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RESUMO

Este estudo investigou se as condi¢des da injecdo afetam a eficiéncia da TIFOI e a recuperagao
final de embrides. Na primeira etapa, testou-se quatro tipos de agulhas (27G Gengival (27G G),
27G WTA® (27G W), 27G Raquidiana (27G R) e 30G Gengival (30G G); dois volumes de
meio PBS (10 e 20 pl) e duas quantidades (25 e 50) de complexos cumulus-ovocitos (CCOs),
utilizando ovarios de abatedouros. Avaliou-se a resisténcia na penetragdo do foliculo, o refluxo
apods a injec¢do, a porcentagem de CCOs retidos no sistema e as taxas de recuperagdo e de
desnudamento dos CCOs apds a aspiracao do foliculo injetado. Os dados foram avaliados por
analise de variancia (ANOVA) utilizando o software SAS (9.4). As agulhas 27G R e 27G W
apresentaram menor taxa de desnudamento (P <0,05), comparada as demais. Entretanto, quando
essas foram comparadas entre si, menor taxa de desnudamento (P <0,05) foi observada com a
27G R. Além disso, com esta agulha houve maior taxa de recuperagao (P <0,05) com 10 pl
(85,82%) do que com 20 pul (70,05%). Posteriormente, avaliou-se in vivo a agulha 27G R com
25 (tratamento T25) ou 50 CCOs (T50), em 10 ul de PBS. A qualidade da injecdao foi
classificada em graus de 1 (melhor) a 3 (pior). Simultaneamente, grupos de 25 a 30 CCOs foram
destinados a produgao in vitro de embrides. Nove dias apos a TIFOI, foi realizada a lavagem
uterina das fémeas ovuladoras. Os embrides produzidos pela TIFOI e in vitro (PIV) foram
avaliados quanto ao didmetro e numero de células. O modelo GLM binomial foi ajustado e
calculou-se as razdes de chance dos tratamentos e graus de qualidade da injecdo para a
recuperagdo de estruturas e de embrides. Os dados de didmetro e nimero de células
embriondrias foram analisados por ANOVA. A quantidade de CCOs injetados ndo afetou a
recuperagdo de estruturas ou embrides apos a TIFOI (P >0,05), mas as chances de recuperacao
de embrides foram maiores (P <0,05) com inje¢des de grau 1 do que com injecdes de grau 2.
Os embrides TIFOI e PIV apresentaram didmetro e numero de células semelhantes (P >0,05).
Conclui-se que agulha 27G R com 10 pl é a mais recomendada para a TIFOI, pois apresenta

altas taxas de recuperagdo, com maior preservagdo dos CCOs. Além disso, as chances de
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recuperagdo de embrides sdo afetadas pela qualidade da injecdao, mas ndo pela quantidade de

CCOs injetados.

Palavras-chave: Injecao; Foliculo; Embrides bovinos; Complexo cumulus-ovdcito.
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ABSTRACT

This study investigated whether injection conditions affect the efficiency of IFIOT and the final
embryo recovery. In the first stage, four types of needles (27G Gengival (27G G), 27G WTA®
(27G W), 27G Raquidiana (27G R), and 30G Gengival (30G G); two volumes of PBS medium
(10 and 20 pl) and two amounts (25 and 50) of cumulus-oocyte complexes (COCs) were tested
using ovaries from slaughterhouses. Resistance during follicle penetration, reflux after
injection, the percentage of COCs retained in the system, and the rates of recovery and
denudation of COC:s after follicle aspiration were evaluated. Data were analyzed by analysis of
variance (ANOVA) using SAS software (9.4). Needles 27G R and 27G W showed lower
denudation rate (P <0.05) compared to others. However, when these needles were compared
between each other, lower denudation rate (P <0.05) was observed with 27G R. Additionally,
with this needle, there was a higher recovery rate (P <0.05) with 10 pl (85.82%) than with 20
ul (70.05%). Subsequently, needle 27G R was evaluated in vivo with 25 (T25 treatment) or 50
COCs (T50) in 10 pl of PBS. The injection quality was classified into grades from 1 (best) to 3
(worst). Simultaneously, groups of 25 to 30 COCs were allocated for in vitro embryo
production. Nine days after IFIOT, uterine flushing of ovulating females was performed.
Embryos produced by IFIOT and in vitro (IVP) were evaluated for diameter and number of
cells. The binomial GLM model was adjusted, and odds ratios of treatments and injection
quality grades for structure and embryo recovery were calculated. Embryonic diameter and
number of cells data were analyzed by ANOVA. The number of injected COCs did not affect
structure or embryo recovery after IFIOT (P >0.05), but the odds of embryo recovery were
higher (P <0.05) with grade 1 injections than with grade 2 injections. IFIOT and IVP embryos
showed similar diameter and number of cells (P >0.05). It can be concluded that the 27G R
needle with 10 pl is the most recommended for IFIOT, as it presents high recovery rates with
greater preservation of COCs. Furthermore, the odds of embryo recovery are affected by

injection quality but not by the quantity of injected COCs.

Keywords: Injection; Follicle; Bovine embryos; cumulus-oocyte complex.
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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre as biotécnicas disponiveis para otimizar o uso do genétipo das fémeas, a
produgdo in vivo de embrides apds superestimulagdo ovariana pelo uso de hormonios (SOV) e
a producdo in vitro de embrides (PIVE) associada a aspiragdo folicular transvaginal guiada por
ultrassom (Ovum Pick-Up: OPU) sdo as opgdes mais vidveis, pois ambas permitem aumentar
o numero de produtos anuais que uma fémea pode ter.

A SOV apresenta como principais vantagens a qualidade dos embrides, os quais
possuem maior capacidade de estabelecer e manter uma gestacdo, maior crioresisténcia, € 0
menor custo com infraestrutura, pois dispensa o uso de laboratorios (Mikkola et al., 2019).
Entretanto, uma das suas principais limita¢des reside na imprevisibilidade e variabilidade da
resposta superovulatoria, observadas desde o estabelecimento dos primeiros programas de TE
(transferéncia de embrides) comercial na década de 70 (Hasler, 2014; Mikkola et al., 2019).
Além disso, € necessario respeitar um intervalo de cerca de 28 a 30 dias entre as administragdes
do hormonio foliculo estimulante (FSH), restringindo o numero de coletas que se pode realizar
em um determinado periodo de tempo. Esse intervalo ¢ necessario para que haja o
reestabelecimento dos padrdes endocrinos € a manutengdo correta das ondas foliculares (B6 &
Mapletoft, 2014).

Na PIVE, diferente da SOV, a coleta de ovocitos por OPU pode ser realizada
semanalmente, sem alterar a atividade reprodutiva (Pieterse et al., 1988). Entretanto, além de a
técnica exigir altos investimentos em infraestrutura laboratorial, apenas 30 a 40% dos ovdcitos
atingem o estagio de blastocisto (Lacerda et al., 2020; Leme et al., 2020; Mendonga et al.,
2022). Além disso, os embrides produzidos in vitro (PIV) apresentam diferencas em relagao aos
seus homologos in vivo em termos de crioresisténcia (Fair et al., 2001), ultraestrutura (Crosier
et al.,, 2001; Lonergan et al., 2006) metabolismo (Khurana & Niemann, 2000) e expressao
génica (Mundim et al., 2009; Machado et al., 2013; Noguchi et al., 2020; Leme et al., 2021)
bem como a incidéncia de anormalidades cromossomicas (Lonergan et al., 2004).

Consequentemente, os embrides PIV, devido a sua menor qualidade, apresentam menor



capacidade de desenvolvimento apos a TE, e apenas 27% dos embrides transferidos chegam a
termo (Ealy et al., 2019).

Recentemente, a transferéncia intrafolicular de ovocitos imaturos (TIFOI) surgiu como
uma alternativa aos sistemas utilizados até o momento para a producao de embrides (Spricigo
et al., 2016). Dentre as vantagens desta técnica, destaca-se o fato de que ela dispensa o uso de
hormdnios superestimulantes € a onerosa estrutura laboratorial da PIVE, utilizando o trato
genital feminino para maturagao ovocitaria, fecundacao e desenvolvimento embrionario inicial.
A técnica € realizada em um sistema inteiramente in vivo, beneficiando-se dos eventos
fisiologicos da fémea para a producdo de embrides e eliminando os fatores que interferem
diretamente na qualidade dos embrides PIV (Hoelker et al., 2017; Spricigo & Dode, 2017).

Todavia, os resultados obtidos até o momento nao sdo satisfatorios para seu uso em
escala comercial, pois a taxa de embrides recuperados a partir do total de ovocitos injetados ¢
muito baixa, situando-se em torno de 10 a 12% (Kassens et al., 2015; Spricigo et al., 2016;
Andrlikova et al., 2020). Portanto, para que a TIFOI possa ser utilizada comercialmente, ¢
essencial que se torne mais eficiente, ou seja, que se aumente o nimero de embrides produzidos
e recuperados. Os fatores responsaveis pelos resultados insatisfatorios obtidos até o momento
ainda ndo estdo esclarecidos, sendo importante avaliar todas as etapas envolvidas para que se
possa identificar as que mais impactam negativamente a produgdo e recuperagao final dos
embrides.

Nesse contexto, o presente estudo tem como foco avaliar o efeito de diferentes condi¢des
de inje¢do, variando o tipo de agulha, o volume de meio e o numero de estruturas, na taxa de

recuperagdo embrionaria.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi determinar as condigdes de injecdo mais adequadas para

aumentar a eficiéncia da técnica de TIFOI.



1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a partir de testes in vitro se o tipo de agulha, o volume de meio e a quantidade
de ovdcitos utilizados afetam a porcentagem de ovodcitos que permanecem dentro do
foliculo e a sua qualidade;

b) Determinar in vitro qual o tipo de agulha, a quantidade de ovocitos e o volume de meio
mais adequado para a TIFOI,

c) Avaliar se os parametros estabelecidos in vitro aumentariam a taxa de recuperagao de
estruturas e de embrides apds a TIFOI;

d) Avaliar se a qualidade da inje¢ao afeta a taxa de recuperagdo de estruturas e de embrides

apos a TIFOL

1.2 Hipétese

O tipo de agulha, o volume de meio, a quantidade de ovocitos utilizados e a qualidade

da injecdo afetam a eficiéncia da técnica de TIFOI e a recuperagdo final de embrides.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produc¢ao de Embrioes Bovinos

2.1.1 SOV

A fémea bovina ¢ monoovulatoria, o que implica na ovulagdo de apenas um foliculo,
com a libera¢do de apenas um ovdcito durante cada ciclo estral (Hafez et al., 2004). Portanto,
visando aumentar a produtividade de uma fémea foi desenvolvida a técnica corriqueiramente
denominada produgao in vivo de embrides ou transferéncia de embrides. Essa técnica consiste
em estimular hormonalmente os ovarios de uma doadora, induzindo o desenvolvimento e
ovulacdo de multiplos foliculos simultaneamente, com a liberagdo de varios ovocitos. Esses
animais sdo submetidos a inseminacao artificial (IA) e sete dias depois ¢ realizada a lavagem
uterina para coleta dos embrides. Os embrides coletados sdo entdo transferidos para vacas
receptoras ou criopreservados, proporcionado uma alternativa para multiplicar rapidamente
fémeas de alta qualidade genética (B6 & Mapletoft, 2014).

A primeira transferéncia bem-sucedida de embrides em mamiferos foi relatada por
Heape, que transferiu dois embrides de coelho angora, compostos por quatro células cada, para
uma corc¢a belga inseminada, que posteriormente deu a luz quatro filhotes belgas e dois angoras
(Heape, 1891). Conforme documentado por Betteridge (1981), ndo houve mais registros de
quaisquer sucessos em transferéncias de embrides até a década de 1920. Foi nesse periodo que
diversos pesquisadores novamente documentaram éxitos em transferéncias de embrides em
coelhos. Warwick e colaboradores realizaram um consideravel trabalho sobre a TE em ovelhas
e cabras nas décadas de 1930 e 1940 (revisado por Betteridge, 1981). J4 em bovinos, Umbaugh
(1949) foi quem relatou as primeiras transferéncias bem-sucedidas de embrides. Esse autor
obteve quatro gestacdes a partir da transferéncia de embrides bovinos. No entanto, todas as

receptoras abortaram antes do nascimento dos animais. Em 1951, nasceu o primeiro bezerro



resultante da transferéncia de embrides bovinos, em Wisconsin, por meio da transferéncia
cirargica de um embrido de cinco dias, proveniente de um abatedouro (Willett et al., 1951).

A industria de TE comercial, tal como conhecemos hoje, surgiu na América do Norte no
inicio década de 1970, como uma solucdo eficaz para acelerar a multiplicagdo animal
(Betteridge, 2003). Inicialmente, as recuperagdes e transferéncias de embrides eram realizadas
cirurgicamente com a exposi¢do do utero e ovarios, com a doadora sob anestesia geral. A
introducao de técnicas ndo cirurgicas de recuperacao de embrides ocorreu na metade da década
de 1970 (Drost et al., 1976; Elsden et al., 1976) e de transferéncia no inicio da década de 1980
(Rowe et al., 1980), possibilitando a expansao da TE no setor produtivo e a criagdo do comércio
de embrides/prenhez, tal como conhecemos hoje.

Dois tipos distintos de preparacdes de gonadotrofinas tém sido frequentemente
utilizados para induzir superestimulacdo em vacas: gonadotrofinas provenientes de extratos de
hipofise suina ou de outros animais domésticos ¢ a gonadotrofina corionica equina (eCG),
anteriormente conhecida como gonadotrofina corionica da agua prenhe (PMSG) (Mapletoft et
al., 2002). A gonadotrofina da menopausa humana (hMG) também resultou em uma resposta
superovulatéria compardvel aos extratos hipofisarios (Mcgowan et al., 1985). No entanto, o
custo mais elevado da hMG e a falta de uma vantagem substancial limitou seu uso na industria
de transferéncia de embrides em bovinos.

Durante o desenvolvimento da industria moderna de TE na década de 1970, a principal
gonadotrofina utilizada para induzir a superovulag¢do em bovinos era a eCG (Betteridge, 1977).
A eCG ¢ uma glicoproteina complexa com atividade tanto de FSH quanto de LH e que possui
meia-vida de aproximadamente 40 horas na vaca, permanecendo circulante por até 10 dias na
corrente sanguinea (Murphy & Martinuk, 1991). Por esse motivo, comumente ¢ administrada
em uma Unica dose, j4 que uma unica aplicagdo induzird a superestimula¢do ovariana. No
entanto, devido a sua prolongada meia-vida, também pode resultar em continua estimulagao
ovariana, formag¢do de cistos ovarianos, perfis endocrinos irregulares e reducao na qualidade
dos embrides (Jensen et al., 1982). Estes problemas foram em parte superados através da
administragdo intravenosa de anticorpos contra o eCG no inicio do estro, 12 a 18 horas apds o
seu inicio (Dieleman et al., 1993). Entretanto, a comercializagdo deste anticorpo foi
interrompida na década de 1990 e, devido a esses obstaculos, a maioria dos profissionais fez a
transi¢dao do uso do eCG para o FSH.

A maioria dos protocolos utilizados atualmente para a superestimulacdo ovariana em
fémeas bovinas baseia-se na utilizagdo de extratos hipofisarios contendo FSH (B6 & Mapletoft,

2014; Bo et al., 2018). O FSH ¢ produzido nas células gonadotrépicas da hipofise anterior e



desempenha um importante papel nos ovarios estimulando o recrutamento e desenvolvimento
folicular (Sartori et al., 2010). No entanto, ¢ importante destacar que os extratos brutos de
hipofise também contém uma quantidade significativa de LH. Além disso, existe uma variagao
consideravel nos teores de FSH e LH de todas as preparagdes brutas de gonadotrofinas (Murphy
et al., 1984), o que pode afetar a resposta do animal.

De fato, foi relatado que extratos hipofisarios purificados com baixa presenca de LH
melhoram a resposta a superovulacdo em bovinos. Em um estudo conduzido por Chupin et al.
(1984), vacas leiteiras foram submetidas a superestimulagao utilizando uma dose constante de
450ug de FSH suino purificado (pFSH), mas com diferentes quantidades de LH administrados.
Os resultados mostraram que a redugdo da quantidade de LH resultou em um aumento na média
da taxa de ovulacdo e do numero de embrides recuperados, incluindo aqueles aptos a
transferéncia. Sugere-se que niveis elevados de LH durante o protocolo de superestimulacao
podem resultar em ativacao parcial prematura dos ovdcitos nos foliculos que apresentam maior
grau de diferenciacdo no momento da administragdo hormonal (Moor et al., 1984). Willmott et
al. (1990) avaliaram os efeitos da administracdo exdégena de LH na resposta superovulatoria em
bovinos. Os animais foram distribuidos em grupos que receberam diferentes preparacdes de
FSH, variando a quantidade de LH. Vacas do Grupo I receberam um extrato padrdo de hipofise
suina (100% de LH), vacas do Grupo II receberam uma preparagdo com aproximadamente 32%
de LH, vacas do Grupo III receberam uma preparacdo com cerca de 16% de LH (equivalente
ao Folltropin®-V), e vacas do Grupo IV receberam uma preparagdo com 98% de LH removido
(FSH Puro). Os resultados mostraram que as respostas superovulatorias dividiram-se em duas
categorias distintas de vacas: aquelas com alto LH e aquelas com baixo LH. Os grupos com
menor teor de LH tiveram mais ovulacdes e uma tendéncia a maior taxa de fecundagao,
sugerindo que a presenca de LH nas preparacdes de FSH afeta a resposta superovulatoria, e o
nivel méximo aceitavel de LH parece situar-se entre 15 e 20%.

Uma limita¢do no uso de FSH hipofisario se deve ao fato de que os extratos apresentam
restrigdes em termos de disponibilidade, pureza e riscos sanitarios (Gutiérrez-Reinoso et al.,
2022). Uma alternativa para contornar esse problema ¢ o desenvolvimento de formulagdes de
FSH recombinante (rFSH). Produtos recombinantes sdo proteinas criadas por meio da
tecnologia de DNA recombinante, utilizando processos biologicos para produzir medicamentos
de moléculas grandes que nao podem ser sintetizadas quimicamente. As gonadotrofinas
recombinantes foram criadas para contornar essas limitagdes dos produtos anteriores,
possibilitando a produg@o em grande escala com elevada pureza e uniformidade na composicao

(Lunenfeld et al., 2019). As formulacdes de FSH recombinante t€ém sido empregadas na



medicina humana por varios anos e, mais recentemente, tém ganhado notoriedade também na
reproducdo animal. Gutiérrez-Reinoso et al. (2023) avaliaram os efeitos rFSH e do pFSH na
resposta ovariana e producdo embrionaria de novilhas superovuladas e inseminadas com sémen
sexado ou convencional. Os autores constataram que o protocolo de SOV utilizando rFSH
apresentou melhores resultados em comparacao ao pFSH no que diz respeito aos parametros
ovarianos (nimero de corpos luteos) e embriondrios (total de estruturas, total de embrides,
embrides transferiveis e embrides degenerados), independentemente do tipo de s€émen utilizado.

Uma das limitagdes da SOV esta relacionada a curta meia-vida do FSH em bovinos (5
a 10 ou 12 horas), o que torna necessaria a realizagdo de duas inje¢des didrias (Demoustier et
al., 1988). Esse procedimento ¢ laborioso, podendo gerar estresse desnecessario nos animais,
além de apresentar o risco de inadvertidamente deixar de administrar uma das inje¢des. Uma
alternativa para induzir uma resposta superovulatéria adequada com uma unica inje¢do de FSH
seria combina-lo com agentes que promovem a liberagdo lenta do hormonio ao longo de véarios
dias. Por exemplo, estudos demonstraram que a mistura de FSH com polivinilpirrolidona (PVP)
retardou a sua liberagdo e manteve a sua concentragdo na corrente sanguinea em niveis
adequados para indugdo do desenvolvimento de multiplos foliculos (Yamamoto et al., 1994;
Takedomi et al., 1995). Outro agente utilizado para retardar a liberacdo de FSH ¢é o acido
hialurénico, uma glicosaminoglicana amplamente presente no corpo. Foi demonstrado que uma
unica injecdo intramuscular de Folltropin-V diluido em 20 mg/mL de hialuronano resultou em
uma resposta superovulatoria comparavel ao protocolo tradicional de duas vezes ao dia em
vacas Angus (Tribulo et al., 2011). Entre outros veiculos, a injecdo subcutanea de FSH em gel
de hidroxido de aluminio (AH-gel) também possibilitou em uma tUnica administragdo o
crescimento de multiplos foliculos, ovulagdo e a producao de varios embrides (Kimura, 2016).

A eficécia da técnica TE manteve-se relativamente estavel ao longo de quatro décadas.
Conforme demonstrado pela Associagdo Americana de Transferéncia de Embrides (AETA), a
producao média de embrides no ano de 2022 foi de 6,7 embrides em vacas de corte 5,3 embrides
em vacas de leite (Looney et al., 2023). Na década de 80, a producao média de embrides em
vacas de corte era de 6,2 embrides/vaca (Looney, 1986) e de 6,4 para vacas de leite (Hasler et
al., 1983). Segundo a literatura, aproximadamente 25% das fémeas submetidas ao protocolo de
superovulagdo ndo produzem nenhum embrido transferivel, 25% respondem muito bem
(gerando mais de 10 embrides viaveis) e os 50% restantes apresentam uma resposta
intermediaria (Looney, 1986). A alta variabilidade individual e a baixa repetibilidade na
resposta superovulatdria sdo caracteristicas da técnica que parecem permanecer constantes até

0 momento, resultando na redu¢do da frequéncia de coletas por ano e no aumento dos custos de



producdo (B6 & Mapletoft, 2014). Esta variabilidade esta relacionada a diversos fatores na
superestimulagdo, como a fonte da gonadotrofina, lote, dose total administrada, duragdo e
horario dos tratamentos, além do uso de hormodnios adicionais. Além disso, fatores intrinsecos
ao animal e ao ambiente, como estado nutricional, historico reprodutivo, idade, estagdo, raca,
efeitos de superestimulagdes repetidas e tamanho da reserva ovariana, também sao relevantes
(Mikkola et al., 2019).

A falta de previsibilidade associado ao numero limitado de coletas, que impactam
negativamente a eficacia e o retorno financeiro da técnica, tornaram a produgdo in vivo de
embrides menos atrativa do que a PIVE. O ano de 2017 representou um momento histdrico na
produg¢do de embrides bovinos, marcando a primeira vez, registrada pela Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), em que o numero de embrides provenientes
de PIVE superou aqueles gerados in vivo (992.289 vs. 406.287, respectivamente) (Viana, 2018).
Este cenario se mantém até o momento, com a tecnologia in vitro predominante na produgao
de embrides. Atualmente, os embrides derivados de SOV representam apenas 20,3% do total
de embrides registrados e 21,2% dos embrides transferidos em todo o mundo (Viana, 2022).

Apesar da diminui¢do no uso da producao in vivo de embrides, ¢ conhecido que por se
beneficiarem do ambiente do trato reprodutivo feminino, os embrides gerados in vivo
apresentam qualidade superior aos seus homologos PIV (Martins et al., 2011). Esse diferencial
se reflete nas taxas de prenhez, que variam de 40% a 60% para embrides gerados in vivo (Bo
et al., 2002; Baruselli et al., 2010), enquanto se situam na faixa de 40% para embrides PIV

(Wrenzycki, 2016).

2.1.2 PIVE

A PIVE ¢ uma técnica que viabiliza a interacdo entre os gametas feminino e masculino
fora do trato reprodutivo da fémea para a formagao de um novo individuo. Esta técnica envolve
a coleta de ovdcitos imaturos, maturagao in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo in
vitro (CIV) de embrides até o estagio de blastocisto, quando podem serem transferidos para
fémeas receptoras ou criopreservados para uso futuro (Moore & Hasler, 2017). E uma
importante biotécnica para exploracao do potencial genético de fémeas bovinas, uma vez que
se estima que com seu uso seja possivel produzir até um bezerro por semana (Watanabe et al.,
1998).

A PIVE viabiliza a utilizagdo de bezerras pré-puberes, diminuindo o intervalo entre

geragdes e acelerando o processo de melhoramento genético e de ganho genético em carne ou



em leite. Além disso, podem ser produzidos embrides a partir de fémeas prenhes até o terceiro
més de gestagdo, sem que haja qualquer prejuizo ao feto, e entre duas a trés semanas apos o
parto (Hasler et al., 1995), assim como a partir de animais senis, mortos ou com infertilidade
adquirida (Bungartz et al., 1995). Portanto, com o uso desta tecnologia pode-se obter
descendentes praticamente durante toda a vida do animal, maximizando seu potencial
reprodutivo.

Apesar dos experimentos com a fecundagao in vitro em roedores datando desde a década
de 1950 (Austin, 1951; Chang, 1959) foi somente em 1978, com o nascimento de Louise Brown
na Inglaterra, que a técnica adquiriu notoriedade mundialmente (Steptoe & Edwards, 1978).
Esse foi o primeiro caso em que um ovoécito humano foi recuperado, fecundado in vitro,
cultivado em meio de cultura até o estagio de oito células e implantado no limen uterino, onde
se desenvolveu a termo. Esse marco desencadeou uma intensificacdo significativa de esforcos
cientificos, visando adaptar e aprimorar a técnica para se tornar eficaz em outros mamiferos,
incluindo o bovino.

O primeiro relato de um bezerro sadio produzido por fecundagao in vitro foi publicado
por Brackett et al. (1982), apds o nascimento do bezerro Virgil, em 9 de junho de 1981. Neste
estudo, os ovocitos foram recuperados dos foliculos ovarianos préximo a ovulacdo apos
tratamento de doadoras com PMSG e prostaglandina F2a (PGF2a), sendo posteriormente
fecundados e cultivados in vitro. Na €poca, a recuperacdo dos ovoécitos e a transferéncia de
embrides eram realizadas por meio de laparotomia.

Posteriormente, a OPU foi desenvolvida em humanos (Gleicher et al., 1983) e depois
adotada em bovinos (Callesen et al., 1987). O desenvolvimento da OPU pode ser considerado
um passo essencial para a aplicacdo da PIVE a nivel comercial, uma vez que tornou o
procedimento de obtengdo dos ovocitos menos invasivo, mais rapido e conveniente. Esse
avanco possibilitou a otimizacdo da técnica, tanto em relacdo a quantidade de animais
submetidos a punc¢do quanto a frequéncia de sessdes realizadas no mesmo animal.

No Brasil, a PIVE em bovinos teve inicio nos anos de 1990, quando diversos grupos de
pesquisa passaram a dedicar seus esfor¢os a essa tecnologia. O primeiro relato de bezerro
oriundo da PIVE no Brasil foi em 1993 (Rubin, 2005). Entretanto, a atividade comercial bem-
sucedida comegou por volta de 1998-1999, com a abertura dos primeiros laboratorios
comerciais, € o aumento gradual no uso da PIVE resultou em um crescimento significativo na
industria de embrides a partir desse periodo (Viana et al., 2012).

Nos anos 2000, a técnica vivenciou uma marcante consolidagdo e ampliagdo no dmbito

comercial. De maneira impressionante, em um intervalo de apenas cinco anos, o Brasil emergiu
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como referéncia internacional na ado¢ao da PIVE em bovinos, representando cerca de 41% do
total global de embrides PIV em 2005 (Viana et al., 2017). Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢ao
de segundo maior produtor mundial de embrides PIV, registrando um total de 429.848 embrides
em comparacao aos 642.211 dos Estados Unidos no ano de 2021 (Viana, 2022).

Apesar de a quantidade de embrides produzidos in vivo e transferidos mundialmente ter
mantido uma relativa estabilidade nos ultimos anos, a transferéncia de embrides PIV cresce a
cada ano. Relatorios recentes apontam que, do total de embrides transferiveis registrados no
ano de 2021 (1.907.392), 386.374 foram gerados in vivo (20,26%), enquanto 1.521.018 foram
PIV (79,74%) (Viana, 2022). Observou-se em 2021 um notdvel aumento no nimero de
embrides PIV registrados face ao ano anterior (1.521.018 vs 1.156.422 em 2020; +31,5%), o
que levou ao aumento de 25,6% no total mundial, o maior desde 2003. Esse expressivo
crescimento foi impulsionado principalmente pela América do Norte e América do Sul, sendo
estes responsaveis por 95,7% dos embrides PIV no mundo todo (Viana, 2022).

Por mais que a PIVE tenha sido o método predominante para a produgdo de embrides
bovinos, existem preocupacdes e limitagdes no seu uso. Os embrides PIV possuem um baixo
indice de desenvolvimento até o estadgio de blastocisto. Dos ovdcitos inicialmente submetidos
a maturagdo in vitro, aproximadamente 30 a 40% alcangam o estagio de blastocisto (Lacerda et
al., 2020; Leme et al., 2020; Mendonga et al., 2022). Além disso, conforme revisado por Ealy
et al. (2019), as taxas de prenhez em varios estudos foram menores em gestacdes derivadas de
embrides PIV do que em gestagdes derivadas de embrides produzidos in vivo, com intervalo de
reducdo de 10% a 40%. A média dos resultados indicou que as taxas de prenhez foram
aproximadamente 25% inferiores para embrides PIV em comparagdao aos seus homologos in
vivo. Ademais, embrides PIV sdo associados a maiores perdas apos a transferéncia que, em
maior parte, ocorrem no inicio da gestagdo (Ealy et al., 2019). No 17° dia de gestacdo, foi
observado um maior numero de embrides degenerados recuperados de receptoras de embrides
PIV, em comparagdao com aqueles gerados in vivo (Barnwell et al., 2015). Apos a transferéncia
de 2449 embrides PIV (em grupos de 3 a 30), foi relatado 24% de mortalidade embrionaria
inerente a qualidade do embrido durante a segunda semana de gestacao (Berg et al., 2010).

Embrides PIV também apresentam menor resisténcia as técnicas de criopreservagao
(Fair et al., 2001; Dode et al., 2013; Sudano et al., 2014), o que se reflete em taxas de prenhez
inferiores apoOs a transferéncia de embrides congelados, quando comparadas aos embrides
frescos. No estudo conduzido por Sanches et al. (2016), que comparou as taxas de prenhez em
vacas Girolando utilizando embrides bovinos frescos, vitrificados ou congelados para

transferéncia direta (DT), observou-se que as taxas de concepcao utilizando embrides
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vitrificados (35,89 + 3,87%) ou congelados para DT (40,19 + 4,65%) foram significativamente
inferiores em comparacao com os embrides transferidos frescos (51,35 + 1,87%).

A PIVE esté relacionada a uma maior incidéncia de complicagdes ap0s a transferéncia.
Siqueira et al. (2020) revisaram as principais as consequéncias pos-transferéncia de embrides
bovinos PIV ao longo dos ultimos 25 anos. Entre as principais consequéncias, os autores
relatam: perturbagdes no desenvolvimento fetal, menor nimero de placentomas, aumento do
tamanho e do peso corporal fetal, maior duragdo gestacional, maior porcentagem de
malformagdes congénitas, dificuldade de parto e maior nimero de partos distdcicos, peso
anormal ao nascer, maior incidéncia de reten¢ao de placenta, maior mortalidade perinatal e
menor producio de leite, gordura e proteina por vacas derivadas de PIVE usando sémen sexado.

Embrides PIV apresentam algumas caracteristicas morfologicas e moleculares
diferentes dos embrides produzidos in vivo. Dentre elas, pode-se citar o excessivo acumulo
lipidico no citoplasma atribuido ao soro fetal bovino (SFB) adicionado aos meios de cultura,
através do aumento da captacgao de lipidios do meio e/ou por perturbacdo do metabolismo das
mitocondrias (Pereira & Marques, 2008). Esse acumulo leva a alteragdes na fluidez e funcao da
membrana plasmatica das células embriondrias, que acarretam problemas relacionados a
permeabilidade celular aos crioprotetores (Sudano et al., 2012).

Pode-se mencionar também que embrides PIV exibem uma maior quantidade de
vacuolos, expressao reduzida de comunicagdes intercelulares, compactagdo menos acentuada,
um disco embrionério geralmente de menor tamanho e com uma contagem celular inferior,
menor densidade de volume das mitocondrias, além de menor quantidade total de células e uma
zona pelucida mais fragil quando comparados aos embrides gerados in vivo (Crosier et al.,
2001; Fair et al., 2001). Ainda, a nivel molecular, o ambiente de cultivo embrionario parece
estar relacionado com a alteragdo de padrdo de expressdo génica no embrido (Mundim et al.,
2009; Machado et al., 2013; Noguchi et al., 2020; Leme et al., 2021) e de metilagdo do DNA
(Mendonga et al., 2019), que por sua vez pode ter implicagdes na qualidade e viabilidade do
blastocisto (Lonergan et al., 2006).

Uma vez que o ambiente de cultivo pode exercer uma influéncia no fenétipo e no
transcriptoma do embrido (Enright et al., 2000; Driver et al., 2012), as altera¢des nos protocolos
de cultivo se tornam, portanto, uma estratégia logica para aprimorar a viabilidade embrionaria
e aumentar a sobrevivéncia pos-criopreservacao e as taxas de sucesso na prenhez. Nesse
sentido, diversas pesquisas ja empreenderam esfor¢os para aprimorar os sistemas de maturagado
e cultivo in vitro, abrangendo por exemplo adi¢des ou substituicdes de suplementos nos meios

utilizados, como Forscolina (Paschoal et al., 2014), insulina-transferrina-selénio (ITS) e acido
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L-ascorbico (AA) (Guimaraes et al., 2016; Mendonga et al., 2022), melatonina (Marques et al.,
2018; Marques et al., 2021), l-carnitina (Zolini et al., 2019), extratos antioxidantes (Fidelis et
al., 2020), FLI (FGF2, LIF e IGF1) (Stoecklein et al., 2022), entre outros.

2.1.3 TIFOI

Para contornar as limitagdes da producao in vivo de embrides por meio da SOV e os
impactos negativos do cultivo in vitro em embrides bovinos, foi recentemente estabelecido um
novo método para produzir embrides, a TIFOI. Dentre as vantagens desta técnica, destaca-se o
fato de que ela dispensa a onerosa estrutura laboratorial e equipamentos da PIVE, pois utiliza o
trato genital feminino para maturacdo ovocitdria, fecundacdo e para o desenvolvimento
embrionario inicial até a coleta dos embrides, ja no estagio de blastocisto (Spricigo et al., 2016).

Nessa técnica os ovocitos sdo obtidos por meio de OPU, assim como na PIVE, mas em
vez de serem maturados em laboratdrio, sao injetados em um foliculo dominante que esteja
proximo da ovulagdo em uma vaca previamente sincronizada (ovuladora), onde ocorrerd a
maturacdo e a consequente ovulagdo. Esta fémea ¢ inseminada artificialmente e o
desenvolvimento embrionario inicial ocorre em seu trato reprodutivo, se beneficiando dos seus
eventos fisiologicos. Oito dias ap6s a inje¢ao dos ovdcitos, ¢ realizada a coleta de embrides por
meio de lavagem uterina. Por fim, os embrides coletados podem ser transferidos para fémeas
receptoras que foram previamente protocoladas, as quais continuardo a gestacdo a termo, ou
entdo podem ser criopreservados para utilizagdo posterior (Spricigo & Dode, 2017).

Em 1985, Fleming et al. realizaram o primeiro experimento de transferéncia de ovocitos
imaturos para o interior de um foliculo pré-ovulatdrio, utilizando fémeas bovinas e babuinas.
Neste experimento, as fémeas bovinas foram superestimuladas com doses descrescentes de
FSH durante quatro dias e submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) para aspiragao dos
foliculos ovarianos. Os ovarios de babuinos foram obtidos de fémeas ndo estimuladas, apds
eutanasia. Posteriormente, os ovécitos recuperados foram injetados no foliculo dominante das
fémeas ovuladoras. Em bovinos, foi realizada a injecdo de 10 a 27 ovdcitos nas vacas
ovuladoras, ap0s a exposi¢ao dos ovarios por incisdo na regiao do flanco. Para os babuinos, a
injecdo de 10 a 27 ovocitos foi realizada por meio de laparoscopia. Todas as ovuladoras foram
acasaladas (babuino) ou inseminadas artificialmente (vaca). A lavagem uterina foi realizada sete
(vaca) ou 5 dias (babuino) depois. Os resultados indicaram ocorréncia de ovulacdo normal e

evidéncias de fecundagdo e clivagem com a recupera¢do de embrides normais no estagio
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apropriado de desenvolvimento. No entanto, das 14 fémeas que ovularam, a lavagem uterina
resultou em apenas 1 embrido de duas fémeas (1 babuino, 1 vaca) e 2 de uma vaca.

Posteriormente, Hinrichs e Digiorgio (1991) foram os primeiros a desenvolver a técnica
em equinos. Neste estudo, ovocitos equinos imaturos, obtidos de um abaterouro, foram
injetados no foliculo pré-ovulatorio de uma égua por meio da inser¢d@o de um trocater € uma
canula através da parede abdominal na regido do flanco, ipsilateral ao ovario apreendido. Para
a transferéncia, era introduzida uma agulha através da canula para perfurar a parede externa do
foliculo. As éguas foram inseminadas no dia seguinte a transferéncia. A lavagem uterina para
recuperagdo de embrides foi realizada em 15 éguas, de 7 a 11 dias ap6s a ovulagdo. Em 7 das
15 lavagens, embrides foram recuperados, e em 4 éguas, embrides extras foram recuperados,
descontando-se um embrido que poderia ter sido gerado a partir do ovocito da ovuladora (2, 3,
4 ¢ 7 embrides).

Apbs alguns anos, houve o aperfeigoamento da técnica, que passou a ser realizada com
auxilio de guia de aspirag@o transvaginal em humanos (Werner-Von Der Burg et al., 1993)
equinos (Goudet et al., 1997) e bovinos (Bergfelt et al., 1998). Bergfelt et al. (1998)
documentaram o primeiro relato de embrides bovinos produzidos através de injecao de ovocitos
utilizando ultrassonografia transvaginal. Neste estudo, 7 ovuladoras foram submetidas a TIFOI
com 5 ou 6 CCOs em 200 pl de meio veiculo. Apds a TIFOI, foi realizada a indugao da ovulagao
e inseminagdo artificial. Dois a trés dias apos a ovulagdo, as vacas foram enviadas para o
abatedouro, onde as tubas uterinas foram lavadas. Um total de 43 ovocitos/embrides
representou o nimero maximo que poderia ter sido coletado, contabilizando ovdcitos
endogenos e exdgenos. Foram coletadas 16 (37%) estruturas, das quais 8 eram ovocitos nao
fecundados e 8 estavam no estagio de 3 a 8 cé¢lulas. Estes 8§ embrides foram coletados de 3 das
7 ovuladoras injetadas.

Em 2015, trés décadas apos o primeiro experimento com TIFOI, pesquisadores alemaes
(Kassens et al., 2015) realizaram um estudo que visava investigar se ovocitos maturados in vitro
poderiam seguir o processo natural de ovulagdo, fecundagdo e desenvolvimento embrionario
dentro da tuba uterina. Em segundo lugar, o estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas
de desenvolvimento dos embrides obtidos por meio de transferéncia intrafolicular, em
comparagao com embrides PIV ou gerados in vivo por SOV. Foram transferidos 1646 ovoécitos
obtidos de ovarios de abatedouro e maturados in vitro para 28 novilhas da ragca Simental,
resultando na recuperag@o de um total de 583 estruturas (35,2%) durante a lavagem uterina. No
entanto, a taxa de desenvolvimento até o estdgio de blastocisto foi inferior com embrides

derivados da transferéncia intrafolicular, em comparagdo com embrides controle PIV (8,0% vs.
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36,5%). Embrides resultantes de transferéncia intrafolicular apresentaram menor taxa de
clivagem, mas maior criotolerancia e menor contetido lipidico em comparagdo com embrides
PIV. Além disso, a transferéncia desses embrides resultou em taxas de gestagao comparaveis as
obtidas com embrides produzidos in vivo ou PIV em meio SOF com BSA (Albumina sérica
bovina). Por fim, sete gestagdes chegaram a termo, e as analises confirmaram cinco bezerros
derivados de transferéncia intrafolicular. Este foi o primeiro relato de bezerros nascidos apos a
transferéncia intrafolicular de ovdcitos em bovinos.

Em 2016, pela primeira vez a técnica foi realizada utilizando um sistema completamente
in vivo. No estudo conduzido por Spricigo et al. (2016), foram utilizadas doadoras da raga Gir
para obtencao de ovdcitos imaturos por meio de OPU. Esses ovécitos foram entdo injetados em
grupos de 10 a 22 em ovuladoras da raga Nelore submetidas a um protocolo de sincronizagao
de estro. Oito dias depois, foi realizada lavagem uterina para coleta de embrides e 21,3% do
total de estruturas transferidas foram recuperadas, sendo deste total, 5,5% embrides.
Posteriormente, os embrides foram transferidos para vacas receptoras. Como resultado, quatro
bezerros saudaveis nasceram, sendo trés deles provenientes da TIFOI e um originado a partir
do ovocito da ovuladora.

Em 2017, Hoelker et al. relataram o nascimento de bezerros produzidos a partir de
transferéncia de ovocitos imaturos provenientes de ovarios de abatedouro. Um total de 791
ovocitos imaturos foram transferidos, em grupos de aproximadamente 50, para foliculos pré-
ovulatorios de 16 novilhas receptoras. Oito dias apds a TIFOI, foi possivel recuperar 306
estruturas (38,5%), sendo que deste total, 40,1% evoluiram para o estagio de morula e/ou
blastocisto. Os autores relatam que os embrides TIFOI alcancaram taxas de desenvolvimento
significativamente superiores para o estagio de morula e/ou blastocisto at¢ o dia 7, em
comparagdo com os embrides cultivados in vitro (controle), apesar de serem derivados da
mesma carga de ovdrios de abatedouro (40,1 vs. 29,3%). Isso demonstra que ha um efeito
benéfico do ambiente folicular para a qualidade intrinseca dos ovdcitos e, subsequentemente,
para as taxas de desenvolvimento até o estagio de blastocisto.

Em um estudo conduzido por Martinez et al. (2019), foram avaliadas as taxas de
producdo de embrides ap6s TIFOI autdloga e alogénica em éguas inseminadas. A TIFOI
autologa seria benéfica para uso clinico em animais de genética superior, pois a égua atuaria
como sua propria receptora e, portanto, todos os embrides recuperados seriam originados do
animal desejado. Ja na TIFOI alogénica permite-se que a TIFOI seja realizada para produzir
embrides a partir de doadoras com afec¢des em seu trato genital que afetem sua eficiéncia

reprodutiva. A propor¢do de éguas que produziram embrides derivados de TIFOI foi menor
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apods TIFOI aut6loga, em comparagdo com TIFOI alogénica (0/13 vs. 4/11; P<0.05). No geral,
o estudo confirmou que CCOs imaturos podem sofrer maturacdo e manter competéncia de
desenvolvimento dentro do foliculo de éguas. No entanto, os autores concluiram que o
procedimento ainda ndo demonstrou repetibilidade suficiente para utilizacao em equinos.

Andrlikova et al. (2020) realizaram um estudo que objetivou desenvolver e avaliar um
novo equipamento para a TIFOI em bovinos leiteiros. O sistema ¢ composto por um aplicador,
um aspirador e um injetor. Apds a aspiracao dos CCOs, o sistema ¢ inserido no suporte do
transdutor de ultrassom, e o contetido do aplicador pode ser injetado no foliculo pré-ovulatorio
via ultrassonografia transvaginal por um unico operador. Isso representa uma melhoria em
relacdo ao método utilizado até entdo, no qual eram necessarias duas pessoas para realizar a
técnica: uma posicionava o ovario por palpacao retal, enquanto outra pressionava o émbolo da
seringa conectada ao sistema para a inje¢do dos CCOs. O novo sistema otimizou a realizagao
da TIFOI, possibilitando que um tnico operador executasse a técnica, e resultou em taxas de
recuperagdo apos lavagem uterina de 22,5% de estruturas ¢ 10,1% de embrides. No entanto, o
método ainda necessita de mais investigagdes para sua validagdo completa.

Falchi et al. (2022) estudaram as melhores condi¢des para a injecdo em espécies ovinas
(diametro interno da agulha, numero de CCOs utilizados para inje¢do e volume de meio
veiculo). A inje¢do de foliculos > 5 mm com uma agulha 28 G carregada com 30 CCOs em um
volume de 5 pl resultou em maiores taxas de recuperagao e melhor preservagao da integridade
dos CCOs. Em uma segunda etapa, a TIFOI foi realizada em cinco ovelhas apds exposi¢ao dos
ovarios por meio de laparotomia, utilizando CCOs provenientes de ovarios de um abatedouro.
Em uma das ovelhas, nenhum embrido foi recuperado apds a lavagem uterina. Nos quatro
animais restantes, 85 ovocitos foram injetados e 6 embrides clivados, 12 moérulas e 1 blastocisto
foram coletados, indicando que a TIFOI resultou em ovulacdo, captura fimbrial, transporte
tubario de ovdcitos heterdlogos e produgdo in vivo de embrides em ovinos.

Apesar de a TIFOI ser uma técnica muito promissora € que pode unir as vantagens dos
sistemas atuais de produ¢ao de embrides, a taxa de recuperagao de embrides a partir do total de
ovocitos injetados ainda € muito baixa e variavel entre ovuladoras individuais. As taxas mais
elevadas de formacdo de blastocistos foram registradas por Hoelker et al. (2017), atingindo
17,3%. Portanto, ¢ importante a avaliacao abrangente de todas as fases relacionadas a produgao
de embrides pela TIFOI, com o objetivo de identificar eventuais problemas que possam

impactar negativamente a eficiéncia da técnica.
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2.1.4 Fatores que podem afetar a eficiéncia da TIFOI

2.1.4.1 Qualidade dos Ovécitos

Embora as condi¢cdes de cultivo embriondrio possam impactar o potencial de
desenvolvimento do embrido, sabe-se que a qualidade intrinseca do ovocito desempenha um
papel crucial na determinacdao da porcentagem de ovdcitos que podem se desenvolver até o
estagio de blastocisto (Lonergan et al., 2003).

Pode-se considerar que a selecao de CCOs com competéncia de desenvolvimento inicia-
se no momento da aspiracao folicular para recuperacdo dos CCOs. Embora, na pratica
comercial foliculos de diversos tamanhos sejam aspirados, j& foi demonstrado que existe uma
correlagdo entre o tamanho do foliculo do qual o ovécito é obtido e sua competéncia
subsequente para o desenvolvimento in vitro (Pavlok et al., 1992). Pesquisas que investigaram
o impacto do tamanho do foliculo de origem dos ovocitos na capacidade de desenvolvimento
in vitro mostraram taxas superiores de formagdo de blastocistos utilizando ovocitos
provenientes de foliculos com didmetro superior a 6 mm em comparagao com foliculos menores
(Lonergan et al., 1994; Lequarre et al., 2005; Caixeta et al., 2009). Além disso, foram
identificados genes com expressao diferencial em ovdcitos e células do cumulus (CC) oriundos
de foliculos de diferentes tamanhos, cuja expressdo pode estar associada a competéncia
ovocitaria (Caixeta et al., 2009).

Além do tamanho do foliculo, o didmetro do ovdcito também pode ser utilizado como
um parametro nao invasivo de qualidade. No estudo conduzido por Fair et al. (1995), ovocitos
recuperados de ovarios de abatedouro foram categorizados em quatro grupos conforme o seu
didmetro (<100 um, 100 a 110 pm, 110 a 120 um e >120 pm). Observou-se que ovdcitos com
diametro superior a 110 pm apresentaram taxas mais elevadas de retomada da meiose e
progressao até a metafase II. Adicionalmente, ovdcitos com didmetro inferior a 110 pm
demonstraram atividade transcripcional, indicando que ainda ndo haviam completado a fase de
crescimento da ovogénese. Conforme revisado por Aguila et al. (2020), ovocitos bovinos
atingem competéncia meidtica a partir de um didmetro de 115 um, enquanto a competéncia
total para o desenvolvimento € alcangada por volta de 120 um, sugerindo que ovocitos menores
ainda estdo em fase de crescimento. Nos bovinos, o crescimento total do ovdcito € atingido
quando o foliculo no qual ele esta inserido tem em torno de 3 mm de diametro (Fair et al., 1995).

A selecao de CCOs baseia-se rotineiramente em avaliacdo morfoldgica, na qual sao

analisadas a uniformidade do citoplasma, bem como a compactacao e a quantidade de camadas
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de CC (Stojkovic et al., 2001). A quantidade de CC ¢ um importante parametro a ser avaliado
para julgamento da qualidade ovocitéaria. Estas células sdo ligadas ao ovdcito por meio de
juncdes GAP permeaveis que permitem as trocas i0nicas e eletroliticas entre o meio € o ovoécito,
sendo também responsaveis pela transferéncia de aminoacidos, metabolitos de glicose e
nucleotideos para o ovocito em crescimento (Eppig, 1991). Além disso, as CC tém uma acao
no controle da retomada da meiose, pois a promocao da quebra da vesicula germinativa por
acdo de gonadotrofinas ¢ mediada pelas CC (Ali & Sirard, 2005). Assim, a preservagao da
integridade das CC ¢ essencial nas fases iniciais de desenvolvimento ovocitario, visto que a sua
remoc¢do antes da maturacdo resulta em significativa redugdo nas taxas de maturacio,
fecundagdo e desenvolvimento embrionario (Zhang et al., 1995). A auséncia de CC durante a
maturacao também afetou o metabolismo lipidico no ovdcito, resultando em uma maturagao
citoplasmadtica inadequada (Auclair et al., 2013). Portanto, sugere-se que além do controle da
retomada da meiose, as CC podem atuar no ovécito direcionando o uso de reservas nutritivas
por meio da regulagdo local da sintese de acidos graxos e da lipolise para fornecer energia
durante a maturagado (Auclair et al., 2013).

A importancia das CC para o ovocito € indiscutivel e isso foi muito bem demonstrado
no estudo de Atef et al. (2005), no qual as CC foram removidas em diferentes momentos da
maturacdo e observou-se que a remog¢ao destas células até 6h afeta a competéncia de
desenvolvimento do ovocito, resultando em menor taxa de blastocistos apos a FIV. Esses
resultados sugerem que ao longo da maturacdo, a comunicacao eficaz entre o ovocito e as CC
¢ essencial para promover a maturagdo citoplasmatica e o subsequente desenvolvimento
embrionario.

Nagano et al. (2006) estudaram a relagdo entre morfologia de ovocitos bovinos e o
potencial de desenvolvimento in vitro. Os pesquisadores observaram que a presenga de um
ooplasma de tonalidade escura esta associada ao acimulo de lipidios e sugere um potencial de
desenvolvimento favoravel. Em contraste, a presenca de um ooplasma de tonalidade clara
indica uma baixa densidade de organelas e um potencial de desenvolvimento reduzido. Além
disso, um ooplasma negro ¢ indicativo de envelhecimento e baixo potencial de
desenvolvimento. Segundo Stojkovic et al. (2001), ovocitos classificados morfologicamente
como bons ou ruins diferem no que diz respeito a reorganizagdo mitocondrial durante a
maturacdo citoplasmatica e aos niveis de ATP intracelular, e esses fatores poderiam ser
responsaveis por sua diferente capacidade de desenvolvimento apos a fecundagdo in vitro,
mostrada por maiores taxas de desenvolvimento até o estadgio de morula ou blastocisto, além de

maior numero total de células em ovocitos considerados bons.
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Embora a avaliagdo morfologica seja um indicativo da qualidade dos ovdcitos, ela, por
si 80, ndo ¢ suficiente para distinguir quais os ovdcitos competentes. Portanto, varios estudos
tém buscado outros parametros funcionais € moleculares para uma avaliagdo mais precisa da
viabilidade e capacidade de desenvolvimento dos ovocitos: avaliagao da atividade da glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PDH) por meio da coloragdo com brilliant cresyl blue (BCB) (Pujol
et al., 2004), identificagdo de genes relacionados a competéncia ovocitaria (Caixeta et al., 2009;
Kussano et al., 2016; Melo et al., 2017; Pontelo et al., 2021) avaliagao do conteudo lipidico
(Jeong et al., 2009; Faria et al., 2021), entre outros. Entretanto, algumas avalia¢des inviabilizam
o uso do ovdcito, tornando a avaliagdo morfologica a escolha pratica para uso na rotina.

Na TIFOI, ¢ de grande importancia a identificagdo de ovocitos de qualidade e que
apresentem competéncia de desenvolvimento, visto que somente ovocitos competentes podem
passar por matura¢do completa, fecundagdo e gerar um embrido viavel (Lonergan et al., 2003;
Sirard et al., 2006). Portanto, uma selecdo criteriosa que viabilize a identificacdo de CCOs
competentes pode impactar de maneira significativa os resultados dessa e de outras técnicas de

reprodugdo assistida.

2.1.4.2 Condigdes de Injecao

Assim como a qualidade dos ovdcitos selecionados, sugere-se que alguns fatores
inerentes as condicoes utilizadas para a injecdo podem impactar de forma significativa a
eficiéncia da TIFOI. Entre eles, pode-se citar o diametro da agulha utilizada para inje¢do dos
CCOs, o volume e o tipo de meio utilizado como veiculo para injecdo, o nimero de CCOs
utilizados ou ainda a habilidade do técnico responsavel e a qualidade da inje¢ao.

Com relacdo ao diametro da agulha utilizada para a inje¢do dos CCOs, estudos
anteriores fizeram uso de agulhas de calibre 24G (Simdes et al., 2021), 25G (Bergfelt et al.,
1998; Andrlikova et al., 2020), 26G (Kassens et al., 2015; Hoelker et al., 2017), 27G (Spricigo
et al., 2016; Faria et al., 2021) e 28G (Falchi et al., 2022). Este ¢ um importante fator a ser
considerado, uma vez que a agulha a ser utilizada deve comportar os CCOs sem causar seu
desnudamento e perfurar a parede do foliculo sem causar o extravasamento do fluido folicular,
que poderia levar a perda dos ovocitos injetados na cavidade abdominal.

Falchi et al. (2022) avaliaram em seu estudo o diametro interno ideal da agulha de
injecdo para a TIFOI em espécies ovinas, utilizando ovarios provenientes de abatedouros. Os
autores relataram que a agulha de didmetro 28G apresentou as maiores taxas de recuperagao

apos injecdo, mantendo a integridade dos CCOs recuperados. O uso de didmetros maiores
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resultou em extravasamento de fluido dos foliculos perfurados e perda de CCOs, enquanto
diametros menores (por exemplo, 30 G) causaram danos aos CCOs injetados e perda de CC.

O fluido folicular € o meio PBS té€m sido utilizados em diversos estudos como veiculo
para a inje¢ao dos ovoécitos, em um volume que varia de 60 a 200 ul (Spricigo et al., 2016;
Hoelker et al., 2017; Andrlikova et al., 2020; Faria et al., 2021). Entretanto, ¢ importante
ressaltar que, por questdes de biosseguranga, ¢ recomendavel evitar o uso do fluido folicular.
Adicionalmente, o meio injetado poderia potencialmente influenciar o ambiente folicular,
modificando a composi¢ao do liquido folicular. Assim, o ideal seria empregar o menor volume
possivel que comporte a quantidade de ovoécitos a serem injetados, carregando-os
adequadamente para o interior do foliculo no momento da inje¢do (Falchi et al., 2022).

Ainda em relacao ao volume, ¢ importante destacar a consideravel variacao nos estudos
conduzidos até o momento quanto ao volume do meio de veiculo utilizado. No grupo de estudos
do Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa, por exemplo, foram empregados volumes
de até 60 pl nos experimentos realizados (Spricigo et al., 2016; Faria et al., 2021; Simdes et al.,
2021). Contudo, a quantidade efetivamente injetada permanece incerta, pois os ovocitos sao
alocados no sistema de TIFOI com uma quantidade ndo especificada, enquanto o restante do
volume permanece na placa de Petri. Dessa forma, a padroniza¢do do volume ¢ a preferéncia
por quantidades menores também contribuiriam para a uniformizag¢do dos procedimentos.

No que diz respeito ao nimero de ovocitos, os estudos conduzidos até o momento
utilizaram quantidades variando de 5 a 60 CCOs (Kassens et al., 2015; Spricigo et al., 2016;
Hoelker et al., 2017; Simdes et al., 2021; Ruas et al., 2022). Espera-se com o emprego da TIFOI
que o microambiente folicular forneca as condi¢des favoraveis para o desenvolvimento
simultaneo de multiplos ovocitos, se beneficiando dos eventos fisiologicos da fémea (Spricigo
et al., 2016). Neste sentido, um ambiente bioquimico adequado ¢ fundamental para que isso
ocorra. O fluido folicular resulta da transferéncia de componentes do plasma sanguineo através
da barreira sangue-foliculo, além da atividade secretora das cé€lulas da granulosa, da teca e do
CCO (Gosden et al., 1988), e apresenta uma variedade de substancias, incluindo lipidios,
aminodacidos, xenobioticos, nucleotideos, carboidratos, cofatores e vitaminas, peptideos,
hormonios e substratos energéticos (Alrabiah et al., 2023). Essa composicdo ¢ especialmente
importante no foliculo pré-ovulatério, pois esse meio aloja o ovocito e atua como fonte de
energia durante a retomada e maturacdo meiotica (Dumesic et al., 2015). Entretanto, até o
presente pouco se sabe sobre como a inje¢do de CCOs pela TIFOI impacta o microambiente

folicular, se ha alguma modificacdo em sua composicdo, se ocorre competicdo por nutrientes
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entre os CCOs injetados e, inclusive, uma possivel resposta imune associada a esse
procedimento.

O estudo de Faria et al. (2022) investigou os efeitos da injecdo, do numero de oocitos
injetados e da qualidade da injecdo no tamanho do foliculo e na recuperagao de odcitos apds a
TIFOI. Quatro grupos experimentais foram estabelecidos: controle (sem inje¢do), inje¢do de
60ul de PBS, injecao de 60ul de PBS +25 ovdcitos imaturos, e inje¢cao de 60ul de PBS +50
ovocitos imaturos. Os autores observaram que com relagao ao grupo controle (sem inje¢do)
houve uma reducdo significativa no didmetro e volume do foliculo apds a injecdo,
independentemente do niimero de CCOs injetados. Além disso, a qualidade da injegdo,
classificada de 1 a 3, mostrou influéncia significativa na taxa de recuperagao de ovocitos (grau
1 - 53,75%%, 2 - 25,75%° e 3 - 6,67%), independente do nimero de CCOs utilizados. Estes
achados sugerem que além dos fatores supracitados, a propria inje¢do afeta o foliculo,

possivelmente contribuindo para a variabilidade na eficiéncia da técnica.

2.1.4.3 Maturacio ovocitaria

A matura¢do ovocitaria, que nos bovinos t€ém duracdo de 18 a 24 horas, envolve
transformagdes a niveis nuclear, citoplasmatico e molecular (Sirard, 2001). A finalidade da
maturacao ovocitdria ¢ gerar um ovocito secundario haploide, o qual contém todas as estruturas
biologicas celulares essenciais para viabilizar uma fecundagdo bem-sucedida e para o inicio do
desenvolvimento embriondrio (Hyttel et al., 1997). Os ovocitos das fémeas bovinas iniciam a
maturacao nuclear ainda na vida fetal, percorrendo os estagios leptdteno, zigdteno e paquiteno
da profase meidtica I, até ficarem retidos em diploteno da profase I, estagio esse chamado de
Vesicula Germinativa (VG) (Van Den Hurk & Zhao, 2005).

In vivo, a meiose € retomada ap6s um estimulo hormonal que tem inicio com o pico pré-
ovulatorio de LH, pouco antes da ovulacao, enquanto in vitro a simples retirada do ovécito do
contato com as cé€lulas foliculares estimula a retomada da meiose, devido a remocgao dos fatores
inibidores presentes no ambiente folicular (Sirard, 2001). A matura¢do nuclear compreende a
quebra da vesicula germinativa (VGBD), marcando o final da profase I, a condensagdo da
cromatina e a progressao pelos estagios de metafase I, anafase I e telofase I, seguida pelo inicio
da segunda divisdo meiotica, onde o ovocito permanece retido em metafase II até a fecundagao
(Van Den Hurk & Zhao, 2005).

A maturagdo citoplasmica desempenha um papel crucial na obtengdo das condi¢des

necessarias para bloqueio da polispermia durante a fecundagdo, descondensagdao do
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espermatozoide ap6s a penetracdo no ooplasma e formagdo dos pro-nucleos feminino e
masculino apos a fecundagdo. Este processo engloba a redistribui¢do de organelas celulares,
mediada pelas acdes de microfilamentos e microtibulos do citoesqueleto, a migracdo de
mitocondrias para uma posi¢do perinuclear e o acumulo de granulos corticais perifericamente,
proximos a membrana plasmatica (Ferreira et al., 2009). Além disso, h& um aumento no
conteudo lipidico, uma reducao no complexo de Golgi e sintese proteica (Fair, 2003).

A migragao das mitocondrias para regides de elevado consumo energético ¢ essencial,
visto que essas organelas desempenham um papel crucial ao fornecer a energia necessaria
durante o processo de maturagdo (Stojkovic et al., 2001). Os granulos corticais (CG) sao
organelas derivadas do complexo de Golgi que desempenham um papel crucial na prote¢ao
contra a polispermia, por meio da indugdo de rapidas modificagdes na zona pelicida apos a
fecundacdo (Hosoe & Shioya, 1997). O aumento gradual do conteudo lipidico do ovédcito ao
longo da capacitacdo e maturacdo final é de grande importincia para a fase inicial de
desenvolvimento embriondrio, representando um reservatério de energia que € utilizado até o
estagio de blastocisto (Hyttel et al., 1997).

A maturagao molecular, por sua vez, ¢ uma heranca dos transcritos acumulados durante
a fase de vesicula germinativa, controlando tanto a progressao nuclear quanto a citoplasmatica
(Sirard, 2001). Os eventos moleculares englobam a sintese, degradagao e modificacdes de RNA
mensageiro (RNAm) e proteinas, fornecendo ao ovdcito os depdsitos moleculares necessarios
para impulsionar o seu desenvolvimento desde a maturagdo e fecundagdo, até a ativacdao do
genoma embriondrio no estagio de 8 a 16 células (Donnison & Pfeffer, 2004).

Ao utilizar ovoécitos para a TIFOI, € crucial garantir que ndo ocorra assincronia entre os
processos de maturacao nuclear e citoplasmatica, o que poderia diminuir consideravelmente a
sua capacidade de desenvolvimento. A retomada da meiose ocorre espontaneamente apos a
retirada do foliculo. Portanto, o emprego de inibidores pode ser utilizado até o momento da
TIFOI (Faria et al., 2021), permitindo que estes eventos ocorram apos exposi¢do ao pico pré-
ovulatorio de LH endogeno, seguindo um padrao semelhante ao que ocorre no ovocito
originario da ovuladora.

Adicionalmente, ¢ crucial que os ovécitos permanecam tempo suficiente no foliculo
dominante, at¢ o momento da ovulagdo, para permitir a retomada meidtica e a progressao até a
metafase II. Um estudo prévio que utilizou a TIFOI para a maturagdo in vivo de ovocitos
demonstrou que um periodo de vinte e duas horas de maturagdo intrafolicular, apds a indugdo
da ovulagdo, foi adequado para os ovoécitos completarem a maturacdo nuclear (Faria et al.,

2021). Por outro lado, um periodo prolongado de maturagao intrafolicular pode resultar na
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degeneracdo dos ovdcitos injetados. O estudo de Simdes et al. (2021) avaliou a influéncia do
tempo de maturacdo in vivo na cinética de maturagdo nuclear em ovocitos bovinos. Os
resultados mostraram que, ao serem maturados por um periodo de 28 horas, ocorreu uma
redugdo na taxa de ovoécitos em metafase I, acompanhada por maior incidéncia de ovoécitos
degenerados e ativados partenogeneticamente.

Com relacdo ao diametro do foliculo a ser utilizado para a TIFOI, ¢ importante ressaltar
que ha uma diferenga marcante entre ragas Bos taurus indicus € Bos taurus taurus. O diametro
maximo do foliculo dominante ¢ menor em vacas da raga Nelore (cerca de 10-12 mm),
comparado com cerca de 16-20 mm em vacas da raca Holandesa, ainda que ocorra variagdes
nessas medidas em ambas as racas (Sartori & Barros, 2011). Portanto, presume-se que o gado
Nelore tem foliculos dominantes e foliculos responsivos ao LH menores do que as ragas B.
Taurus Taurus. Este € um importante fator a se considerar no momento da sele¢cdo de vacas para
a TIFOI, visto que assim ¢ possivel estimar a maturidade do foliculo e a proximidade da
ovulacdo. Segundo Simdes et al. (2012), apesar de ovulagdes em vacas zebuinas ocorrerem em
foliculos com didmetro minimo de 7,65 mm apos indugdo com LH, altas taxas de ovulagdo sao
observadas apenas em foliculos com diametro acima de 9,0 mm. O aumento no didmetro do
foliculo correlacionou-se com uma elevacao na expressao génica das isoformas do receptor de
LH (LHR) nas células da granulosa.

Assim, a selecdo de foliculos dominantes para a TIFOI com base em seu diametro, visa
escolher aqueles que estdo mais proximos da ovulagdo. Isso assegura que os ovocitos sejam
estimulados pelo pico pré-ovulatorio de LH e completem a meiose sem que ocorra, no entanto,
seu envelhecimento. De fato, Kassens et al. (2015) relataram numeros significativamente
maiores de embrides recuperados para TIFOI realizada em foliculos de 13 a 14 mm do que em
foliculos de 9 a 10 mm, em novilhas da raga Simental (Bos taurus taurus), o que pode sugerir

que os foliculos maiores estariam mais proximos da ovulagao.

2.1.4.4 Ovulacao

Proximo ao estro, o foliculo pré-ovulatorio produz grandes concentracdes de estradiol.
Quando o estradiol circulante atinge um determinado limiar, desencadeia-se um aumento na
liberacdo de GnRH pelo hipotalamo. A onda de LH resultante tem amplitude e frequéncia
suficientes para estimular maturacao final e a ovulagdo do foliculo dominante, que ocorre cerca

de 24 a 32 horas depois (Sartori & Barros, 2011).
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O processo que culmina na ruptura folicular e liberagdo do ovdcito maturo compreende
varios elementos. Logo apos o pico pré-ovulatorio de LH, ha um aumento do fluxo sanguineo
no ovario, resultando no extravasamento de proteinas plasmaticas pelos capilares e vénulas pos-
capilares, causando edema. Simultaneamente, ocorre a liberagdo local de substancias como
prostaglandinas, histamina, vasopressina e colagenase, € uma regido especifica da parede do
foliculo enfraquece devido a degradacdo do coldgeno presente na tunica albuginea. Esse
enfraquecimento da parede folicular, combinado ao aumento da pressao do fluido folicular e a
contragdo das células musculares lisas circundantes, culmina na ruptura parcial da parede
folicular, desencadeando, assim, a ovulag¢ao (Junqueira & Carneiro, 2004).

Apbs a ovulagdo, ocorre a liberagdo do ovdcito no espago periovariano e captagao pelas
fimbrias da tuba uterina para transporte até ampola, local onde potencialmente ocorrera a
fecundacdo (Li & Winuthayanon, 2017). Este processo ocorre fisiologicamente a cada ciclo
estral. No entanto, na TIFOI ha a introdugdo de varios ovocitos no foliculo, o que poderia
possivelmente resultar na perda desses ovocitos devido a falhas no momento da ovulagdo, como
retencao dentro do foliculo, ou falhas na captagao pelas fimbrias da tuba uterina.

Ruas et al. (2022) avaliaram o efeito da quantidade de CCOs injetada durante a TIFOI
na taxa de recuperacdo de estruturas e embrides no oviduto. Para isso, foram utilizados trés
grupos experimentais: Grupo Controle (TIFOI com injecao de 60 pl de meio TCM199 com
10% de FBS, sem a presenca de CCOs), Grupo 5 (TIFOI com inje¢ao de 5 CCO em 60uL de
meio) e Grupo 50 (TIFOI com inje¢do de 50 CCO em 60 pl de meio). Para investigar se os
CCOs injetados e nao recuperados na tuba uterina ficariam retidos no foliculo apods a ovulagao,
o corpo luteo (CL) foi dissecado e a cavidade interna foi lavada. A andlise revelou taxas
semelhantes de recuperagado de estruturas totais e embrides na tuba uterina para G5 (24%:; 9,3%)
e G50 (31,6%:; 7,0%). Adicionalmente, em 2 (13,3%) e 7 (45,6%) animais do G5 (2,7%) e G50
(2,1%) foram encontrados CCOs apds a dissec¢do do CL. Esses resultados indicam que a
capacidade de captacdo de CCOs pela fimbria do oviduto e/ou a liberagao dos CCOs no
momento da ovulagdo podem ser afetadas, independentemente da quantidade de CCOs

utilizada.

2.1.4.5 Transporte de gametas e embrides

Um importante ponto no emprego de biotecnologias que envolvem um programa de

sincronizag¢do do estro e/ou tratamento com gonadotrofinas ¢ a velocidade de transporte dos

espermatozoides até o local da fecundagao. Este ponto deve ser levado em consideracao devido
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a curta vida 1til do ovdcito, que ¢ em torno de 6 a 12 horas (Gordon, 2003) e que se nao
fecundado dentro de 12 a 24 horas se degenera e ¢ fagocitado (Junqueira & Carneiro, 2004).
Portanto, desde que o tempo de transito dos espermatozoides até a ampola dura em média 8
horas (Hafez & Hafez, 2000), o momento da IA e da indug¢do da ovulacdo deve permitir
sincronia entre o periodo de viabilidade do ovdcito e a existéncia de espermatozoides
capacitados na ampola.

Apo6s a ovulagdo, ocorre o transporte ovocitario através da tuba uterina. Este 6rgao
apresenta uma anatomia delicada composta pelo infundibulo, ampola e istmo, que possuem
camadas musculares dispostas tanto longitudinalmente quanto circularmente, além de células
epiteliais ciliadas e secretoras (Hunter, 1988). Estes fatores em conjunto sdo responsaveis por
primeiramente guiar o ovdcito até a ampola para que ocorra a fecundagdo pelo espermatozoide
e depois guiar o zigoto e futuro embrido até o limen uterino (Croxatto, 2002). Adicionalmente,
ao longo do transporte de gametas e do lento transito embriondrio até o utero, as células
secretoras proporcionam um ambiente propicio para a producdo de nutrientes e fatores
necessarios para estimular seu desenvolvimento, tais como aminoacidos, proteinas,
carboidratos simples e complexos, ions e lipidios (Aguilar et al., 2005).

Na TIFOI, ainda ha falta de clareza quanto aos possiveis efeitos da ovulagdo de
multiplos ovdcitos no seu transporte pela tuba uterina e posteriormente para o utero. Em
bovinos superovulados, por exemplo, taxas de fecundacao mais baixas foram observadas em
compara¢do com animais de uma Unica ovulagdo (Sartori et al., 2006). Entre outras causas, isso
poderia estar relacionado a disturbios no transporte dos ovocitos (Kafi & Mcgowan, 1997). Vale
ressaltar que o processo de captacdo dos ovocitos apds a ovulacdo difere entre essas duas
técnicas: Na SOV, a captagdo ocorre de maneira gradual a medida que os foliculos se rompem,
enquanto na TIFOI, apenas um foliculo rompe, mas a quantidade de CCOs liberados ¢ muito
maior. Neste caso, ainda ndo estd claro se a captacdo e o transporte simultaneo de multiplas

estruturas pela tuba uterina seriam fisiologicamente viaveis.
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RESUMO

Este estudo investigou se as condi¢des da injecao afetam a eficiéncia da TIFOI e a recuperacao
final de embrides. Na primeira etapa, testou-se quatro tipos de agulhas (27G Gengival (27G G),
27G WTA® (27G W), 27G Raquidiana (27G R) e 30G Gengival (30G G); dois volumes de
meio PBS (10 e 20 pl) e duas quantidades (25 e 50) de complexos cumulus-ovécitos (CCOs),
utilizando ovarios de abatedouros. Avaliou-se a resisténcia na penetracao do foliculo, o refluxo
apods a injecdo, a porcentagem de CCOs retidos no sistema e as taxas de recuperagdo e de
desnudamento dos CCOs apds a aspiracao do foliculo injetado. Os dados foram avaliados por
analise de variancia (ANOVA) utilizando o software SAS (9.4). As agulhas 27G R ¢ 27G W
apresentaram menor taxa de desnudamento (P <0,05), comparada as demais. Entretanto, quando
essas foram comparadas entre si, menor taxa de desnudamento (P <0,05) foi observada com a
27G R. Além disso, com esta agulha houve maior taxa de recuperagao (P <0,05) com 10 pl
(85,82%) do que com 20 pl (70,05%). Posteriormente, avaliou-se in vivo a agulha 27G R com
25 (tratamento T25) ou 50 CCOs (T50), em 10 pl de PBS. A qualidade da injecdo foi
classificada em graus de 1 (melhor) a 3 (pior). Simultaneamente, grupos de 25 a 30 CCOs foram
destinados a producdo in vitro de embrides. Nove dias apos a TIFOI, foi realizada a lavagem
uterina das fémeas ovuladoras. Os embrides produzidos pela TIFOI e in vitro (PIV) foram
avaliados quanto ao didmetro e nimero de células. O modelo GLM binomial foi ajustado e
calculou-se as razdes de chance dos tratamentos e graus de qualidade da injecdo para a
recuperagdo de estruturas e de embrides. Os dados de diametro e numero de células
embrionarias foram analisados por ANOVA. A quantidade de CCOs injetados nao afetou a
recuperagao de estruturas ou embrides apds a TIFOI (P >0,05), mas as chances de recuperacao
de embrides foram maiores (P <0,05) com inje¢des de grau 1 do que com injegdes de grau 2.
Os embrides TIFOI e PIV apresentaram diametro e numero de células semelhantes (P >0,05).
Conclui-se que agulha 27G R com 10 pl ¢ a mais recomendada para a TIFOI, pois apresenta

altas taxas de recuperagdo, com maior preservacao dos CCOs. Além disso, as chances de
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recuperagdo de embrides sdo afetadas pela qualidade da inje¢do, mas ndo pela quantidade de

CCOs injetados.

Palavras-chave: Injecao; Foliculo; Embrides bovinos; Complexo cumulus-ovdcito.
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ABSTRACT

This study investigated whether injection conditions affect the efficiency of IFIOT and the final
embryo recovery. In the first stage, four types of needles (27G Gengival (27G G), 27G WTA®
(27G W), 27G Raquidiana (27G R), and 30G Gengival (30G G); two volumes of PBS medium
(10 and 20 pl) and two amounts (25 and 50) of cumulus-oocyte complexes (COCs) were tested
using ovaries from slaughterhouses. Resistance during follicle penetration, reflux after
injection, the percentage of COCs retained in the system, and the rates of recovery and
denudation of COC:s after follicle aspiration were evaluated. Data were analyzed by analysis of
variance (ANOVA) using SAS software (9.4). Needles 27G R and 27G W showed lower
denudation rate (P <0.05) compared to others. However, when these needles were compared
between each other, lower denudation rate (P <0.05) was observed with 27G R. Additionally,
with this needle, there was a higher recovery rate (P <0.05) with 10 pl (85.82%) than with 20
ul (70.05%). Subsequently, needle 27G R was evaluated in vivo with 25 (T25 treatment) or 50
COCs (T50) in 10 pl of PBS. The injection quality was classified into grades from 1 (best) to 3
(worst). Simultaneously, groups of 25 to 30 COCs were allocated for in vitro embryo
production. Nine days after IFIOT, uterine flushing of ovulating females was performed.
Embryos produced by IFIOT and in vitro (IVP) were evaluated for diameter and number of
cells. The binomial GLM model was adjusted, and odds ratios of treatments and injection
quality grades for structure and embryo recovery were calculated. Embryonic diameter and
number of cells data were analyzed by ANOVA. The number of injected COCs did not affect
structure or embryo recovery after IFIOT (P >0.05), but the odds of embryo recovery were
higher (P <0.05) with grade 1 injections than with grade 2 injections. IFIOT and IVP embryos
showed similar diameter and number of cells (P >0.05). It can be concluded that the 27G R
needle with 10 pl is the most recommended for IFIOT, as it presents high recovery rates with
greater preservation of COCs. Furthermore, the odds of embryo recovery are affected by

injection quality but not by the quantity of injected COCs.

Keywords: Injection; Follicle; Bovine embryos; cumulus-oocyte complex.
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1 INTRODUCAO

Apesar da PIVE ser a técnica mais empregada atualmente para producao de embrides
bovinos, ainda hé algumas limitagdes no seu uso. A taxa de desenvolvimento até o estagio de
blastocisto a partir do total de ovocitos submetidos a maturagdo in vitro é baixa, situando-se
entre 30% e 40% (Lacerda et al., 2020; Leme et al., 2020; Mendonga et al., 2022). Além disso,
as taxas de prenhez ap0s a transferéncia de embrides PIV sdo aproximadamente 25% inferiores
em comparagdo com seus homoélogos in vivo (Ealy et al., 2019). Adicionalmente, embrides PIV
estdo associados a maiores perdas embrionarias e fetais apos a transferéncia (Berg et al., 2010;
Barnwell et al., 2015; Ealy et al., 2019), além de demonstrarem menor resisténcia as técnicas
de criopreservagao (Fair et al., 2001; Dode et al., 2013; Sudano et al., 2014).

Estes problemas, possivelmente, podem ser associados a menor qualidade dos embrides
PIVE, que diferem dos embrides gerados in vivo em termos de ultraestrutura (Crosier et al.,
2001; Lonergan et al., 2006), metabolismo (Khurana & Niemann, 2000), expressdo génica
(Mundim et al., 2009; Machado et al., 2013; Noguchi et al., 2020; Leme et al., 2021), padrao
de metilagdo de DNA (Mendonga et al., 2019) e incidéncia de anormalidades cromossdmicas
(Lonergan et al., 2004). A maior parte dessas alteragdes se devem ao ambiente de cultivo in
vitro, que pode exercer uma influéncia no fendtipo e no transcriptoma do embrido (Enright et
al., 2000; Driver et al., 2012).

Visando melhorar a viabilidade embrionaria e aumentar as taxas de sucesso na prenhez,
diversos estudos tém concentrado esfor¢cos para mudar as condi¢des de cultivo. Dentre as
alternativas, destaca-se a suplementacao dos meios com substancias que possam melhor atender
as demandas do embrido, tais como insulina-transferrina-selénio (ITS) e acido L-ascorbico
(AA) (Guimaraes at al., 2016; Mendonga et al., 2022), melatonina (Marques et al., 2018,
Marques et al., 2021), CSF2 (Loureiro et al., 2009), extratos antioxidantes (Fidelis et al., 2020),
FLI (FGF2, LIF e IGF1) (Stoecklein et al., 2022), entre outros. No entanto, nenhuma melhora

significativa tem sido observada nos tltimos anos.
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Para contornar os impactos negativos do cultivo in vitro na eficiéncia da PIVE foi
recentemente estabelecido um novo método para produzir embrides, a TIFOI. Dentre as
vantagens desta técnica, destaca-se o fato de que utiliza o trato genital feminino para maturagao
ovocitaria, fecundagdo e para o desenvolvimento embrionario inicial até o momento da coleta
dos embrides, ja no estdgio de blastocisto (Kassens et al., 2015; Spricigo et al., 2016). Desta
forma, além de possibilitar a produg@o de embrides totalmente in vivo e, consequentemente, de
maior qualidade, dispensa a estrutural laboratorio diminuindo significativamente os custos
finais de produgao.

Apesar de a TIFOI ser uma técnica muito promissora, os resultados obtidos até o
momento nao sdo satisfatorios para seu uso em escala comercial, pois a taxa de embrides viaveis
recuperados a partir do total de ovocitos injetados € muito baixa, em torno de 10 a 12% (Kassens
etal., 2015; Spricigo et al., 2016; Andrlikova et al., 2020). Portanto, para que a TIFOI possa ser
utilizada comercialmente, ¢ essencial que se torne mais eficiente, ou seja, que se aumente o
numero de embrides produzidos e recuperados. Os fatores responsaveis pelos resultados obtidos
até o momento ainda ndo estdo claros, sendo assim, ¢ importante avaliar todas as etapas
envolvidas para que se possa identificar as que mais impactam negativamente a recuperagao
final dos embrides.

Estudo recente em que os ovocitos injetados pela TIFOI foram aspirados um pouco antes
da ovulagao mostrou que somente 50% dos ovocitos foram recuperados (Simdes et al., 2021),
sugerindo que a injecdo pode ainda ser um problema e que seu protocolo precisa ser revisto.
Além disso, foi observado que ap0s a inje¢ao ocorre uma reducao do tamanho do foliculo (Faria
et al., 2022) e que essa redugdo pode estar envolvida com a recuperacao pos TIFOI. No que se
refere a injegdo, os procedimentos ainda sdo variaveis, ja que o liquido folicular ou o PBS tém
sido utilizados como veiculo de CCOs em um volume que varia de 60 a 200 pl (Spricigo et al.,
2016; Hoelker et al., 2017; Andrlikova et al., 2020; Faria et al., 2021) e com nimero de CCOs
entre de 5 e 60 (Kassens et al., 2015; Spricigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017; Simdes et al.,
2021; Ruas et al., 2022). Portanto, ¢ necessario estabelecer esses parametros basicos para que
se possa entdo realizar estudos para aumentar a eficiéncia da técnica.

Com relagdo ao volume do veiculo utilizado, além de sua variagdo entre os estudos
conduzidos até o momento, existe variacao entre os proprios grupos de pesquisa. Nos estudos
realizados no Laboratorio de Reproducao Animal da Embrapa, por exemplo, foram empregados
volumes de até 60 pl (Spricigo et al., 2016; Faria et al., 2021). Contudo, a quantidade
efetivamente injetada permanece incerta, pois os ovdcitos sdo alocados no sistema de TIFOI

com uma quantidade nao especificada, enquanto o restante do volume permanece na placa de
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Petri. Dessa forma, a padronizacdo do volume mais adequado para a inje¢ao ¢ fundamental para
a uniformizagdo dos procedimentos e para dar prosseguimento a outros estudos investigativos.
Falchi et al. (2022) realizaram ensaios in vitro para determinar as melhores condi¢des para a
injecdo em ovinos e observaram que uma agulha 28 G com um volume de 5 pl carregada com
30 CCOs resultou em maiores taxas de recuperagdo e melhor preservacao da integridade dos
CCOs. Entretanto esse tipo de estudo ainda ndo foi realizado em bovinos.

Portanto, este estudo teve como objetivo testar diferentes parametros como o tipo de
agulha, o volume de meio e a quantidade de CCOs utilizados, visando estabelecer as condi¢des

de injecdo mais adequadas para aumentar a eficiéncia da producao de embrides pela TIFOL.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Reprodugao Animal (LRA) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF (15°43'52.8"S 47°54'10.3"0) e no
Centro de Transferéncia de Tecnologias de Racas Zebuinas com Aptidao Leiteira (CTZL) da
Embrapa Cerrados, Recanto das Emas-DF (15°57'10.7"S 48°08'09.4"0).

Todos os reagentes utilizados neste estudo, salvo indicacdo em contrario, foram

adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com as
regulamentagdes brasileiras relativas a ética animal e pesquisa em satde e foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA / Embrapa Recursos Genéticos Animais e
Biotecnologia - Protocolo CEUA N° 005/2022). No experimento 1, foram utilizados ovarios
obtidos apos o abate dos animais em abatedouros locais. No Experimento 2, CCOs foram
obtidos de abatedouros locais e foram utilizados 37 animais mestigos de racas leiteiras para a
TIFOI (Figura 1). Os animais foram mantidos em regime de pastejo, com sal mineral e dgua ad
libitum. O experimento foi executado durante o més de junho de 2023.

Os animais foram avaliados por meio de palpagdo retal e exame ultrassonografico para
determinar se nao havia nenhuma patologia ou anormalidade aparente no trato reprodutivo. A
presenca de um CL ou foliculo dominante nos exames preliminares foram utilizados como
critério para inclusdo das matrizes no experimento, indicando que estas apresentavam

ciclicidade.
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Figura 1. Ovuladoras utilizadas no Experimento 2 - Animais mesticos de ragas leiteiras do
Centro de Transferéncia de Tecnologias de Ragas Zebuinas com Aptidao Leiteira (CTZL).

2.2 Delineamento experimental

2.2.1 Experimento 1. Efeito das condi¢cdes da injecdo na recuperacio e qualidade de

ovocitos apos a TIFOI in vitro

O objetivo deste experimento foi avaliar se as condi¢des da injecdo, tais como tipo de
agulha, o volume de meio e a quantidade de CCOs injetados, afetam a porcentagem de ovodcitos
que efetivamente permanecem dentro do foliculo e a qualidade desses ovocitos e de suas células
do cumulus (CC). Para isso, avaliou-se o efeito de quatro diferentes agulhas (27G Raquidiana,
Unisis®, Fukuoka — Japao (27G R); 27G Gengival, DFL®, Rio de Janeiro - Brasil (27G G);
27G WTA, WTA®, Cravinhos - Brasil (27G W); 30G Gengival, DFL®, Rio de Janeiro - Brasil
(30G G), dois volumes de meio PBS (10 e 20 pl) e duas quantidades de CCOs (25 e 50).
Resultados prévios de nosso laboratorio mostraram que quando até 60 pl foi comparado com
20 ul, a taxa de recuperagdo in vivo foi semelhante entre os dois grupos quando a injecdo era

de boa qualidade (resultados ndo publicados). Entretanto, para confirmar se in vitro 60 e 20 pl
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também ndo seriam diferentes quanto a taxa de recuperacdo e qualidade dos ovdcitos, foi
realizado um teste preliminar comparando esses dois volumes. Os resultados mostraram que
nao houve diferenga nem na taxa de desnudamento, nem na taxa de recuperagdo. Portanto, o
volume de 60 pl ndo foi utilizado nos demais experimentos deste estudo.

Inicialmente, as agulhas a serem testadas foram avaliadas quanto ao comprimento,
diametros interno e externo e o volume de liquido comportado. Para os testes de injecao
intrafolicular de ovoécitos in vitro, ovarios foram coletados em abatedouros locais e aqueles com
a presenca de foliculos com diametro > 9 mm foram utilizados. Os CCOs foram aspirados de
varios ovarios e, apos a selecao foram injetados em foliculos com o didmetro pré-estabelecido
para a TIFOI. No momento da inje¢do, avaliou-se a resisténcia na penetra¢dao no foliculo, o
refluxo a partir do orificio causado pela injecdo e se os ovoécitos ficaram retidos no sistema (%
de retencdo). Posteriormente, os foliculos injetados foram aspirados e as taxas de recuperagao
e desnudamento dos CCOs injetados foram avaliadas (Figura 2).

Primeiramente, foram realizadas 5 inje¢des/tratamento comparando as quatro agulhas,
utilizando 20 pl de meio PBS e 25 CCOs. Em uma segunda etapa, foram realizadas 7
injegdes/tratamento utilizando as agulhas 27G R e 27G W para avaliar o efeito do volume de

meio (10 ou 20 pl) e da quantidade de CCOs (25 e 50) sobre os pardmetros supracitados.

Figura 2. Esquema representativo do experimento 1. a) Complexos cumulus-ovdcitos (CCOs)
imaturos utilizados para a Transferéncia Intrafolicular de Ovécitos Imaturos (TIFOI). b) Injecao
de um grupo de CCOs em um foliculo dominante. ¢) Aspiracdo do foliculo injetado. d)
Rastreamento dos CCOs e avaliagdo da taxa de recuperagdo e de desnudamento.
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2.2.2 Experimento 2. Efeito das condicoes da injecao na recuperacio de embrides apos

a TIFOI

Apo6s a conclusdo dos testes preliminares utilizando ovarios obtidos de abatedouro,
procedeu-se a avaliag@o in vivo. O segundo experimento foi conduzido com o proposito de
determinar se os pardmetros previamente estabelecidos poderiam otimizar a taxa de
recuperagdo de embrides na aplicacao da técnica de transferéncia intrafolicular de ovdcitos
imaturos.

Com a inteng¢ao de obter um foliculo pré-ovulatério no dia da TIFOI, as ovuladoras (n=
37) foram submetidas a um protocolo de sincronizagdo de estro (Réplica 1: n= 14, Réplica 2:
n= 12, Réplica 3: n= 11). Ao todo, vinte e duas vacas foram submetidas a TIFOI, sendo onze
com a injecdo de 25 CCOs (tratamento T25) e onze com a inje¢do de 50 CCOs (T50). Para este
experimento, utilizou-se a agulha 27G R, com volume de meio PBS de 10 pl
Concomitantemente, grupos de 25 a 30 CCOs foram destinados a maturacdo, fecundagdo e
cultivo embrionario in vitro (MIV controle).

No momento da TIFOI, a qualidade da injecao foi avaliada em uma escala de 1 (melhor)
a 3 (pior), seguindo a classifica¢do descrita por Faria et al. (2022). Apos a TIFOI, procedeu-se
a lavagem do sistema para verificar se ficaram ovocitos retidos. Imediatamente apos, as
ovuladoras foram inseminadas artificialmente, seguida pela indugdao da ovulagdo com GnRH.
Nove dias apos a TIFOI, realizou-se a coleta de embrides por meio de lavagem uterina. Avaliou-
se a taxa de recuperagdo de estruturas sobre o total de ovdcitos injetados, bem como a taxa de
embrides. Os embrides TIFOI recuperados foram entdo transportados ao laboratério para
avalia¢do do didmetro individual e corados com H33342 para a contagem do niimero total de

células, seguindo o mesmo procedimento aplicado aos embrides do grupo controle.

2.3 Avaliacao das agulhas a serem testadas

As agulhas a serem testadas no Experimento 1 foram avaliadas quanto ao comprimento,
diametro interno, didmetro externo e o volume de liquido comportado. As informagdes de
comprimento e didmetro externo foram obtidas dos fabricantes das respectivas agulhas. Para
efetuar as medicoes do diametro interno de cada agulha, empregou-se um estereomicroscopio
trinocular conectado a uma camera (SMZ800N, Nikon Corporation, Minato, Toquio, Japao)

utilizando a ferramenta de medi¢do integrada ao dispositivo (Figura 3).


https://www.google.com/search?sca_esv=565962063&rlz=1C1GCEU_pt-BRBR957BR957&q=Minato&si=ALGXSlYh1-GEPndq7qMo--O-TPixQtNN4JMroSxgItz5kq0stNImf6VxYIRuK9LE8U6NdI51d7PubzWfag1Jwg82I8fCUeXZuA-6DU73FbtAiqHt2_hVroUTyNJSVJKtK64XjisMjFsBGOGKGiigt4nyK4e2Sc9PDtON3TZh-t7aCkEAbCq6XjIb-LyzGqpWTXOoFVsufUpp&sa=X&ved=2ahUKEwiajobz86-BAxXarJUCHUgoBuoQmxMoAXoECFoQAw

48

Figura 3. Medic¢ao do didmetro interno da agulha utilizando a ferramenta integrada a camera.

As medigoes foram repetidas em cinco vezes para cada agulha, com o proposito de calcular
os valores médios. Posteriormente, com base nos dados de didmetro interno e comprimento,
efetuou-se os seguintes céalculos para estimar o volume que cada agulha pode acomodar,

expresso em microlitros (pl):

e Area Circunferéncia = n*r? onde, © = 3.1415
e 1= Diametro Interno/2

e Volume = Area * Comprimento

2.4 Obtenc¢ao de Ovoécitos Imaturos

Ovérios foram coletados em abatedouros locais imediatamente apos o abate e
transportados ao laboratorio a temperatura de 32 a 36°C. Ao chegar no laboratorio, os ovarios
mantidos em solucdo salina 0,9% (NaCl 0,9%), suplementada com sulfato de estreptomicina
(100 pg/ml) e penicilina G (100 Ul/ml), em banho-maria (32-36° C) durante a aspiracao dos
foliculos.

Os CCOs foram aspirados de foliculos de 3 a 8§ mm de diametro utilizando uma agulha
hipodérmica (18 G) acoplada a uma seringa de 10 mL e transferidos para um tubo conico de 15
mL. No experimento 1, os ovarios com foliculos dominantes (9 a 12 mm) foram reservados em
frasco contendo solucdo salina aquecida para posterior utilizacdo. Apos a aspiracao, aguardou-
se pelo menos 10 minutos para sedimentacao do pellet contendo os ovdcitos no fundo do tubo

conico, entdo 10 mL do fluido folicular sobrenadante foram centrifugados por 5 min a 700 xg
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e utilizados para busca e sele¢do dos CCOs. Somente CCOs com trés ou mais camadas de CC
e citoplasma regular ou apresentando granulacdes finas foram selecionados para os

experimentos.
2.5 TIFOI em ovarios de abatedouro

Para a injecdo foi utilizado um sistema fechado, contendo em uma das extremidades
uma seringa de insulina e a outra extremidade foi equipada com cada agulha a ser testada

(Figura 4).

| fr L
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d
Figura 4. Agulhas utilizadas no Experimento 1. a) 27G Raquidiana, Unisis®, Fukuoka — Japao;

b) 27G WTA, WTA®, Cravinhos - Brasil; ¢) 27G Gengival, DFL®, Rio de Janeiro - Brasil; d)
30G Gengival, DFL®, Rio de Janeiro — Brasil.

a b

Os CCOs previamente rastreados e selecionados foram mantidos em uma placa de Petri
contendo liquido folicular, sob placa aquecedora a 36°C. De acordo com o experimento, Grupos
de 25 ou 50 CCOs foram colocados em uma gota (10 ou 20 pl) de solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) suplementada com 0,5% albumina sérica bovina (BSA) (Figura 5a). Os
CCOs foram, entdo, alocados por pressao negativa dentro da agulha, junto com o meio PBS.
Todo o sistema foi previamente preenchido com PBS, deixando uma coluna de ar de
aproximadamente 1 cm entre o conteudo a ser injetado e o PBS do sistema.

A injecdo foi realizada com o bisel da agulha voltado para baixo, penetrando-se de
forma cuidadosa paralelamente ao foliculo dominante, no parénquima ovariano. Durante o
procedimento de inje¢do, avaliou-se a resisténcia a penetracao no foliculo, classificando-a em
trés niveis (1 — penetragdo facil, 2 — resisténcia moderada, 3 — resisténcia significativa), bem

como o refluxo a partir do orificio causado pela inje¢do, com classificagdes variando de 1 a 3
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(1 — gota discreta, volume minimo, 2 — gota visivel, volume moderado, 3 — gota de grande
volume ou jato de liquido). Apds a injegdo, realizou-se uma lavagem do sistema com
aproximadamente 1 mL de meio PBS, e o conteudo foi transferido para uma placa de Petri para
a identificag¢do de possiveis ovocitos retidos.

Em seguida, o foliculo injetado foi puncionado e seu conteudo foi aspirado com uso de
uma agulha hipodérmica (18 G) acoplada a uma seringa de 10 mL. O conteudo aspirado foi
depositado em uma placa de Petri média (60 mm) e a seringa foi lavada com aproximadamente
5 mL de meio PBS aquecido, para garantir que ndo ficaram ovocitos retidos. Por fim, os CCOs
foram rastreados e avaliou-se a taxa de recuperagdo sobre a quantidade efetivamente injetada
(subtraindo-se os ovocitos retidos no sistema e o ovocito originario do foliculo). Além disso,
avaliou-se a taxa de desnudamento sobre o total de CCOs recuperados (Figura 5b). O ovdcito
foi classificado como desnudado quando mais que 50% de sua circunferéncia ndo apresentava

nenhuma camada de CC ao seu redor.

Figura 5. Complexos cumulus-ovocitos (CCOs) antes e apds a Transferéncia Intrafolicular de
Ovacitos Imaturos (TIFOI). a) Grupo de CCOs em gota de meio PBS, antes da injecdo. b) CCOs
rastreados apos aspiracao do foliculo injetado.

2.5 Protocolo de sincronizacio de estro das ovuladoras

No dia 0 (DO) do protocolo, as ovuladoras receberam um implante intravaginal de
progesterona (lg; Sincrogest® Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil),

associado a administra¢do intramuscular (im) de 2,0 mg de benzoato de estradiol (RIC-BE®,
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Tecnopec Ltda, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil). No dia 8 (D8), foi realizada a retirada do implante
de progesterona e a administracdo intramuscular (im) de um analogo de Prostaglandina F2a
(500 pg de Cloprostenol sédico, ESTRON®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A,
Embu-Guacgu, Sao Paulo, Brasil) para indu¢dao da lutedlise. Trinta horas apds a retirada do
implante, foi realizada a TIFOI e, simultaneamente, foi administrado um analogo de GnRH para

inducdo da ovulacao (50mg de Lecirelina; Gestran® ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina).

2.6 TIFOI

A TIFOI foi realizada conforme descrito anteriormente por Spricigo et al., (2016). Os
animais foram devidamente imobilizados em um tronco de contencdo e apos antissepsia da
regido perineal, foi realizada anestesia epidural baixa com cloridrato de lidocaina 2%
(Lidovet®, BRAVET, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Para a inje¢do, foi utilizado um
aparelho de ultrassom com transdutor microconvexo de 7,5 MHz acoplado a uma guia
transvaginal (WTA, Cravinhos, S3ao Paulo, Brasil). A guia continha, paralelamente ao
transdutor, um mandril montado em um sistema fechado, com uma seringa de insulina em uma
extremidade e a agulha na outra.

Os CCOs foram aspirados de ovéarios obtidos em abatedouros e, apds a aspiragdo e
sele¢do, foram mantidos em grupos de 25 ou 50 em placas de 4 pocos contendo fluido folicular
(aproximadamente 500 pl por pogo), sobre placa aquecedora a 36°C. No momento da TIFOI,
os grupos de CCOs foram submetidos a duas lavagens em meio PBS e, em seguida, pipetados
em um volume final de 10 pl e colocados sobre uma placa de Petri. Por pressdo negativa, os
CCOs foram alocados dentro da agulha da TIFOI, juntamente com a gota de meio PBS. Todo o
sistema foi previamente preenchido com PBS, deixando uma coluna de ar de aproximadamente
1 cm entre o contetido a ser injetado e o PBS do sistema.

A guia foi inserida no fornix vaginal do mesmo lado do ovério contendo o foliculo
dominante e, por meio de palpagdo retal, o ovario foi posicionado para perfuracao do foérnix
vaginal e da parede do foliculo. Imediatamente apds, foi realizada a inje¢ao de todo o volume
de meio contendo os CCOs. A qualidade da injecao foi classificada em graus, conforme descrito
por Faria et al. (2022): injeg¢@o 1: inje¢do no centro do foliculo e visualizagdo da entrada de
todas as estruturas; grau 2: injecao na periferia do foliculo e visualizagdo da entrada das
estruturas muito rapida (causando efeito de vortice) ou muito lenta (quase imperceptivel); grau

3: mais de uma perfuragdo no foliculo e sem visualizagdo da entrada das estruturas.
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Ap6s a TIFOI, o sistema foi lavado com meio PBS e o conteudo foi depositado em uma
placa de Petri para avaliar se ficaram ovocitos retidos no sistema. Posteriormente, as ovuladoras
foram submetidas a inseminacdo artificial com uma dose de sémen convencional de um
reprodutor da raga Nelore (Bos taurus indicus), adquirida em uma central de reproducao e com
dados de fertilidade conhecidos. A deposi¢ao do sémen foi realizada no corno uterino ipsilateral
ao foliculo dominante. A inducdo da ovulacdo foi realizada neste momento utilizando um

analogo de GnRH, conforme descrito previamente.

2.7 Coleta de embriodes

A coleta de embrides foi realizada 9 dias apds a TIFOI (oito dias apés o momento
estimado da ovulacdo). As fémeas foram primeiramente submetidas a exame ultrassonografico
para confirmar se havia ocorrido a ovulagdo e a formagao do CL. As vacas que haviam ovulado
foram entdo submetidas a coleta de embrides por meio de lavagem uterina.

Primeiramente, a vaca foi devidamente contida em um tronco e foi realizada a
higienizacdo da regido perineal. Em seguida, a analgesia foi promovida por meio de anestesia
epidural baixa com cloridrato de lidocaina 2% (Lidovet®, BRAVET, Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil). Para a coleta, uma sonda de Foley foi inserida via intracervical com o auxilio
de um mandril e posicionada na base do corpo uterino, onde o baldo foi inflado até fixa-la.
Posteriormente, o mandril foi retirado e um equipo em “Y” foi acoplado a sonda de Foley,
compondo o sistema fechado. Em suas outras extremidades, foram fixadas uma bolsa com meio
PBS aquecido (32 a 36°C) e um filtro de coleta de embrides, sendo realizada a perfusao uterina
com aproximadamente 1000 mL de meio PBS.

Terminada a coleta, o filtro foi lavado o contetido foi depositado em uma placa de Petri,
onde as estruturas (Figura 6) foram rastreadas com auxilio de lupa estereomicroscopica. As
estruturas recuperadas foram classificadas conforme sua morfologia em zona pelucida (ZP),
ovocito nao fecundado (NF), embrido degenerado (DG), moérula (Mo), blastocisto inicial (Bi),
blastocisto (Bl) ou blastocisto expandido (Bx). Foram avaliadas a taxa de recuperagdo de
estruturas (contabilizando ZP, NF e DG) e a taxa de embrides com relagdo ao total de CCOs
efetivamente injetados em cada animal. Para melhor interpretagdo dos resultados, avaliou-se
também as taxas de recuperacao de estruturas e embrides extras, ou seja, descontando-se uma
estrutura ou embrido, possivelmente proprio da ovuladora.

Os embrides recuperados foram transportados até o laboratorio em criotubos contendo

500 ul de meio H-SOF (SOF tamponado com HEPES), em transportadora a 38° C.



53

.

-y
‘ 1. 00mm
P e ]
~

Figura 6. Estruturas recuperadas ap6s a lavagem uterina de fémea bovina submetida a
Transferéncia Intrafolicular de Ovdcitos Imaturos (TIFOI).

2.8 Maturacgao in vitro (MIV)

Para o grupo controle, os CCOs obtidos de ovarios de abatedouro foram selecionados,
lavados uma vez em meio de lavagem, composto de TCM-199 com sais de Hank, L-Glutamina
e 25 mM HEPES (Gibco® BRL, Burlington, ON, Canadd), e transferidos em grupos de 25-30
para criotubos contendo de 350 pl de meio de maturacdo e 250 pl de 6leo mineral. O meio de
MIV era composto de TCM-199 com sais de Earl’s (Gibco® BRL, Burlington, ON, Canadd)
suplementado com 0,4% de BSA, 0,01 UI/mL de FSH, 0,1 mg/mL de L-glutamina, Cysteamina
(0,1 mM) e antibidtico (amicacina, 0,075 mg/mL). Os CCOS foram transportados até o
laboratério em transportadora a 38° C e, posteriormente, os tubos contendo os CCOs
transferidos para estufa de cultivo. Os ovdcitos foram maturados in vitro durante 22 a 24 horas,

a 38,5°C em atmosfera com 5% de CO2 em ar.
2.9 Fecundacio in vitro (FIV)

Apos a maturacdo, os CCOs (em grupos de 25 a 30) foram lavados em meio de
fecundacao e transferidos para uma gota de 150 pL do mesmo meio, em placa coberta com 6leo
mineral. O meio de fecundagao utilizado foi o Tyrode's Albumin Lactate and Pyruvate (TALP)
(Parrish et al., 1995) suplementado com 0,5 mM de penicilamina, 0,25 mM de hipotaurina, 25

uM de epinefrina e 10 ug/mL de heparina. Para a realizacdo da FIV, foi empregado sémen de
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um touro da raga Nelore (Bos taurus indicus) previamente testado para PIVE. Este touro foi o
mesmo utilizado para a IA das fémeas ovuladoras submetidas a TIFOL.

A dose de sémen foi descongelada a 36 °C durante 30 segundos e, em seguida, foi
realizada a selecdo dos espermatozoides vidveis por meio de centrifugagao em um gradiente
descontinuo de Percoll (GE® Healthcare, Piscataway, NJ, USA), utilizando 400 pl de Percoll
90% e 400 pl de Percoll 45% em microtubo de 1,5 mL, a 9000 x g, durante 5 minutos.

O pellet resultante foi ressuspendido em meio TALP e centrifugado novamente a 9000
x g, durante 5 minutos. Por fim, o sobrenadante foi retirado e o pellet obtido foi ressuspendido
em meio TALP e adicionado a gota de fecundagdo, alcangando uma concentragdo final de 1 x
10° espermatozoides/mL. Os ovécitos e espermatozoides foram co-incubados a 38,5 °C e 5%

de CO2 em ar, por um periodo de 18 a 20 horas. O dia da FIV foi considerado o dia 0 (DO).

2.10 Cultivo embrionario in vitro (CIV)

Ap6s a fecundagdo, os zigotos presumiveis foram parcialmente desnudados por meio de
sucessivas pipetagens, lavados duas vezes em meio de cultivo embrionario e transferidos para
gotas de 150 pl do mesmo meio, cobertas com 6leo mineral. O meio de cultivo era composto
de fluido de oviduto sintético (SOF), suplementado com aminoacidos essenciais € nao
essenciais, 0,35 mM de sodio tri citrato, 2,8 mM de myo-inositol (Holm et al., 1999) e 4 mg/ml
BSA. O cultivo embrionario in vitro foi realizado a 38,5 °C numa atmosfera de 5% de CO2 em
ar. Os embrides foram avaliados no dia 2 (D2) para a taxa de clivagem e em D6, D7 e D8 para

a taxa de produgdo de blastocistos.

2.11 Avaliacdo do diAmetro dos embrides e contagem do niimero total de células

No oitavo dia de desenvolvimento, embrides em estdgio de blastocisto expandido,
provenientes da TIFOI e PIV, foram avaliados quanto ao didmetro e ao numero total de células
individuais.

Para determinar o didmetro embriondrio (Figura 7a), foi realizada a medi¢ao utilizando
um microscopio trinocular conectado a uma camera (SMZ800N, Nikon Corporation, Minato,
Toéquio, Japao). Posteriormente, os embrides foram lavados trés vezes em PBS suplementado
com 0,3% de polivinilpirrolidona (PVP) e entdo incubados durante 15 minutos em solucdo de
Hoechst 33324 na concentragdo de 1 pg/mL (1000 pl de Paraformaldeido 4% + 0,2 pl de

H33342 a 5,0 mg/mL). Por fim, os embrides foram lavados trés vezes em PBS/PVP, montados


https://www.google.com/search?sca_esv=565962063&rlz=1C1GCEU_pt-BRBR957BR957&q=Minato&si=ALGXSlYh1-GEPndq7qMo--O-TPixQtNN4JMroSxgItz5kq0stNImf6VxYIRuK9LE8U6NdI51d7PubzWfag1Jwg82I8fCUeXZuA-6DU73FbtAiqHt2_hVroUTyNJSVJKtK64XjisMjFsBGOGKGiigt4nyK4e2Sc9PDtON3TZh-t7aCkEAbCq6XjIb-LyzGqpWTXOoFVsufUpp&sa=X&ved=2ahUKEwiajobz86-BAxXarJUCHUgoBuoQmxMoAXoECFoQAw
https://www.google.com/search?sca_esv=565962063&rlz=1C1GCEU_pt-BRBR957BR957&q=Minato&si=ALGXSlYh1-GEPndq7qMo--O-TPixQtNN4JMroSxgItz5kq0stNImf6VxYIRuK9LE8U6NdI51d7PubzWfag1Jwg82I8fCUeXZuA-6DU73FbtAiqHt2_hVroUTyNJSVJKtK64XjisMjFsBGOGKGiigt4nyK4e2Sc9PDtON3TZh-t7aCkEAbCq6XjIb-LyzGqpWTXOoFVsufUpp&sa=X&ved=2ahUKEwiajobz86-BAxXarJUCHUgoBuoQmxMoAXoECFoQAw
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em laminas com meio antifade (Slowfade™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) e observados sob um microscopio de fluorescéncia, utilizando filtro de
comprimento de onda de excitacdo de 350/461 nm. Para cada blastocisto, determinou-se o

numero total de células individuais (ntcleos azuis, Figura 7b).
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Figura 7. a) Medi¢do do diametro embrionario utilizando a ferramenta integrada a camera. b)
Embrido bovino corado com Hoechst 33342 para contagem do numero total de células (nicleos
azuis).

2.12 Analise estatistica

2.12.1 Experimento 1. Efeito das condicées da injecio na recuperacio e qualidade de

ovocitos apos a TIFOI in vitro

No primeiro experimento deste estudo, as andlises foram realizadas utilizando o
programa ““Statistical Analysis System” (SAS, versdo 9.4). As variaveis que ndo apresentaram
distribuicao normal foram transformadas e o procedimento “MIXED” foi utilizado para analise
de variancia. As médias foram ajustadas pelo “LSMEANS” e comparadas, quando necessario,
pela probabilidade de diferenca (PDIFF). A significancia estatistica foi declarada quando P
<0,05.


https://www.google.com/search?sca_esv=565982062&rlz=1C1GCEU_pt-BRBR957BR957&q=Waltham&si=ALGXSlZS0YT-iRe81F2cKC9lM9KWTK4y0m5Atx8g9YliNNw2mWuW4HmN45JIbwkuG1OB4e0J3nqH8w3RowpmiZddsOBromkGW4lQ2DqqT_-2xw0D7VehhJNwgmb9iNmKO2EfMF5AbBs8GyHeUx6vY2iKC-HDPPlFfkbhPc15sYtTAslt_NaSKN-XGQ1BnEmdfyQ0ZAcL0Lb7&sa=X&ved=2ahUKEwjT-JzUpLCBAxXCrZUCHYwBCLwQmxMoAXoECEkQAw
https://www.google.com/search?sca_esv=565982062&rlz=1C1GCEU_pt-BRBR957BR957&q=Waltham&si=ALGXSlZS0YT-iRe81F2cKC9lM9KWTK4y0m5Atx8g9YliNNw2mWuW4HmN45JIbwkuG1OB4e0J3nqH8w3RowpmiZddsOBromkGW4lQ2DqqT_-2xw0D7VehhJNwgmb9iNmKO2EfMF5AbBs8GyHeUx6vY2iKC-HDPPlFfkbhPc15sYtTAslt_NaSKN-XGQ1BnEmdfyQ0ZAcL0Lb7&sa=X&ved=2ahUKEwjT-JzUpLCBAxXCrZUCHYwBCLwQmxMoAXoECEkQAw
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2.12.2 Experimento 2. Efeito das condicoes da injecio na recuperacio de embrides apos

a TIFOI

Neste experimento, avaliou-se a recuperacao ou nao de estruturas e embrides em fungao
de dois fatores (qualidade da inje¢do e tratamento — T25 ou T50). O procedimento de equagdes
de estimagdo generalizadas (GEE — generalised estimating equations, foi utilizado para
avaliacdo de independéncia ou ndo das amostras e, devido ao baixo valor estimado de
correlagdo entre os ovocitos, optou-se por considerar as amostras independentes. Portanto, para
a andlise estatistica utilizou-se o modelo GLM de familia binomial, popularmente conhecido
por modelo de regressao logistica, no Software R (versao 4.0.4).

O modelo GLM foi ajustado e dele foram calculadas as razdes de chance (odds ratio)
dos pares de tratamento, bem como seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC95%).
As comparagdes multiplas entre os pares de tratamento foram feitas através do 1C95%. Para
que fosse mantido o nivel de significancia de 5% do conjunto de comparagdes realizadas, foi
aplicado o ajuste de Bonferroni. O procedimento de comparagao foi realizado de acordo com o
procedimento apresentado em Bilder & Loughin (2015, p.109-110). Para interpretagdo das
comparagdes multiplas realizadas com base no 1C95% das razdes de chance (odds ratio),
verificou-se se 0 IC95% continha ou ndo o valor unitario. Se o 1C95% contivesse o valor
unitario, considerou-se que as chances de se obter sucesso entre os tratamentos comparados
podem ser as mesmas e que os tratamentos podem ter performance similar.

Para os dados de didmetro médio e do nimero total de células embriondrias foi realizada
analise de variancia (ANOVA), com correcao de Welch (correcdo para tamanhos de grupo
desbalanceados). As médias foram comparadas, quando necessario, conforme o procedimento

descrito por Herberich et al. (2010). A significancia estatistica foi declarada quando P <0,05.



57

3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1. Efeito das condi¢des da injecdo na recuperacio e qualidade de ovocitos

na TIFOI in vitro

3.1.1 Medicoes das Agulhas

Os valores de comprimento, didmetro interno, diametro externo ¢ volume de liquido
comportado pelas agulhas 27G R, 27G G, 27G W e 30G G se encontram na Tabela 1.

As agulhas 27G R, 27G G e 27G W apresentam diametro externo de 0,40 mm e a agulha
30G G apresenta didmetro externo de 0,30 mm. O didmetro interno das agulhas ¢é: 0,28 mm -
27G R; 0,20 mm - 27G G; 0,25 mm — 27G W; ¢ 0,14 mm — 30G G. A maior agulha em
comprimento € a 27G R (90 mm), seguida pela 27G W (65 mm), 27G G (38 mm) e, por ultimo,
a 30G G (25 mm). A capacidade de liquido que cada agulha comporta foi obtida por meio de
calculo de volume, a partir dos dados de comprimento e didmetro interno. Portanto, foram
obtidos os seguintes valores: 27G R — 5,54 ul, 27G G — 1,19 pl, 27G W — 3,19 ul e 30G G —
0,38 ul.

Tabela 1. Medidas médias de didmetro externo, diametro interno,
comprimento e capacidade de liquido comportado em diferentes agulhas

Agulha Diametro Diametro Comprimento Capacidade
Externo Interno (mm) (V)
(mm) (mm)
271G R 0,40 0,28 90 5,54
271G G 0,40 0,20 38 1,19
21GW 0,40 0,25 65 3,19
30G G 0,30 0,14 25 0,38

27G R: 27G Raquidiana; 27G G: 27G Gengival; 27GW: 27G WTA; 30G G: 30G Gengival.
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3.1.2 TIFOI em ovarios de abatedouro

Antes de iniciar os testes com ovarios de abatedouro, conduziu-se um teste preliminar
para confirmar se haveria diferenca in vitro entre 60 e 20 ul quanto a taxa de recuperagao e o
desnudamento dos CCOs apos a injecao. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca
nem na taxa de desnudamento, nem na taxa de recuperagdo (Tabela 2). Portanto, optou-se por

nao utilizar o volume de 60 pl nos experimentos subsequentes deste estudo.

Tabela 2. Resultados do teste preliminar avaliando o efeito de diferentes volumes de meio
PBS sobre a recuperacdo e desnudamento dos complexos cumulus-ovdcitos (CCOs) apos a
Transferéncia Intrafolicular de Ovdcitos Imaturos (TIFOI) (8 injecdes/tratamento)

Volume de meio PBS 20 pl 60 ul P-Valor
N° total de CCOs injetados 197 198 B

Recuperacao - % + SE 84,2+ 6,6 79,3 +£3,6 0,5113
Desnudamento - % + SE 17,4 £4,0 26,7+4,6 0,1661

Em cada injecdo, a agulha 27G Raquidiana foi carregada com 25 CCOs em 20 ou 60 pl de meio PBS.
*P-Valor: se refere a comparagdo entre os tratamentos. Declarou-se diferenga estatistica entre os tratamentos
quando P <0,05.

Na primeira etapa do Experimento 1 avaliou-se o efeito de diferentes agulhas sobre a
recuperagao e a qualidade dos CCOs apos a TIFOI (Tabela 3). Para isso, cinco injecdes foram
realizadas com cada agulha testada (27G R, 27G G, 27G W, e 30G G). Em cada injecdo, a
agulha foi carregada com 20 pl de meio PBS + 0,5% BSA, contendo 25 CCOs.

A taxa de CCOs que ficaram retidos no sistema e nao foram efetivamente injetados no
foliculo nao diferiu entre as agulhas avaliadas (P >0,05). Com relacdo a resisténcia no momento
da injecdo, este parametro foi semelhante entre todas as agulhas testadas, com exce¢do da
agulha 27G R, com a qual observou-se resisténcia ligeiramente maior a injecao (P <0,05). O
refluxo observado durante as injecdes, classificado com 1, 2 ou 3, foi maior (P <0,05) com a
agulha 30G G do que com as agulhas 27G G e 27G R, enquanto a 27G W foi semelhante as
demais.

A taxa de recuperagdo foi menor (P <0,05) quando se utilizou agulha 30G G e nao diferiu
entre as demais. Avaliando-se o desnudamento, as agulhas 30G G e 27G G apresentaram
maiores (P <0,05) taxas do que a 27G R e a 27G W. Considerando que 27G G e 30G G

apresentaram as maiores taxas de desnudamento, elas foram excluidas do proximo experimento.
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Tabela 3. Eficiéncia de diferentes agulhas utilizadas para a Transferéncia Intrafolicular de Ovocitos

Imaturos (TIFOI) com 25 complexos cumulus-ovocitos (CCOs), em 20 ul de meio PBS (5
injecdes/tratamento)

Variaveis 27G R 27G G 271G W 30G G P-Valor
N° total de CCOs* 125 125 125 125 _
CCOs retidos** - % = SE 0,0+0,0 4,0+4,0 24+1,6 1,6£1,0 0,6464
Resisténcia (1 a 3), média + SE 1,8 +£0,2% 1,0 £0,0° 1,0£0,0° 1,0+£0,0° 0,0002
Refluxo (1 a 3), média + SE 1,8+0,6° 1,4+02°  26+£04® 30+0,00 00144
Recuperagdo - % + SE 83,2 +4,1° 79,0 £6,1°  82,5+4,6° 63,5+6,8° 0,0494
Desnudamento - % + SE 27,0 + 8,6° 66,5+ 10,2 34,1+8,5° 84,0+£6,0° 0,0002

27G R: 27G Raquidiana; 27G G: 27G Gengival; 27G W: 27G WTA; 30G G: 30G Gengival.

*N° total de CCOs: nimero total de CCOs utilizados, considerando-se as 5 injecdes.

**Porcentagem de CCOs retidos no sistema.

**#*P_Valor: se refere & comparagdo entre os tratamentos. Declarou-se diferenga estatistica quando P <0,05.
a b Jetras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P <0,05).

Na segunda etapa, avaliou-se o efeito do volume de meio PBS e da quantidade de CCOs
utilizados para a inje¢do. Para isso, comparou-se 25 e 50 CCOs, utilizando 10 ou 20 ul de meio
PBS e as agulhas 27G R e 27G W.

Avaliando-se apenas o efeito da agulha utilizada para a inje¢@o, independentemente do
nimero de CCOs injetados ou do volume, foi possivel observar maior (P =0,0070) taxa de
desnudamento com a agulha 27G W (30,0%) do que com a agulha 27G R (18,8%). Além disso,
avaliando-se diferentes volumes, independentemente do numero de CCOs injetados, os
resultados mostraram (Tabela 4) que quando se utilizou a agulha 27G R, houve efeito do volume
na taxa de recuperacgao (P <0,05), sendo maior com 10 pl do que com 20 pl.

Adicionalmente, houve efeito da interagao entre agulhas, volume e quantidade de CCOs
para a taxa de retengdo (P <0,05). A maior taxa de retencao foi quando a 27G W foi utilizada
com 25 CCOs em 10 pl (Tabela 5). Nenhuma outra diferenca foi encontrada nas demais

variaveis analisadas.



60

Tabela 4. Efeito da interacdo entre diferentes agulhas (27 G R e 27G W) e volumes de meio veiculo (10 e 20pl)
na eficiéncia da Transferéncia Intrafolicular de Ovacitos Imaturos (TIFOI), em 14 injecdes/tratamento

Agulha
271G R 21GW
Volume (pl)

P-
Variaveis 10 20 10 20 Valor***
N° total de CCOs* 525 525 525 525 _
CCOs retidos** - % + SE 6,2+3,7 5,1+1,1 8,8+2)5 39+1,7 0,3010
Resisténcia (1 a 3), média = SE 1,2+0,1 1,2+0,1 1,0+ 0,0 1,0+ 0,0 1,0000
Refluxo (1 a 3), média = SE 1,9+0,2 23+0,2 2,1+0,2 1,7+0,2 0,0939
Recuperagio - % + SE 85,8+ 3,42 70,1 +473° 77,0+ 5,5% 82,1+4,0%  0,0221
Desnudamento - % + SE 15,3+2,3 22,4+5,6 30,0+ 3,9 30,0+2,7 0,3736

27G R: 27G Raquidiana; 27G W: 27G WTA.

*Numero total de CCOs utilizados, considerando-se as 14 injegdes.

**Porcentagem de CCOs retidos no sistema.

***P_Valor: se refere & comparagao entre os tratamentos. Declarou-se diferenca estatistica entre os tratamentos quando P <0,05.
&b Jetras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P <0,05).
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Tabela 5. Efeito da interacdo entre diferentes agulhas (27 G R e 27G W), volumes (10 e 20pl) e quantidades (25 e 50) complexos cumulus-ovécitos
(CCOs) na eficiéncia da Transferéncia Intrafolicular de Ovdcitos Imaturos (TIFOI), em 7 injecOes/tratamento

27GR 27G W
10 pl 20 pl 10 pl 20 pl
N° CCOs

Variaveis 25 50 25 50 25 50 25 50 P-Valor**
N° total de CCOs* 175 350 175 350 175 350 175 350 -
CCOs retidos** - % = SE 5124 74+27% 57+19° 454+ 1,6° 132+54* 43+1,5° 1,8+0,8° 6,1+1,4° 0,0244
Resisténcia - média = SE 1,1 £0,1 1,3+0,2 1,1+0,1 1,3+0,2 1,0£0,0 1,0£0,0 1,0£0,0 1,0+0,0 1,0000
Refluxo - média + SE 2,0+£02 1,9+0,3 23+04 23403 21+03 2,0+£03 1,6+03 1,9+03 0,7334
Recuperacio - % + SE 82,149 895+48 683+74  T1,.8+52 73,8+64 80,2+93 80,3+74 83,9+37 0,9544

Desnudamento - % + SE 16,8+42 138+23 265+9.8 18,3 +5,8 31,5£6,3 285+52 272+23 328449 0,3870

27G R: 27G Raquidiana; 27G W: 27G WTA.

*Numero total de CCOs utilizados, considerando-se as 7 injegdes.

**Porcentagem de CCOs retidos no sistema.

*#*P_Valor: se refere a comparagdo entre os tratamentos. Declarou-se diferenga estatistica entre os tratamentos quando P <0,05.
a b Jetras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P <0,05).
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3.2 Experimento 2. Efeito das condicées da injecio na recuperacio de embrides apos a

TIFOI

ApOs os testes preliminares utilizando ovarios provenientes de abatedouro, foi realizada
a avaliagdo in vivo. Para isso, foi utilizada a agulha 27G Raquidiana, com 10 pl de meio PBS e
25 ou 50 CCOs. A agulha selecionada apresentou as maiores taxas de recuperagdo de CCOs e
as menores taxas de desnudamento nos testes in vitro, preservando a integridade das camadas
de CC. O volume de 10 pl foi o que melhor se adequou a agulha 27G Raquidiana, pois quando

utilizado com a agulha em questdo, as taxas de recuperacdo foram significativamente maiores.

3.2.1 Resposta ao protocolo de sincronizacio de estro

Das 37 vacas submetidas ao protocolo de sincronizagao de estro, 23 presentaram um
foliculo dominante no D9 do protocolo, dia em que foi realizada a TIFOI (62,2% de resposta).
Aresposta ao protocolo por réplica foi de 57,1% na réplica 1 (8 de 14 animais), 66,6% na réplica

2 (8 de 12 animais) e 63,6% na réplica 3 (7 de 11 animais).

3.2.2 TIFOI e coleta de embrioes

O numero total de animais utilizados por tratamento, bem como o total de CCOs
injetados e a porcentagem de ovodcitos que ficaram retidos no sistema se encontram na Tabela
6. Nas réplicas 1 e 2, todas as vacas que responderam ao protocolo foram submetidas a TIFOI.
Na réplica 3, das 7 vacas com foliculo dominante, 1 foi descartada pois o foliculo extravasou
antes da inje¢do. Subtraindo-se a ovuladora descartada devido ao problema mencionado, a
TIFOI foi realizada em 11 animais do tratamento “T25” e 11 animais do tratamento “T50”. No
momento da inje¢do, um ovocito do tratamento “T50” nao foi aspirado junto com o volume de

meio PBS e ficou na placa.
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Tabela 6. Taxa de retencdo de complexos cumulus-ovécitos (CCOs) no sistema
utilizando 25 (T25) ou 50 CCOs (T50) para a Transferéncia Intrafolicular de Ovocitos
Imaturos (TIFOI), em 3 réplicas

N° Total de CCOs CCOs Efetivamente
Tratamento Animais Injetados* Retidos Injetados
T25 11 275 3 (1,1%) 272 (98,9%)
T50 11 549 10 (1,8%) 539 (98,2%)

*Subtraiu-se do total de CCOs injetados um CCO que ndo foi alocado no sistema de inje¢do, do
tratamento “T50”.

Do total de ovuladoras que foram utilizadas para a TIFOI, trés do tratamento “T50 nao
foram submetidas a coleta de embrides, pois uma teve o foliculo esvaziado apos a injecdo e nas
outras duas ndo foi possivel ultrapassar a cérvix durante a coleta de embrides. Das onze
ovuladoras do tratamento “T25”, duas ndo foram submetidas a coleta de embrides, pois uma
teve o foliculo esvaziado apos a inje¢ao e a outra ndo foi possivel ultrapassar a cérvix durante
a coleta. Portanto, a coleta de embrides foi realizada em 9 ovuladoras do tratamento “T25” € 8
ovuladoras do tratamento “T50”.

A recuperagao total de estruturas e de embrides, bem como a recuperagdo de estruturas
e de embrides extras (taxa de recuperagdo apds a exclusdo de uma estrutura ou embrido,
possivelmente proprio da ovuladora) € apresentada na Tabela 7. As taxas de recuperagao foram
calculadas com base no tratamento (T25 ou T50) e na qualidade da inje¢do (1 a 3). Nao foram

registradas injegoes classificadas como 3, neste experimento.
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Tabela 7. Recuperacdo de estruturas totais e estruturas extras apds a Transferéncia Intrafolicular de Ovécitos Imaturos (TIFOI) em grupos de 25 (T25)
ou 50 (T50) complexos cumulus-ovacitos (CCOs) e com injec¢des classificadas como 1 (boa) ou 2 (regular), em 3 réplicas

T . N° N° Estruturas Recuperadas™** Recuperacao Recuperacdo  Recuperacdo  Recuperacao
ratamento o : Total d de Estrutu Total d de Embrid
«x ZP NF DG Mo Bi Bl Bx otal de e Estruturas otal de e Embrides
Animais  CCOs Estruturas Extrag**#* embrides Extrag™*#*
T25 1 8 198 18 21 6 3 6 54 27,3% 24,2% 15  7,6% 5,1%
T25 2 1 25 _ 3 1 _ _ _ _ 4 16,0% 12,0% 0 0,0% 0,0%
T50 1 4 197 15 16 1 6 5 43 21,8% 20,8% 12 6,1% 5,6%
T50 2 4 199 4 22 7 _ _ _ 2 35 17,6% 16,1% 2 1,0% 0,0%
Total 17 619 4 58 45 0 7 9 13 136 22,0% 20,0% 29 4,7% 3,4%

*T25_1: tratamento T25 com injecdo de qualidade 1; T25 2: tratamento T25 com inje¢do de qualidade 2; T50 1 tratamento T50 com inje¢do de qualidade 1; T50 2: tratamento T50
com injegdo de qualidade 2. **N° CCOs: nimero total de CCOs injetados, descontando aqueles retidos no sistema de TIFOI e levando em consideragdo as trés réplicas. ***ZP: Zona
pelucida; NF: Ovocito ndo fecundado; DG: embrido degenerado; Mo: Moérula; Bi: Blastocisto inicial; Bl: Blastocisto; Bx: Blastocisto expandido. ****Taxa de recuperagdo apos a
exclusdo de uma estrutura ou embrido, possivelmente proprio da ovuladora.
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A partir dos dados obtidos, o modelo GLM (regressao logistica) foi ajustado e dele
foram calculadas as razdes de chance (odds ratio) dos pares de tratamento para a recuperagao
de estruturas, bem como seus respectivos intervalos de confianga de 95% (IC95%) (Figura 8).
Os resultados apontam que, com base na amostra analisada, ndo se encontrou evidéncia de que
haja diferenga significativa ao nivel de 5% de que as chances (odds) de recuperagdo de

estruturas dependam do tratamento aplicado (T25 ou T50) ou da qualidade da injecdo (1 ou 2).
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Figura 8. a) Razdes de chance (odds ratio) dos tratamentos T25 e T50 com injecdes
classificadas como 1 ou 2 sobre a recuperacdo total de estruturas apos a Transferéncia
Intrafolicular de Ovocitos Imaturos (TIFOI). O circulo vazado “O” indica o odds ratio (OR) e
a linha horizontal delimita o limite inferior (OR-LI) e o limite superior (OR-LS) do Intervalo
de confianga 95% (1C95%). Para interpretagdo das comparagdes multiplas, verifica-se se o
I1C95% contém ou ndo o valor unitario. Se o IC95% contiver o valor unitario, considera-se que
os tratamentos podem ter performance similar. b) Taxa de recuperacao total de estruturas dos
tratamentos T25 e T50 com injegdes classificadas como 1 ou 2.

Além disso, foi avaliada a recuperagdo de embrides conforme o tratamento e a qualidade
da injecdo (Figura 9). Neste experimento, ndo houve recupera¢do de embrides do tratamento
"T25" com qualidade da injecdo 2 (T25 2). Utilizando o modelo GLM (regressao logistica)
para calcular as razdes de chance (odds ratio) dos pares de tratamento, juntamente com seus
respectivos intervalos de confianca de 95% (IC95%), os resultados indicam que, com base na
amostra analisada, ha evidéncia significativa, ao nivel de 5%, de que as chances (odds) de
recuperagdo de embrides sdo afetadas pela qualidade da inje¢do. Observou-se recuperacao

semelhante entre "T25 1" e "T50 1", mas menor com "T50 2".
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Figura 9. a) Razdes de chance (odds ratio) dos tratamentos T25 e T50 com injegdes
classificadas como 1 ou 2 sobre a recuperacdo total de embrides apos a Transferéncia
Intrafolicular de Ovocitos Imaturos (TIFOI). O circulo vazado “O” indica o odds ratio (OR) e
a linha horizontal delimita o limite inferior (OR-LI) e o limite superior (OR-LS) do Intervalo
de confianga 95% (IC95%). Para interpretacdo das comparagdes multiplas, verifica-se se o
1C95% contém ou ndo o valor unitario. Se o IC95% contiver o valor unitario, considera-se que
os tratamentos podem ter performance similar. b) Taxa de recuperacao total de embrides dos
tratamentos T25 e T50 com injegdes classificadas como 1 ou 2. P letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (P <0,05).

Conforme mostrado na Tabela 8, a estimativa pontual de odds ratio apresentada pelo
modelo GLM foi de que a inje¢do “50 17 (tratamento 50 com qualidade 1) apresenta 6,4 vezes
mais chance de recuperacdo de embrides quando comparado ao mesmo tratamento, mas com
inje¢do de qualidade 2 (T50 2). Como o Intervalo de Confianca (IC95%) ndo contém o
intervalo unitario, a amostra analisada sinalizou que ¢ plausivel haver diferenga “real” na
chance de sucesso de 50 1 em relagdo a 50 2. O mesmo acontece quando se compara a

estimativa pontual de odds ratio de “25 17 e “50 2”.
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Tabela 8. Resultados das razdes de chance (odds ratio) para os pares de combinagdo de
tratamento (T25 ou T50) e qualidade da inje¢ao (1 ou 2) com base no Modelo GLM
(regressao logistica) ajustado para os dados da amostra

Intervalo de confianga (IC95%)
(com ajuste de Bonferroni)

Comparacao OR (odds ratio) OR-Limite Inferior OR-Limite Superior
(95%) (95%)

25 1:50 1 1,3 0,5 3.4

25 1:50 2 8,1 1,8 89,3

50 1:50 2 6,4 1,3 71,6

Para interpretagdo das comparagdes multiplas realizadas com base no 1C95% das razdes de chance (odds
ratio), verifica-se se 0 IC95% contém ou ndo o valor unitario. Se 0 IC95% contiver o valor unitario, considera-
se que os tratamentos podem ter performance similar.

3.2.3 Produg¢ao in vitro de embrioes do grupo MIV Controle

A cada réplica/dia de manipulagdo das ovuladoras utilizadas para produ¢ao de embrides
TIFOI, dois grupos de 25 a 30 ovocitos foram submetidos a maturacgdo, fecundacao e cultivo
embrionario in vitro. O desenvolvimento foi acompanhado em D2 para a taxa de clivagem e
em D6, D7 e D8 para a taxa de producao de blastocistos. Ao todo, 178 ovdcitos foram utilizados.

Os resultados da producgdo de embrides se encontram na tabela 9.

Tabela 9. Producao in vitro de embrides a partir de complexos cumulus-ovoécitos (CCOs) obtidos
de ovarios de abatedouro e utilizados como controle, avaliados nos dias (D) 2, 7 e 8 de cultivo

Numero Taxa Clivagem CCOs Blastocistos ~ Blastocistos Blastocistos
Total CCOs D2 >4 células D6 D7 D8
178 141 (79,2%) 87 (61,7%) 5(2,8%) 37 (20,8%) 43 (24,2%)

Os dados se referem ao total de ovocitos do grupo MIV controle, considerando-se 3 réplicas.

3.2.4 Avaliacio do didmetro dos embrides e contagem do niimero total de células

No oitavo dia de desenvolvimento, embrides em estagio de blastocisto expandido
(estagio 7) (Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides) foram avaliados quanto ao
diametro e ao nimero total de células (Tabela 10). Para estas avaliagdes, utilizou-se os embrides
provenientes da TIFOI e do grupo MIV Controle. Alguns embrides foram avaliados quanto ao
diametro, mas ndo quanto ao numero total de células. Estes embrides encontravam-se

contraidos, impedindo a correta visualizagdo das células para contagem. Nao houve diferenca
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estatistica entre os embrides produzidos in vivo pela TIFOI ou PIV, com relagdo ao diametro

médio e ao nimero total de células.

Tabela 10. Média do didametro e do numero total de células de embrides produzidos in vivo apds a
Transferéncia Intrafolicular de Ovocitos Imaturos (TIFOI) ou in vitro (PIV), em estagio de
blastocisto expandido, no 8° dia do desenvolvimento

Grupo  Embrides Diametro médio P- Embrides Média de células P-
medidos (um) £ SE Valor* corados (n®) = SE Valor*
(n°) (n°)
TIFOI 16 175,0 £ 15,1 073 14 1242 +£22,1 021
PIV 21 179,1 £21,0 ’ 12 141,3 £ 28,9 ’

*P-Valor: se refere a comparacao entre os tratamentos. Considerou-se diferenca estatistica quando P <0,05.
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4 DISCUSSAO

A TIFOI surgiu como uma alternativa aos sistemas utilizados até o momento para a
producao de embrides bovinos, promovendo a rapida multiplicagdo de fémeas bovinas sem o
uso de hormdnios superestimulantes € em uma condi¢do inteiramente in vivo, dispensando a
onerosa estrutura laboratorial da PIVE (Spricigo et al., 2016). No entanto, os resultados obtidos
até o momento ndo sdao satisfatorios para sua aplicagdo em escala comercial. A falta de
compreensao sobre os fatores que contribuem para essa baixa eficiéncia destaca a necessidade
de uma andlise detalhada de cada etapa do processo. Este estudo objetivou avaliar como as
condi¢des utilizadas para a inje¢do, propriamente dita, podem afetar a eficiéncia da técnica.

No primeiro experimento, foram conduzidos testes em ovarios provenientes de
abatedouros, explorando os efeitos de diferentes agulhas, volumes de meio PBS e quantidades
de CCOs injetados. Com relacdo a agulha utilizada para a injecdo, estudos anteriores em
bovinos utilizaram agulhas de diferentes calibres: 24G (Simdes et al., 2021), 25G (Bergfelt et
al., 1998; Andrlikova et al., 2020), 26G (Kassens et al., 2015; Hoelker et al., 2017) e 27G
(Spricigo et al., 2016; Faria et al., 2021). Vale destacar que, até o momento, ndo existe uma
padronizagdo neste aspecto. Em uma pesquisa recente, constatou-se que apds a inje¢ao, ocorre
uma diminui¢do no diametro do foliculo (Faria et al., 2022). Isto poderia ter implicacdes
potenciais nas taxas de recuperagao apos a TIFOI, pois ha a possibilidade de que esta reducao
seja associada ao extravasamento de fluido folicular contendo os ovoécitos injetados na cavidade
abdominal. Portanto, pode-se supor que o diametro da agulha deve ser o menor possivel para
que a penetragdo da parede do foliculo ocorra sem causar prejuizos a sua estrutura. Por outro
lado, a agulha deve comportar os CCOs sem causar a remog¢ao das CC. Neste estudo, avaliaram-
se agulhas de diferentes mensuracdes (27G R, 27G G, 27G W e 30G G) quanto a recuperagao
e qualidade dos CCOs apos a TIFOL.

Outro fator que poderia contribuir para o extravasamento de fluido folicular ou
possivelmente a perda das estruturas injetadas ¢ o volume de meio utilizado para injecao. Até o

momento, contudo, nenhum estudo avaliou o uso de volumes menores de meio veiculo. Dado
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que até o momento utilizamos em nosso laboratério até 60 pl, sem um volume fixo, realizamos
testes preliminares comparando 20 e 60 pl. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca
na taxa de recuperacao ou no desnudamento dos CCOs injetados. Com base nessa observagao,
optamos por excluir o uso de 60 pl nos experimentos deste estudo.

Na primeira etapa do experimento 1, avaliou-se as 4 agulhas com um volume fixo de 20
ul meio PBS e 25 CCOs. De acordo com os resultados, foi possivel observar resisténcia
ligeiramente maior com a agulha 27G R no momento da injecdo. No entanto, esta observagao
nao foi associada a um maior refluxo a partir do orificio formado ou menores taxas de
recuperagdo. Foi evidenciado que as agulhas 27G G e 30G G apresentaram elevadas taxas de
desnudamento dos CCOs, sendo que, em alguns casos, esse fendmeno foi acompanhado por
injirias mecanicas ao ooplasma, identificadas por uma aparéncia mais clara e por
fragmentacdes. Este achado pode ser possivelmente atribuido ao menor diametro interno dessas
agulhas, sendo 0,20 mm e 0,14 mm para 27G G e 30G G, respectivamente. Resultados
semelhantes foram encontrados por Falchi et al. (2022) ao utilizar a agulha de calibre 30G na
TIFOI em espécies ovinas. No presente estudo, foi observado também maior refluxo e menores
taxas de recuperagdo com a agulha 30G G e, com base nessas conclusdes, optou-se por excluir
as agulhas 27G G e 30G G da proxima etapa.

Na segunda etapa do experimento 1, avaliou-se as agulhas 27G R ¢ 27G W, com 25 ou
50 CCOs em 10 ou 20 pl de meio veiculo. Ao analisar apenas o efeito da agulha,
independentemente do niimero de ovdcitos injetados ou do volume de meio empregado,
observou-se menor taxa de desnudamento com a agulha 27G R, em comparagdo com a 27G W.
Este resultado poderia ser explicado pelo fato de que a agulha em questdo possui 0 maior
diametro interno entre as testadas, 0,28 mm. De todas as variaveis utilizadas, considerou-se a
de maior importancia neste estudo a taxa de desnudamento, visto que as CC t€ém um importante
papel durante a maturagdo ovocitaria (Eppig, 1991; Ali & Sirard, 2005; Auclair et al., 2013) e
a que a sua remocdo pode afetar significativamente as taxas de maturacdo, fecundacao e
desenvolvimento embrionario (Zhang et al., 1995). Portanto, a agulha 27G R foi selecionada
para a avaliagdo in vivo, uma vez que teve altas taxas de recuperacdo e demonstrou preservar
de maneira mais eficaz a integridade dos CCOs injetados.

E importante salientar que, embora esta agulha tenha um impacto menor na qualidade
dos CCOs apo6s a injecdo, em comparagao com demais agulhas testadas neste estudo, ainda ha
ocorréncia de desnudamento em parte dos CCOs utilizados. Além disso, mesmo nos ovdcitos
que ndo sdo desnudados, observou-se uma reducao significativa no numero de camadas de CC,

0 que poderia comprometer sua competéncia de desenvolvimento subsequente. Uma possivel
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abordagem para lidar com esse problema, buscando nao penalizar o ovécito, seria utilizar uma
agulha com um didmetro ligeiramente maior, mas ¢ importante reconhecer que isso poderia
levar a um aumento do extravasamento de fluido folicular e, consequentemente, a perda de
ovocitos.

O volume de 10 pl mostrou-se mais adequado para a agulha 27G R, evidenciado pela
maior taxa de recuperagdo em comparagio com o uso de 20 pl com a mesma agulha. E relevante
ressaltar que o volume selecionado ¢ notavelmente inferior aos utilizados em estudos anteriores,
que frequentemente empregaram entre 60 a 200 ul de meio veiculo para a inje¢do dos CCOs
(Spricigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017; Andrlikova et al., 2020; Faria et al., 2021). No
entanto, no presente estudo, hipotetizou-se que a utilizacdo do volume minimo de meio veiculo
capaz de conter até 50 CCOs evitaria perturbagdes ao ambiente intrafolicular. Além disso, com
a exce¢do de Falchi et al. (2022), que empregaram 5 pl de meio veiculo para a TIFOI em
espécies ovinas, nenhum estudo investigou, em bovinos, a utilizagdo de volumes menores.

E importante pontuar que o propdsito deste primeiro experimento foi limitar o nimero
de tratamentos a serem avaliados na etapa in vivo, uma vez que em experimentos envolvendo
animais ha limitagdes no que se refere ao numero de matrizes disponiveis para utilizagao, o que
tornaria inviavel a avaliacdo in vivo de um numero elevado de tratamentos neste estudo.
Portanto, com base nos resultados dos testes preliminares com ovarios provenientes de
abatedouros, optou-se por utilizar a agulha 27G R com 10 pl de meio PBS para a avaliacao in
vivo, variando o nimero de CCOs (tratamentos T25 e T50).

Os resultados mostraram que a quantidade de ovdcitos injetados ndo teve impacto na
recuperagao de estruturas, tampouco na recuperacao de embrides apos a TIFOL. Isso sugere que
seria possivel utilizar uma quantidade maior para a inje¢ao, como 50 CCOs, sem prejudicar a
eficacia da técnica. A taxa de recuperacao de estruturas (incluindo ovécitos ndo fecundados e
embrides degenerados) obtida neste estudo foi semelhante a relatada por Andrlikova et al.
(2020) (22,0% vs. 22,5%, respectivamente), porém menor do que as reportadas por Spricigo et
al. (2016) (47,6%), Kassens et al. (2015) (35,2%) e Hoelker et al. (2017) (38,5%). A taxa de
recuperacdo de embrides foi notavelmente inferior as obtidas em estudos anteriores, sendo de
4,7% neste estudo em comparacdo com a média de 10 a 12% (Kassens et al., 2015; Spricigo et
al., 2016; Andrlikova et al., 2020) relatada anteriormente. Além disso, a taxa de blastocistos foi
consideravelmente inferior aquela dos embrides PIV e empregados como controle, neste
experimento (24,2%).

Um fator que pode ter contribuido para a menor taxa de recuperagdo de embrides em

4

comparagdo aos estudos anteriores ¢ a sincronizagdo entre o momento da ovulacdo e a
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existéncia de espermatozoides aptos a fecundagdo nos reservatorios da tuba uterina. Neste
estudo, a inseminagao artificial foi realizada juntamente com a TIFOI e a inducdo da ovulagao.
Quando um analogo de GnRH ¢ utilizado para induzir a ovulagdo, as ovulagdes geralmente
ocorrem, em média, entre 24 a 32 horas depois (Pursley et al., 1995). Considerando que a
fertilidade do sémen diminui gradualmente ap6s algumas horas e ¢ mantida por até cerca de 24
horas (Hafez & Hafez, 2000), a menor taxa de embrides aqui registrada poderia ser atribuida a
redugdo do potencial de fecundacao dos espermatozoides dentro dessa janela de tempo.

Outra possivel explicacdo para a baixa taxa de embrides observada no presente estudo
¢ o envelhecimento dos CCOs injetados durante o intervalo de tempo entre a realizacdo da
TIFOI ¢ o momento em que ocorreu a ovulagdo nas fémeas utilizadas. Faria et al. (2022)
demonstraram que um periodo de maturagao intrafolicular de vinte e duas horas, apos a indugao
da ovulagao, foi adequado para os ovécitos completarem a maturagdo nuclear. No entanto, um
periodo de maturagao intrafolicular prolongado (28 horas) resultou na degeneragao dos ovécitos
injetados, conforme observado no estudo de Simdes et al. (2021). Como nao monitoramos o
momento da ovulagao, € possivel que tenha ocorrido tardiamente nas fémeas utilizadas, levando
ao envelhecimento dos CCOs.

De todas as estruturas coletadas, 54,4% eram embrides clivados em nosso estudo, um
nimero muito menor ao relatado em estudos anteriores por Spricigo et al. (2016) (87,5%) e
Kassens et al. (2017) (83,2%). Com base nas hipoteses previamente mencionadas, a alta
porcentagem de ovdcitos ndo fecundados aqui relatada (42,6%) pode indicar a necessidade de
algum ajuste no protocolo de sincroniza¢do ou no horério da inseminacdo das ovuladoras. Por
exemplo, se a indugdo da ovulagdao com um analogo de GnRH tivesse sido realizada algumas
horas antes da TIFOI, o tempo de permanéncia dos CCOs no foliculo seria reduzido, o que
poderia ser uma abordagem para lidar com o problema do possivel envelhecimento dos CCOs.
Uma abordagem para lidar com a possivel reducdo do potencial de fecundagdo do sémen
utilizado, seria realizar uma segunda IA na manha seguinte. No entanto, optou-se por realizar
uma unica IA, simultaneamente a TIFOI, para evitar manipulacdo excessiva do trato
reprodutivo das ovuladoras apds o procedimento.

Além disso, ¢ importante considerar que estudos anteriores (Spricigo et al., 2016;
Hoelker et al., 2017; Andrlikova et al., 2020) apresentaram diferengas em vdrias etapas do
procedimento, como a selecao das ovuladoras, que pode envolver critérios como a avaliagdo da
irrigacdo do foliculo ovariano, o protocolo de sincronizagao, o tipo de meio veiculo utilizado,
entre outros. Além disso, também houve diferengas quanto as ragas das ovuladoras, que podem

ser Bos taurus taurus ou Bos taurus indicus e o estado metabdlico desses animais, por exemplo.
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Neste estudo, ndo foi observado melhorias na taxa de recuperagdo embriondria apos a
TIFOI. Além disso, identificamos uma consideravel variabilidade nas taxas de recuperagdo
entre as ovuladoras individuais. Das 17 ovuladoras submetidas a TIFOI, 12 resultaram na
recuperagdo de estruturas (71% dos animais), enquanto apenas 8 (47%) resultaram na
recuperagdo de blastocistos. Um aspecto a ser considerado ¢ que, dentre os embrides
recuperados, 41,4% foram provenientes de uma mesma fémea (12 de 29 embrides). Isso
enfatiza a importancia de investigar outros fatores que possam influenciar o sucesso da técnica,
incluindo as caracteristicas especificas das fémeas selecionadas.

Embora a quantidade de ovoécitos utilizada ndo tenha impactado a recuperagdo total de
estruturas ou embrides, houve evidéncia significativa de que as chances de recuperacdo de
embrides sdo afetadas pela qualidade da inje¢do. Injecdes classificadas como boas resultaram
em maiores chances de recuperagdao de embrides em comparagdo com injecdes de qualidade
inferior. Nossos resultados corroboram com os de Faria et al. (2022), que observaram uma
maior taxa de recoleta em inje¢des classificadas com grau 1, em comparagdo as de grau 2 e 3.
Estes achados podem indicar que a taxa de recuperagdo de embrides esta associada a técnica de
transferéncia intrafolicular de forma geral e que a eficacia da inje¢cdo em si influencia o foliculo,
possivelmente contribuindo para a eficiéncia final da técnica.

Por fim, a anélise de diametro embrionario e numero total de células indicou que estes
parametros foram semelhantes entre embrides produzidos in vivo pela TIFOI ou PIV, na
amostra analisada. No entanto, embora o didmetro e o numero total de células embrionarias
servirem como indicadores de qualidade (Inaba et al., 2016), apenas esses pardmetros foram
considerados para avaliar a qualidade embrionaria neste estudo. Portanto, futuras pesquisas
podem abordar outros parametros para analisar o impacto do sistema de cultivo utilizando a
técnica de TIFOI na qualidade dos embrides produzidos, como a quantificagdo de lipidios e a
atividade mitocondrial, a porcentagem de células apoptdticas, a viabilidade apds a

criopreservacao, as taxas de prenhez apds a transferéncia, entre outros.
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5 CONCLUSAO

A partir dos testes com ovarios provenientes de abatedouro (etapa in vitro), foi possivel
concluir que a agulha 27G R com 10 pl de meio PBS foi a mais adequada para utilizagdo na
TIFOI. Com o uso desta agulha houve preservagdo mais eficaz da integridade dos CCOs e o
volume de 10 pl mostrou-se o mais adequado para a agulha utilizada, promovendo uma maior
taxa de recuperacdo. Na avaliagdo in vivo, apesar de ndo observarmos melhorias significativas
na taxa de recuperacdo embrionaria apds a TIFOI, a analise indicou que o nimero de CCOs
injetados ndo afetou a recuperacdo de estruturas ou de embrides, mas injecdes classificadas
como boas apresentaram maiores chances de recuperagdo de embrides. Além disso, a
comparag¢do entre embrides produzidos pela TIFOI e pela PIV mostrou similaridade quanto ao
didametro embrionario ¢ numero total de células, sugerindo uma equivaléncia na qualidade

embrionaria, considerando estes parametros.
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