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RESUMO
O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de carne bovina, o que torna

necessario o uso de biotécnicas da reproducgdo para a maior propagagao deste produto em
volume e qualidade de produto ofertado. Dentre as biotécnicas reprodutivas aplicadas a
campo, a produgdo in vitro de embrido se apresenta como importante ferramenta para a
aceleracdo do melhoramento genético. As etapas de producao in vitro de embrido (PIVE) sdo:
obtengao de odcitos, maturagao in vitro (MIV), fertilizagao in vitro (FIV), cultivo de embrides
in vitro (CIV) e transferéncia de embrides. Entender os processos fisioldgicos que ocorrem in
vivo, desde a ovulagdo, passando pela fertilizacao até a formagao completa do blastocisto €
imprescindivel para buscar a mimetizacao in vitro o mais adequada possivel para um
desenvolvimento embrionario bem sucedido. Assim sendo, esta revisao buscou relatar a
importancia do conhecimento dos eventos fisioldgicos in vivo e dos processos que envolvem a

produgdo in vitro de embrides.
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ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer and exporter of beef, which makes the use of
reproductive biotechnologies essential for increasing both the volume and quality of the
product offered. Among the reproductive biotechnologies applied in the field, in vitro embryo
production stands out as an important tool for accelerating genetic improvement. The stages
of in vitro embryo production (IVP) are: oocyte retrieval, in vitro maturation (IVM), in vitro
fertilization (IVF), in vitro embryo culture (IVC), and embryo transfer. Understanding the
physiological processes that occur in vivo, from ovulation through fertilization to the

complete formation of the blastocyst, is essential to mimic in vitro conditions as closely as
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possible for successful embryo development. Therefore, this review aimed to highlight the
importance of understanding in vivo physiological events and the processes involved in in

vitro embryo production.

KEYWORDS: Follicular aspiration; Fertilization; Maturation; Embryo culture

1. INTRODUCAO

O Brasil € detentor do maior rebanho comercial bovino do mundo, com 202 milhdes
de animais, o que representa 12,2% do rebanho mundial. O pais também ¢ o segundo maior
produtor de carne, enquanto os Estados Unidos da América € o primeiro. Porém, quanto ao
crescimento da producdo desta commodity, o Brasil lidera o ranking com a produgao de 1,70
milhdes de toneladas. Além disso, foi responsavel por 27,7% das exportagdes mundiais e por
20,0% da carne consumida no mundo em 2022. Neste mesmo ano, as areas de pastagens
diminuiram em 5,70%, o que implicou na necessidade do pais de se tornar mais produtivo,
com maior nimero de animais produzidos em menor area (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNES, 2023). Desse modo, para este
objetivo, a multiplicacdo mais eficiente de animais de maior mérito genético, seja por meio da
inseminacao artificial ou da transferéncia de embrides produzidos in vitro ou in vivo é
essencial.

A producao de embrides bovinos in vitro representa uma area de pesquisa importante
para a pecudria atual, oferecendo oportunidades de melhorar a produtividade e a qualidade
genética do rebanho. Desde as primeiras descobertas brasileiras da producao in vitro de
embrides (PIVE) em 1980, a biotécnica vem sendo aperfeigoada permitindo criar protocolos
mais eficientes quanto ao desenvolvimento do embrido in vitro (Baruselli et al., 2019a). A
técnica ¢ difundida ndo apenas em bovinos, mas também em pequenos ruminantes
(Souza-Fabjan et al., 2014), em equinos (Hinrichs, 2010) e suinos (Gil et al., 2010).
Entretanto, dentre as espécies citadas, a espécie bovina ¢ a que apresenta maior destaque
quanto a sua produgdo e comercializacao (Gongalves e Viana, 2019).

As etapas da PIVE consistem na obtencdo dos gametas (0dcitos) e sua posterior

maturacao in vitro (MIV) (Guemra et al., 2013), fertilizagao in vitro (FIV) (Parrish, 2014) e,
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por fim, cultivo in vitro (CIV) (Takahashi et al., 2002). Apos a tltima etapa os embrides estao
aptos a serem transferidos para receptoras sincronizadas ou criopreservados.

Assim os objetivos desta revisao de literatura € descrever os eventos fisiologicos e
detalhar as etapas relacionadas com a produgao in vitro de embrides bovinos, informando os
eventos necessarios para mimetizar ambiente adequado para o desenvolvimento embrionario

in vitro.

2. ASPECTOS DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

2.1. Producao de embrides bovinos no Brasil

A producao de embrides bovinos ¢ um processo de reproducao assistida que permite a
multiplicagdo de animais no rebanho. Os primeiros registros da producao de embrides no
Brasil sdo do ano de 1980 através do processo in vivo, enquanto em 1995, comecaram a ser
disponibilizados, comercialmente, embrides produzidos in vitro (Viana et al., 2017; Gongalves
e Viana, 2019).

A producao in vivo consiste em selecionar vacas denominadas doadoras, submeté-las a
tratamento hormonal exdgeno para provocar uma superovulagao de foliculos, para, em
sequéncia, insemina-las e, apos a fecundagao, realizar lavagem uterina para recolhimento dos
embrides e transferéncia para as receptoras. Embora essa seja uma biotécnica ainda muito
utilizada para fémeas taurinas (Bos taurus), devido a particularidade destes animais em
produzir menor quantidade de odcitos por aspiracao folicular (Ovum pick up; OPU) (Lima et
al., 2023; Baruselli et al., 2019b; Jahnke et al., 2015), se trata de uma técnica onerosa € com
alguns contratempos relacionados com a superovulacdo. Devido a estes e outros fatores, a
producao in vitro comegou a se destacar, sobretudo nas ragas zebuinas (Bos indicus), por
serem fémeas que produzem um maior nimero de odcitos por OPU, permitindo a produgdo de
um maior numero de progénies de uma mesma fémea ao longo do seu ciclo produtivo, a
tornando atualmente a mais difundida e utilizada no pais (Mikkola et al., 2019; IETS, 2022).
Considerando o ranking internacional de paises produtores de embrides, o Brasil ocupa o
segundo lugar, estando atrds apenas dos Estados Unidos da América (IETS, 2022).

Através das etapas de producao de embrides provenientes de doadoras geneticamente
superiores, € possivel obter produtos de alto potencial genético, que serdo transferidos para as

receptoras, responsaveis pela continuidade do processo gestacional. Comparada a técnica da
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inseminacao artificial, a produgdo de embrides permite que o ganho genético seja obtido em
um espaco inferior de tempo, devido a possibilidade de selecionar fémeas jovens e de alto
valor genético como doadoras; e touros de alto valor genético para serem os pais das geragdes
futuras. Assim, ha redugdo do intervalo entre gera¢des e aumento da qualidade do produto

disponibilizado ao mercado (Baruselli et al., 2019a; Goszczynski et al., 2019).

2.2. Etapas da producio in vitro de embrioes
2.2.1. Aspiragdo folicular

No inicio da década de 1980, as aspiragdes foliculares aconteciam, principalmente,
através de laparoscopia, laparotomia e ovariectomia (Callesen et al., 1987). Cerca de sete anos
depois, Kruip et al. (1994) estudaram realizar a aspiragdo por meio da insercao de um
transdutor transvaginal acoplado a guia de aspiragdo folicular. Assim, a partir dos estudos
promovidos por Kruip et al. (1994) que a técnica atualmente utilizada comegou a ser
difundida, como evidenciada nos trabalhos de Garcia et al. (2020) e Velazquez (2023).

Na OPU utiliza-se aparelho portatil de ultrassonografia equipado com transdutor
setorial para exame intravaginal e guia para agulhas descartaveis que sdao acopladas a sistema
de vacuo, que permite que o material coletado caia dentro de um tubo. O objetivo da
aspiragdo ¢ obter o liquido folicular e os complexos de cumulus-odcitos que devem ser
levados ao laboratorio entre 3 a 12 horas em temperatura de 37° (Grazia, 2019). O ovario é
posicionado na probe de aspiragdo, permitindo a visualizagdo dos ovarios e aspiragao de todos
os foliculos visiveis acima de 2mm. Estes foliculos aspirados sdo denominados foliculos
antrais terciarios (Kruip et al., 1994; Manik et al., 2003).

Nesta técnica, alguns autores sugerem que uma vaca doadora pode ser aspirada de uma
a duas vezes por semana por um periodo de trés a cinco meses sem prejuizos no retorno a
ciclicidade (Broadbent et al., 1997; Kruip et al., 1994). Porém, Harkal et al. (2019) relataram
que a frequéncia de aspiracao impacta no numero de foliculos e o6citos recuperados, sendo
indicado que a OPU aconteca com intervalo minimo de duas semanas. Garcia et al. (2020) ao
estudarem a contagem de foliculos antrais no momento da OPU, em animais da raca Nelore,
encontraram que vacas acima de 25 foliculos apresentam maiores niimeros de odcitos,
embrides e taxas gestacionais nas receptoras. Além disso, Feltes et al. (2022), ao estudarem
caracteristicas relacionadas a producao de embrides na raga Gir, encontraram alta

repetibilidade para vacas com maior contagem de oocitos e embrides submetidas a primeira
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OPU, o que demostra que as vacas mantém o padrio de producdo nas proximas aspiragoes.
Adicionalmente, cabe destacar que as aspiragdes podem ser realizadas em bezerras a partir de
10 a 16 semanas e até mesmo em animais gestantes a partir de 25 dias até os seus 6 meses de
gestacao (Brogliatti e Adams, 1996; Sauvé, 1998).

A aspiragdo de ovdrios provenientes de vacas de frigorificos também pode ser
realizada porém, de maneira geral, estas sdo direcionada para pesquisas (Hoeschele, 1990;
Hasler et al., 1995). Segundo a IETS (2022), apenas 1,0% dos embrides produzidos no Brasil
sdo provenientes de animais de frigorificos. Para a produ¢do de embrides comerciais, o
aproveitamento dos foliculos através de ovario de frigorificos possui algumas desvantagens
tais como impossibilidade de realizar a coleta em diferentes momentos do mesmo animal e
falta de informagdes sobre a genética, saude e perfil hormonal da doadora (Pellegrino, 2013).

Independente da técnica de coleta, apos a aspiracao dos foliculos, os complexos
cumulus-o6citos sao direcionados ao laboratério onde sdo classificados quanto suas camadas
de células do cumulus em cinco categorias (Shioya et al., 1988; Guemra et al., 2013), como
evidenciado abaixo e na Figura 1:

e Grau I: ovdcitos com mais de trés camadas compactas e citoplasma homogéneo e

uniformemente granulado;

e Grau II: menos de trés camadas de células compactas e citoplasma homogéneo e

uniformemente granulado;

e Grau III: Uinica camada celular com aglomerados compactos e citoplasmaticos com

aspecto irregular com areas escuras;

e Grau IV: odcitos desnudados, sem aglomerados de células;

e Grau V: odcitos maturados in vivo, com aglomerado expandido.

Figura 1. Ovdcitos bovinos de diferentes classificacoes obtidas por OPU
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Fonte: Morera-Jiménez et al. (2022)

Esta classificacao ¢ fundamental para o sucesso da PIVE, onde odcitos de qualidade I
e I s@o considerados de melhor qualidade e garantem maior probabilidade de
desenvolvimento embrionario, demostrando a importancia das células do cumulus na
maturacao citoplasmatica do oocito (Shioya et al., 1988; Sirard et al., 1989; Krisher, 2004),
enquanto oocitos com as classificacdes [V e V sdo invidveis.

2.2.2. Maturacgado in vitro (MIV)

Nos bovinos, fisiologicamente, o desenvolvimento dos odcitos durante a vida fetal
estaciona em estadio de profase I, ficando quiescente até o momento da ovulagao. Portanto, o
desenvolvimento do oo6cito imaturo retorna a partir de estimulos da ovulagdo onde, por
recebem estimulos hormonais em condi¢des in vivo, sofrem uma série de eventos nucleares e
citoplasmaticos que culmina na configuragdo cromossomica em estagio de metafase II, que
preparam o oocito para a fertilizagcdo e o inicio do desenvolvimento (Sirard et al., 1989;
Fissore et al., 2002; Roth e Hansen, 2005).

A comunicagdo entre as células somaticas que envolvem o o6cito (células do cumulus)
e 0 odcito € realizada por jungdes intercomunicantes que formam o complexo cumulus-odcito
(CCO), importantes na nutri¢ao e transporte dos componentes quimicos regulatorios da
maturacao oocitaria (Fissore et al., 2002; Roth e Hansen, 2005). Porém, durante o pico do
hormonio luteinizante (LH) que precede a ovulagdo, ocorrem modifica¢des nas células do
cumulus, de modo que elas tornam-se suspensas e separadas por uma matriz de muco rica em
acido hialurdnico, induzindo a expansao das células do cumulus durante a maturagdo. Assim,
a maturagao meiotica do odcito in vivo ocorre proximo ao momento da ovulagdo, na fase de
estro na vaca, quando o pico pré-ovulatorio de LH gera, em decorréncia da expansdo das

células do cumulus, eventos nucleares e citoplasmaticos concomitantes no oocito (Roth e
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Hansen, 2005). Assim, a matura¢do nuclear dura de 18 a 22 horas e compreende a fase de
progressao do estadio de dipldteno da profase I meidtica até a fase metéafase 11, enquanto na
maturacao citoplasmatica ocorrem modificagdes nas sinteses proteicas e reorganizagao das
organelas citoplasmaticas que sao fundamentais para a fecundagdo monospérmica (Harris et
al., 2020).

Para a PIVE, visto que os foliculos sdo aspirados, preferencialmente, na fase de
divergéncia folicular com diametros de 2-8mm, o processo de maturagdo meidtica do odcito
precisa ocorrer in vitro, onde se deve fornecer condi¢des adequadas laboratorialmente a fim
de se obter a completa maturagdo. Destaca-se que, neste processo, ao ser retirado do foliculo,
0 o6cito reinicia de forma espontanea a meiose € pode progredir espontaneamente até o
estadio de metafase II (Sirdard et al., 1989).

Assim, com o objetivo de fornecer adequado ambiente in vifro para a maturacao
oocitaria, os complexos cumulus-o6citos sdo colocados em gotas de 50 ml de meio especifico,
contendo substancias definidas de acordo com cada laboratério. De maneira geral, utilizam-se
meios de incubacao (TCM-199) com piruvato de so6dio, hormdnio foliculo estimulante (FSH),
LH, 17-b estradiol, gentamicina e glutamina, cobertas por 6leo mineral a uma temperatura de
39°C por 22 a 24 horas em atmosfera de 5% de CO, em 95% de ar e umidade saturada.
(Sirdard et al., 1989; Takahashi et al., 2002; Roth e Hansen, 2005; Baruselli et al., 2007,
Guemra et al., 2013; Adona et al., 2022). Dessa forma, apds o processo de maturagao
oocitaria, o odcito pode ser fecundado.

2.2.3. Fertilizagdo in vitro (FIV)

No ambiente in vivo, os espermatozoides bovinos ao serem depositados na por¢ao
cervico-vaginal, em monta natural, ou no corpo uterino, na inseminagao artificial, passam por
um processo de selecdo até chegarem ao oviduto, enquanto vao sofrendo eventos relacionados
com a capacitacdo espermatica. Os eventos que envolvem a capacitagdo espermatica ocorrem
em condigdes in vivo durante o transito pelo trato reprodutor feminino onde existem
glicosaminoglicanos que se ligam ao espermatozoide e sdo responsaveis pelo processo de
capacitagdo, até que, no istmo da tuba uterina, o espermatozoide se liga nas criptas
especializadas do epitélio e se soltam apds a completa capacitagdo. Este processo resulta na
desestabilizacdo da membrana plasmatica e hiperativacdo espermatica, essenciais para a

reacdo do acrossomo e para a penetragdo do espermatozoide no odcito (Harris et al., 2020).
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Por outro lado, no ambiente in vitro, esta sele¢ao inicial dos espermatozoides ocorre
através do descongelamento do s€émen e deposicao destes em um ambiente de Percoll. Este ¢
um composto coloidal formado a partir de particulas de Silica cobertas por
polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentragdes, formando o ambiente necessario
para a separagdo/selecdo espermatica (Gorus e Pipeleers, 1981).

Assim sendo, o conteudo de uma palheta de sémen descongelado é depositado na
superficie da solucao de Percoll, sendo em seguida centrifugado e, posteriormente,
removendo-se o sobrenadante. Neste processo de selegdo espermatica, no pellet final sdo
obtidos, em sua maioria, espermatozoides vidveis. Posteriormente, para a ocorréncia da
capacitagdo in vitro, estes espermatozoides vidveis sao suspensos em meios especificos
contendo, geralmente, compostos de heparina, considerada um aminoglicosideo que sera
responsavel pelo inicio da capacitacdo espermatica (Parrish et al., 1986; Guemra et al., 2013;
Parrish, 2014).

No ambiente in vivo, ap0s a capacitagdo espermatica, o espermatozoide ativo fecunda
0 00cito maturo na ampola. J& no processo in vitro, o espermatozoide capacitado ¢ colocado
em gotas de fecundagdo contendo od6citos em uma concentragio final variando de 1x10° a
2x10° espermatozoides/ml (Matos e Furnus, 2000; Adona et al., 2020) com penicilina,
hipotaurina e epinefrina presentes nesta gota. Este processo recebe o nome de co-cultivo e é
realizado em um periodo de 18-22 horas na temperatura de 39°C, atmosfera 5% de CO, em
95% de ar e umidade saturado permitindo que ocorra todo o processo de reacdo acrossomal e
fecundacao in vitro (Guemra et al., 2013; Adona et al., 2022).

Na presenga de Ca" extracelular o espermatozoide tem capacidade de se ligar a
glicoproteina ZP3 presente na zona peltcida do dvulo e através de carboidratos presente na
ZP3 e nas proteinas similares a lecitina presentes na por¢ao apical do espermatozoide a reagao
acrossomal se inicia, ligando agora o espermatozoide a ZP2. A reagdo acrossomica permite a
liberagdo de enzimas que digerem a matriz da zona pelucida e expdem o perfuratdrio, local
que o espermatozoide penetra a zona pelacida. A fusdo do espermatozoide com o odcito
ocorre apds a sua penetragao pelo contato do segmento equatorial do espermatozoide com a
membrana plasmatica do odcito, que incorpora este a0 ooplasma. Com a penetragao
espermatica, dois fenomenos ocorrem simultaneamente: a inclusdo da carga genética paterna
com reestabelecimento do nimero diploide (2n) de cromossomo e ativagao do odcito, sendo

necessaria para o bloqueio da polispermia e o inicio das divisdes de clivagem. A ativagdo do
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odcito ocorre pela despolarizagdo da membrana plasmatica gerando hidrdlise do
fosfotidilinositolbifosfatato, aumentado as oscila¢des intracelulares de Ca™ ocorrendo a
exocitose dos granulos corticais, aumento o pH intracelular e da sintese proteica. Os
sacarideos presentes na zona pelicida também sofrem acdes glicosidases fazendo com que a
zona pelucida perca receptores espermaticos, tornando-se mais resistente a digestao
enzimatica e impedindo a polispermia (Harris et al., 2020; Dilimulati et al., 2022, Benko et
al., 2022).

Ap0s a penetragdo espermatica ocorre a II divisdo meiodtica, a extrusao do 11
corpusculo polar e os cromossomos que permaneceram no odcito sdo envolvidos por uma
membrana nuclear formando o pr6 nicleo feminino. Concomitantemente a membrana nuclear
do espermatozoide se desintegra descondensando a cromatina nuclear pela remocao de
proteinas nucleares espermatides especificas, formando uma nova membrana nuclear que
envolve o cromossomo paterno dando origem ao pré nucleo masculino. Durante o
desenvolvimento do pré nicleo feminino e masculino hd migracao para o centro do ooplasma.
No centro do citoplasma ocorre a singamia, os pr6 nucleos se desintegram e 0s cromossomos
se associam para ocorrer a [ divisdo mitotica (Parrish et al., 1986; Xu e Greve, 1988).

2.2.4. Cultivo in vitro de embrioes (CIV)

O desenvolvimento embrionario em bovinos, que compreende o estagio de zigoto até
blastocisto, ¢ caracterizado por uma série de divisdes celulares e mudangas essenciais para o
crescimento e a continuidade do embrido (Lonergan et al., 2016). Apos a fertilizagao, o
zigoto, inicialmente formado por uma Unica célula volumosa, comega a sofrer divisdes
mitoticas sucessivas, processo denominado clivagem. Cerca de 32 horas apos a FIV, o zigoto
atinge o estagio de duas células, progredindo para quatro e, posteriormente, oito células em
aproximadamente 40 horas. Nessa fase inicial, o desenvolvimento embrionario depende do
mRNA materno presente no odcito. No entanto, ao atingir o estagio de oito células, ocorre a
ativacao do genoma embrionario, que ¢ um momento critico no qual proteinas maternas sao
substituidas por proteinas embriondrias, permitindo o progresso das divisdes mitoticas. Esse
periodo coincide com uma alta atividade de apoptose celular, indicando a importancia da
reprogramag¢ao molecular para a continuidade do desenvolvimento (Gjerret et al., 2003; Graf
etal., 2014).

A partir do estagio de 9-16 cé€lulas, que ocorre em cerca de 100 horas pos-FIV, o

embrido bovino continua sua trajetoria de desenvolvimento. Ao atingir 32 células (117 horas
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p6s-FIV), o embrido entra na fase de morula, marcada pela compactacio dos blastomeros
mediada por proteinas presentes na membrana celular, resultando na alteragdo de sua
arquitetura e maior adesdo celular. Em seguida, com 64 células (160 horas pds-FIV), inicia-se
a fase de blastocisto, caracterizada pela formagao da blastocele devido ao acimulo de fluido
no interior do embrido, impulsionado pela compactagdo prévia. Esse acimulo de fluido,
juntamente com novas divisdes celulares, torna o blastocisto progressivamente mais
expansivo (Lindner e Wright, 1983; Gjerret et al., 2003; Lonergan et al., 2016). Durante este
periodo, o embrido se desloca da tuba uterina para o Utero, onde ¢ encontrado no estagio de
blastocisto ao redor do 7° dia ap6s a fertilizacdo, pronto para a proxima etapa de seu
desenvolvimento (Lonergan et al., 2016).

Com objetivo de mimetizar o ambiente in vivo, os laboratorios utilizam placas de
cultivos. Nestas placas, existem meio de cultivo mais complexos como TCM-199 ou mais
simples como o fluido sintético de oviduto (SOF), suplementados com aminoacidos essenciais
e ndo essenciais no soro fetal bovino (SFB) a 5%, cultivados a uma temperatura de 38,58°C
em baixa concentragdo de O, sendo 5% CO,, 90% N, E 5% DE O,, por 8 dias evoluido para
estagio de blastocisto (Takahashi et al., 2002). Um procedimento chamado Feeding ¢
realizado pelos laboratorios em 48-96h apds o inicio do cultivo, consistindo na troca do meio
de cultura em gotas a cada dois dias, fornecendo nutrientes adequados ao desenvolvimento
embrionario, removendo metabdlicos toxicos acumulados durante o cultivo (Takahashi et al.,
2002). O momento para a realizagdo do Feeding esta relacionado com o periodo de ativacao
do genoma embriondrio.

Ao final do periodo de cultivo in vitro, normalmente no 7° dia ap6s a FIV, os embrides
sao classificados. Para classificagdo, os embrides devem ser analisados em
estereomicroscopio em aumento 50 a 100x, sendo um bom preditor da viabilidade do embrido
o seu estagio de desenvolvimento em relacdo ao estadio esperado em determinado dia apds a
fertilizagdo. Portanto, o embrido pode ser classificado quanto ao estddio de desenvolvimento
(Stringfellow et al., 1999) (Figura 2). E importante que o embrido seja compacto e esférico, de
coloragdo e textura uniformes e que apresente tamanho semelhante entre os blastdmeros, sem
granulagdo ou vesiculas no citoplasma e com espagao perivitelino limpo e sem debris
celulares, com a zona peltcida uniforme (B6 e Mapletoft, 2013). De acordo com Stringfellow
et al. (1999) os embrides sdo classificados para o desenvolvimento embrionério através de um

codigo numérico que variade 1 a 9, sendo: 1: ovocito nao fertilizado ou embrido de 1 célula;
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2: estagio de desenvolvimento de 8-16 células; 3: morula, com massa de pelo menos 16
células onde a massa celular do embrido ocupa a maior parte do espago perivitelinio; 4:
morula compacta, formagao da massa compacta, com a massa embrionaria ocupando 60% a
70% do espaco perivitelineo; 5: formacao da blastocele, onde o embrido forma uma cavidade
cheia de liquido e o embrido ocupa cerca de 70% a 80% do espago perivitelino; 6: blastocisto
em que ha diferenciacdo entre a camada externa de trofoblasto e da massa celular interna mais
escura e compacta, blastocele proeminente com o embrido ocupando a maior parte do espaco
perivitelino; 7: blastocisto expandido, aumento significativo do embrido com afinamento da
zona pelucida em um tergo a espessura original; 8: blastocisto eclodido, embrido passa pela
fase de eclosdo ou ja totalmente sem a sem zona pelucida; 9: blastocisto eclodido em

expansao.

Figura 2. Classificacdo de embriées bovinos de acordo com o desenvolvimento

embrionario

8 - 12 Células Mérula
Codigo IETS: 2 Codigo IETS: 3

O NG

Méorula Compacta
Cadigo IETS: 4

Blastocisto Inicial
Codigo IETS: &

Blastocisto
Cadigo IETS: 6

Blastocisto Expandido Blastocisto Eclodido
Cadigo IETS: Cadigo IETS:
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Fonte: Viana (2009)

A realizacdo da classificagao dos embrides de acordo com a qualidade morfoldgica ¢
realizada no dia 7 de CIV e, de acordo com Stringfellow et al. (1999), a avaliacdio ¢ de 1 a 4
pontos (Figura 3), sendo 1: excelente ou bom, embrides com massa simétrica e esférica com
blastomeros individuais, uniformes em tamanho cor e densidade, com zona pelicida lisa,
estes embrides suportam o processo criopreservacao ou a transferéncia a fresco; 2: justo, com
pelo menos 50% da massa embrionaria intacta, com irregularidades moderadas na sua forma
ou tamanho, transferiveis, mas ndo congelaveis; 3: pobre, com pelo menos 25% da massa
embriondria intacta, com grandes irregularidades na sua forma ou tamanho, ndo congelaveis e
se transferidos a fresco possui menor taxa de gestagdo, quando comparado a embrides de boa
qualidade; 4: morto ou degenerado, podendo ser embrides de 1 célula ou odcitos, inviaveis e

devem ser descartados.

Figura 3. Classificacdo de embrides bovinos de acordo com a qualidade morfolégica

Embrites de qualidade excelente Embriées de qualidade regular

Embrides de qualidade boa

Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 2
-
Comentérios: Embrifes sem defeitos morfolégicos Comentarios: EmbriSes com uma ou poucas célu- Comentérios: Embrides com maior ndmero de alte-
ou extrusdes celulares, e estadio de desenvolvimen- las de extrusdo ou discretas alteracdes de colora- racdes morfoldgicas ou extrusGes celulares, mas
to compativel com periodo pés-ovulacio. Maximo ¢ho. Potencial de desenvelvimento semelhante ao com pelo menos 50% da massa celular integra e
potencial de desenvolvimento a fresco ou criopre- embridio grau |, podendo também ser criopreserva- mostrando sinais de desenvolvimento,
servado. da,

Oécitos nao fecundados

Embrides de qualidade pobre

Embrides degenerados
Cédigo IETS: 3 Cédiao IETS: 4

Fonte: Viana (2009)

Apos sua classificagdo, os embrides poderdo entdo ser transferidos a fresco ou serem

criopreservados por métodos de congelamento ou vitrificagao.
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3. CONCLUSAO

A PIVE configura-se como uma biotecnologia consolidada e em continua evolugao,
exercendo papel relevante na reproducao e no melhoramento genético de bovinos. A
compreensdo aprofundada dos eventos fisiologicos que ocorrem naturalmente, bem como de
suas repercussdes nas condi¢des in vitro, ¢ fundamental para o aperfeicoamento de cada etapa
do processo, resultando em ganhos expressivos em eficiéncia reprodutiva e qualidade
embrionaria. Ademais, a constante atualizacdo dos protocolos laboratoriais, fundamentada em
evidéncias cientificas, refor¢a a importincia estratégica dessa biotécnica no avango da

pecuaria moderna.
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