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Resumo

A produgéo in vitro de embrides (PIVE) possibilitou avangos no melhoramento
genético dos rebanhos animais, por promover a utilizagdo do material genético de uma
unica fémea doadora de odcitos para a fertilizagao in vitro (FIV), formando embrides
que serao transferidos em diversas receptoras mantendo a genética da doadora, o
que consequentemente, reduz os intervalos de tempo entre as geragdes. Existem
algumas etapas que s&o necessarias para a realizagdo da PIVE, como a aspiragao
folicular (OPU), classificac&o de odcitos, FIV e transferéncia de embrides (TE). Neste
estudo, objetivou-se identificar e classificar os oocitos viaveis para serem maturados
e fertilizados, de acordo com o seu grau qualitativo, sendo estes grau |, grau Il, grau
lll, grau IV e grau V, onde o grau | evidencia gametas de maior qualidade e grau V
gametas de menor qualidade. Foram utilizados 70 ovarios obtidos de um abatedouro
comercial da cidade de Santa Terezinha do Itaipu — PR, que foram transportados para
o laboratoério de Analises Clinicas do Centro Universitario Dindmica das Cataratas, na
cidade de Foz do Iguacu — PR. Os ovarios foram transportados em solugdo salina a
0,9%, numa temperatura de 35 a 37°C e apds, foram aspirados para obtencédo dos
oocitos, que entdo foram classificados de acordo com a qualidade apresentada. 278
oocitos puderam ser recuperados e em maior quantidade, evidenciaram-se odcitos de
grau V, sendo 31,65% do volume obtido, totalizando 88 odcitos. Em menor
quantidade, 10,43% dos odcitos foram classificados em grau |, totalizando 29
estruturas. A qualidade dos odcitos pode variar de acordo com varios fatores como a
idade das doadoras, raca e periodo reprodutivo, o transporte dos ovarios, o tempo
desde o abate até a coleta e aspiracéo e a habilidade de aspiracédo dos foliculos.
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Abstract

In vitro embryo production (IVEP) has enabled advances in the genetic improvement
of animal herds by promoting the use of the genetic material of a single female oocyte
donor for in vitro fertilization (IVF), forming embryos that will be transferred to several
recipients while maintaining the donor's genetics, which consequently reduces the time
intervals between generations. There are a number of steps required to carry out IVP,
such as follicular aspiration, oocyte classification, IVF and embryo transfer (ET). The
aim of this study was to identify and classify viable oocytes to be matured and fertilized
according to their quality grade, namely grade I, grade Il, grade Ill, grade |V and grade
V, where grade | shows higher quality gametes and grade V lower quality gametes.
We used 70 ovaries obtained from a commercial slaughterhouse in the city of Santa
Terezinha do Itaipu - PR, which were transported to the Clinical Analysis laboratory of
the Centro Universitario Dindmica das Cataratas, in the city of Foz do Iguagu - PR.
The ovaries were transported in a 0.9% saline solution at a temperature of 35 to 37°C
and then aspirated to obtain the oocytes, which were then classified according to their
quality. 278 oocytes were recovered and the largest number of grade V oocytes were
found, accounting for 31.65% of the volume obtained, totaling 88 oocytes. In smaller
quantities, 10.43% of the oocytes were classified as grade |, totaling 29 structures. The
quality of the oocytes can vary according to various factors such as the age of the
donors, breed and reproductive period, the transportation of the ovaries, the time from
slaughter to collection and aspiration and the ability to aspirate the follicles.

Keywords: Cattle. Embryos. Oocytes. PIVE.

1. Introdugao

O Brasil conta com um rebanho de 234.352.649 milhdes de bovinos e totalizou
2.540.567 de toneladas de carne exportada nos ultimos anos (IBGE, 2022; ABIEC,
2022), com o aumento gradativo do crescimento dos rebanhos brasileiros e o aumento
da exportacdo, a produgao in vitro de embrides (PIVE) bovinos cresce junto (DE
DEUS, 2017). Para suprir as necessidades do mercado quanto a quantidade e
qualidade, o pecuarista que tem como objetivo aumentar a eficiéncia reprodutiva de
seus rebanhos, langa méao de investimentos em melhoramento genético juntamente
com as biotecnologias da reproducédo (GOUVEIA, 2011).

Em 1982 nasceu e se desenvolveu normalmente o primeiro bezerro produzido
através do processo de fertilizagao in vitro (FIV) (BRACKETT et al., 1982), porém com
o financiamento das empresas Beabisa Agricultura LTDA e Gretec Tecnologia de
Embrides para o fundo de inovagdes tecnoldgica deu inicio a comercializagdo no ano
de 1998 (GALLI, 2003). As técnicas de PIVE na espécie bovina sdo aprimoradas
constantemente devido as altas demandas de embrido pelo mercado da pecuaria, o0
que torna a biotécnica um destaque no cenario mundial da reprodugado animal,
ultrapassando as outras biotecnologias reprodutivas (DAYAN, 2001). A utilizagdo da
PIVE permitiu que fosse encurtado o tempo do melhoramento genético em até 10
anos, pois possibilita explorar ao maximo o potencial reprodutivo das fémeas bovinas
de alto valor zootécnico e com isso, reduz os intervalos que existem entre as geragdes
e eleva o numero de descendentes (DA SILVA et al., 2015; DE SOUZA, 2018).

A PIVE é composta por diversas etapas as quais irdo influenciar de maneira
direta no resultado final, nessas etapas estédo a aspiragao folicular — colheita oocitaria
— e a selegao de odcitos imaturos, maturagdo dos odcitos in vitro (MIV), fertilizagao
dos odcitos maturados com espermatozoides que foram capacitados e desenvolvidos
in vitro (FIV) e depois, a transferéncia dos embrides a fresco ou a criopreservagao
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(VARAGO et al., 2008). A colheita oocitaria possibilita a obtencdo dos odcitos em
grandes quantidades (MACHATY et al., 2012). Existem algumas maneiras de coletar
oocitos bovinos, podendo ser in vivo através da Ovum Pick Up, conhecida como
aspiracgao folicular (OPU) a qual é realizada guiada por ultrassom com o auxilio de um
transdutor vaginal, que ira perfurar os ovarios e coletar os oécitos (GONCALVES et
al., 2008) ou ainda, pode ser realizada post mortem no laboratério. Para isso, os
ovarios devem ser transportados em soluc¢ao salina a 0,9% em uma temperatura de
35 a 37°C, no laboratério a aspiracdo pode ser realizada com uma agulha 21 G
acoplada a uma seringa de 5,0 mL (SANTOS et al., 2017).

Ap0Os ser realizada a colheita dos odcitos 0 seguinte passo € rastrear e entao
classificar os odcitos, para classifica-los devem ser avaliados o aspecto morfologico
dos complexos cumulus-oocitos (CCO). Viana et al (2004) descreveu cinco graus de
qualidade oocitaria e segue alguns critérios os quais sdo avaliados para decidir se o
oocito podera ser levado a maturagao e fertilizacdo. Esses graus sao: Grau |: O CCO
€ compactado e possui mais de trés camadas de células do cumulus e os odcitos tem
o citoplasma homogéneo. O nucleo apresenta uma coloracgéo clara e aparente; Grau
II: O CCO é compactado e possui trés ou menos camadas de células do cumulus e
0s odcitos tem o citoplasma ligeiramente heterogéneo; Grau lll: Halo transparente ao
redor do ovocito e parcialmente desnudos; Grau IV: Desnudos e com cumulos
expandido ao redor do odcito; Grau V: Atrésico, ndo apresentam células do cumulos
e podem apresentar granulagbes. Mariano et al, (2015) e Penitente Filho (2011)
afirmam que os odcitos classificados como Grau | e Il sdo os ideais para serem
maturados e fertilizados pois tem maior probabilidade de progredirem a um embrido e
o Grau lll pode ser utilizado em casos que forem recuperados poucos oo6citos, porém
apresentam baixa taxa de viabilidade, Grau IV e V sdo descartados pois ndo sao
viaveis

Existem inumeros fatores que podem contribuir para a reducdo da taxa de
producao de embrides in vitro, como a obtencao dos odcitos imaturos in vivo ou post
mortem, o transporte dos oodcitos até o laboratério e a ma selecdo dos odcitos
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Em caso de odcitos que s&o oriundos de abatedouros,
existem varias variaveis que podem interferir na qualidade das estruturas (BATISTA
et al.,, 2016). O presente estudo tem como objetivo acompanhar e realizar,
respectivamente, a coleta e a aspiracdo folicular de ovarios oriundos de um
abatedouro comercial localizado na regidao oeste do estado do Parana, afim de se
obter odcitos imaturos para posterior avaliacdo e classificacdo das estruturas,
evidenciando se as células sdo compativeis e viaveis para o processo de maturagao
e fertilizagdo, de acordo com os graus citados anteriormente e utilizados como
referéncia na PIVE.

2. Metodologia

2.1 Protocolo experimental

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa, ensino e
experimentagédo animal do centro universitario dinamica das cataratas — CEPEEEA —
UDC, registrado com o n ° 2024.1.02036. O estudo foi conduzido no laboratério de
Analises Clinicas do Centro Universitario Dinamica das Cataratas.

2.2 Obtencao dos ovarios
Os ovarios de fémeas bovinas foram coletados em um abatedouro comercial
da cidade de Santa Terezinha de Itaipu, Parana, as coletas dos mesmos foram
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realizadas por colaborados do proprio abatedouro sem a realizacdo de um
treinamento prévio. As estruturas foram transportadas em solug¢ao salina a 0,9% (NaCl
0,9%) a uma temperatura de 35 a 37 °C, conforme descrito por Santos et al., (2017).
A aspiracéo foi realizada em um periodo maximo de até 4 horas apds a coleta. Foram
utilizados ovarios de diversas racas e idades de bovinos conforme disponivel no
abatedouro. Foram coletados trés grupos de ovarios, sendo: Grupo 1 com 20 ovarios;
Grupo 2 com 20 ovarios; Grupo 3 com 30 ovarios.

2.3 Obtencao dos oocitos

Os ovarios para a aspiracdo foram manipulados com luva de procedimento e
secos com papel toalha. Para aspirar os foliculos foram utilizadas seringas de 5mL
acopladas em agulhas 25x0,70mm. Os conteudos aspirados foram depositados em
tubos Falcon de 15mL, apds isso o conteudo no fundo do tubo foi coletado com uma
micropipeta de 1000ul e depositado em uma placa de petri. Na face externa da placa
de petri foram desenhadas linhas verticais para ajudar no rastreamento, os odécitos
foram rastreados, coletados e depositados em uma segunda placa de petri onda foram
classificados.

Figura 1: Processo de aspiragao folicular. A — Ovario bovino com foliculos. B —
Aspiracao dos foliculos com seringa de 5mL e agulha 25x0,70mm. C — Fluido aspirado
dos foliculos contendo os oécitos. D — Placa preparada para o rastreamento. E —
Fluido folicular. F — Rastreamento dos odcitos.

; 2 G

2.4 Classificagao dos odcitos

Para a classificac&o foi utilizada a metodologia de Viana et al (2004) o qual foi
mencionado por Marino et al (2015) que descreveram 5 graus para a classificacao,
conforme descrito na introdugao.

Os odcitos sao classificados de acordo com citoplasma e o numero de camadas
de células do cumulos segundo os critérios a seguir:

e Grau |l: O CCO é compactado e possui mais de trés camadas de células do
cumulus e os odcitos tem o citoplasma homogéneo. O nucleo apresenta uma
coloragao clara e aparente;

e Grau ll: O CCO é compactado e possui trés ou menos camadas de células do
cumulus e os odcitos tem o citoplasma ligeiramente heterogéneo;

e Grau lll: Halo transparente ao redor do ovdcito e parcialmente desnudos;

e Grau IV: Desnudos e com cumulos expandido ao redor do odcito;
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e Grau V: Atrésico, ndo apresentam células do cumulos e podem apresentar
granulagoes.

Figura 2: Odcitos classificados de acordo com as ceélulas do cumulos. A — Odcito Grau
|. B — Odcito Grau Il. C — Odcito Grau lll. D — Odcito Grau IV. E — Odcito Grau V.
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3. Resultados

Foram coletados trés grupos de ovarios no abatedouro em trés dias diferentes,
0s mesmos eram de fémeas de diferentes idades e ragas, conforme a disponibilidade
do abatedouro, com isso, alguns ovarios apresentavam corpo albicans indicando
possiveis e antigas gestacdes e corpo luteo (Figura 3), como também alguns ovarios
nao apresentavam nenhum dos dois. Os ovarios foram divididos em grupos conforme
a data da coleta, sendo: Grupo 1, primeira coleta com 20 ovarios, Grupo 2 segunda
coleta com 20 ovarios e Grupo 3 ultima coleta com 30 ovarios.

Figura 3: Ovario coletado. A — Ovario com presenca de corpo luteo. B — Ovario
com presenca de corpo albicans.

A primeira coleta foi realizada no dia 2 de maio de 2024, foram coletados e
aspirados 20 ovarios, que possibilitaram a obtengcédo de 65 odcitos. A segunda coleta
foi realizada no dia 7 de maio de 2024 com um total de 20 ovarios e 90 odcitos
recuperados. A terceira e ultima coleta foi realizada no dia 8 de maio de 2024 com um
total de 30 ovarios coletados e aspirados, sendo a maior quantidade, totalizando ao
final do rastreamento, 123 odcitos recuperados.

ApOs cada coleta, os ovarios foram levados ao laboratério e aspirados com uma
variagdo de tempo em cada coleta, o Grupo 1 chegou ao laboratério com 3 horas de
coleta e entdo aspirados, o Grupo 2 foram aspirados 2:30 apds a coleta e o Grupo 3
foi aspirado 2 horas apés a coleta.

No total foram coletados 70 ovarios e classificados 278 odcitos seguindo graus
de | a V. No primeiro grupo a maior porcentagem foram de oodcitos de grau lll e a
menor de grau |, o segundo grupo apresentou a maior quantidade em grau V e a
menor em grau | e por ultimo o terceiro grupo teve a maior quantidade de odcitos grau
V e a menor quantidade de grau | (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificagdo e numero de odcitos aspirados por grupos

Morfologia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
dos odcitos
Total 65 90 123
Grau | 13,84% (9) 8,8% (8) 9,75% (12)
Grau ll 18,46% (12) 20% (18) 21,13% (26)
Grau lll 27,69 (18) 21,11% (19) 17,07% (21)
Grau IV 16,92 (11) 21,11% (19) 13,82% (17)
Grau V 23,07 (15) 28,88% (26) 38,21% (47)

Os odéctitos de grau V foram encontrados em maior quantidade com uma
porcentagem de 31,63% e os de grau | foiram encontrados em menor quantidade,
sendo 10,43% (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem do numero total de odcitos classificados
Morfologia Grau | Grau ll Grau lll Grau IV Grau V
% total 10,43% (29) 20,14% (56) 20,86% (58) 16,90% (47) 31,65% (88)

Como observado no grafico a baixo (Grafico 1) a porcentagem de odcitos Grau
| € a menor, sendo os encontrado em menor quantidade em todos os grupos de
ovarios coletados.

Grafico 1: Porcentagens de odcitos de Grau | a V
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4. Discussao

Nesse trabalho foram avaliados e classificados os oécitos obtidos por aspiracéo
folicular de ovarios oriundos de abatedouros, as classificagbes foram em graus de | a
V. Segundo Barreto (2020), quando se trata dos odécitos aspirados de ovarios oriundo
de abatedouros diversos fatores existentes podem afetar a viabilidade, quando nao
se tem um controle sanitario rigoroso, porém Bezerra et al, (2019) e Jerez (2018)
afirmam que a utilizacdo dos mesmos € efetiva, pois contribuem para a reducao de
custos e possibilitam o aproveitamento de odcitos que apresentam potencial e se
tornariam atrésicos no ciclo estral do animal.

Para ter uma melhor taxa de recuperac¢ao dos odécitos na hora da coleta existem
diversos fatores que irdo influenciar nesse processo. Raga, idade, periodo reprodutivo
e condi¢des experimentas — que envolve do processo de retirada ao transporte,
chegada ao laboratorio para aspiragdo e o tempo que se leva para realizar todo o
processo — (BATISTA et al.,, 2016). No presente experimento n&o foi possivel
identificar a racga, idade exata e periodo reprodutivo dos animais os quais foram
retirados os ovarios, que pode ter influenciado nos resultados da quantidade e
qualidade dos odcitos aspirados.

Valencia (2012) ressalta que o transporte dos ovarios até o laboratério
necessita de uma seguranga e cuidado para que assim tenha uma menor taxa de
variacdo de temperatura e se mantenha a melhor qualidade possivel dos odcitos,
evitando perdas durante a aspiragado no laboratério. No trabalho realizado os ovarios
foram transportados em solugéo salina 0,9% (NaCl 0,9%) em uma temperatura de 35
a 37 °C, para evitar a0 maximo que houvesse perda de temperatura e
consequentemente, queda da qualidade dos odcitos.

Um numero indeterminado de ovarios coletados apresentava presenca de
corpo luteo. Batista (2016) afirma que no ponto de vista morfologico, a presenca de
corpo luteo ndo tem influéncia na qualidade dos odcitos imaturos, ja Mamy et al (2017)
afirma que a presenca de corpo luteo em ovarios aspirados pode resultar em uma
quantidade maior de o0citos inviaveis comparados a ovarios que nao apresentavam,
assim tendo mais odcitos viaveis aspirados.

Para obter odcitos de qualidade durante o processo de aspiragdo € necessario
fazer uso de materiais corretos e estéreis, desde agulha até a seringa, pois a presséo
da aspiracido pode causar danos ao CCOs dos odcitos, por isso, € indicado o uso de
seringa de 5mL e agulhas 40x12 que permitem que haja melhor manipulagdo e menor
pressdo (ZAMORA, 2013), em concordancia a literatura, foram utilizadas seringas de
5mL para o auxilio da aspiragéo, entretanto, as agulhas utilizadas neste trabalho foram
25x0,70mm.

Bolafios (2014) usou um microscopio Optico para realizar o rastreamento com
auxilio da lente optativa de 40x. No presente trabalho foram realizados os
rastreamentos e a classificagcdo com o auxilio de uma lupa esteromicroscopica, assim
como realizado por Batista et al (2016) e Barreto (2020) nos quais utilizaram uma lupa
esteromicroscopica para o rastreamento com o aumento de 4x.

A destreza e habilidade manual na hora da aspiracdo e manipulacido dos
ovarios trazem interferéncia na qualidade dos odcitos e principalmente nas CCOs dos
odcitos coletados (BOLANOS, 2014; VALENCIA, 2012). A falta experiéncia pratica na
manipulacéo e aspiracao pode ter sido um dos fatores para diminuigcdo da qualidade
dos odcitos e danos na CCOs dos mesmos, assim encontrando uma maior quantidade
de odcitos grau V e baixa quantidade de odcitos grau |.

Barreto (2020) encontrou maior quantidade de odcitos de grau | em ovarios
oriundo de abatedouro e adquiridos pela técnica de aspiracéo folicular, Batista et al.,
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(2016) utilizando a mesma técnica encontrou uma quantidade maior de odcitos grau
Il e Zamora (2013) encontrou em maior quantidade odctitos de grau Il quando utilizou
a técnica de aspiragdo. Neste trabalho os odctitos mais encontrados foram de grau V
e 0s menos encontrados foram os de grau | respectivamente.

Erreis (2016) realizou uma comparagao entre o método slicing e aspiragao
folicular para obtencao de odcitos post mortem, para classificacdo dos odcitos utilizou
4 graus de qualidade sendo o grau IV o de maior quantidade encontrado no método
de aspiragao e de slicing. Gomez et al (2012) utilizou das duas técnicas de obtengao
dos odcitos e relata que em ambos métodos os odcitos de maior quantidade foram de
grau |, contrariando o realizando por Erreis (2016).

Apesar de haver 5 graus de classificagdo de qualidade, somente os odcitos de
grau | e Il sdo considerados viaveis para a FIV, eles devem ter varias camadas de
CCOs compactadas e o um citoplasma uniforme, para que seja avaliado posterior a
maturag&o a expansao do cumulus. (BARRETO, 2020).

5. Conclusao

Com a aspiracéo folicular de ovarios post mortem é possivel obter oocitos
viaveis para posteriormente serem maturados e fertilizados, a pouca experiéncia
pratica para a aspiracao pode influenciar na qualidade dos odcitos, tendo em vista os
resultados adquiridos neste trabalho. As diferengas de quantidade de odcitos
aspirados por ovarios podem ter sido pela diferenca racial, de idade ou periodo
reprodutivo das fémeas abatidas, bem como o ndo treinamento da equipe de coleta
do abatedouro, ja que nao foi possivel ter um controle desses fatores. Com tudo, no
presente trabalho foram recuperados um total de 278 odcitos, sendo 85 considerados
viaveis, classificados em Grau | e Il. O presente estudo demonstra a necessidade de
treinamentos prévios dos colaboradores dos abatedouros e dos profissionais que
realizam a aspiracédo folicular e o rastreamento dos odcitos, para que a coleta e
manipulacdo dos ovarios nao influenciam negativamente no grau de qualidade dos
gametas.
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