatozoides nas gotas de FIV
contendo os odcitos maturados (Figura 18). A fertilizagao é realizada no laboratorio
Embriza com 5 pL por gota de FIV em sémen convencional, e 12 yL em sémen
sexado, podendo alterar os valores a partir da avaliagéo subjetiva na lupa.

Ao entrar em contato com o odcito, na presenca de calcio extracelular, o
espermatozoide capacitado se liga aos receptores presentes na zona pelucida e
sofre a reagao acrossdmica, determinada pela fusdo das membranas plasmatica e
acrossomal. O periodo de incubacgao dos odcitos com os espermatozoides adotado

pelo laboratorio € de 12 a 18 horas.

Figura 18. A) Momento da fertilizag&o in vitro em uma gota da placa de FIV contendo os odcitos
maturados. B) Seta vermelha: o6citos maturados; seta amarela: espermatozoides visiveis na
borda da gota do meio FIV.

3.4. Cultivo in vitro (CIV)

Neste procedimento, os odcitos fertilizados sao transferidos, apés 12 a 18
horas na incubadora em meio FIV, para uma nova placa de petri contendo gotas de
meio CIV. As placas sao preparadas antecipadamente para a estabilizacdo do meio
na incubadora, sendo que, em caso de até trés gotas é utilizado 150 uL/gota de
meio CIV seguido de 4 ml de 6leo mineral e, quando a placa é composta por quatro
gotas, cada uma é constituida por 75uL, uma camada de 6leo mineral e mais quatro
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gotas sobre as anteriores também de 75uL de meio CIV. Da mesma maneira que
0os meios citados anteriormente, o CIV também €& adquirido pronto para uso,
geralmente a base € composta de fluido ovidutal sintético suplementado com BSA,
SFB, antibidticos, aminoacidos e piruvato de sédio (GIMENES et al., 2015)

No laboratério, todas as estruturas presentes nas placas de FIV sao
transferidas para as placas de CIV, onde permanecem por 7 dias na incubadora,
sob as mesmas condi¢des de controle da etapa anterior, para que todas as etapas
de desenvolvimento embrionario ocorram. Diante disso, o cultivo in vitro é de
extrema importancia, pois € marcado por importantes eventos, como clivagem,
ativagdo do genoma embrionario, compactagao dos blastémeros, diferenciagdo do
trofoblasto e embrioblasto, formacao e expansao da blastocele e rompimento da
zona pelucida (GONCALVES et al., 2021).

3.4.1. Clivagem e feeding

Ambas as etapas sao realizadas no dia 4 do cultivo no laboratério Embriza.
Na clivagem, as estruturas presentes nas gotas sdo avaliadas quanto a divisao
celular e, consequentemente, confirmagao da fecundacgao. A partir disto, é realizada
a separacao de estruturas nao fecundadas e sujidades (Figura 19), como debris
celulares, que, posteriormente, sdo removidos da gota juntamente com o feeding,
que consiste na retirada de 75uL do meio CIV seguido da adi¢ao de 75uL do mesmo
meio novo, previamente estabilizado na incubadora (Figura 20). Esta etapa possui
extrema importancia para o desenvolvimento embrionario, visto que, estrutura nao
clivadas e sujidades podem resultar em um meio toxico e interferir nas estruturas

ja em processo de desenvolvimento.
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Figura 19. A) Sujidades e estruturas nao clivadas na parte superior e clivadas na parte
inferior; B) Estruturas clivadas em maior aumento.

Figura 20. A) Etapa de remocéo das estruturas néo clivadas, sujidades da placa e 75uL de meio
CIV; B) Estagiaria Maria Clara realizando o procedimento.
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3.4.2. Previsido de producéo e classificagao dos embrides

Embrides cujo destino final seja a transferéncia a fresco, passam pelo
processo de previsdo de producido no dia 6 do cultivo. A previsdo consiste na
analise por meio da lupa de todas as placas de cultivo para a contagem de embrides
produzidos até o momento, podendo ser blastocisto inicial, blastocisto ou
blastocisto expandido. Com esta etapa, € possivel atualizar o proprietario quanto o
numero produzido e auxiliar na tomada de decisdes para a transferéncia no dia
posterior. Lembrando que o numero de embrides podera aumentar, pois ainda
ficardo algumas horas no cultivo até o momento do envase.

A classificagdo morfolégica € uma ferramenta de extrema importancia para
a selegdo dos embrides aptos a transferéncia e criopreservagao. Segundo Viana
(2009), durante esta etapa s&o consideradas caracteristicas associadas a
progressdo do desenvolvimento embrionario, como numero, tamanho e grau de
compactacdo dos blastdbmeros (células embrionarias), formacado da blastocele
(cavidade embrionaria), espago ocupado pelo embrido e espessura da zona
pelucida (envoltério externo).

A Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) padronizou
os critérios para a classificagdo morfolégica de embrides bovinos. A classificagao
do estagio de desenvolvimento possui escala de 1 a 9, sendo 1 odcito nao
fecundado e 9 blastocisto eclodido (Figura 21). Existe também a classificacédo
quanto a qualidade embrionaria (figura 22) onde o cddigo 1 caracteriza embrides
de excelente e boa qualidade e o codigo 4 para embrides degenerados ou mortos
(IETS, 1998).
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Figura 21. Classificacdo de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com o estadio de

desenvolvimento
Fonte: Viana, 2009.
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Figura 22. Classificacdo de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com a qualidade

morfoldgica.
Fonte: Viana, 20009.

3.4.3. Contaminacéao de placas

Durante os 7 dias de cultivo pode haver o desenvolvimento de bactérias e

leveduras em gotas contaminadas (Figura 23;24). A contaminagao pode ocorrer em

diversos momentos, incluindo no campo, durante a aspiragao e procedimentos de

manipulagao dos odcitos, e no laboratério, em qualquer etapa de manipulagao e

preparagao dos procedimentos, contaminag¢ao dos meios utilizados ou utilizagao de

doses de sémen contaminadas.

Ataxa aceitavel de contaminagao mensal no laboratério é de 3%, sendo que

durante os meses de estagio os niveis se mantiveram inferiores a este valor. Desta

forma, foi possivel acompanhar raros casos de contaminagao, sendo que a medida

adotada consistia no bloqueio de qualquer manipulagdo da gota contaminada,

evitando a disseminagao para as outras gotas presentes na mesma placa.
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Figura 23. Seta vermelha: gota de CIV
contaminada apresentando aspecto turvo.

Figura 24. Imagens obtidas no estereomicroscopio de gotas de CIV contaminadas
por bactérias e leveduras.

Para reduzir os riscos de contaminagao na producdo de embrides, o
laboratério Embriza adota uma série de medidas de controle. Primeiramente, os
profissionais e estagiarios passam por processo de higienizagdo das maos e
instrumentacdo com jaleco, touca, mascaras e sapatos de uso restrito ao
laboratério, antes de entrarem na area laboratorial, além disso, todos os
equipamentos e materiais utilizados durante as etapas de producdo, como
ponteiras, placas e tubos sao estéreis e descartaveis, ja as capelas sao mantidas
sempre limpas e desinfetadas com alcool 70%. Os meios utilizados também sao
mantidos sob condi¢gdes que garantam a nao contaminacgao e quando ha utilizagao
de doses de sémen de touros com historico de contaminagdo ou que sejam
coletados na fazenda, é adotada a medida preventiva com uso de antibidtico
acrescentado no meio CIV.
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Os tubos de MIV sdo armazenados na incubadora por um periodo de uma
semana para que, em casos de contaminagao, possam ser reavaliados na tentativa
de identificar o foco inicial. Sdo gerados relatérios mensais de contaminagdo com
0 objetivo de analisar os dados obtidos e tomar medidas necessarias caso 0s
parametros estejam acima do limite, fato que n&o ocorreu no decorrer do estagio

obrigatério.

3.5. Envase de embrides

No dia 7 do cultivo os embrides ja se encontram prontos para serem
transferidos a fresco em receptoras previamente sincronizadas e aptas para a
transferéncia, podendo estar nas fases de moérula, blastocisto inicial, blastocisto,
blastocisto expandido ou blastocisto expandido (Figura 25). Para isto, é realizado o
envase individual dos embrides em paletas de 0,25ml juntamente com meio de
envase, previamente estabilizado na incubadora.

O processo é realizado com auxilio de seringa e ponteira acoplada, seguindo
0 processo de ordem das colunas: meio, ar, meio, ar, meio juntamente com o
embrido, ar, meio, ar e meio. Apds preencher a paleta é realizado o fechamento da
extremidade com o lacrador. Todos os embrides sao identificados, onde recebem o
numero da ordem do envase na extremidade do lacrador, e na folha de controle o
numero correspondera ao acasalamento e classificagdo morfolégica do embrido.
Posteriormente, os embrides vao sendo colocados no transportador de embrides
com temperatura controlada em 36°C, onde permanecerao até a realizagdo da

transferéncia na fazenda (Figura 26).



Figura 25. Embrides aptos para envase. Sendo A) Seta azul: Blastocistos iniciais, amarela:
blastocisto e vermelha: blastocistos expandidos; B) Blastocisto eclodido.
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Figura 26. Etapas do procedimento de envase de embrides. A) Avaliagdo e classificacdo dos
embrides produzidos; B) Pipetagem dos embrides da placa de CIV para o meio de envase; C)
Envase individual dos embrides em paletas de 0,25ml com auxilio de seringa de insulina; D)
Anotacao das informagdes na folha de TE (ordem, acasalamento, classificagdo do embrido); E)
Fechamento da paleta com o lacre identificado com a ordem numérica do envase; F)
Acondicionamento das paletas no transportador de embrides.

Figura 27. Paletas de embrides prontas, lacradas e identificadas.

3.6. Criopreservacao de embrides

Além da transferéncia a frescos dos embrides, também é possivel realizar
procedimentos de criopreservacdo dos mesmos, sendo uma técnica essencial na
PIVE, pois possibilita o armazenamento de embrides por longos periodos e a
utilizacdo em situacbes de excedente da produgdo ou escassez de receptoras,
além de permitir o comércio de excelente material genético em todo o mundo
(Garcia, 2023). Dentre os métodos utilizados se encontram a vitrificagdo e o DT
(Direct Transfer), em que apenas embrides classificados como blastocisto
expandido e com 6timas caracteristicas morfolégicas, codigo 1 da IETS (Figura 22)
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séo criopreservados, considerando o dia 7 e a manha do dia 8 de cultivo (Figura
28).
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Figura 28. Blastocistos expandidos aptos para
procedimentos de criopreservagao.

3.6.1. Vitrificacao

A vitrificagdo (congelamento rapido) consiste no uso de solugbes de alta
osmolaridade para retirar rapidamente a agua intracelular, gerando desidratagao
das células embrionarias e as tornando permeaveis ao crioprotetor. Desta maneira,
o0 embrido é capaz de resistir aimersao no nitrogénio liquido sem formar cristais de
gelo no seu interior (VAJTA et al., 1998).

Para o procedimento € utilizado a placa de quatro pogos onde sao colocados
800uL de meio LAV + 100uL de etilenoglicol + 100uL de DMSO no pogo 1, 300uL
de sacarose + 100uL de etilenoglicol + 100uL DE DMSO no pogo 2 e 800uL de
meio LAV no poco 3 e 4 (Figura 29). Os embrides sao retirados das gotas de meio
CIV e colocadas no meio LAV (poco 3 ou 4) para a remogao do meio e possiveis
sujidades. Posteriormente sao transferidas para o pogo 1 onde permanecem por 1
minuto e, posteriormente, € pipetado uma gota do meio do pogo 2 em uma placa,
onde esses embrides serdo colocados e submetidos ao nitrogénio liquido em até
20 segundos (Figura 30).

O envase é realizado em calhas (Figura 29) que comportam até 5 embrides
do mesmo acasalamento. Todas as paletas sdo previamente identificadas, assim
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como as raques onde ficardo armazenadas na caneca do botijao de nitrogénio.

Cada raque comporta até 5 calhas com embrides.

Figura 29. A) Calhas utilizadas para a vitrificagdo do embriao;
B) Placa de 4 pocos com os meios utilizados no procedimento.
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Figura 30. Etapas da vitrificagdo de embrides. A) Deposicdo dos embrides no
poco 3 da placa, composto por meio LAV; B) Embrides sendo depositados na
gota de meio do pogo 2 (sacarose, etilenoglicol e DMSQ); C) Deposicédo dos
embrides na calha com auxilio da ponteira de vidro acoplada ao babador; D)
Colocagao da calha com os embrides na caixa de isopor com nitrogénio liquido.

3.6.2. Direct Transfer (DT)

As principais vantagens desta técnica de congelamento lento consistem no
uso de baixos niveis de crioprotetores, que em excesso causam toxicidade
embrionaria, e a possibilidade de ser transferido de maneira direta na fazenda, ou
seja, sem a necessidade de reaquecimento com meios proprios, apenas realizando
o descongelamento em banho maria (SANCHES et al., 2017; GOMEZ et al., 2020).

Em uma placa de petri sdo pipetadas duas gotas de meio de envase pré-
aquecido na estufa para cada gota de meio CIV. Posteriormente, os embrides
presentes na placa de cultivo sdo transferidos para as gotas de meio de envase
para lavagem, passando os embrides de uma gota para outra. Em seguida, as
estruturas sdo colocadas na placa de 4 pogos com meio DT, composto por
etilenoglicol, onde podem permanecer por 10 minutos, periodo maximo para
envasar todos os embrides presentes nos quatro pogcos. O envase € realizado
individualmente em paletas de 0,25ml, seguindo 0 mesmo processo do envase a

fresco. A paleta é lacrada com os lacradores previamente identificados.
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Antes de iniciar todo o procedimento, o equipamento de controle de
temperatura (FREEZE CONTROL®) é programado para estabelecer a temperatura
em -6°C do nitrogénio colocado em uma caixa de isopor. Apds os embrides serem
envasados e lacrados, as paletas sdo colocadas no equipamento onde
permanecem por 2 minutos. Apos este tempo, € realizado o seeding, que consiste
em uma indugao para iniciar o congelamento, onde é realizada o congelamento das
colunas de meio DT nas extremidades da coluna do embrido com o auxilio de um
cotonete embebido no nitrogénio. Em seguida tem inicio a curva gradual de
resfriamento controlado, cuja taxa pode variar entre 0,3 a 0,5 graus Celsius por
minuto, até alcancar a temperatura final de -32°C, onde permanece por mais 10min
para depois entrar em contato direto com o nitrogénio, finalizando o processo
(Figura 31).

As palhetas sdo armazenadas em raques também previamente identificadas
e, posteriormente, sédo realocadas no botijao de nitrogénio onde permanecerao até

sua utilizacdo em transferéncia de embrides.
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Figura 31. Direct Transfer. A) equipamento de controle de temperatura (FREEZE CONTROL®)
e caixa de isopor com nitrogénio liquido; B) Acondicionamento das calhas contendo os embrides
no equipamento; C) Etapa do seeding.

3.7. Transferéncia de embrides

Os animais sao imobilizados no tronco de contengdo em pé e submetidos a
aplicacado de 4ml de Bloc® na regidao epidural. Posteriormente realiza-se a
avaliacdo dos ovarios por palpacado retal e, quando necessario, utiliza-se a
ultrassonografia, afim de identificar a presenga do corpo luteo para posterior
inovulagao do embrido. Em casos de a receptora nao possuir corpo luteo, a mesma
é refugada e ndo participa da transferéncia de embrido.

No caso de embrides a fresco, sao transferidos aquelas que se encontram
nos estagios de blastocisto inicial, blastocisto ou blastocisto expandido, apenas em
casos de necessidade, como numero de embrides insuficientes, o laboratdério
Embriza utiliza embrides na qualidade de mérula ou blastocisto eclodido. Ja com
embrides criopreservados, apenas os blastocistos expandidos s&o utilizados.

A transferéncia é realizada utilizando aplicador de embrido bovino, bainha
para TE juntamente com o plastico sanitario, seguido da inovulagdo do embrido no
corno adjacente ao ovario com o CL previamente diagnosticado. Apds a conclusao
do procedimento, é realizado o brincamento das receptoras com informacdes sobre

a data da transferéncia e acasalamento do embrido transferido.



41

3.8. Langamento de dados no sistema Multbovinos

Durante o estagio obrigatério, foi possivel acompanhar e realizar
langcamentos de dados no software Multbovinos (Figura 32). Este sistema trabalha
de maneira integrada para atender as diversas necessidades e todos os elos da
cadeia produtiva, atuando em todos os niveis do negdcio pecuario, desde a
automatizacao e controle de cada manejo até o nivel mais estratégico, orientando
nas decisées com foco no aumento da produtividade e na garantia de maior
rentabilidade para a empresa (MULTSOFT, 2010).

Eram lancados dados completos de todas as etapas, desde a aspiracao
folicular, acasalamento, taxa de clivagem, produc¢ao final, até a transferéncia do
embrido, diagnostico gestacional e sexagem, incluindo numeros individuais de cada
doadora e identificacdo das receptoras. Além disso, o sistema permite a emissao
de diversos relatérios, sendo possivel analisar dados, contribuindo para avaliacao

de resultados e tomadas de decisbes.

Jul
L '}
MULTBOVINOS

Gestao Integrada da Pecuaria

‘-__

Figura 32. A) Logo do sistema Multbovinos; B) Langamento de dados no sistema pela
estagiaria Maria Clara. Langamento de dados no sistema pela estagiaria Maria Clara.
Fonte: Multsoft, 2010
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O estagio curricular obrigatorio realizado na empresa Embriza Tecnologia,
localizada em Campo Grande - MS, contribuiu significativamente para o
desenvolvimento profissional e pessoal da estagiaria, permitindo a vivéncia da
rotina do Médico Veterinario e aquisicdo de conhecimento técnico e tedrico nas
especialidades de reprodugao bovina, em especial na PIVE. A experiéncia foi de
suma importancia para que a estagiaria agregasse o conhecimento na area,
possibilitando o aperfeicoamento e aquisicao de novas técnicas de trabalho através

de exercicios e praticas supervisionadas.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSUMPCAO, M. et al. Capacitagdo espermatica in vitro com heparina e
calcio ionéforo e sua correlagao com a fertilidade em touros. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 39, p. 149-156, 2002.

BARUSELLI, P. et al. Estratégias para aumentar a produgao de embrides em
bovinos. Anais do XXIlI Congresso Brasileiro de Reprodug¢ao Animal (CBRA -
2019) Gramado, RS, 15 a 17 de maio de 2019.

BATISTELA, M. V. V.; PEREIRA, J. L. S. A. et al. Produgao in vitro de embrides
e novas estratégias na producao de oécitos em bovinos. Enciclopédia
biosfera, v. 20, n. 46, 30 dez. 2023.

BAVISTER, B. D. Culture of preimplantation embryos: Facts and artifacts.
Human Reproduction Update, v. 1, n. 2, p. 91-148, 1995.

FERRE, L. et al. Review: Recent advances in bovine in vitro embryo
production: reproductive biotechnology history and methods. Animal, v. 14,
n. 5, p. 991-1004, 2020.

FERREIRA, E. M.; VIREQUE, A. A. et al. Cytoplasmic maturation of bovine
oocytes: Structural and biochemical modifications and acquisition of
developmental competence. Theriogenology, v. 71, p. 836-848, 2009.

GARCIA, L. N.; CROCOMO.. Aspectos técnicos da produgao embrionaria in
vitro bovina: revisao de literatura. Editora Cientifica Digital eBooks, p. 38-53, 1
jan. 2023.

GIMENES, L. et al. The interval between the emergence of pharmacologically
synchronized ovarian follicular waves and ovum pickup does not



43

significantly affect in vitro embryo production in Bos indicus, Bos taurus,
and Bubalus bubalis. Theriogenology, v. 83, n. 3, p. 385-393, 2015.

GOMEZ, E. et al. Efficient one-step direct transfer to recipients of thawed
bovine embryos cultured in vitro and frozen in chemically defined medium.
Theriogenology, v. 146, p. 39-47, 2020.

GONCALVES, P. et al. Biotécnicas Aplicadas a Reprodu¢ao Animal e a
Humana. 3. ed. Sdo Paulo: Roca, 2021. 20 v.

MILLER, G. et al. Addition of penicillamine, hypotaurine and epinephrine
(PHE) or bovine oviductal epithelial cells (BOEC) alone or in combination to
bovine in vitro fertilization medium increases the subsequent embryo
cleavage rate. Theriogenology, v. 41, n. 3, p. 689-696, 1994.

MULTISOFT. O Multbovinos. 2018. Disponivel em:
<https://www.multsoft.agr.br/bovinos/o-multbovinos/> Acesso em: 29 ago. 2024.

OLIVEIRA, C. S.; SARAPIAOQ, R, V; et al. Biotécnicas da Reprodugido em
Bovinos. Documentos 175. 2014. Disponivel
em:<https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/1015853/1/Biot
ecnicasparaProducaoemBovinos.Documentos175.pdf> Acesso em: 24 ago. 2024.

PALMA, G. A.; OLIVER, N. S.; NEUMULLER, C. H.; SINOWATZ, F. Effects of
sex-sorted spermatozoa on the efficiency if in vitro fertilization and
ultrastructure of in vitro produced bovine blastocystys. Anatomy, Histology
and Embryology, v.77, p.67-73, 2008.

RIZOS, D. et al. Consequences of in vitro culture conditions on embryo
development and quality. Reproduction in Domestic Animals, v. 43, p. 44-50,
2008.

SANCHES, B. et al. Cryopreservation of in vitro-produced embryos:
challenges for commercial implementation. Anais da 312 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE); Cabo de Santo
Agostinho, PE, Brasil, 17 a 19 de agosto de 2017.

SMITZ, J. E. J.; NOGUEIRA, D. et al. Oocyte: in vitro maturation. In: SUH, C.
S.; SONNTAG, B.; ERICKSON, G. F. The ovarian life cycle: a contemporany view.
Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders, v. 3, p. 5-12, 2004.

STRINGFELLOW, D.A.; SEIDEL, S.M. Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides. IETS, p. 112-113, lllinois, 1998.

VAJTA, G. et al. Open pulled straw (OPS) vitrification: a new way to reduce
cryoinjuries of bovine ova and embryos. Mol Reprod Dey, v. 51, p. 53-58, 1998.

VARAGO, F. C.; MENDONCA, L. F.; LAGARES, M. A. Producao in vitro de
embrides bovinos: estado da arte e perspectiva de uma técnica em
constante evolugao. Rev. Bras. Reprod. Anim., v. 32, p. 100-109, 2008.


https://www.multsoft.agr.br/bovinos/o-multbovinos/
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/1015853/1/BiotecnicasparaProducaoemBovinos.Documentos175.pdf
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/1015853/1/BiotecnicasparaProducaoemBovinos.Documentos175.pdf

44

VIANA, J.H.M. Classificacao de embriées bovinos produzidos in vivo. 2009.
Disponivel
em:<https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/65449/1/COT-59-
Classificacao-de-embrioes.pdf> Acesso em: 21 ago. 2024.

WILSON, R. D.; FRICKE, P. M.; LEIBFRIED-RUTLEDGE, M. L.; RUTLEDGE, J.
J.; SYVERSON PENFIELD, C. M. WEIGEL, K. A.. In vitro production of bovine
embryos using sex-sorted sperm. Theriogenology, v.65, p.1007-1015, 2006.


https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/65449/1/COT-59-Classificacao-de-embrioes.pdf
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/65449/1/COT-59-Classificacao-de-embrioes.pdf

45

Il — Trabalho de Conclusao de Curso

O CORPO LUTEO EM RECEPTORAS DE EMBRIOES BOVINAS: RELAGAO
ENTRE MORFOLOGIA E CONCEPGAO

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Histérico datransferéncia de embrides

As primeiras transferéncias de embrides (TE) em mamiferos foram relatadas
no ano de 1891, com o estudo desenvolvido por Walter Heape em coelhas, desde
entdo a técnica foi relatada em todas as espécies de animais domésticos (HAFEZ
e HAFEZ, 2004). Em 1949 foi relatado o primeiro caso de sucesso apos uma coleta
cirurgica de embrides da tuba uterina e do utero de uma vaca superovulada por
Umbaugh, resultando em gestagdes. Os experimentos foram repetidos por Willet
em 1951, com o relato do primeiro bezerro nascido por meio de um procedimento
cirurgico (CARVALHO et al., 2023). Posteriormente, inumeros estudos foram
realizados, contribuindo para o desenvolvimento e posterior comercializagao dessa
tecnologia na América do Norte durante a década de 1970 (HAFEZ e HAFEZ,
2004). No Brasil a primeira TE foi realizada em 1977 na Universidade Federal de
Santa Maria pelo Prof. Dr. Joachim Hahn, mas infelizmente ndo resultou em
gestacdo. Somente por volta dos anos de 1979 que nasceu o primeiro bezerro de
TE no Brasil (RUBIN, 2005).

A transferéncia cirurgica via laparotomia foi a primeira técnica utilizada na
TE, por meio desta, os animais eram submetidos a sedacgao, realizava-se uma
incisdo na fossa paralombar permitindo acesso a cavidade, o Utero era exterioriza
do e o embrido depositado no corno ipsilateral a ovulagao (PAZZIM, 2021). Com o
passar dos anos, iniciou-se uma busca por novas formas de TE menos invasivas,
chegando-se a técnica transvaginal, que é até hoje utilizada por sua praticidade e
segurancga (SEIDEL, 2005).
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A producgao de embrides bovinos teve inicio com a producéao in vivo, por meio
da superovulagédo (SOV) e lavagem uterina, posteriormente iniciou-se a produgao
in vitro (PIVE), que ganhou ainda mais espag¢o com o advento da aspiragao folicular.
Pieterse et al. (1988) relataram a utilizagdo da aspiragédo folicular transvaginal
guiada por ultrassom, passo importante para a viabilidade e aplicabilidade da
técnica a nivel comercial. A expansao da utilizacdo da PIVE e a virada histoérica para
que essa biotécnica fosse aplicada em larga escala tanto no campo cientifico como
comercial se deu pelo desenvolvimento de técnicas de aspiragao folicular.

O primeiro relato de bezerro nascido por FIV ocorreu em 1982, mas este ndo
foi compreendido por PIVE completa, visto a maturacido de odcitos in vivo. O
procedimento de coleta de odcitos de TE para este animal foi realizado por
laparotomia central média. A recuperacdo de odcitos mediante laparoscopia foi
conduzida em 1983, enquanto a indugéo da superovulagao (SOV), foi utilizada em
1985 (SIRARD et al., 1985).

A década de 90 representou um periodo de estabelecimento da PIVE,
parametros de controle de qualidade foram estabelecidos, a fim de reduzir a
toxicidade nas células manipuladas, determinag¢ao de pontos criticos e aumento da
produtividade final. A partir disso, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) foi capaz de produzir o primeiro bovino brasileiro totalmente in vitro
(RUMPF, 2002). No final de 1998, a utilizagcdo de métodos de vitrificagdo de
embrides possibilitou 0 armazenamento de material biolégico por maiores periodos
de tempo (VAJTA et al.,1998).

A chegada dos anos 2000 representou o estabelecimento e expansao da
técnica do ponto de vista comercial. Nos cinco primeiros anos, o Brasil atingiu o
patamar de lider na PIVE e, se tornou referéncia mundial na utilizagao da técnica
em bovinos. Segundo Lima et al. (2014), o alto crescimento na utilizacdo e adesao
da PIVE no Brasil, ocorreu principalmente por fatores de mercado favoraveis,
eficiéncia intrinseca na producdo de embrides, desenvolvimento de tecnologias
associadas e investimento em pesquisas. A disponibilidade de utilizagdo de sémen
sexado, a partir de 2005, contribuiu para que em 2017, se consolidasse como a
técnica de eleicdo para a produgao de embrides bovinos, tanto taurinos quanto

zebuinos de corte e/ou leite.
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1.2. Cenério da PIVE e TE no Brasil

O mercado brasileiro de embrides bovinos possui aspecto dindmico e é
marcado por algumas mudangas em segmentos especificos que consolidaram ou
reverteram tendéncias observadas nos anos anteriores a 2022 (O EMBRIAO,
2022). Ainda de acordo com O Embrido, 2022, observou-se uma pequena alta do
numero de embrides comunicados as associagdes de racga, (+3,9%), seguindo a
tendéncia de aumento observada desde 2019 e o aquecimento do mercado de
genética subsequente a pandemia, j@ o mercado de bainhas de TE reduziu (-
16,1%), como observado na Figura 1. O comportamento recente desses dois
indicadores parece sugerir uma tendéncia inversa, ou seja, a produg¢ao e embrides
oscilaria entre os segmentos de genética selecionada ou de animais comerciais,

conforme as circunstancias de mercado.
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Figura 1. Série histérica do numero de embrides bovinos coletados in vivo (IVD),
produzidos in vitro (IVP) e total no periodo 1992-2022, e também de bainhas de
transferéncia de embrides (TE) comercializadas no Brasil entre 2015 e 2022.
Fonte: Jornal O Embrido, 2022.

Em relagao a tecnologia, em 2022, a coleta de embrides in vivo representou
apenas 4,6% do total, com aumento de +156,3%, demonstrando a resiliéncia desse
nicho de mercado. O percentual de embrides produzidos in vitro e transferidos apos
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criopreservagao apresentou pequeno aumento de 2021 para 2022 (+1,1%),
correspondeu a 35,1% do total de transferéncias realizadas em 2022 (Figura 2). No
caso dos embrides coletados in vivo, pela primeira vez desde 2013, mais
transferéncias foram realizadas a fresco que apds criopreservagao provavelmente
reflexo da retomada observada nesse nicho em 2022 (O EMBRIAO, 2022).

Percentual
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2021
2022
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I VP Congelado

Figura 2. Distribuicdo percentual dos embrides bovinos coletados in vivo
(IVD) ou produzidos in vitro (IVP) e transferidos a fresco ou apés congelado,
entre 2008 e 2022.

Fonte: Jornal O Embri&o, 2022.

De acordo com Viana (2022) embora os Estados Unidos tenham registrado
mais producdo de embrides in vitro do que o Brasil (642.559 vs. 441.787,
respectivamente), a propor¢cao de embrides realmente transferidos foi menor no
primeiro em comparagao com o ultimo. Dessa forma, o Brasil se mantém como lider
em transferéncias de embrides PIV no mundo (435.359, correspondendo a 36,6%
do total mundial).
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1.3. Selecao das receptoras

O sucesso dos programas de transferéncia de embrides depende de varios
fatores, dentre eles a disponibilidade de receptoras aptas a inovulacéo
(BARUSELLI et al., 2004). Entretanto, observa-se que a atengao é especialmente
voltada para a doadora, deixando as receptoras em segundo plano de manejo, o
que se reflete em baixa taxa de gestacao e alta taxa de mortalidade embrionaria
(FERNANDES, 1999), contribuindo para um ponto de estrangulamento para a
eficiéncia de um programa de TE, o custo fixo de manutengdo de um grande
numero de receptoras por doadora.

Varios fatores interferem na taxa de prenhez das receptoras, dentre eles os
extrinsecos, como nutricionais, manejo, fatores ambientais e suas interagdes, e os
intrinsecos, que sdo mais complexos e envolvem horménios, morfologia e
qualidade de corpo luteo, produgdo de progesterona, contratilidade uterina,
embrido, estagio de desenvolvimento embrionario, sincronia entre doadora e
receptora além das possiveis interagbes entre os mesmos (OYUELA; JIMENEZ,
2010).

Alguns estudos encontraram uma maior taxa de prenhez para fémeas que
apresentaram CL com maior area e concentragcédo de P4 circulante (BARUSELLI et
al., 2000; BINELLI et al.,, 2001). Nogueira et al. (2012) encontraram diferenca
significativa na taxa de prenhez de receptoras que apresentaram maior didmetro
de CL no momento da inovulagao, quando comparadas aquelas nao gestantes. Os
niveis plasmaticos de P4, no momento da inovulagdo influenciaram
significativamente a prenhez de receptoras no experimento de Costa e Silva et al.
(2010), ja Costa et al. (2011) ndo observaramdiferengas significativas entre a
concentragao plasmatica de P4 no momento da inovulagéo de receptoras gestantes
comparadas as nao gestantes.

A sincronia doadora x receptora, de acordo com Costa Filho et al. (2013) &
uma etapa essencial para que o embrido da doadora e o utero da receptora a ser
inovulada estejam no mesmo estagio fisiolégico de desenvolvimento, garantindo
bons resultados de prenhez. A manipulagao do ciclo estral das receptoras permite

melhorar os resultados da TE, pois é possivel ter um CL funcional no momento da
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inovulagdo, aumentando a concentragdo plasmatica de P4 e conseguindo um
ambiente mais propicio para manter a gestacao (JONES; LAMB, 2008).

Os fatores extrinsecos, como o estresse térmico, causado por alta
temperatura, umidade e radiacdo podem reduzir a eficiéncia do animal em perder
calor, levando ao estresse por calor, comprometendo a reproducao (SILVA et al.,
2006). Medidas simples como manter as receptoras em ambiente sombreado, com
agua e comida enquanto aguardam a inovulagdo podem melhorar a taxa de
prenhez (COSTA FILHO et al., 2013). Outro ponto importante € a nutricdo, sendo
também um dos fatores que podem alterar a fisiologia reprodutiva de fémeas
bovinas. Deficiéncias vitaminicas e/ou minerais, efeitos deletérios de compostos
nitrogenados e altos niveis energéticos, balan¢o energético negativo, queda de
escore de condigdo corporal sdo alguns dos aspectos negativos relacionados a
eficiéncia da reproducdo de bovinos (OYUELA; JIMENEZ, 2010; SARTORI,
GUARDIEIRO, 2010).

Portanto, € necessario entender os fatores que auxiliam na selegcao de
receptoras, responsaveis por gerar variagdes nos resultados de programas de
transferéncia de embrides. Para, posteriormente, buscar solu¢cdes e aumentar a
taxa de aproveitamento e prenhez, diminuindo perdas com protocolos e, assim,

reduzir custos de produgao (FUCK et al., 2002).

1.4. Corpo lateo

1.4.1 Luteogénese

O desenvolvimento do CL no ovario tem inicio imediato apds a ovulagao,
com a remodelagao do tecido remanescente do foliculo recém ovulado, resultando
em mudancas bioquimicas com o bloqueio da producao de estradiol (E2) e inicio
da producao crescente de progesterona (P4). Apds a ovulagéo, a parede do foliculo
recém-ovulado é colapsada e se projeta em direcao a parte central desse foliculo,
onde a cavidade deste é invadida por linfa e sangue provenientes da vascularizagao
intensa na regidao. Neste momento, ha a formagdo do corpo hemorragico, que

compreende o conjunto de elementos, como células remanescentes da teca e
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granulosa, sangue e linfa. Nesta estrutura, inicia-se uma hiperplasia (multiplicagéo
celular) das células remanescentes da teca, fibroblastos e células endoteliais, e
uma hipertrofia (aumento de volume celular) das células remanescentes da teca e
especialmente da granulosa (MEMBRIVE et al., 2024).

A luteinizacdo engloba mudangas morfologicas através da multiplicagéo,
diferenciacdo e reorganizacao das células remanescentes da teca e da granulosa,
que dao origem as ceélulas esteroidogénicas luteais pequenas (SLC) e células
esteroidogénicas luteais grandes (LLC), respectivamente, juntamente com uma
intensa reconstrucao vascular (MEMBRIVE et al., 2024). De acordo com Bertan et
al. (2006), essas células, sintetizam e liberam P4 na circulagdo sistémica com o
objetivo de iniciar um processo de quiescéncia na contratilidade do miométrio e
propiciar o desenvolvimento glandular do endométrio, promovendo um ambiente
uterino adequado para o desenvolvimento do concepto. Além disso, as LLC
também sintetizam e secretam ocitocina, que exerce um papel importante na
sintese de prostaglandina F2-a (PGF2-a), portanto na lutedlise.

Quando a remodelagao se completa e a estrutura torna-se apta a sintetizar
e secretar grandes quantidades de P4, esta caracteriza-se como CL. A
vascularizacao exuberante do CL é fundamental para que as LLC e as SLC possam
encontrar facilidade na captacao de colesterol, precursor da P4, além de favorecer
a rapida passagem da P4 sintetizada para a circulagao sistémica, onde exercera
sua fungéo nos 6rgaos alvo, especialmente no hipotalamo e no utero (MEMBRIVE
et al., 2024). Em algumas espécies o CL também é responsavel pela sintese de
outros horménios como ocitocina, inibina e relaxina. Especialmente em ruminantes,
a ocitocina constitui um dos hormoénios que determinam a lutedlise. A inibina induz
a um bloqueio na liberagcdo de FSH retardando o desenvolvimento folicular
(BERTAN et al., 2006).

O tempo de permanéncia do CL no ovario em fémeas bovinas ciclando é de
aproximadamente 17 a 18 dias, considerando o periodo de metaestro (corpo
hemorragico) e diestro (CL propriamente dito). Quando as fémeas se tornam
prenhes, a permanéncia do CL no ovario persiste ao longo da prenhez até por volta
de 5 dias antes do parto. Durante a prenhez, a placenta adquire uma capacidade
crescente de sintetizar P4 e assume o papel de maior mantenedora
aproximadamente a partir dos 120 dias de prenhez. A producéo de P4 pela placenta
complementa a P4 produzida pelo CL, garantindo altas concentracdes plasmaticas
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de P4, que serao fundamentais na manutencédo da prenhez. A sintese de P4 pelo

CL é bastante complexa e sera apresentada a seguir (MEMBRIVE et al., 2024).

1.4.2. Producgao de progesterona

O substrato para a producido de P4, assim como do E2, € o colesterol,
sintetizado principalmente no figado e transportado na corrente sanguinea pelas
lipoproteinas. Estas caracterizam-se por ser de alta (HDL — high density lipoprotein)
ou baixa densidade (LDL — low density lipoprotein), sendo o ultimo a maior fonte de
colesterol para a produgao de P4. Apds a ovulagéo, as células da teca e granulosa
remanescentes do foliculo ovulatério, que até entdo secretavam E2, sao
reorganizadas para formar o CL e sintetizar P4, por meio da diminuigdo na
expressao de todas as enzimas que participavam das diferentes etapas na
transformagdo de pregnenolona em E2. Esse evento determina o inicio da
luteinizacéo das células da teca e da granulosa. Além disso, para que a sintese de
P4 ocorra, ha um aumento na expressdo das enzimas P450scc e 3-B-HSD (b-
hidroxiesterdide desidrogenase), ambas necessarias para a sintese de P4 a partir
do colesterol (MEMBRIVE et al., 2024).

As SLC se caracterizam por liberarem baixas concentracbes de P4 e
apresentarem receptores para LH (depende de LH), enquanto as LLC produzem
altas quantidades de P4 e ndo apresentam receptores de LH (independe de LH).
As LLC representam minoria na porcentagem de células esteroidogénicas totais,
entretanto se responsabilizam por aproximadamente 80% da produgéo total de P4
pelo CL. As SLC representam maioria na porcentagem de células esteroidogénicas
totais, mas se responsabilizam por aproximadamente 20% da produc¢éao total de P4
pelo CL (MEMBRIVE et al., 2024).

Resumidamente, as etapas da produc¢ao de P4 se iniciam com a ligagao do
LDL a receptores especificos na membrana celular, especialmente a apoproteina
D, presentes nas SLC e nas LLC, permitindo sua entrada na célula por meio de
endocitose. No citosol, o LDL combina-se com o lisossomo para que seja
dissociado e libere moléculas de colesterol. Por sua vez, o colesterol presente no
citosol da célula passa a ser disponibilizado como substrato para a

esteroidogénese, sendo convertido pela enzima P450scc em pregnenolona que,
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posteriormente, é convertida pela enzima 3-B-HSD em P4. Ambas as enzimas
necessarias para a sintese de P4 estéo presentes nas LLC e nas SLC (MEMBRIVE
et al., 2024).

1.4.3. Corpo luteo cavitario

Antigamente, o corpo luteo cavitario em bovinos era considerado de origem
patolégica e denominado como “corpo luteo cistico”, na atualidade ja foi descrito
que esta estrutura assume uma condigao fisioldgica (GULARTE, 2019). Entretanto,
segundo Bartyomiej et al. (2021), embora seja considerada uma estrutura lutea com
atividade comparavel ao CL compacto, tanto em termos de capacidade secretora
quanto de eficacia na manutengdo da gestagdo, o mecanismo de formagéao da
cavidade no interior do CL ainda nao foi esclarecido.

Por outro lado, Gularte (2019) afirma que o CL cavitario é o fechamento
prematuro do local onde ocorreu a ovulagao, resultando de uma falha da hipodfise,
que acaba liberando uma quantidade de horménio luteinizante insuficiente, para o
adequado desenvolvimento do corpo luteo. Em um estudo realizado por Rizzo et
al. (2016) mostraram que as concentracdes de P4 no fluido cavitario eram muito
altas, enquanto os valores de colesterol eram semelhantes aos encontrados no
soro. Tendo em vista que um CL inicial € formado por parede folicular colapsada e
que a cavidade CL é o remanescente do antro folicular, € concebivel que o fluido
da cavidade do CL tenha composi¢cao semelhante ao fluido folicular. Entretanto,
como esse fluido é formado no CL continua sendo desconhecido.

De acordo com Rodgers e Irving-Rodgers (2010) a hipétese central sobre a
formacéao do fluido folicular sugere que a produgao, por células da granulosa, de
substancias fortemente hidrofilicas gera um gradiente osmotico, por meio do qual a
agua é atraida para o antro folicular. Diante disso, Rizzo et al. (2016) afirmam que
€ possivel que, como as grandes células luteais sdo derivadas das células da
granulosa, pode ser que também ocorra esse mecanismo no CL e que substancias

semelhantes estejam presentes.
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2. INTRODUGAO

A transferéncia de embrides (TE) em bovinos € uma biotecnologia
reprodutiva amplamente utilizada, com o principal objetivo de maximizar a produgao
de descendentes geneticamente superiores por fémea. Este processo é mais
eficiente do que as praticas tradicionais de reproducdo, como a inseminacao
artificial (lA), especialmente em relacdo a otimizacdo da produgdo e a
implementagdo de melhorias genéticas em um curto espago de tempo (PAZZIM,
2021; PASA, 2008). Além de facilitar a geragédo de multiplos embrides por ano a
partir de uma unica doadora, a TE permite uma utilizagdo mais eficiente das doses
de sémen de touros selecionados, resultando em aumento da rentabilidade na
cadeia produtiva (BARUSSELI et al., 2008).

Dentre as metodologias disponiveis para a produ¢cado de embrides bovinos,
destacam-se a producdo in vivo, mediante a indu¢cdo de multipla ovulacédo e
transferéncia de embrides (MOET), e a produgéo in vitro de embrides (PIVE)
(MERTON et al., 2003). No entanto, o sucesso dos programas de TE também esta
intimamente ligado a disponibilidade e adequagao das receptoras para a inovulagao
(BARUSELLI, 2004).

A taxa de prenhez das receptoras € influenciada por uma variedade de
fatores intrinsecos e extrinsecos. Fatores intrinsecos incluem a qualidade do corpo
luteo (CL), os niveis de progesterona, a sincronizagdo entre doadora e receptora,
protocolos de sincronizagcdo e a qualidade do embrido. Fatores extrinsecos
englobam a nutricdo, manejo, ambiente, raca e categoria animal (COSTA FILHO et
al., 2013). A avaliagao clinica dos ovarios, realizada por palpagao transretal, com a
utilizacdo de ultrassonografia, para confirmar a presenca e a qualidade do CL, é
fundamental na selegao das receptoras no dia da inovulagdo. O corpo luteo é
crucial, pois é responsavel pela produgao de progesterona (P4), a qual controla as
alteragdes no ambiente uterino, influencia o desenvolvimento embrionario e
mantém a gestacao (REIS, 2006).

Os corpos luteos podem ser classificados como protuso ou incluso;
compacto (ndo-cavitarios) ou cavitario (SENGER, 2003). Embora alguns estudos
indiguem que nao ha diferencas na taxa de gestacao relacionadas a morfologia do
CL (MARQUES et al., 2002; BARREIROS et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2012),

existem hesitagdes entre os profissionais veterinarios acerca da qualidade dos CLs
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cavitarios, que muitas vezes resultam na exclusdo dessas receptoras dos
programas de TE. A ultrassonografia, ao possibilitar a visualizacdo detalhada e
mensuracido das dimensdes do CL, pode atenuar essa preocupacao, visto que o
tamanho do CL esta relacionado a produgéo de P4, embora essa relagédo n&o seja
sempre proporcional a taxa de gestagédo (COSTA FILHO et al., 2013).

O presente estudo teve como objetivo realizar uma analise ultrassonografica
dos parametros quantitativos do CL no dia da TE, no momento da inovulacéo, e seu

papel na taxa de concepcéo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.4. Animais e manejo reprodutivo

O experimento foi conduzido em cinco propriedades no estado de Mato
Grosso do Sul, entre maio e setembro de 2024, envolvendo 264 fémeas bovinas
das racas Nelore, Girolando e "2 sangue Angus. As fémeas foram categorizadas
entre novilhas (n = 62) e pluriparas (n = 202). Todas as receptoras foram
submetidas a protocolos de sincronizagdo de ovulagdo. No dia 0, as fémeas
receberam dispositivo intravaginal de P4 (Sincrogest®, Ourofino, SP, Brasil) e 2 mg
de BE IM (Sincrodiol®, Ourofino, SP, Brasil). No dia 9, foi retirado o dispositivo de
P4 e aplicado 500ug de cloprostenol sodico IM (Sincrocio®, Ourofino, SP, Brazil) e
1 mg de cipionato de estradiol IM (E.C.P.®, Pfizer, SP, Brasil) e 300 Ul de eCG IM
(Novormon®, Intervet, SP, Brasil). A inovulagao foi realizada 18 dias apds o inicio

do protocolo, garantindo a presenga de um corpo luteo funcional.

3.5. Classificacdo morfolégica dos embrides

Os embrides transferidos foram classificados de acordo com sua morfologia
em blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL) e blastocisto expandido (BX), utilizando
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critérios padronizados conforme o Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS). A classificagdo morfolégica considerou a
simetria, o numero de células e o grau de expansao do blastocisto. Apenas
embrides que apresentaram classificagdo morfolégica adequada foram transferidos
a fresco, enquanto embrides classificados como moérula ou blastocisto eclodido

foram excluidos do experimento.

3.6. Exames clinicos e ultrassonograficos

Exames clinicos reprodutivos e ultrassonograficos transretais dos ovarios
foram realizados em todas as receptoras no dia da transferéncia dos embrides.
Apenas as fémeas que apresentaram um CL funcional e um trato reprodutivo em
condicbes adequadas foram consideradas aptas para a transferéncia.

Os exames ultrassonograficos foram realizados com um aparelho Mindray,
modelo DP-20Vet, equipado com um transdutor linear transretal de 7,5 MHz. Os
CLs visiveis na tela foram categorizados como compactos ou cavitarios, e suas
dimensdes longitudinais e transversais foram registradas utilizando o painel de
medig¢ao do equipamento. Nos CLs cavitarios, tanto as dimensdes da estrutura total

quanto da cavidade foram medidas.

3.7. Medicdes do corpo luteo

As medi¢cdes foram realizadas em um CL de cada fémea. Medidas
longitudinais e transversais foram utilizadas para avaliar o didmetro médio do corpo
luteo e da cavidade, quando presente (Figura 3). O didmetro do tecido luteo foi
calculado para todos os CL, no CL compacto o resultado foi obtido a partir da média
das medi¢des longitudinais e transversais e, no CL cavitario, foi calculado a média
da estrutura completa e da cavidade, para no final subtrair o didametro da cavidade

e obter-se apenas o diametro correspondente o tecido luteo.
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Figura 3. A) Corpo luteo compacto; B) Corpo luteo cavitario.

3.8. Procedimento de transferéncia de embrides

Os animais foram imobilizados no tronco de contengcéo em pé e submetidos
a aplicacao de 8g de Cloridrato de Lidocaina e 0,16g de Cloridrato de Xilazina (4ml
de Bloc®) na regiao epidural. Os grupos foram inovulados com embrides a frescos
(Bl, BL ou BX), no qual foram transferidos aleatoriamente, independente da
morfologia do corpo luteo, seguindo a ordem de entrada no tronco de contengéo.

A transferéncia foi realizada utilizando aplicador de embrido bovino, bainha
para TE juntamente com o plastico sanitario. O embrido foi inovulado no corno
uterino adjacente ao ovario com o CL previamente diagnosticado. Todo o
procedimento de inovulagdo do embrido foi realizado pelos profissionais da

empresa MS Embryo Solu¢des em Pecuaria.

3.9. Diagnostico de gestagao

Todas as fémeas bovinas que receberam o embrido passaram por avaliagao

ultrassonografica 25 a 40 dias apds a inovulagao para confirmagao da prenhez
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através da visualizacdo da presenca do concepto, constituido pelos envoltérios
fetais e pelo embrido. A taxa de gestagéo foi calculada através da proporgéo de

fémeas prenhez para todas as receptoras de embrides aptas a inovulagao.

3.10. Anélise estatistica

As andlises foram realizadas no SAS (SAS Institute, Cary, NC). O
procedimento PROC MEANS forneceu médias e erros padrdo das variaveis
continuas, enquanto PROC CORR avaliou as correlagbes entre estas. Para
modelar a taxa de prenhez (DG30), calculou-se medidas e erros padrées,
correlagao de Pearson para exploracdo das variaveis. Para verificar os efeitos das
variaveis independentes sobre o tipo de CL, realizou-se analise de variancia para
medidas n&o paramétricas utilizando o procedimento GLIMMIX. Testes de
comparagao multipla foram realizados com LSMEANS e ajuste de Tukey. Além
disso, a regresséo logistica foi feita com PROC LOGISTIC, modelando DG30 em
funcdo de massa luteinica total e didmetro do CL, gerando previsbes de
probabilidade e limites de confianga, visualizados com PROC SGPLOT. Os

resultados foram considerados significativos com P < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve efeito de categoria e raga nas variaveis morfolégicas ovarianas e
na concepgao (p>0,05). Em fémeas bovinas receptoras de embrido, quando
inovuladas oito dias apos a remoc¢ao do dispositivo de P4, é observado uma maior
incidéncia de CL compacto (74%; p<0,05) com relagédo ao cavitario (26%). O
presente estudo obteve a mesma proporgao de CLs cavitarios de outros estudos
com 22,7% e 32,7% (Barreiros et al., 2006; Bartyomiej et al. (2021) inovulando-se
com 7 ou 6-8 dias apds o estro, respectivamente.

Fémeas que possuiam, no momento da inovulagdo do embrido, CL cavitario
apresentaram menor taxa de concepgao (34%) que aquelas que possuiam CL
compacto (46%; p=0,05; Figura 4). Alguns autores verificaram taxa de prenhez
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superior em CLs cavitario (BARREIROS et al., 2006; BARTYOMIEJ et al., 2021),
porém trabalhando com novilhas taurinas. No presente estudo, a menor concepgao
em CLs cavitarios pode ser justificada pela menor quantidade de tecido luteo
encontrado neste tipo morfoldgico (Figura 5). Considerando o tecido luteo, apenas,
e a probabilidade de prenhez, foi possivel observar que maior estrutura lutea
aumentou a chance de a receptora bovina ficar prenhe apds a transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF; Figura 6). Nao foi observada relagcéo entre diametro
de CL e probabilidade de prenhez (Figura 7), uma vez que CLs cavitarios, embora
tenham maior diametro, apresentam menor quantidade de massa luteinica.

Nogueira et al. (2012) encontraram diferencga significativa na taxa de prenhez
de receptoras que apresentaram maior diametro de CL no momento da inovulacéo,
quando comparadas aquelas nao gestantes. Em um estudo realizado por Baruselli
et al. (2003) verificou-se a existéncia de correlagao entre a area do corpo luteo com
as concentragdes plasmatica de progesterona (P4) e os indices de prenhez. Corpos
luteos com area superior determinaram maior concentragao plasmatica de P4 e,
como consequéncia, maior taxa de gestagao. De acordo com Vasconcelos et al.
(2001), corpos luteos que possuem maior area secretam maiores quantidades de
P4, o que pode ter efeito positivo no reconhecimento materno da gestacéao e,
consequentemente, na taxa de prenhez. Por outro lado, alguns estudos
demonstram que concentragao plasmaticas de P4 independem do tipo morfolégico
do CL, (BORGES et al., 2003; BARREIROS et al., 2006).
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Figura 4. Taxa de concepc¢ao de receptoras bovinas de acordo com o tipo
de corpo luteo no momento da inovulagéo. * P = 0,05.
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Figura 5. Medidas morfométricas de corpo luteo compacto e cavitario com
base no didmetro. Letras diferentes para didmetro e massa luteal indicam
p<.0001.

Foi verificado correlagéo positiva (r = 0,39; p<.0001) entre didametro de CL e
da massa luteinica, ou seja, quanto maior o CL maior € a massa luteinica. O cenario
se repetiu para didametro do CL e da cavidade (r = 0,4; p<.0001), entédo se o didmetro
da cavidade aumenta o didmetro do CL também é maior. No entanto, a correlagao
entre o didmetro da cavidade e massa luteinica foi negativa (r = -0,64; p<.0001),
indicando que quanto maior a cavidade, menor é a massa luteinica em CLs

cavitarios (Figura 8).
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Figura 6. Relagédo entre o didmetro da massa luteinica (cm) e a probabilidade de
prenhez com intervalo de confianga. Férmula da regressao: Probabilidade(DG30 = 1 |
massalut) = 1/ (1 + exp(-(-1.3957 + 0.6053 * massalut))).

e  Estimated Probability -~
Estimated Probabili

06

pe T — — — Lower95% Copfifence Limit
X ———= Uppergs@Confidence Limit

TR e e PO -

Probabilidade de Prenhez

Diametro do Corpo Luteo (cm)
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Figura 8. Grafico de correlagdo das variaveis: diametro do CL (diametro), didametro da cavidade

(diamcav) e massa luteal (massalut).

Embrides transferidos a fresco, classificados em blastocisto inicial (n=39),

blastocisto (n=65) e blastocisto expandido (n=160), quando inovulados em

doadoras que apresentaram CLs cavitarios, resultaram em uma taxa de concepgao

semelhante para todas as classificacdes de embrides, ndo havendo diferenca

estatistica (P>0,05; Tabela 1). Em CLs compactos a concepcéo foi semelhante em

embrides BL e BX, no entanto, quando utilizou-se embrides Bl a taxa de concepgao
foi de 13% (Tabela 1).
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Tabela 1. Taxas de concepgdo segundo o tipo de corpo luteo e
classificacdo morfolégica dos embrides inovulados a fresco.

TCLe CEM N°de animais Taxade concepgéao (%)

CA 68 34
Bl 8 382
BL 21 33
BX 39 332
CO 196 46
Bl 31 13P
BL 44 502
BX 121 532
Total Geral 264 43

TCL: tipo de corpo luteo; CEM: classificagdo do embrido; CL: corpo
luteo; CA: CL cavitario; CO: CL compacto; Bl: blastocisto inicial; BL:
blastocisto; BX: blastocisto expandido. Letras diferentes para taxa de
concepgao indicam p<0,05.

A taxa de concepcéao inferior de Bl inovulados em receptoras com CL
compacto pode ser devido ao CL cavitario ser mais jovem e provindo de uma
ovulacao tardia, estando ainda em ativo processo de luteinizacdo, com o
fechamento da cavidade para obter-se uma estrutura compacta. Ja o CL compacto
seria uma estrutura mais madura, que ja concluiu seu desenvolvimento, portanto
expondo a fémea por mais tempo a hormbénios como P4 e PGE2
(NIRINGIYUMUKIZA et al., 2018), assim como outros fatores de crescimento locais,
promovendo um status diferente de circuitaria cerebral e ambiente uterino. Deste
modo, fémeas que ovularam mais cedo terdo o embrido em desenvolvimento mais
avangado do que aquelas que ovularam depois. Assim, pode ser que a utilizagao
de Bl em receptoras com CL compacto apresentem menores taxa de concepcao,
em razao de estarem em assincronia quanto ao seu desenvolvimento. Neste
cenario, esperava-se encontrar maior taxa de concepgao utilizando embrides Bl em
CLs cavitarios, e, embora numericamente apenas tenha havido uma maior de
concepgao (38%) quando comparada com BL e BX ambos com 33%, ndo observou-
se diferencga estatistica devido ao numero de receptoras com CA/BI ter sido baixo
(n = 8; Tabela 1).
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Nesse experimento foi verificado que a maior parte das ovulagdes ocorreram
no ovario direito (64%; p<0,05; Figura 9), corroborando com o resultado encontrado
por Karamishabankareh et al. (2015), com 60,9% de ovulagdées no ovario direito.
Tal cenario pode ser justificado pela relagdo com a intensidade de fluxo sanguineo
no érgédo, que € menor no ovario esquerdo do bovino devido a compressao do
ramen (ROY, 1983).0s CLs presentes no ovario esquerdo apresentaram maior
didmetro de massa luteal (1.85 cm; p <0,05) e taxa de concepgéao superior (48%;
p<0,05) quando comparados aos CLs do lado direito, o que esta de acordo com os

resultados obtidos na figura 6 e ja discutidos anteriormente.
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Figura 9. Proporgéo de CL e taxa de concepcéo relacionadas com o lado do ovario
correspondente. (3 p <0,05).

5. CONCLUSAO

Embora o CL compacto apresente menor diametro, ele possui maior tecido
luteinizado e, com essas fémeas, obtendo maior taxa de concepgao. O maior
numero de ovulagbes ocorre no ovario direito, porém a maior concepgao €
observada no ovario esquerdo. Fémeas com CL compacto obtém menor concepgao
quando recebem embrides classificados como blastocisto inicial.
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