UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

CENTRO UNIVERSITARIO DE LAVRAS
CURSO DE GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Producéo in vitro de embrides bovinos

ARIANE RIBEIRO DE ALVARENGA

LAVRAS - MG
2024


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

ARIANE RIBEIRO DE ALVARENGA

Producéo in vitro de embrides bovinos

Trabalho de concluséo de curso
apresentado ao Centro Universitario
de Lavras, como parte das exigéncias
para a obtencéo de titulo de bacharel

em Medicina Veterinaria.

ORIENTADOR

Prof. Dr. lIvam Moreira de Oliveira JUnior

LAVRAS - MG
2024


http://www.unilavras.edu.br/

Ficha Catalografica preparada pelo Setor de Processamento
Técnico da Biblioteca Central do UNILAVRAS

Alvarenga, Ariane Ribeiro de.
A473p Producao in vitro de embrides bovinos / Ariane Ribeiro de Alvarenga.
— Lavras: Unilavras, 2024.
28f. 1 il.

Portfélio académico (Graduagdo em Medicina Veterinaria) — Unilavras,
Lavras, 2024.

Orientador: Prof. lvam Moreira de Oliveira Junior.

1. Bovinos. 2. Odcitos. 3. Reprodugao. |. Oliveira Junior, lvam Moreira de.
(Orient.). II. Titulo.




UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

ARIANE RIBEIRO DE ALVARENGA

Producéo in vitro de embrides bovinos

Trabalho de concluséo de curso
apresentado ao Centro Universitario
de Lavras, como parte das exigéncias
para a obtencéo de titulo de bacharel

em Medicina Veterinaria.

Aprovadoem [/ /

ORIENTADOR

Prof. Dr. Ivam Moreira de Oliveira Junior

LAVRAS - MG
2024


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras

www.unilavras.edu.br

A

UNILAVRAS

Dedico este trabalho aos meus pais
por me proporcionar a oportunidade
de estudar e a todos que sempre
estiveram junto comigo nessa

trajetoria.


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, a Deus pela dadiva da minha existéncia.

Manifesto minha gratiddo a minha mae, Eliane, que sempre esteve ao meu lado,
proporcionando-me forga e apoio. Ao meu pai, Antonio, agradeco por seu incentivo e por
tornar este sonho possivel.

N&o posso deixar de expressar meu reconhecimento aos meus irméos, Eduardo
e Antonio, os quais nunca duvidaram de mim. Também sou grata a minha afilhada, Ana
Klara, que foi uma fonte de luz em minha jornada.

As minhas amigas Amaryllis, Ana Luiza, Alana, Bruna, Fabiana, Fernanda, Juliana
e Marina, que de forma constante, estiveram presentes, 0 meu sincero agradecimento.

Ao Sérgio, que compartilhou comigo tanto os bons, quanto os maus momentos,
fornecendo apoio inestimavel, a minha profunda gratidao.

A minha av6, Maria Aparecida, que dedicou suas preces por mim todos os dias,
agradeco do fundo do coracéo.

Ao meu orientador, lvam, por todo suporte durante essa jornada.

Por fim, agradeco a toda a minha familia, que torceu por mim de maneira

incansavel.


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS

Centro Universitario de Lavras

www.unilavras.edu.br

A

UNILAVRAS

Ser feliz € deixar de ser vitima dos problemas
e se tornar um autor da propria historia. E
atravessar desertos fora de si, mas ser capaz
de encontrar um oasis no recondito da sua
alma. E agradecer a Deus a cada manhi
pelo milagre da vida.

Augusto Cury


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS

Centro Universitario de Lavras .
www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS
LISTA DE IMAGENS
Imagem 1 —Vacas NO tronCo de CONTENGAD ..........uuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
Imagem 2 — Ferramentas para aspiragao folicular ................cccccooiiiiiiis 12
Imagem 3 — SeleGAO AOS OOCIIOS .......uueiiiieeeiiiiiiieiie e e e e e ettt e e e e e e e e eeeeaaeeeaan 13
Imagem 4 — Cultura in Vitro doS €MDBIIOES .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 14

Imagem 5 — EmbriGes bovinos produzidos a partir de oécitos maturados, fecundados

(X0 |1 1\V2=T0 (o 11 8 RV LU0 DU T T TP RP RPN 15


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

LISTA DE SIGLAS

CCO - Células complexos cumulus-o06cito

CIV — Cultivo in vitro

FIV — Fertilizacao in vitro

GEPPOA — Grupo de Estudos em Producéo e Produtos de Origem Animal
GERE - Grupo de Estudos em Reproducao

GVBD - Quebra da vesicula germinativa

MG — Minas Gerais

MIV — Maturacéo in vitro

mL - mililitro

mmHg - Milimetros de mercurio

OPU - Ovum Pick Up ou aspiracao folicular

PBS - Tampéao fosfato-salino ou phosphate buffered saline
PIV — Producdo in vitro

UFLA — Universidade Federal de Lavras

UNIFENAS - Universidade José do Roséario Vellano
UNILAVRAS — Centro Universitario de Lavras

ZP — Zona pelucida


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS

Centro Universitario de Lavras

www.unilavras.edu.br UﬁA\IRAS
SUMARIO

LUANTRODUGAO. ..ottt ettt ettt st e e ae e 10
2.DESENVOLVIMENTO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e aanaeees 11
3.REVISAO BIBLIOGRAFICA. ...ttt 16
4. CONCLUSAOD. .. .o, 23
5. REFERENCIAS . .....ouiiiiie e e 23


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

1. INTRODUCAO

Finalizei o ensino médio no ano de 2017 no Colégio Minas Austral, em Itanhandu
— MG, logo em seguida iniciei minha graduagcé@o em Medicina Veterinaria na Universidade
José do Rosario Vellano - UNIFENAS, onde cursei o primeiro periodo em 2018. No
segundo semestre de 2018, transferi-me para o Centro Universitario de Lavras —
UNILAVRAS. No segundo semestre de 2020, em meio a pandemia do Coronavirus,
comecei a cursar Zootecnia simultaneamente na Universidade Federal de Lavras —
UFLA, onde desde entdo faco parte do Grupo de Estudos em Reproducéo - GERE.

Desde o inicio de minha jornada na Medicina Veterinaria, tive o interesse em
cursar Zootecnia para me tornar uma profissional completa. Quando defini a minha futura
area de atuacao, a reproducdo, decidi ingressar no curso de Zootecnia para aprofundar
meu conhecimento no assunto. Para complementar minha formacao, integrei-me ao
GERE, onde acompanho diversos casos reprodutivos e de emergéncia.

O estagio supervisionado foi dividido em duas partes, sendo uma delas realizada
em uma fazenda leiteira de alta producédo na regido de Pouso Alto-MG, e a outra parte
em uma propriedade na zona rural de Lavras-MG.

O objetivo geral do estagio foi compreender a rotina de uma fazenda leiteira de
alta producéo e auxiliar nos manejos reprodutivos e sanitarios. Como objetivo especifico,
busquei contribuir para a producéo in vitro de embrides (PIV).

A realizacdo do estagio foi de grande importancia para ampliar meus
conhecimentos na reproducdo bovina, principalmente na area laboratorial, na qual

pretendo seguir profissionalmente.
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2. DESENVOLVIMENTO

O procedimento descrito abaixo foi realizado sob orientacdo de um profissional
Médico Veterinario em uma propriedade rural no municipio de Pouso Alto — MG, era
uma fazenda leiteira de alta producéo, a producéo média era de 37.000kg litros de leite. A
fazenda é dividida em alguns setores como bezerreiro, recria, pré-parto, pos-parto, sanidade,
reproducéo, vacas em lactacéo e ordenha.

Durante meu estagio passei uma semana em cada setor e no setor de reproducao
acompanhei a aspiracao folicular (Ovum Pick Up - OPU) em fémeas bovinas para
producédo in vitro de embrides. A imagem 1 mostra vacas holandesas, que foram
previamente selecionadas, de acordo com sua genética, ECC e producdo leiteira, no
tronco de contencao aguardando para a aspiracao folicular, que é a primeira etapa da
PIV.

Imagem 1 — Vacas no tronco de contencao.

Fonte: Propria autoria (2023)
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A imagem 2 exibe todas as ferramentas necessarias para a aspiracao folicular,
incluindo um equipamento de ultrassom com um transdutor microconvexo acoplado a
uma guia de aspiracdo, que possui uma agulha em sua extremidade, além de uma
bomba a vacuo. A pressédo de vacuo é controlada por essa bomba ajustada entre 60 e
80 mmHg, que direcionara os odcitos para um tubo Falcon de 50 mL, que ser& levado

para o laboratorio logo em seguida da coleta para que possa ser analisado.

Imagem 2 — Ferramentas para aspiracao folicular.

Fonte: Propria autoria (2023)

12


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

Na imagem 3, a técnica do laboratério faz a selecdo dos odcitos aptos para que
possam ser colocados em meio de maturacdo in vitro (MIV), preparado
adequadamente para suplementar as células oocitérias, onde ficardo por cerca de
dezoito a vinte e duas horas e entdo serao fertilizados com espermatozoides

previamente selecionados.

Imagem 3 — Selec¢do dos od6citos.

Fonte: Propria autoria (2023)
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A imagem 4 retrata o processo de cultura in vitro (CIV) em andamento, esse
processo acontece depois da fertilizacdo in vitro. Na CIV os embrides prosseguem em
seu desenvolvimento por um periodo de sete dias em um meio de cultura que simula as

condi¢Oes uterinas.

Imagem 4 — Cultura in vitro dos embrides.

Fonte: Propria autoria (2023)
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Na imagem 5, podemos observar morulas e blastocistos, indicando que o
processo foi bem-sucedido. Apds esse periodo de sete dias, 0 embrido estara pronto
para ser transferido para o uUtero de fémeas receptoras. Esse embrido sera transferido
para uma palheta dentro de um aplicador, o qual ser& posicionado na cérvix do animal e

depositado, dessa forma, a vaca receptora levara a gestacao adiante.

Imagem 5 — Embrides bovinos produzidos a partir de odcitos maturados, fecundados e

cultivados in vitro.
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Fonte: Propria autoria (2023)

15


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Production of bovine embryos in vitro

Ariane Ribeiro de Alvarengat!

1
Estudante de Medicina Veterinaria, Unilavras, Lavras-MG, Brasil

RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIV) é uma técnica muito importante na reproducdo assistida de mamiferos domésticos,
proporcionando uma alternativa valiosa para acelerar a producéo de animais geneticamente superiores. Iniciando com a coleta de
odcitos imaturos através de aspiragdo folicular ou Ovum pick-up (OPU), a PIV passa por fases sequenciais, incluindo maturagao
in vitro (MIV) e fertilizag&o in vitro (FIV) em condiges controladas de laboratério. Essa abordagem se destaca por sua aplicagdo
em fémeas que enfrentam desafios a reproducéo natural, oferecendo uma solugéo viavel. O cultivo in vitro precede a implantacdo
embrionaria, apresentando algumas limitacdes, como embrides de qualidade inferior comparados aos gerados in vivo. Apesar dos
notéveis avancos, ha a necessidade de pesquisas adicionais para aprimorar as fases criticas da PIV, especialmente nas areas de
maturacio e cultivo, visando melhorar os indices de prenhez em condig¢fes de campo. Reduzir custos operacionais é um objetivo
importante para viabilizar uma disseminacéo mais ampla dessa tecnologia, contribuindo assim para 0 aumento da produtividade na
pecuéria nacional. Em resumo, a PIV é uma ferramenta poderosa na reprodugdo assistida, com potencial para revolucionar a
pecuéria através do melhoramento genético. Investir em pesquisa para melhorar a qualidade dos embrides e reduzir custos é
essencial para ampliar seu uso e aumentar a produtividade.

Palavras-chave: Bovinos. Odcitos. Reproducao.
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ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a very important technique in assisted reproduction for domestic mammals, providing a
valuable alternative to expedite the production of genetically superior animals. Beginning with the collection of immature oocytes
through follicular aspiration or Ovum pick-up (OPU), IVVP progresses through sequential phases, including in vitro maturation
(IVM) and invitro fertilization (IVVF) under controlled laboratory conditions. This approach stands out for its application in females
facing challenges to natural reproduction, offering a viable solution. In vitro cultivation precedes embryonic implantation,
presenting some limitations such as embryos of inferior quality compared to those generated in vivo. Despite notable advancements,
additional research is needed to refine critical phases of IVP, particularly in maturation and cultivation, aiming to improve
pregnancy rates under field conditions. Reducing operational costs is a key objective to enable wider dissemination of this
technology, thereby contributing to increased productivity in national livestock. In summary, VP is a powerful tool in assisted
reproduction with the potential to revolutionize livestock through genetic improvement. Investing in research to enhance embryo
quality and reduce costs is essential for expanding its use and boosting productivity.

Keywords: Bovines. Oocytes. Reproduction.

Introducéo

A producéo in vitro de embrides (PIV) representa uma significativa biotécnica de
reproducdo assistida aplicavel a mamiferos domésticos de interesse econémico
(MELLO, 2016). Essa abordagem pode ser empregada como uma alternativa para
acelerar a producao de animais superiores a nivel genético e evitar o descarte prematuro
de fémeas que apresentam condi¢ces adquiridas que as impedem de se reproduzir de
forma natural ou por meio da transferéncia de embrides (TE) (GONCALVES et al., 2007).

A PIV vem apresentando avanc¢os consideraveis e esta sendo lentamente
incorporada aos projetos de producdo (RUMPF, 2007). Com o desenvolvimento do
método de puncéo folicular, tornou-se possivel a recuperacao de odcitos de fémeas vivas

para fecundacéo in vitro (FIV), abrindo novos caminhos para multiplicacao de animais de
17
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interesse econdmico superando os atuais indices da TE classica, no que diz respeito a
producéo de bezerro por vaca por ano (RUMPF, 2007).

A evolucao e a ampliacdo do uso das biotecnologias relacionadas a reproducao
animal, como a TE e a FIV, tém desempenhado um papel crucial no aprimoramento da
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos. A PIVE envolve a manipulagcdo dos
gametas, replicando em ambiente laboratorial os processos fisiolégicos naturais que
ocorrem nas fémeas (SCANAVEZ et al, 2013). As fases da PIVE compreendem a coleta

de odcitos imaturos, maturacao in vitro, fecundacao in vitro e cultivo in vitro.
Fases da producéo in vitro de embrides

A primeira fase do processo de producao de embrides bovinos in vitro envolve a
obtencao dos od0citos, através de aspiracao folicular, ovarios obtidos em abatedouro ou
“slicing” (BORGES, 2008). Em seguida, a técnica se desdobra em trés etapas:
maturacédo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) até atingir o
estagio de moérula e blastocisto, geralmente alcancado no sétimo dia apos a fecundacéo
(OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Neste ponto, 0os embribes estdo prontos para serem transferidos ou
criopreservados em botijdes de nitrogénio, no qual estdo em uma temperatura de -196°C
com nivel minimo de 15mL de nitrogénio (OLIVEIRA, 2013). Todas essas etapas estao
interligadas e sao realizadas em uma infraestrutura adequada em um laboratério de
reproducdo (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Coleta de o6citos imaturos

A fase inicial da PIV envolve a obtencdo de odcitos, sendo a técnica mais
amplamente utilizada para a obtencdo in vivo conhecida como aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom, ou Ovum Pick-Up (OPU) (VARAGO et al., 2008).

Desenvolvida para proporcionar uma abordagem menos invasiva na coleta de
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complexos cumulus-oécito (CCO), que sdo uma das classes das células da granulosa
gue envolvem o0 o0d0cito, mesmo durante a ovulagdo, (CCO) em comparacdo com
procedimentos cirdrgicos anteriores, a técnica de OPU oferece diversos beneficios
(GALLI et al., 1996).

A OPU é menos traumética e aplicavel em qualquer fase do ciclo estral, permitindo
a coleta de o6citos em fémeas a partir de 6 meses de idade, em fémeas idosas, animais
pré-puberes e aqueles em estagios iniciais de gestacdo até o terceiro més (OLIVEIRA;
SARAPIAO; QUINTAO, 2014). Além disso, é possivel realizar a coleta entre a segunda
e terceira semanas pos-parto (GALLI et al., 1996).

Conforme descrito por Gongalves et al. (2008), a coleta de odcitos em fémeas
bovinas € conduzida por meio de puncéo folicular utilizando uma agulha acoplada a uma
sonda transvaginal. Durante esse procedimento, os foliculos destinados a puncao séo
visualizados na tela do ultrassom. Os od0citos aspirados desses foliculos devem
apresentar um diametro situado entre 2 e 8 mm. Foliculos com diametro inferior a 2 mm
nao sao capazes de reiniciar a meiose, enquanto aqueles que ultrapassam os 8 mm
geralmente estdo em processo de atresia durante a maturacdo, tornando ambas as
situacdes inviaveis (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Além da agulha, sonda transvaginal e do ultrassom, um sistema de bomba a
vacuo facilita a recuperacdo dos odcitos e do liquido folicular, direcionando-o0s para um
tubo coletor (GONCALVES et al., 2008). Posteriormente, realiza-se a selecdo com base
em caracteristicas dos CCO e na aparéncia do citoplasma do odcito. Esses 00citos sao
classificados de acordo com sua morfologia em graus de | a Ill, sendo | considerado
otimo, Il bom e Il regular, além de citoplasma irregular e degenerado, levando em conta
sua qualidade e estrutura, essa classificacdo pode ser variavel de acordo com as normas
do laboratério (PALMA, 2018). Os odcitos selecionados séo, entdo, transportados para
o laboratério, marcando o inicio da fase de matura¢éo oocitaria in vitro (VARAGO et al.,
2008).

19


http://www.unilavras.edu.br/

UNILAVRAS
Centro Universitario de Lavras .

www.unilavras.edu.br

UNILAVRAS

Maturacao in vitro

ApOs a aspiracdo dos oocitos dos foliculos ovarianos, eles ndo estédo
imediatamente prontos para a fecundacao, requerendo um processo de transformacgdes
no nucleo e no citoplasma denominado maturagdo oocitaria (GALLI et al., 2003). Em
condi¢cdes naturais, a maturacdo tem inicio logo apés o pico pré-ovulatério de LH
(BUENO, 2008). No contexto da aspiracao folicular, esse processo se inicia com a
retirada do odcito do interior do foliculo ovariano (HOSHI, 2003). A maturacéo nuclear
em bovinos, passando do estagio de diploteno da préfase | da primeira divisdo meiética
para o estagio de metafase Il, requer aproximadamente 18 a 22 horas (THOMPSON,
2000).

Diversos métodos foram experimentados na MIV em bovinos, sendo que a maioria
dos laboratorios preferiu suplementar o meio de maturacéo com soro fetal bovino (SFB)
e gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol), em condicbes controladas (RODRIGUES;
GARCIA, 2000)

Segundo estudos de Goncalves et al. (2007) e Varago et al. (2008), em adicdo ao
meio de maturacado, € imprescindivel a presenca de uma estufa que proporcione uma
atmosfera gasosa e temperatura controladas e adequadas. O periodo de maturacéo
varia de 18 a 24 horas em uma atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar e
umidade saturada. Apdés esse periodo, 0s odcitos fazem a expulsdo do primeiro

corpusculo polar e estdo prontos para a fecundacdo (MELLO et al., 2016).
Fertilizacao in vitro

A fecundacado é o processo no qual o espermatozoide entra em contato com o
odcito, resultando na formacdo do zigoto, que posteriormente se desenvolve até o
estagio de blastocisto (DE SOUZA, 2019). No processo in vitro, para que todo esse
procedimento ocorra, 0S meios e 0s protocolos utilizados precisam proporcionar um

ambiente propicio. Esse ambiente deve permitir o metabolismo dos odcitos e células do
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cumulus, ao mesmo tempo que mantém a funcdo espermatica eficiente para a ocorréncia
da fecundacgéo (PALMA, 2018).

O meio mais comumente utilizado para a fecundacéo in vitro € o FERT-TALP,
gue inclui elementos como a heparina, reconhecida por suas propriedades de promocéo
da capacitacido espermatica (ASSUMPCAO et al., 2002). Essa formulacdo também
incorpora componentes importantes para a motilidade e sustentagdo do gameta
masculino, tais como epinefrina, hipotaurina e penicilamina. (IRITANI & NIWA, 1977).

O co-cultivo, que consiste na interacédo entre espermatozoide e o0cito, ocorre por
um periodo de 18 a 22 horas, em uma temperatura de 39°C, sob uma atmosfera de 5%
de CO2 em ar e umidade saturada (MELLO et al., 2016). Antes de serem co-cultivados
com 0s 00citos, 0s espermatozoides viaveis, provenientes de uma palheta de sémen,
necessitam ser separados do plasma seminal, crioprotetores, extensores e
espermatozoides nao viaveis (PEIXER, 2018). Para bovinos, os métodos mais usuais de
separacdo espermatica incluem o gradiente de PERCOLL e o swim-up. Apos a
separacao, os espermatozoides sao diluidos para atingir uma concentracédo final de 1 a
5 x 10° espermatozoides viaveis/mL de meio (GONCALVES et al., 2007).

Cultivo in vitro

O intervalo que precede a implantacdo embriondria é caracterizado por eventos
fundamentais, como a clivagem, ativacdo do genoma embrionario, compactacdo dos
blastémeros, diferenciacdo do trofoblasto e embrioblasto, formacdo e expansdo do
blastocele, além da ruptura da zona pellcida (ZP) (LONERGAN et al., 1999). Segundo
Memili & First (2000), esses fendbmenos podem ser alcancados de diversas maneiras no
decorrer do ClIV, sendo o ponto fundamental do desenvolvimento a ativacdo do genoma
embrionario, que geralmente ocorre por volta da fase de 8 a 16 células.

A gualidade dos embrides produzidos in vitro normalmente € mais baixa quando
comparada a qualidade dos embrides gerados in vivo (SILVA, 2017). Esses embrides

também apresentam uma zona pellcida mais fraca, um indice elevado de alteracdes dos
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cromossomos (SLIMANE et al., 2000), além de falta de compactacao na massa celular,
formacado antecipada da blastocele, alteracdo na relacdo de massa celular interna em
relacdo as células trofoblasticas, juntamente com mudancas na expressao génica e no
metabolismo celular (LONERGAN et al., 2006).

Como dito por Mello (2016), o CIV também necessita de um ambiente apropriado,
com controle preciso de tempo, atmosfera e temperatura. Portanto, o tempo de CIV varia
geralmente de 7 a 9 dias, dependendo dos objetivos da rotina da PIV, mantido a uma
temperatura de 39°C com atmosfera controlada (5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2) e
umidade saturada (OLIVEIRA et al, 2014). Durante esse processo, a taxa de formacgéao
de blastocistos é tipicamente avaliada no sétimo dia de cultivo (MELLO et al.,2016).

Os blastocistos gerados podem entdo permanecer na estufa de cultivo até o nono
dia para que a taxa de eclosédo in vitro seja avaliada (MELLO et al.,2016). Apés a
conclusdo dessas fases, até o quinto dia ha uma espera adicional de 48 horas, que
representa o momento do segundo ciclo de alimentacdo. No sexto dia, ocorre a fase de
preparacao, e no sétimo dia, os embrides séo retirados para serem destinados ao envase

fresco ou ao processo de congelamento (OLIVEIRA et al, 2014).
Considerac@es finais

A aplicacdo da producéo in vitro de embrifes representa um avanco significativo
no potencial reprodutivo de fémeas de alto valor genético. Além disso, possibilitou a
reproducdo de animais portadores de infertilidade adquirida que, de outra forma,
estariam destinados ao abate devido a sua incapacidade de gerar descendentes. A
producéo in vitro de embrides € amplamente reconhecida quanto aos diferentes aspectos
de suas etapas, e nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido realizadas para
aprimorar os processos de maturacao, fecundacao e cultivo.

Apesar dos avancos significativos e do investimento elevado, ha a necessidade
de realizar mais estudos para aprimorar as etapas criticas da PIV, especialmente as

fases de maturacao e cultivo, visando a melhoria dos indices de prenhez em condi¢des
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de campo. O continuo aprimoramento da técnica, com a producdo de embrides de alta
qualidade em numeros cada vez mais expressivos, aliado a reducdo de desafios que
limitaram sua aplicacdo em escala comercial, certamente contribuird para a diminui¢éo
do custo operacional da producéo in vitro. Considerando que custos elevados estao
associados aos materiais e equipamentos necessarios, deve-se romper essas barreiras
possibilitando a disseminacdo mais ampla dessa tecnologia, visando o aumento da

produtividade na pecuaria nacional.

4. CONCLUSAO

Conclui meu portfdlio, onde pude alcancar os objetivos de aprofundar meus
conhecimentos em producéo in vitro de embrides bovinos. Tive a oportunidade de unir
conhecimento pratico e tedrico, ampliando meu aprendizado na area de reproducéo
animal bovina. Pude também pesquisar em varios artigos de diversos autores com
opinides distintas para cada etapa da PIV.

Durante essa vivéncia consegui aprimorar meus conhecimentos praticos,
principalmente no ramo da reproducdo animal, aprendi a trabalhar melhor em grupo, a
ter melhor dialogo com o proprietario, ser mais responsavel, estar sempre pronta para
novos desafios e ser mais confiante em mim. Foi de suma importancia para que minha

formacao se tornasse mais completa.
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