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RESUMO
A PIVE (produgio in vitro de embrides) em bovinos no Brasil tem se destacado como uma
tecnologia avangada e eficaz no melhoramento genético do rebanho. Esse processo permite a
producao de embrides a partir da fertilizagdo de dvulos coletados de vacas geneticamente
superiores, que sao posteriormente transferidos para outras fémeas receptoras. Ja foi
identificada uma correlacdo positiva entre os niveis de Beta-NGF (fator de crescimento
nervoso beta) nos espermatozoides e as taxas de clivagem e desenvolvimento até o blastocisto
no processo de PIVE, indicando que esse fator pode desempenhar um papel importante na
melhoria da eficiéncia da técnica. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar como a
suplementagdo com 100 ng/mL de Beta-NGF no meio de maturagdo ovocitaria influencia as
taxas de clivagem, de desenvolvimento embriondrio, de blastocisto e de implantacdo de
embrides na produgdo in vitro de embrides bovinos. Para isso foi utilizado um laboratério
comercial que realiza centenas de rotinas de PIVE por ano. Apods a concordancia dos
proprietarios, parte das PIVEs de 4 rotinas foi realizada com metade dos ovdcitos com meio
de maturagdo ovocitaria sem Beta-NGF e metade com 100 ng/ml de beta-NGF. Ao final das
rotinas os blastocistos normais foram implantados em vacas receptoras sincronizadas. Os
resultados demonstram que a suplementagdo com beta-NGF resultou em aumentos notaveis
na taxa de desenvolvimento embrionario (70,9 vs 55,6) e na taxa de blastocisto (38,6 vs 31,1)
quando comparadas ao grupo controle. Ja a taxa de concepcdo apresentou tendéncia de
aumento (52,5 vs 45,3). Por outro lado, a taxa de clivagem permaneceu praticamente estavel
entre os dois grupos (55,2 vs 55,8). Conclui-se que a suplementacao com 100 ng/ml de beta-
NGF no meio de maturagdo ovocitaria melhora a eficiéncia da PIVE, podendo melhorar a

taxa de concepgao apos a transferéncia dos blastocistos para vacas receptoras.

Palavras-chave: aspiragdo folicular; fator de crescimento nervoso; transferéncia de embrido



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVEP) in cattle in Brazil has become a prominent and effective
technology for genetic improvement of herds. This process allows the production of embryos
from the fertilization of oocytes collected from genetically superior cows, which are
subsequently transferred to other recipient females. A positive correlation has already been
identified between the levels of Beta-NGF (nerve growth factor beta) in spermatozoa and the
cleavage and blastocyst development rates in the IVP process, indicating that this factor may
play an important role in improving the efficiency of the technique. The objective of this study
was to evaluate how supplementation with 100 ng/mL of Beta-NGF in the oocyte maturation
medium influences the cleavage, embryonic development, blastocyst, and implantation rates of
embryos in the in vitro production of bovine embryos. For this purpose, a commercial
laboratory that performs hundreds of IVP procedures per year was used. After obtaining the
owners' consent, part of the IVF cycles from 4 routines were performed with half of the oocytes
using oocyte maturation medium without Beta-NGF and half using 100 ng/ml of Beta-NGF. At
the end of the cycles, normal blastocysts were implanted into synchronized recipient cows. The
results demonstrate that supplementation with beta-NGF resulted in notable increases in the
embryonic development rate (70.9 vs 55.6) and blastocyst rate (38.6 vs 31.1) when compared
to the control group. The conception rate showed a tendency to increase (52.5 vs 45.3). On the
other hand, the cleavage rate remained practically stable between the two groups (55.2 vs 55.8).
It is concluded that supplementation with 100 ng/ml of Beta-NGF in the oocyte maturation
medium improves the efficiency of IVP (in vitro production), and may improve the conception

rate after blastocyst transfer to recipient cows.

Keyword; follicular aspiration; beta nerv grow factor; embryo transfer
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1 .INTRODUCAO

O Brasil destacou-se como o maior rebanho bovino do mundo, além de ser o segundo
maior consumidor e exportador de carne bovina no mundo em 2022 (ABIEC, 2022). Para
aumentar a eficiéncia nos sistemas de producdo na bovinocultura, o pais tem utilizado de
recursos biotecnoldgicos na reprodugdo. Dentre essas técnicas, a produgdo in vitro de embrides
(PIVE) tem sido fundamental, permitindo obter um niimero maior de embrides a partir de vacas
de alto potencial genético em menor tempo. Porém, ainda ¢ um processo com custos de
producdo elevados devido a taxa média de conversdao de 30% (MELLO et al., 2016).

Estudos estdo sendo realizados para identificar estratégias que reduzam os custos e
melhorem a eficiéncia da aspiracao folicular (OPU) e da produgao in vitro de embrides (PIVE)
(SANTOS et al., 2017), otimizando a coleta de ovocitos, a matura¢do in vitro (MIV), a
fertilizagao in vitro (FIV), o cultivo in vitro (CIV) e a transferéncia de embrides (TE) (GARCIA
et al., 2017). Essas pesquisas focam na fun¢do, no desenvolvimento ¢ no metabolismo de
gametas e embrides, no uso da ultrassonografia, no desenvolvimento de medicamentos seguros
e eficazes, além da criagdo de novos meios de cultivo, considerados fatores limitantes para o
sucesso da técnica (SANTOS et al., 2017).

O beta-NGF (Fator de Crescimento Nervoso beta, do inglés Nerve Growth Factor),
frequentemente referido apenas como NGF, ¢ uma proteina sinalizadora da familia das
neurotrofinas. Embora historicamente conhecido por seu papel vital na sobrevivéncia, no
desenvolvimento e na manutencdo de neurdnios sensoriais € simpaticos. Pesquisas recentes
destacaram seu papel crucial na reproducdo (FERRAGUTI et al., 2022). Pesquisas mostraram
que o B-NGF presente no plasma seminal é o principal agente indutor de ovulacdo em
camelideos (como lhama e camelo) apos a copula (RATTO et al., 2023). O B-NGF e seus
receptores estdo presentes nos ovarios, tubas uterinas e utero, participando da foliculogénese
(maturagdo dos oOvulos) e esteroidogénese e apos a ovulacdo, o NGF auxilia no
desenvolvimento e funcionalidade do corpo luteo (GAJARDO ET AL., 2023)

Recentemente, o Beta-NGF (Beta-Nerve Growth Factor) tem emergido como um
potencial melhorador do desenvolvimento embrionario durante o processo de producao in vitro
de embrides (PIVE), etapa fundamental para a TE. Estudos tém demonstrado que o Beta-NGF
pode desempenhar um papel crucial na maturagdo dos ovocitos, na melhoria da qualidade do
embrido e na reducao das taxas de apoptose e de morte celular (MARTINS, 2023). No entanto,
este trabalho avaliou apenas, de forma quantitativa e qualitativa, a formagdo de blastocistos

quando o Beta-NGF foi utilizado no processo de maturacdo ovocitaria. O presente trabalho
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diferencia-se dos ja realizados, pois foi conduzido em laboratério comercial e o
desenvolvimento embrionario foi acompanhado por pelo menos 60 dias.

Ao integrar o Beta-NGF no processo de PIVE, ¢ possivel melhorar a qualidade dos
embrides transferidos, potencializando o sucesso da transferéncia de embrides. Essa abordagem
pode aumentar as taxas de clivagem, melhorar o desenvolvimento embrionario e,
consequentemente, as taxas de gestacdo em receptoras. Além disso, o uso de Beta-NGF pode
ampliar a eficiéncia do melhoramento genético ao permitir a produg¢ao de um maior numero de
embrides de alta qualidade. Assim, a utilizagdo de Beta-NGF como aditivo no cultivo de
embrides tem o potencial de transformar a biotecnologia de transferéncia de embrides em
bovinos, trazendo beneficios significativos para a pecuaria de precisdo. Contudo, neste trabalho
verificamos a verdadeira influéncia na taxa de concepg¢do quando utilizados embrides

produzidos por PIVE com Beta-NGF no meio de maturagdo ovocitaria.

2 .OBJETIVO

Com esse estudo objetivou-se avaliar como a suplementagdo com 100 ng/mL de Beta-NGF
no meio de maturagdo ovocitaria influencia as taxas de clivagem, de desenvolvimento
embrionario, de blastocisto ¢ de implantagdo de embrides na producdo in vitro de embrides

bovinos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producao in vitro de embrioes

Em 2022, o Brasil consolidou sua posi¢do como detentor do maior rebanho bovino do
mundo, além de ocupar o segundo lugar tanto no consumo quanto na exportacdo de carne
bovina em escala global (ABIEC, 2022). A técnica de PIVE ¢ de natureza complexa,
envolvendo diversas fases, como a coleta de oocitos, sua maturacao, fertilizagdo, cultivo ¢ a
selecdo dos embrides viaveis (LUEDKE et al., 2019). Além disso, ela esta associada a uma
série de procedimentos que incluem o manejo reprodutivo das doadoras e receptoras, pungao
folicular guiada por ultrassom ou aspiracdo folicular, e processos laboratoriais até a

transferéncia dos embrides (RIZOS et al., 2008).
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A Dbiotecnologia de puncao folicular assistida por ultrassom (OPU), usada para a
obtencao de oocitos, comegou a ser implementada na década de 1990 (PIETERSE et al., 1991).
O estudo realizado por PIETERSE et al. (1991) demonstrou que era possivel coletar odcitos
imaturos para a PIVE sem a necessidade de procedimentos invasivos, como a laparoscopia.
Além de ser uma técnica menos agressiva, ela oferecia uma alternativa a superovulagao e coleta
de embrides in vivo, permitindo ainda a aspira¢do de fémeas jovens e, assim, reduzindo o
intervalo entre geragdoes (JAINUDEEN; WAHID E HAFEZ, 2004). Desde entdo, a OPU tem
sido continuamente estudada e aprimorada para alcangar resultados cada vez melhores, tanto

na quantidade quanto na qualidade dos o6citos coletados (SENEDA et al., 2020).

ApOs a aspiracdo folicular assistida por ultrassom, realiza-se a analise e a selecdao dos
odcitos. Eles sdo categorizados em quatro graus com base na presenga de células do cumulus e
nas caracteristicas do ooplasma. O grau I ¢ considerado o estagio mais avangado, enquanto o
grau IV indica o6citos sem células do cumulus (LEAL, 2008). Os odcitos classificados nos

graus L, IT e III s@o os escolhidos para a PIVE (PETRY et al., 2019).

Os odcitos sao transportados para o laboratorio, onde sdo cuidadosamente armazenados
em uma temperatura de 38,5 °C, com uma atmosfera contendo 5% de CO2 e umidade de 95%,
iniciando assim o processo de maturagdo in vitro (PETRY etal., 2019; BARROZO et al., 2022).
A maturagdo in vitro (MIV) é um passo crucial para tornar o odcito apto a fecundagao, e ocorre
ao longo de 22 a 24 horas (BARROZO et al., 2022). Diversos estudos continuam sendo
realizados para otimizar essa fase, uma vez que envolve transformacdes significativas nas
células, impactando diretamente o sucesso da PIVE (LUEDKE et al., 2019). SPECKHART et
al. (2023) destacam a relevancia de controlar a temperatura durante todo o processo, sendo
38,5°C a temperatura ideal, assim como a prepara¢do adequada dos meios, garantindo que o

processo acontega no tempo correto e preservando a qualidade dos odcitos.

Na fecundagdo in vitro (FIV), sdo utilizados espermatozoides provenientes de sémen
congelado, que sdo previamente selecionados por meio da separacao com o gradiente Percoll e
capacitados pela adi¢do de heparina e glicosaminoglicanas no meio de fecundagdo (VARAGO
et al., 2008). E essencial que todo o processo ocorra de forma coordenada com a manipulago
dos oocitos, seguindo um protocolo rigoroso, para garantir que ambos, 00citos e
espermatozoides, sejam tratados no tempo adequado, minimizando variagdes de temperatura e

exposicao desnecessaria ao ambiente, o que poderia prejudicar os resultados (SPECKHART et
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al., 2023). O sémen ¢ entdo colocado em uma placa juntamente com 0s o6citos para que a

fecundagdo acontega (GONCALVES; FIGUEIREDO E FREITAS, 2002).

Ap6s a fecundagdo, que ocorre entre 22 e 24 horas, realiza-se o desnudamento, processo
no qual as células do cumulus sdo removidas sem danificar a zona peltcida. Isso € feito por
pipetagem continua, utilizando for¢a e velocidade adequadas (SPECKHART et al., 2023). Em
seguida, os zigotos sdo transferidos para uma placa contendo um meio especifico, que favorece
seu desenvolvimento até atingir o estadio de blastocisto. Esse procedimento ¢ chamado de
cultivo in vitro (CIV), momento em que o genoma embrionario € ativado, e ocorrem a clivagem
e a diferenciacdo (BARROZO et al., 2022). Todas as etapas de maturacao, fertilizagio e cultivo
sao realizadas em condigdes controladas dentro de uma estufa, com temperatura de 38,5°C, 5%
de CO2 e umidade ajustada (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2002). Cada fase
requer o uso de meios especificos para o processo (SPECKHART et al., 2023).

O desenvolvimento embrionario ¢ monitorado no 6° dia, quando se avalia a taxa de
formagao de blastocistos em relagao ao nimero de odcitos selecionados, além da compactagdo
dos blastomeros e a formagao inicial da blastocele (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS,
2002; BARROZO et al., 2022). No 7° dia, realiza-se a classificacdo morfologica, e a partir
disso, sdo escolhidos os embrides adequados para a transferéncia ou criopreservagao

(OLIVEIRA; SERAPIAO; QUINTAO, 2014; BARROZO et al., 2022).

Segundo Oliveira et al. (2014), a criopreservagdo de embrides ¢ um procedimento
desafiador, pois esses embrides possuem aproximadamente 90 células envoltas pela zona
pelucida, e danos ou a perda dessas células podem ser irreversiveis. A criopreservagao pode ser
realizada por meio do congelamento lento tradicional ou por vitrificagdo (DODE; LEME;

SPRICIGO, 2013).

Grazia (2019) destaca que a PIVE oferece varias vantagens para a bovinocultura, mas
também envolve diversas varidveis que impactam os resultados, como diferentes protocolos
laboratoriais, fatores do campo, qualidade dos odcitos e aspectos relacionados a receptora.
Essas varidveis influenciam diretamente nas taxas de gestacdo, perdas gestacionais e

nascimentos, indicando a necessidade de mais pesquisas nessas areas.
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3.2 Producio in vitro de embrioes usando Beta-NGF na maturacao

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma técnica amplamente utilizada na
reproducao assistida de diversos animais, incluindo em contextos de melhoramento genético e
preservacdo de espécies. O processo envolve a coleta de ovulos de fémeas, que sdo
posteriormente maturados, fertilizados e cultivados até o estagio de embrido. Uma das etapas
criticas para o sucesso da PIVE ¢ a maturagdo in vitro dos odcitos, onde substancias como
fatores de crescimento desempenham um papel fundamental. Entre esses fatores, o Beta-NGF
(Bovine Neurotrophic Growth Factor) tem ganhado destaque nas pesquisas relacionadas a
maturagdo oocitaria, especialmente em bovinos. O Beta-NGF ¢ uma proteina que,
originalmente, esta associada ao desenvolvimento e a funcdo do sistema nervoso, mas estudos
tém mostrado que ele também tem efeitos benéficos na maturagao de oocitos ARLE (2019). A
suplementagdo de Beta-NGF nas etapas iniciais do cultivo embrionario favorece a atividade
mitocondrial, aumentando a producdo de ATP sem elevar as espécies reativas de oxigénio o
que aumentou significativamente as taxas de fertilizagdo e formagdo de blastocistos
(NAGANO; KATAGIRI; TAKAHASHI, 1994; STOJKOVIC et al., 2001). Além disso, O ATP
¢ essencial para a maturagdo nuclear e citoplasmatica (DURAN et al., 2011; NAGANO;
KATAGIRI; TAKAHASHI, 1994). Pois ¢ necessario para a atividade das proteinas motoras
envolvidas na divisdo celular. Durante a maturagdo, a quantidade de DNA mitocondrial
(mtDNA) nos ovocitos aumenta de 6 para 100 mil (FERREIRA et al., 2009), o que pode ser
um mecanismo para garantir energia suficiente até a implanta¢do, uma vez que o mtDNA nao
se replica nas fases iniciais da clivagem (SHOUBRIDGE; WAI, 2007). Outra teoria sugere que
essa ampliacdo ajuda a reduzir mutagdes no mtDNA (CREE et al., 2008), o que resulta em
embrides mais vidveis e com maior potencial de desenvolvimento até o blastocisto. Esses
achados sdo consistentes com a pesquisa de ARLE (2019), que mostrou que a suplementagao
com Beta-NGF melhora a eficiéncia da PIVE em bovinos. Sua utilizacdo tem se mostrado
promissora no aprimoramento da qualidade do odcito e, consequentemente, no aumento das
taxas de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario MARTINS (2023). Dentre os efeitos do
Beta-NGF estdo a regulacdo da maturacdo, melhora das taxas de fertilizacdo e acdo
antioxidante. O uso de Beta-NGF na maturagdo in vitro de odcitos representa um avango
importante na produ¢do de embrides de alta qualidade. Além disso, sua utilizagdo pode otimizar
os processos de producdo de embrides em larga escala, proporcionando maior eficiéncia e

menores custos. No entanto, a aplicacdo de Beta-NGF ainda exige mais estudos para avaliar
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sua eficacia sob condi¢des variaveis de cultivo e nas transferéncias de embrides in vivo,

principalmente sua influéncia na taxa de prenhez das vacas receptoras.

3.3 Transferéncia de embrioes

A transferéncia de embrides (TE) foi realizada com sucesso, ¢ foi fundamental que a
receptora estive-se em condi¢cdes adequadas para a reprodugdo, ou seja, que seu sistema
reprodutivo esteja livre de doengas ou infecgdes, que seu ciclo estral seja regular e que ela
apresente um bom escore corporal. Além disso, foi essencial que a receptora esteja sincronizada
com o embrido, com uma diferenca de até 24 horas entre 0 momento da fertilizacdo do embridao
e o cio da receptora, podendo ser até 24 horas antes ou depois. A receptora também deve ter um
corpo luteo (CL) funcional, o que € crucial para que a gestagdo se desenvolva corretamente ao

receber o embrido (JAINUDEEN; WAHID E HAFEZ, 2004).

O procedimento foi feito com rigorosa assepsia e aplicagdo de anestesia epidural
(lidocaina 2%). O aplicador foi inserido pela vagina, atravessa o cérvix e o embrido ¢ colocado
no final do corno uterino do lado correspondente ao ovario com CL. Foi de extrema importancia
que esse procedimento foi realizado por profissionais qualificados, para evitar danos ao sistema

reprodutivo e garantir o deposito correto do embrido (JAINUDEEN; WAHID E HAFEZ, 2004).

4. METODOLOGIA
4.1. ovocitos e sémen

Os ovocitos foram obtidos por meio da aspiracdo folicular de doadoras de fazendas
parceiras dos laboratorios. Por meio de ultrassom, foram identificados os foliculos apropriados
para aspiragdo e, entdo, realizaram-se a aspiracao e a sele¢do dos ovocitos de doadoras por
profissionais especializados. Foram empregados sémen preservado em nitrogénio liquido de
varios touros reprodutores de uma central especializada, com comprovada fertilidade para

producao in vitro, ja utilizados em processos de PIVE.

4.2. Producio in vitro de embrioes
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Em todas as etapas da PIVE foram utilizados meios adquiridos da empresa Origem de

Uberaba, MG,

4.2.1 Maturacao in vitro

ApOs o processo de aspiragdo folicular, os ovdcitos foram selecionados de acordo com
sua qualidade e lavados uma vez em meio de lavagem TCM-199 HEPES, colocados em um
meio de cultivo especifico em tubos de 5ml contendo o meio de maturacdo (amostras
individuais para cada animal dependendo da produ¢do de ovocitos), que simula as condi¢des
do trato reprodutivo feminino. Foram selecionados apenas ovoécitos (CCOs) graus 1, 2 e 3
(STOJKOVIC et al., 2001). Este meio contém nutrientes ¢ hormonios necessarios para o
desenvolvimento e a matura¢ao dos ovdcitos, tais como piruvato sdédico, HEPES, bicarbonato
de sdédio, amicacina e 10% de soro fetal bovino. Em seguida, foram lavados novamente em
meio de maturagdo TCM-199 com bicarbonato, contendo piruvato sédico, bicarbonato de
sodio, amicacina, FSH, LH e 10% de soro fetal bovino. A maturagao ocorreu em condigoes
ambientais especificas, com temperatura controlada em 38,5 °C ¢ umidade saturada, além de
pH adequado, frequentemente em incubadoras com atmosfera enriquecida com didxido de
carbono, mantendo nivel de 5% de CO,. Durante este processo, os ovocitos passaram por uma
série de modificagdes celulares que as prepararam para a fertilizagdo. A maturacdo dos ovocitos
in vitro dura entre 22 a 24 horas. Durante esse periodo, o ovdcito se desenvolve e completa a
meiose, processo fundamental para que esteja pronto para ser fertilizado. Na maturacdo, houve
dois grupos: o controle, sem o uso de Beta-NGF, e o tratado, realizado com 100 ng de Beta-

NGF no meio de maturagdo dos ovoécitos, conforme indicado por MARTINS (2023).

4.2.2. Fertilizacao in vitro

Apo6s a maturagdo, os odcitos eram lavados trés vezes em microgotas de meio Talp-fert,
com suplementos especificos, e transferidos para novas gotas de meio Talp-fert cobertas com
oleo mineral. O sémen era descongelado e depositado sobre um gradiente de Percoll, composto
por duas camadas de solucdes de Percoll 45% e 90%. Apods centrifugacdo a 900xg por 30

minutos, 30 uL do sedimento formado eram transferidos para um tubo com meio Talp-fert para
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corrigir a concentracdo e capacitar os espermatozoides. A motilidade e a concentracdo
espermatica foram avaliadas, e a contagem foi realizada na cadmara de Neubauer. A
concentracdo dos espermatozoides foi ajustada para 100.000 espermatozoides por gota de 100
uL, sendo adicionados 4 puL. da mistura a cada gota da placa de FIV, resultando em 5.000

espermatozoides por oocito.

4.2.3. Cultivo in vitro

Os zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetacdes sucessivas e lavados trés
vezes com gotas de 100 pL. de meio SOF, contendo piruvato sédico, BSA, soro fetal bovino e
amicacina. Depois, foram transferidos para gotas de meio SOF cobertas com 6leo mineral, em
placas de poliestireno, para cultivo por 6 dias. A taxa de clivagem foi avaliada 48 horas ap6s a
fecundacdo, contando os embrides com duas ou mais células. A taxa de blastocisto foi
determinada no sétimo dia, calculada em relacdo ao numero de embrides que chegaram a esse
estagio. Para avaliar a taxa de blastocisto, foi considerada a conversdo do ovocito imaturo em
blastocisto, diferenciando-se da taxa de evolucdo embriondria, que considera apenas os

ovocitos que iniciaram a clivagem e converteram-se em blastocisto.

4.3. Envase dos embrioes

Ap6s a formagdo dos blastocistos, os embrides foram envasados em palhetas de 0,25ml
no meio SOF de transferéncia de embrides e foram transportados do laboratério até a fazenda

por meio de uma incubadora portatil que mantém os embrides em temperatura de 37°C.

4.4. Transferéncia de embrioes

Os embrides produzidos foram selecionados e envasados no laboratorio, e a retirada e o
transporte foram realizados na incubadora portatil. Os embrides foram levados para o campo

para transferéncia em receptoras in vivo, as quais ja haviam sido induzidas por meio de um
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protocolo hormonal para sincronizar a ovulagdo e promover a produgdo in vitro de embrides e

a transferéncia nas receptoras aptas a recebé-los.

4.5. Diagnostico de gestacao

O diagnostico de gestacao foi realizado aos 30 e 60 dias apds a transferéncia, com o

objetivo de avaliar possiveis diferengas nas taxas de concepgao entre os dois grupos.

4.6 Analise dos Dados

A andlise de dados deste estudo foi direcionada a avaliagdo do impacto da
suplementa¢cdo do meio de maturacdo de ovocitos com 100 ng/ml de Beta-NGF sobre os
desfechos reprodutivos de embrides produzidos in vitro. Para isso, foram aproveitadas rotinas
de um laboratério comercial com ampla experiéncia em PIVEs, sendo selecionadas 4 rotinas,
nas quais os ovocitos foram distribuidos em dois grupos experimentais: um cultivado em meio
convencional (controle) e outro em meio acrescido de Beta-NGF (tratado). Nestas quatro
rotinas, foram utilizados 969 complexos cimulo-o6foros (CCOs), graus 1, 2 e 3
(STOJKOVIC et al., 2001), sendo produzidos 356 blastocistos, dos quais 146 foram

transferidos para vacas receptoras.

Apos a producdo embrionaria, os blastocistos morfologicamente vidveis foram
transferidos para vacas receptoras previamente sincronizadas, e o diagnostico de gestacao foi
realizado aos 30 e 60 dias ap0s a transferéncia. As variaveis analisadas incluiram as taxas de
clivagem (fertilizacdo), de desenvolvimento embrionario, de blastocisto e de concepgao apos
transferéncia em tempo fixo (TETF). O célculo dessas taxas foi realizado da seguinte forma:
a taxa de clivagem ¢ igual ao numero de estruturas clivadas 72 h ap6s a FIV dividido pelo
numero de CCOs submetidos a maturagao; a taxa de desenvolvimento embrionario, calculada
7 dias apos a fertilizagdo, € igual ao numero de blastocistos dividido pelo numero de clivados;
e a taxa de blastocisto igual ao nimero de blastocistos dividido pelo nimero de CCOs
submetidos a maturagdo. A taxa de concepcao € a porcentagem de vacas receptoras que

tiveram a gestagdo confirmada apos 60 dias da transferéncia.
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4.6.1. Analise estatistica

Considerou-se a existéncia de apenas dois grupos: controle (sem beta-NGF) e tratado
(com beta-NGF). Para a andlise estatistica, utilizou-se o teste t pareado, considerando a

diferenca entre os grupos em cada rotina, para cada uma das taxas avaliadas.

5. RESULTADOS

As médias e desvios-padrao das taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario, de

blastocisto e de concepcao das rotinas de PIVE estdo demonstrados na tabela 1

Tabela 1: Medias e desvios-padrao das taxas das rotinas de PIVE com e sem suplementagdo

com beta-NGF

Com beta-NGF Sem beta-NGF
Taxa de clivagem 55,2+11,5 55,8+5,9
Taxa de desenvolvimento
70,9+6,7 55,6+4,8
embrionario **
Taxa de blastocisto** 38,6+5,7 31,1+£5,0
Taxa de concepgao™ 52,5+7,7 45,3+3.2
** indica p<0,05; * indica 0,10<p<0,05 Fonte: Proprio autor

Os dados demonstram que a suplementagao com 100 ng/mL de beta-NGF resultou em
aumentos notdveis na taxa de desenvolvimento embrionario (70,9 vs 55,6) e na taxa de
blastocisto (38,6 vs 31,1) quando comparadas ao grupo controle. J4 a taxa de concepcao
apresentou tendéncia de aumento (52,5 vs 45,3). Por outro lado, a taxa de clivagem permaneceu

praticamente estavel entre os dois grupos (55,2 vs 55,8).

Estes resultados também estdo demonstrados nas figuras 1 a 4

19



Taxa de clivagem
100~

%

Figura 1: Grafico demonstrando as médias e desvios-padrao da taxa de clivagem dos grupos

controle e tratado (ns indica ndo existir diferenga estatistica entre os grupos, p>0,10)
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Figura 2: Grafico demonstrando as médias e desvios-padrdo da taxa de desenvolvimento
embrionario dos grupos controle e tratado (**: indica diferenca estatistica entre os grupos,

p<0,05)
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Figura 3: Grafico demonstrando as médias e desvios-padrao da taxa de blastocisto dos grupos

tratado e controle (**: indica diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05)
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Figura 4: Grafico demonstrando as médias e desvios-padrao da taxa de concepgao dos grupos
tratado e o grupo controle (*: indica tendéncia a existir diferenga estatistica entre os grupos,

0,10<p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Com o aumento da intensificacdo nos sistemas de produ¢do animal, especialmente na
bovinocultura brasileira, a competitividade de embrides e prenhezes no mercado nacional e
internacional tem gerado uma demanda crescente por métodos de producao mais eficientes e
sustentaveis. Nesse contexto, o melhoramento genético animal, com foco em atributos
intimamente relacionados a qualidade embriondria, deve ser direcionado para atender as
exigéncias do mercado. Além disso, € necessario otimizar o ganho genético de rebanhos no
geral, que atualmente dependem dos métodos de producao in vitro de embrides.

Este trabalho apresenta um carater inovador ao analisar a suplementacao com Beta-NGF
nos meios de producdo in vitro de embrides bovinos e seu impacto direto nas taxas de
concepgdo. A definicdo de concentragdes adequadas ¢ determinante para o sucesso do
procedimento, como evidenciado no estudo de Martins (2023); o uso de volumes excessivos
ndo garante, necessariamente, o aprimoramento do processo. No presente trabalho foi utilizada
a suplementagcdo de beta-NGF na dose de 100 ng mL, pois foi a dosagem com melhores
resultados no trabalho de Martins (2023). Faz-se necessario novos trabalhos avaliando outras
concentracgoes, diferentes das testadas por Martins (2023)

A taxa de clivagem esta relacionada a fecundacao do odcito, mas ndo de forma absoluta,
Jj& que apesar de raro, ¢ possivel um odcito iniciar a clivagem sem ter sido fecundado. De
qualquer forma, este ¢ um bom parametro para avaliar o processo de fecundagao dos ovocitos
(Silva et al.,, 2025). Os resultados do presente trabalho demonstraram que o uso de
suplementagdo na dosagem de 100 ng/mL de beta-NGF no meio de matura¢do ovocitaria ndo
influenciou a taxa de clivagem. Portanto, ndo interferiu positivamente ou negativamente no
processo de fecundagao.

A taxa de desenvolvimento embriondrio leva em consideracdo apenas os ovocitos que
iniciaram o desenvolvimento embriondrio e chegaram a blastocisto, ndo sofrendo influéncia do
processo de fecundacdo. Ficou evidente que a suplementacdo com beta-NGF favoreceu o
desenvolvimento embrionario. Esse achado ¢ semelhante ao encontrado por Martins (2023).
Lopes (2022) e Martins (2023) demonstraram que a suplementagdo na dose correta de beta-
NGF no meio de maturagdo ovocitaria, aumenta a quantidade e a atividade das mitocondrias e,
consequentemente, de ATP, sem que haja aumento de espécies reativas de oxigénio, levando a
uma menor taxa de apoptose e morte celular das células do camulo e dos ovocitos.

A taxa de blastocisto leva em consideracdo os o0citos imaturos que se tornam

blastocistos, sofrendo influéncia da fecundacdo e do desenvolvimento embriondrio. No presente
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trabalho, foi evidenciado uma melhoria na taxa de blastocisto, principalmente devido ao melhor
desenvolvimento embrionario

LIMA et al. (2020) relatou que a elevacdo do Beta-NGF estimula a liberacao de LH,
fator que pode otimizar a eficiéncia de conversdo. Todavia, MATIOLLI et al. (1999)
observaram que a ativacdo do NGF requer também um aumento de LH e FSH; portanto, ¢
possivel que a escassez desses hormonios durante o cultivo embriondrio possa limitar o
crescimento dos zigotos. No entanto, no presente trabalho houve maior taxa de
desenvolvimento embrionario e de blastocisto quando o meio foi suplementado com beta-NGF,
pois os meios utilizados possuem LH e FSH. LIMA et al. (2020) constataram que a
suplementagdo no cultivo de células ovarianas elevou a produgao estrogénica e de testosterona,
sem observar, contudo, aumento de progesterona e estradiol, o que demonstra a intera¢do do
NGF com as células da teca e da granulosa. No presente trabalho existiam apenas células do
cumulo, que sdo células granulosas ao redor do od6cito.

De acordo com SAEEDNIA et al. (2016) e PARTHIPAN et al. (2017), a suplementacao
de beta-NGF em meios de criopreservagdo de sémen ndo comprometeu a morfologia celular. O
mesmo fendmeno foi observado nos ovoécitos, em que a suplementacdo com beta-NGF ndo no
meio de maturagao nao alterou a morfologia celular, que preservam sua integridade morfologica
e apresentam uma melhoria na taxa de conversdo de zigotos em blastocistos. Tais achados
evidenciam que os beneficios da suplementagdo durante a maturagao ovocitdria ndo sao restritos
a essa fase, estendendo-se por todo o desenvolvimento embrionario inicial.
A suplementacdo do meio de maturagdo com a referida proteina pode otimizar tanto a
quantidade quanto a qualidade embriondria. Embora as andlises atuais possuam carater
descritivo, ja foi observado um crescimento acelerado nas estruturas suplementadas, as quais
atingem estagios de desenvolvimento mais avangados em comparagao as células ndo tratadas.
Essa caracteristica pode, inclusive, favorecer a obtengdo de resultados superiores apos a
transferéncia desses embrides para as receptoras (MARTINS, 2023). Nossos resultados
demonstraram uma tendéncia ao aumento da taxa de concepcdo quando realizada a
suplementagdo de beta-NGF no meio de matura¢do ovocitaria das PIVEs. Considerando os
achados literarios e o pequeno numero de rotinas (quatro) de PIVE do presente trabalho,
acredita-se que uma ampliacao deste numero poderia conferir significancia estatistica a taxa de

concepecao.
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7. CONCLUSAO
Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a suplementacdo com 100 ng/ml de Beta-
NGF no meio de maturagdo ovocitaria melhora a eficiéncia da PIVE, podendo melhorar a taxa

de concepgao apos a transferéncia dos blastocistos para vacas receptoras.

Portanto, a manipulagao dos niveis desta proteina no laboratério comercial provou ser
uma estratégia promissora para aprimorar a pecudria, entregando maior eficiéncia reprodutiva
e viabilizando o uso de animais de alto valor genético com melhores taxas de retorno

gestacional.
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