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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO

1.1.Nome do aluno

Helena Ferreira de Oliveira

1.2. Matricula

1.3.

1.4.

2.2.

2.3.

2019101202240413

Nome do supervisor

Marcia Carneiro de Sousa Silveira formada em Medicina Veterinaria pela
Universidade Federal de Goias (UFG) (1988), qualificada em
aprimoramento e implantacdo de larga escala da tecnologia de
transferéncia de embrides bovinos gerados a partir da fertilizagao in vitro
em todo territorio nacional. Especialista em aspiracdo folicular,
transferéncia de embrides bovinos e lider em capacitacdo de pessoas.
Nome do orientador

Wesley José de Souza possui graduacdo em Medicina Veterinaria pela
Universidade Federal de Goiads (UFG) (1991), mestrado em Medicina
Tropical e Saude Publica pelo Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica (2002) e doutorado em Medicina Veterinaria pela Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (2013). Atualmente é professor
do curso de Medicina Veterinaria do Instituto Federal Goiano - Campus
Urutai, das disciplinas de Melhoramento Genético, Reproducdo Animal,
Epidemiologia e Virologia Animal.

LOCAL DE ESTAGIO

.Nome do local estagio

Fertilife Desenvolvimento e Producédo Bovina
Localizacéo
Avenida Castelo Branco, n° 1531, Setor Coimbra, Goiania — GO.
Justificava de escolha do campo de estéagio

A afinidade com a area de grandes animais veio desde o periodo
em que cursava 0 técnico em agropecuaria, onde pude realizar
atividades voltadas a producéo e reproducdo bovina. Na graduacao nao
foi diferente, a area de grandes animais era o que me fazia brilhar os



3.

olhos. Com o inicio dos estagios na area, o campo de reproducdo animal
ganhou meu coracao, principalmente a reproducédo bovina. A partir dai
realizei mais estagios nessa area e entdo o campo de escolha para

estagio curricular ndo poderia ter sido diferente.

DESCRICAO DO LOCAL E DA ROTINA DE ESTAGIO

3.1.Descricao do local de estagio

3.2.

A Fertilife est4 situada na capital do estado de Goias, Goiania.
Surgiu em Goiania no ano de 2014, para oferecer o que ha de mais
avancado em tecnologia de reproducdo animal. Especializada em
Producéo In Vitro de Embrides (PIVE), um trabalho que permite uma
rapida multiplicacdo, bem como o melhoramento genético do rebanho
em um curto espago de tempo. Atualmente a empresa conta com cerca
de 30 colaboradores e possui 0 seu préprio laboratério onde realiza toda
a cadeia da Producéo In Vitro de Embrides Bovinos.

Descricao darotina de estagio

O periodo de estagio iniciou-se no dia 1 de julho de 2023 e
terminou no dia 1 de dezembro de 2023, contabilizando 100 dias uteis. A
carga horaria diaria foi de 8 horas e 40 horas semanais, 0 que totalizou
800 horas de estéagio final.

3.2.1 Producao In Vitro de Embrides

A PIVE (Producéao In Vitro de Embrides) é a atividade principal da
empresa onde o estagio foi realizado. E uma biotécnica que vem
crescendo no mercado bovino a fim de acelerar o ganho genético do
rebanho.
3.2.1.1 Aspiracao folicular

O primeiro passo da PIVE foi a Aspiragdo Folicular Ovariana
Guiada por Ultrassom, conhecida como OPU (Ovum Pick-Up). A OPU
consiste na obtencdo dos o6citos das vacas com o auxilio da
ultrassonografia, por meio da pungao folicular. Antes de iniciar a
aspiracéo, era realizada anestesia epidural com lidocaina a 2%, para

gue o animal ndo contraisse durante o procedimento, pois € um
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procedimento um tanto quanto invasivo e pode acabar ferindo o animal
se realizado de maneira incorreta. A OPU foi realizada com auxilio de
uma Guia de Aspiracdo (Figura 3), contendo um transdutor e uma
agulha para pungao ovariana acoplada a um mandril, conecta-se a este
mandril uma linha de aspiracdo que é conectada, também, a uma rolha
engatada a um tubo tipo Falcon onde contém solucdo fisiologica
aguecida a 37°C, esta rolha conecta-se também a uma mangueira que
esta acoplada a uma bomba a véacuo (Figura 1). Com o uso de
camisinha sanitaria a guia foi inserida na vagina da vaca e o veterinario,
através da palpacdo retal, segura o ovario e direciona a guia até ele.
Com o auxilio da tela do ultrassom o veterinario consegue identificar os
foliculos ovarianos (Figura 2) que contém de 2 a 8 mm e direciona a
agulha para que seja feita a pun¢do. O vacuo da bomba succiona o
liquido folicular que contém os odcitos, estes passam pela linha de
aspiracdo e caem no tubo Falcon. Apos realizar a puncdo dos dois
ovarios, a linha de aspiracdo foi lavada com solucdo mista de soro
fisiolégico e heparina. Posteriormente os od4citos aspirados passam por

uma selecéo.

Figura 1 - Mesa para OPU. Circulo amarelo:
bomba a vacuo.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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Figura 2 - Imagem ultrassonogréfica. Circulo
vermelho: Ovéario com foliculos.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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Figura 3 - Guias para Aspiracéo Folicular. Seta vermelha: Guia para Aspira¢do de Vacas.
Seta Amarela: Guia para Aspiragéo de Novilhas.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.2.1.2 Rastreamento e classificacdo de odcitos

O fluido folicular foi colocado por meio de derrame em um mini
filtro para odcitos e lavado com solucéo fisioldgica aquecida para que
permanecam apenas 0s oo6citos no filtro. Os odcitos foram transferidos
para a placa de Petri onde serdo rastreados com o auxilio de lupa e
pipeta (Figura 4). Em uma placa limpa foi colocado o meio de lavagem
(LAV), em gotas, composto por SFB (Soro Fetal Bovino), piruvato de
sbédio e gentamicina, onde os o6citos foram depositados para que, apos
rastred-los na outra placa, passassem pela selecao.

Os odcitos foram selecionados de acordo com os complexos
cumulus, em funcdo do nimero de camadas e o0 grau de compactacao e
transparéncia das células do cumulus. De acordo com suas
caracteristicas, os odcitos foram classificados em viaveis, aqueles que
tém bom desempenho na MIV (Maturacdo In Vitro), e inviaveis. Os
oocitos viaveis (Figura 5) foram selecionados em Graus (I, Il, 1ll), sendo
o Grau | o6citos com mais de trés camadas de células do cumulus,
contendo citoplasma com granulacbes finas e homogéneas. Os
classificados em Grau Il eram aqueles que possuiam cumulus compacto
parcialmente presente em volta do o6cito ou rodeando completamente,
com menos de trés camadas de células, contendo citoplasma com
granulacdes distribuidas desigualmente. E od6citos Grau 1l foram
agueles que possuiam menos de trés camadas incompletas de células
do cumulus em sua volta, podendo ter citoplasma homogéneo ou
heterogéneo.

Os od6citos classificados em inviaveis foram os considerados: pré-
antrais (odcitos primarios ainda em fase de desenvolvimento), desnudos
(o6citos que nado possuem células do cumulus em seu redor),
expandidos (odcitos ja maduros), degenerados/atresicos (odcitos que
madureceram, mas nao foram fecundados). ApGs a selecdo, os odcitos
eram transferidos para um micro tubo que contém o meio MIV, composto

por SFB, hormbnios (LH e FSH) e antibiéticos, a fim de evitar
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contaminagdes. Os micro tubos foram colocados em uma transportadora

de odcitos e encaminhados até o laboratorio.

Figura 4 - Rastreamento de odcitos.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Figura 5 - Odcitos viaveis. Seta azul: odcito Grau |; seta rosa: odcito
Grau Il; seta verde: o6cito Grau Il
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.2.1.3 Maturacéo e Fertilizag&o In Vitro

Ja no laboratorio, os micro tubos contendo odcitos em meio MIV
foram colocados dentro de uma estufa incubadora com temperatura
controlada a 38,5° e atmosfera de 5% de CO2, em ar e umidade
saturada. A maturacdo causa diversas modificagdes citoplasmaticas
moleculares, bioguimicas e estruturais, tornando-os, assim, capazes de
serem fecundados. Essas transformacfes ocorrem até 21 a 26 horas
apoés a captacdo dos odcitos pela OPU.

Os odcitos maturados (Figura 6) eram transferidos para uma
placa de Petri contendo gotas de meio para FIV (Fertilizacdo In Vitro).
Meio fabricado pelo préprio laboratério, composto por heparina e PHE
(Penicilamina, Hipotaurina, Epinefrina).

No laboratério da empresa, os espermatozoides utilizados para
FIV eram provenientes de sémen congelado, mediante a isso, apés o
descongelamento foi necessario selecionar os espermatozoides vivos e
moveis, capazes de fecundarem. Essa selecdo foi feita através da
técnica do gradiente de densidade. Foi usado o gradiente de Percoll, a
90% e a 45%, que é uma substancia caracterizada pela capacidade de
separacdo de células, particulas subcelulares, virus e, no caso do
sémen, plasma seminal.

Em um tubo do tipo Eppendorf, foi colocado o Percoll a 90%. Logo
acima adicionou-se o Percoll a 45%, de modo que ambas camadas nao
se misturassem. E por fim, o sémen foi adicionado ao tubo (Figura 7).
Este tubo foi colocado na centrifuga por 2 minutos a 9.000 rpm. Apos
centrifugacdo, os espermatozoides vivos e moveis possuiam densidade
maior e se concentravam na parte inferior do Eppendorf, seguido pela
camada de espermatozoides mortos e outras células e, acima, o plasma
seminal.

Com auxilio de uma pipeta, 0s espermatozoides viaveis foram
captados e lavados em meio FIV, logo apés foram colocados na gota de

meio FIV que contém os o6citos maduros e colocados na incubadora de
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temperatura e atmosfera controlada. A etapa de FIV é considerada o DO
(Dia 0) da PIVE.

Figura 6 — Imagem Estereoscoépica. Circulos azuis:
Odcitos maturados.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Samen J'E Plasma seminal

Percoll — Espermatozoides mortos + outras
45% | células

Percall — Espermatozoides
90% vivas e mdveis

Figura 7 - Esquema de preparacéo de sémen. A: gradiente de
densidade antes da centrifugacao. B: pés-centrifugacéo.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2024.
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3.2.1.4 Cultivo In Vitro

24 horas ap0s a FIV, os possiveis zigotos foram transferidos para
o0 meio de CIV (Cultivo In Vitro), considerado o D1 (Dia 1) da PIVE.
Antes de transferi-los, foi necessario realizar a desnudacédo, ou seja,
remocédo das células de cumulus para que ndo tenha competicdo entre
estas e 0s zigotos por nutrientes presentes no meio CIV.

O meio, composto SFB, BSA (Albumina Sérica Bovina),
aminoacidos, piruvato, lactato e glutamina, foi colocado em gotas em
uma nova placa de Petri. Os possiveis zigotos foram retirados da gota
com meio FIV e lavados em meio LAV. Depois de lavados, foram
transferidos para as gotas de meio CIV e para outra incubadora, com
temperatura de 38,5°C, atmosfera controlada a 5% de 02, 5% de CO2 e
90% de N2 e umidade saturada.
3.2.1.5 Avaliagéo da taxa de clivagem

A avaliacdo da taxa de clivagem (Figura 8) foi realizada no D4
(Dia 4) da PIVE. Inicialmente, no D4 realiza-se a troca de 50% do
volume de cada gota do meio CIV. A avaliacdo da taxa de clivagem
consiste em quantificar quantas estruturas se dividiram e o numero de
blastbmeros formados em cada estrutura. Posterior & avaliagdo, 0s
possiveis embrides voltaram para incubadora onde permaneceram até o
D7 (Dia 7).

0

& ®
YK
%

Figura 8 - Processo de clivagem.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.2.1.6 Classificagéo e Envase de Embrides

A classificacdo e o envase dos embrides foram realizados no D7.
A classificacdo foi feita observando a morfologia das estruturas,
selecionando o0s embrides aptos ao desenvolvimento apds serem
inovulados (transferidos). Os critérios de classificagdo foram seguidos de
acordo com a International Embryo Transfer Society (IETS), onde
classifica os embrides em: Excelente ou bom (agueles com massa
embriondria simétrica e esférica, que possui blastémeros uniformes, com
estagio de desenvolvimento adequado e com, no minimo, 85% de
material celular viavel), Regular (aqueles que possuem peguenas
irregularidades em sua forma e/ou tamanho, com pelo menos 50% de
material celular viavel), Pobre (possui irregularidades maiores em sua
massa embrionaria, com pelo menos 25% de material células viavel) e
Morto ou Degenerado. E também de acordo com seu estagio de
desenvolvimento (Figura 9), sendo os estes: Blastocisto (BL) e
Blastocisto Expandido (BX).

ApoOs avaliagdo, os melhores embrides foram selecionados e
envasados. O envase consiste em colocar o embrido em uma palheta
juntamente com o meio de manutengdo, composto por BSA. Apés o
envase, coloca-se um lacrador de palheta com numero para fechar cada
uma e estas sdo colocadas em uma transportadora de embrides. Na
ficha de transferéncia € identificado o namero de cada lacrador, o
estadgio embrido correspondente ao n° do lacrador e o acasalamento

(doadora + touro).

L E
5\\ e N
Figura 9 - Desenvolvimento embrionério. Seta laranja: blastocisto, com excelente
massa embrionaria; seta roxa: blastocisto expandido, com massa embrionaria
excelente.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.2.1.7 Inovulagdo de Embrides

A Transferéncia de Embrides (TE) realizada com embrides a
fresco foi feita no D7 da PIVE, mas as receptoras estavam sincronizadas
h& 17 dias, ou seja, estavam no D17 (Dia 17) do protocolo.

JA a campo, as receptoras foram avaliadas para identificar
aguelas que responderam ao protocolo, ou seja, aquelas que ovularam e
possuiam um corpo luteo (CL) capaz de manter a gestacdo. A
identificacdo do CL foi feita pela palpacgéo retal, geralmente com auxilio
do ultrassom, e foi também identificado em qual ovério a receptora
ovulou, direito ou esquerdo, para depositar o embrido no terco final do
corno do mesmo lado em que houve ovulacdo. Quando identificado o
CL, foi realizada anestesia epidural com lidocaina a 2% para que o
animal ndo sentisse a manipulacdo em seu utero.

O palheta com embrido era colocada em uma bainha especifica
para TE, acompanhada de camisinha sanitaria, e a bainha era colocada
em um inovulador. O profissional responsavel pela TE inseria o
inovulador pela vagina do animal e com o auxilio da outra méo pelo reto
passava-se a cervix, direcionando o inovulador pelo corno uterino
ipsilateral a ovulacdo e desenrolando o corno até chegar no terco final
para depositar o embrido.

3.2.2 Protocolos de sincronizacao de cio

Antes de realizar a PIVE, as receptoras eram avaliadas e
protocoladas com objetivo de sincronizar a onda folicular e a ovulacéao
dos animais. Foram realizados protocolos tanto para IATF (Inseminacgao
Artificial em Tempo Fixo) quanto para TETF (Transferéncia de Embrides
em Tempo Fixo).

Inicialmente, no DO do Protocolo, os animais foram avaliados através da
palpacéo retal com auxilio da ultrassonografia. Avaliou-se as condicfes
reprodutivas, nutricionais e fisicas do animal. Os animais aptos para
IATF/TETF foram submetidos ao protocolo, onde era colocado um
dispositivo intra-vaginal de progesterona (P4) e administrado,

intramuscular, Benzoato de Estradiol, variando a dosagem de acordo
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com o protocolo de cada empresa fornecedora para cada categoria
animal (vacas solteiras, recém-parida, novilhas).

De 7 a 9 dias depois, foi feita a retirada do dispositivo de P4 e
administrado, intramuscular, Cipionato de Estradiol, Prostaglandina
F2alfa, Gonadotrofina Coridnica Equina.

Quando o protocolo era direcionado para IATF, 48 horas apés a retirada
de P4 era realizada a inseminacao artificial nas vacas. Ja na TETF, o
processo de manejo nos animais era feito apenas no D17 (17 dias apés
o0 inicio do protocolo), que era o dia que os embrides se encontravam no
7° dia de desenvolvimento.

3.2.3 Diagnéstico Gestacional

O Diagnostico Gestacional (DG) é de grande importancia para o
manejo reprodutivo das fazendas, foi realizado 30 dias ap6s o D10 na
IATF e 23 dias ap6s o D17 na TETF e consiste na observacdo de

imagens ultrassonograficas (Figura 10)

£ N .;“— N :“‘ S ¢
Figura 10 - Imagem ultrassonografica de prenhez. Circulo

rosa: embridao com 30 dias de desenvolvimento.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.3.Resumo quantificado das atividades

Quadro 1 — Atividades desenvolvidas no periodo de estagio

Descricao de Atividades Quantidade (Dias)

OPU e Rastreamento de odcitos 38
TE 19

DG 18

DO 17

A 3

FIV 15

CIv 12

D4 11

D8 1

4. DIFICULDADES VIVENCIADAS
No inicio foi um grande desafio mudar de cidade, sair da casa dos meus
pais para estar em um lugar que nao tinha muitos contatos. E também a
inseguranca de nao conseguir realizar as atividades propostas. Mas com
0 passar do tempo fui me adaptando e consequentemente tive mais
seguranca em realizar as atividades que me eram propostas e que pude
aprender na faculdade e em outros estagios realizados.

5. CONSIDERACOES FINAIS
O estagio curricular na Fertilife me proporcionou muitas experiéncias
novas e boas que agregaram muito na minha vida profissional. Pude
conhecer melhor a biotécnica reprodutiva que vem crescendo a cada dia
mais na producdo bovina e me qualificar na area para o mercado de
trabalho.
Tive a oportunidade de trabalhar com pessoas que sao referencias na
area de Reproducdo Bovina, profissionais extraordinarios que tive o

prazer de acompanhar e aprender junto.
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Capitulo 2
Relacéo da taxa de prenhez com o estagio de desenvolvimento do embrido inovulado
Relationship between pregnancy rate and the stage of development of the innovulated embryo
Helena Ferreira de Oliveira?, Wesley José de Souza?

Resumo

A Producdo In Vitro de embrides é uma técnica que tem crescido
mundialmente, com destaque no Brasil, que garante a selecio genética dos animais. E capaz
de produzir vérios descentes de um animal de alto potencial zootécnico eliminando
caracteristicas indesejaveis presentes no rebanho. Com sua utilizagdo é possivel reduzir o
tempo de evolucdo entre geragdes e garantir maior producdo e qualidade do rebanho e do
produto final a depender do objetivo do criador. Varios fatores influenciam a taxa de prenhez
das receptoras, incluindo fatores extrinsecos como nutricdo, manejo e estresse térmico, e
fatores intrinsecos como qualidade embrionéria e producdo de hormonios. Foram utilizados
dados sobre embrides de uma fazenda no estado de Goias: 240 embribes transferidos,
classificados de acordo com seu desenvolvimento de blastocisto, BL e BX, com objetivo de
avaliar qual apresentava melhor resultado em relacdo a prenhez. Esta avaliacdo foi feita por
meio de exame ultrassonografico 30 dias apo6s a inovulacdo, ou seja, 37 dias de idade do
concepto. Esse estudo mostrou que embriGes em estadgio mais avangado (BX) tém maiores
taxas de prenhez em comparacdo com embrides em estagio anterior (BL). Isso sugere que o
estagio de desenvolvimento do embrido esta diretamente relacionado a taxa de prenhez das
receptoras.

Palavras-chave: transferéncia, blastocisto, receptora, embrionario, endométrio.

Sumary

1 Instituto Federal Goiano; Campus Urutai; Discente de Medicina Veterinaria; Pires do Rio; Goias; Brasil.
2 |nstituto Federal Goiano; Campus Urutai; Docente de Reproducéo Animal; Urutai; Goids; Brasil.
Endereco para correspondéncia: helena.ferreira02@outlook.com
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The In Vitro Production of embryos is a technique that has grown worldwide, especially in
Brazil, which guarantees the genetic selection of animals. It is capable of producing several
offspring of an animal with high zootechnical potential, eliminating undesirable
characteristics present in the herd. By using it, it is possible to reduce the evolution time
between generations and guarantee greater production and quality of the herd and the end
product, depending on the breeder's objective. Several factors influence the pregnancy rate of
recipients, including extrinsic factors such as nutrition, management and heat stress, and
intrinsic factors such as embryo quality and hormone production. Data on embryos from a
farm in the state of Goias was used: 240 transferred embryos, classified according to their
blastocyst development, BL and BX, with the aim of evaluating which had the best result in
terms of pregnancy. This assessment was carried out by ultrasound examination 30 days after
innovation, i.e. 37 days after the conceptus was born. This study showed that embryos at a
more advanced stage (BX) have higher pregnancy rates compared to embryos at an earlier
stage (BL). This suggests that the stage of development of the embryo is directly related to the
pregnancy rate of the recipients.

Keywords: transfer, blastocyst, recipient, embryo, endometrium.

Introducéo

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica importante para o
melhoramento genético animal, sendo capaz de aumentar a quantidade de descendentes de
uma vaca doadora de alto valor zootécnico (EMBRAPA, 2021). Consiste em uma técnica
assistida que prepara e cultiva os gametas em ambiente laboratorial a fim de gerar o zigoto,
cultivando-o até que atinja o estagio de desenvolvimento desejado, blastocisto, para que seja

transferido (Oliveira et al., 2014).
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Esta biotécnica reprodutiva obteve uma grande expansdo mundial, com énfase ao

Brasil que representa um dos paises mais importantes no mercado de embrides (Hasler, 2014).
O Brasil estd em segundo lugar na producdo in vitro de embrides obtidos a partir da aspiracéo
folicular guiada por ultrassom (Ovum Pick-Up — OPU) e é o lider em transferéncias de
embrides PIV em todo o mundo, representando 36,6% do total mundial (IETS, 2021).
O aumento da transferéncia de embries PIV é um dos grandes desafios devido a sua baixa
eficiéncia. Dos odcitos coletados, apenas 35 a 40% chegam aos estagios de cultivo in vitro
(CIV), maturacao in vitro (MIV) e FIV, aonde os mesmos vao para o estagio de blastocisto, e
destes, apenas 40% chegam ao estagio final do processo da transferéncia (Gottardi e Mingoti,
2009).

E fundamental a sincronia entre concepto e o endométrio para o estabelecimento da
gestacdo, reconhecimento materno e mantenca gestacional, implantacdo do blastocisto e
placentacdo (Aheem, 2017). O reconhecimento materno acontece através do agente
interferon-tau produzido pelo concepto, age via pardcrina no utero evitando a luteolise
(Roberts, 1989).

O estagio de desenvolvimento do embrido origina-se por diversos fatores, sendo eles,
sincronia entre embrides, doadoras e receptoras, classificacdo dos embribes e qualidade do
corpo lateo (CL) presente no ovario, aspectos extremamente importantes no programa de
Transferéncia de Embrides (TE), influenciando diretamente na taxa de prenhez (Veloso Neto
etal., 2014).

Vaérios fatores interferem na taxa de prenhez das receptoras. Sdo eles os fatores
extrinsecos: nutricionais, manejo e fatores ambientais, sendo o estresse térmico uma das
principais causas de variacdo nos resultados da TE. J& os intrinsecos sdo: morfologia e

qualidade do corpo lateo, estagio de desenvolvimento embrionario, horménios e producéo de

1 Instituto Federal Goiano; Campus Urutai; Discente de Medicina Veterinaria; Pires do Rio; Goias; Brasil.
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progesterona (Oyuela e Jimenez, 2010).

A mortalidade embrionéria estd relacionada a diversos motivos, entre eles,
anormalidades cromossomicas, falha no agente interferon-tau, qualidade dos embrides
inovulados, fatores intrinsecos dentro do embrido, qualidade embrionéria e estado nutricional
das receptoras (Sartori e Dode, 2008).

Este trabalho foi realizado como objetivo de relacionar as taxas de prenhez de
receptoras bovinas ao estagio de desenvolvimento dos embribes PIV transferidos, discorrendo

e comparando possiveis causas para os resultados obtidos.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido em uma fazenda no estado de Goias. Os dados
utilizados foram coletados nos meses de agosto a novembro de 2023. Utilizou-se um total de
240 animais da raca girolando com idade média de 24 meses, ap0s randomizacdo foram
divididos em dois grupos um com 120 animais que foram inovulados com embrides na fase
de blastocisto (BL) e outro com a mesma quantidade de animais que receberam a inovulacdo
com embrides na fase de blastocisto (BX)

Os odcitos das doadoras foram obtidos através da aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (Ovum Pick-Up — OPU). E os mesmos foram classificados, segundo Mundim
et al. (2021), em viavel (grau I, 11 e I11) ou inviaveis (sem cumulus, degenerado, atrésico ou
expandido), posteriormente foram colocados em meios de cultivo e conduzidos até o
laboratorio para as etapas de producdo in vitro, passando por um processo de maturacdo,
fertilizacdo e cultivo em ambiente controlado.

Os embrides produzidos a partir deste processo foram classificados de acordo com

Pinheiro et al. (2021) segundo o estagio de desenvolvimento em que se encontrava, sendo a
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fase de blastocisto (BL) onde a estrutura em que a blastocele aumenta de tamanho e ocupa a
maior parte da zona pelucida e blastocisto expandido (BX) onde a estrutura do blastocele
aumenta de tamanho e ocorre uma reducéo da zona pelUcida.

Para pré-selecdo das receptoras, foi executada uma avaliacdo criteriosa
individualmente, considerando varios fatores que poderiam influenciar no sucesso da
biotécnica, tais como: escore corporal variando entre 2,5 a 3,5, controle parasitéario e controle
de vacinacgdo. As fémeas que apresentaram condicdes fisicas adequadas foram selecionadas e
designadas a exames ginecologicos, avaliacdo uterina e ovariana através da palpagdo com
auxilio da ultrassonografia. Aquelas que foram selecionadas no exame ginecoldgico foram
utilizadas como receptoras e posteriormente submetidas ao protocolo de sincronizacdo da
ovulacéo para transferéncia de embrides.

O protocolo de sincronizacdo de cio nas receptoras realizado durante o experimento
teve inicio no dia zero (D0), com a implantacdo do dispositivo intravaginal de progesterona
(P4) e administracdo via intramuscular (IM) de 2ml de benzoato de estradiol (BE). No oitavo
dia (D8) realizou-se a retirada do dispositivo de P4 e aplicacdo, também por via IM, 0,5 ml de
cipionato de estradiol (ECP), 1,5 de gonadotrofina coridnica equina (eCG) e 2 ml de

prostaglandina F2a(PGF2«) (Figura 1).

Do DB D17

Dispositivo de P4

BE ECP Transferéncia de
+ + Embrides
P4 eCG
+
PGF2a

Figura 1 — Exemplo de protocolo para sincronizagao de cio nas receptoras usadas durante o
experimento.

No décimo sétimo dia (D17), antes da inovulacdo nas vacas receptoras, as mesmas
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foram avaliadas através da palpacdo retal e ultrassonografia a fim de visualizar se a receptora
ovulou e o ovario em que houve ovulacéo, direito ou esquerdo. Os animais que ovularam e
apresentavam o CL estavam aptos a receber os embrides e as que ndo apresentavam CL eram
descartadas.

Para transferir o embrido foi administrado anestesia via epidural, 3ml, com lidocaina a
2%. Os embrides foram depositados no terco final do corno uterino ipsilateral ao CL. Foram
transferidos, para o experimento, um total de 240 embriGes, sendo 120 destes classificados em
BL e 120 em BX. As receptoras passaram pelo diagndstico de gestacdo 30 dias apés a data de
inovulacgéo.
Resultados e Discussao

54 das 120 receptoras que foram inovuladas com embriGes no estagio de
desenvolvimento BL foram diagnosticadas como gestantes e 68 das 120 que receberam a

inovulacdo com embrides no estagio BX apresentaram prenhez positiva.

Tabela 1 — Taxa de prenhez em relacéo ao estagio de
desenvolvimento dos embrides transferidos

Estégio de Total de embrides
. . Taxa de prenhez
desenvolvimento transferidos
BL 120 45,00% (54/120)
BX 120 56,66% (68/120)

No desenvolvimento embrionério, com a formacdo do blastocisto, tem-se a fase
denominada blastocisto inicial, onde ha uma pequena cavidade e inicio da distingdo celular, os
estagios posteriores sdo caracterizados pelo aumento desta cavidade. No estdgio BL
aproximadamente metade do embrido é preenchido por células e a outra por liquido, conforme
a quantidade de liquido aumenta ocorre a expansdo da cavidade, onde o embrido encontra-se

no estdgio de BX. Para que o desenvolvimento do embrido tenha continuidade ha um
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rompimento da zona pellcida e posteriormente o contato com o endométrio. Segundo
Clemente et al. (2009) posteriormente a eclosdo do blastocisto, secre¢cOes endometriais
realizam transformacdes morfoldgicas com o alongamento do embrido. O que explica a
melhor taxa de prenhez dos embrides em estdgio BX, pois estes estdo mais proximos da
ecloséo.

O grau de alongamento é dependente das secre¢des liberadas pela mée, no caso a
receptora, estando diretamente ligado com a capacidade de producéo de interferon-tau (Mann
e Lamming, 2001), que so6 é produzido quando ocorre o contato do embrido com endométrio,
evitando a lise do corpo luteo, o que também explica os resultados obtidos neste experimento
com os embriBes mais proximos a eclosao.

Segundo Pacheco et al. (2018), os resultados obtidos no experimento realizado (Tabela
1) estdo dentro da média esperada que varia de 30 a 55% de prenhez. Os resultados
apresentados na Tabela 1 sdo semelhantes aqueles encontrados por Leme (2008), onde
independentemente do tratamento utilizado os embrides BX tiveram maior taxa de ecloséo,
por consequéncia da maior probabilidade de implantacdo bem sucedida que os embrides BL.
Segundo Veloso Neto et al. (2014) estagios de desenvolvimento embrionario muito precoces
ou muito tardios contribuem para uma queda na taxa de prenhez. Florentino et al. (2013)
também obteve melhor taxa de prenhez com embrides BX em relacdo as outras fases de

desenvolvimento.

Concluséao
Diante do resultado apresentado no presente estudo, conclui-se que o estagio de
desenvolvimento do embrido a ser inovulado esta diretamente ligado a taxa de prenhez das

receptoras; os embrides BX apresentam maiores taxas de prenhez quando comparados aos
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embrides BL. Em virtude de seu estagio mais avancado de desenvolvimento, os embrides BX
tendem a exibir uma maior coeréncia na qualidade e na integridade de suas estruturas
celulares, bem como uma maior capacidade de se comunicar com 0 ambiente uterino

receptivo.
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Anexos
Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria
Diretrizes para autores:

Os manuscritos devem ser redigidos na forma impessoal, espaco entre linhas duplo
(exceto nas tabelas e figuras), fonte Times New Roman tamanho 12, em folha branca
formato A4 (21,0 X 29,7 cm), com margens de trés cm, paginas numeradas seqiiencialmente
em algarismos ardbicos, ndo excedendo a 20, incluindo tabelas e figuras (inclusive para
artigos de revisao). As pdginas devem apresentar linhas numeradas (a numeragao é feita da
seguinte forma: menu arquivo/configurar pagina/layout/nimeros de linha.../numerar
linhas).

CitagOes no texto: sdo mencionadas com a finalidade de esclarecer ou completar as idéias
do autor, ilustrando e sustentando afirmacdes. Toda documentacdo consultada deve ser
obrigatoriamente citada em decorréncia aos direitos autorais. As citacdes de autores no
texto sdo em letras minusculas, seguidas do ano de publicacdo. Quando houver dois autores,
usar “e” e, no caso de trés ou mais autores, citar apenas o sobrenome do primeiro, seguido
de et al. (ndo-itdlico). Menciona- se a data da publicacdo que devera vir citada entre
parénteses, logo apds o nome do autor. As citacdes feitas no final do paragrafo devem vir
entre parénteses e separadas por ponto e virgula, em ordem cronolégica. Deve-se evitar
referéncias bibliograficas oriundas de publicagdes em eventos técnico-cientificos (anais de
congressos, simpdsios, seminarios e similares), bem como teses, dissertagcdes e publicagcdes
na internet (que ndo fazem parte de periddicos cientificos). Deve-se, entdo, privilegiar
artigos publicados em periddicos com corpo editorial (observar orientagGes percentuais e
cronoldgicas no ultimo paragrafo do item “Referéncias”).

Citacdo de cita¢do (apud): ndo é aceita.

Lingua: Portuguesa, Inglesa ou Espanhola.

Tabela: deve ser mencionada no texto como Tabela (por extenso) e refere- se ao conjunto
de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Sao construidas apenas com linhas
horizontais de separa¢ao no cabecalho e ao final da tabela. A legenda recebe inicialmente a
palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico (Ex.: Tabela 1. Ganho
médio didrio de ovinos alimentados com fontes de lipideos na dieta). Ao final do titulo ndo
deve conter ponto final. Ndo sdo aceitos quadros.

Figura: deve ser mencionada no texto como Figura (por extenso) e refere- se a qualquer
ilustracdo constituida ou que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico,
fluxograma, esquema etc. Os desenhos, graficos e similares devem ser feitos com tinta
preta, com alta nitidez. As fotografias, no tamanho de 10 x 15 cm, devem ser nitidas e de
alto contraste. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de
ordem em algarismo arabico (Ex.: Figura 1. Producdo de leite de vacas Gir sob estresse

térmico nos anos de 2005 e 2006). Chama- se a atencdo para as proporcdes entre letras,
1 Instituto Federal Goiano; Campus Urutai; Discente de Medicina Veterinaria; Pires do Rio; Goias; Brasil.
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numeros e dimensdes totais da figura: caso haja necessidade de reducdo, esses elementos
também sdo reduzidos e correm o risco de ficar ilegiveis. final do titulo ndo deve conter
ponto final.

Tanto as tabelas quanto as figuras devem vir o mais proximo possivel, apds sua chamada no
texto.

TIPOS E ESTRUTURA DE ARTIGOS PARA PUBLICAGAO:

1) Artigos cientificos: devem ser divididos nas seguintes sec¢Oes: titulo, titulo em inglés,
autoria, resumo, palavras- chave, summary, keywords, introducdo, material e métodos,
resultados e discussdo, agradecimentos (opcional) e referéncias; e

2) Artigos de revisdao: devem conter: titulo, titulo em inglés, autoria, resumo, palavras-
chave, summary, keywords, introducdo, desenvolvimento, conclusdes, agradecimentos
(opcional) e referéncias.

3) Relatos de caso: devem conter: titulo, titulo em inglés, autoria, resumo, palavras- chave,
summary, keywords, introducdo, relato do caso, discussdo e conclusdes, agradecimentos
(opcional) e referéncias.

Os titulos de cada secdo devem ser digitados em negrito, justificados a esquerda e em letra
maiuscula.

Titulo: Em portugués (negrito) e em inglés (italico), digitados somente com a primeira letra
da sentenca em mailscula e centralizados. Devem ser concisos e indicar o conteudo do
trabalho. Evitar termos nao significativos como “estudo”, “exame”, “andlise”, “efeito”,

n u

“influéncia”, “avaliacao” etc.

Autores: A nomeacdo dos autores deve vir logo abaixo do titulo em inglés. Digitar o nome
completo por extenso, tendo somente a primeira letra maiuscula. Os autores devem ser
separados por virgula. Todos devem estar centralizados. (Ex.: Roberto Carlos de Oliveira). A
cada autor devera ser atribuido um numero ardbico sobrescrito ao final do sobrenome, que
servird para identificar as informacgdes referentes a ele. No rodapé da primeira pagina
deverd vir justificada a esquerda e em ordem crescente a numeragdo correspondente,
seguida pela afiliacdo do autor: Instituicdo; Unidade; Departamento; Cidade; Estado e Pais.
Deve estar indicado o autor para correspondéncia com o respectivo endereco eletrénico.

Resumo e Summary: Devem conter entre 200 e 250 palavras cada um, em um sé pardagrafo.
Nao repetir o titulo. Cada frase deve ser uma informacdo e ndo apresentar citagdes. Deve se
iniciar pelos objetivos, descrever o material e métodos e apresentar os resultados seguidos
pelas conclusdes. Toda e qualquer sigla deve vir precedida da explicacdo por extenso. Ao
submeter artigos em outra lingua, deve constar o resumo em portugués.

Palavras-chave e keywords: Entre trés e cinco, devem vir em ordem alfabética, separadas
por virgulas, sem ponto final, com informaces que permitam a compreensdo e a indexacdo
do trabalho. N3do sdo aceitas palavras- chave que ja constem do titulo.
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13

Introdugdo: Deve conter no mdaximo 2.500 caracteres com espacos. Explanacdo de forma
clara e objetiva do problema investigado, sua pertinéncia, relevancia e, ao final, os objetivos
com a realizacdo do estudo.

Material e Métodos (exceto para artigos de revisdo e relato de caso): Ndo sdo aceitos
subtitulos. Devem apresentar sequéncia légica da descricdo do local, do periodo de
realizacdo da pesquisa, dos tratamentos, dos materiais e das técnicas utilizadas, bem como
da estatistica utilizada na analise dos dados. Técnicas e procedimentos de rotina devem ser
apenas referenciados. Conter nimero de protocolo de aprovacdo do Comité de Etica em Uso
de Animais da Instituicdo de no qual o estudo foi realizado.

Resultados e Discussao (exceto para artigos de revisdo e relato de caso): Os resultados
podem ser apresentados como um elemento do texto ou juntamente com a discussdao, em
texto corrido ou mediante ilustracGes. Interpretar os resultados no trabalho de forma
consistente e evitar comparacdes desnecessarias. Comparacgdes, quando pertinentes, devem
ser discutidas e feitas de forma a facilitar a compreensao do leitor.

Conclusdes: N3ao devem ser repeticdo dos resultados e devem responder aos objetivos
expressos no artigo.

Referéncias: Devem ser relacionadas em ordem alfabética pelo sobrenome e contemplar
todas aquelas citadas no texto. Menciona- se o ultimo sobrenome em maiusculo, seguido de
virgula e as iniciais abreviadas por pontos, sem espacos. Os autores devem ser separados
por ponto e virgula. Digitdlas em espaco simples, com alinhamento justificado a esquerda. As
referéncias devem ser separadas entre si (a separagdo deve seguir o caminho
paragrafo/espacamento e selecione: depois seis pontos). No minimo 50% das referéncias
devem ser de artigos publicados nos ultimos dez anos. Referéncias de livros, anais, internet,
teses, dissertacbes, monografias, devem ser evitadas.
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