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Resumo

Atualmente o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking entre os maiores
produtores de carne bovina do mundo, devido ao alto desenvolvimento da pecuéria de corte
em todo territdrio nacional. Apesar desse avanco, melhorias nos aspectos gerenciais e nos
indices zootécnicos e econdmicos se fazem necessarias para garantir a manutencao da sua
competitividade e consequente permanéncia como empreendimento economicamente
atraente. O desenvolvimento de tecnologias que melhorem a eficiéncia reprodutiva de
fémeas bovinas é essencial pois podem fomentar uma melhora nos indicadores produtivos e
aumentar a oferta de nutrientes. As perdas embrionérias sdo de grande preocupacdo nesse
contexto se fazendo necessario o conhecimento de todo esse sistema para a melhoria da
eficiéncia reprodutiva dessas matrizes. O interferon tau (IFN-t) é uma glicoproteina
secretada pelo embrido e anexos embrionarios no ambiente uterino, responsavel pelo
reconhecimento materno das fémeas bovinas nos primeiros 15 a 19 dias da gesta¢do, sendo

que até este periodo as perdas embrionarias sdo consideradas altas. Acredita-se que novos
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estudos envolvendo o0 IFN- t serdo de grande contribuig¢do para a reprodugdo e
consequentemente a producgdo animal. Para tanto, foi realizada uma revisdo de literatura para
compreender a relacdo entre o perfil de liberacdo de interferon-tau em embrides bovinos
produzidos in vitro a fresco e criopreservado, buscando assim compreender 0s motivos e as
possiveis solucdes diante da comparacdo sugerida. O método de pesquisa aplicado foi a
revisdo bibliogréfica, estando entre os materiais utilizados artigos cientificos, periédicos e
livros. Observamos que ha inimeros obstaculos enfrentados na técnica de criopreservacao a
fim de que ela garanta a liberacdo de interferon-tau pelo embrido, entre os problemas
encontrados pela literatura estdo: lesdes ou alteracBes bioquimicas em decorréncia da
formacdo de cristais de gelo dentro e fora das células, efeitos osméticos dos crioprotetores,
qualidade inferior dos embrides por conta de modificacdes na sua ultraestrutura. Por fim, ha
diversos outros fatores como alteracdes nas microvilosidades, alta porcentagem de lipidios
nas células, menor justaposicdo das células do mesoderma e do trofoblasto e diferencas na
composicdo da zona pellcida que resultam nessa deficiéncia. Outrossim, é importante estar
atento ao estresse oxidativo no embrido que pode interferir na liberacdo do interferon-tau. A
tematica é relevante para comunidade cientifica como também para o desenvolvimento

pecuario e carece de mais pesquisas a fim de se ajustar tais questdes.
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Abstract

Currently, Brazil occupies the first place in the ranking among the largest
beef producers in the world, due to the high development of beef cattle throughout the
national territory. Despite this advance, improvements in management aspects and in the
zootechnical and economic indices are necessary to guarantee the maintenance of its
competitiveness and consequent permanence as an economically attractive enterprise. The
development of technologies that improve the reproductive efficiency of bovine females is
essential as they can promote an improvement in productive indicators and increase the
supply of nutrients. Embryo losses are of great concern in this context, making it necessary
to know this entire system to improve the reproductive efficiency of these matrices.

Interferon tau (IFN-7) is a glycoprotein secreted by the embryo and embryonic attachments



in the uterine environment, responsible for maternal recognition of bovine females in the
first 15 to 19 days of gestation, and until this period embryonic losses are considered high. It
is believed that new studies involving IFN-t will be of great contribution to reproduction
and consequently to animal production. For this purpose, a review of the scientific and
current literature was carried out in order to understand the relationship between the
interferon-tau release profile in fresh and cryopreserved in vitro produced bovine embryos,
thus seeking to understand the reasons and possible solutions for the comparison performed.
The research method applied was the bibliographic review, with scientific articles, journals
and books being among the materials used. We observed that there are numerous obstacles
faced in the cryopreservation technique in order to guarantee the release of interferon-tau by
the embryo, among the problems found in the literature are: lesions or biochemical
alterations due to the formation of ice crystals inside and outside the cells, osmotic effects of
cryoprotectants, inferior quality of embryos due to changes in their ultrastructure. Finally,
there are several other factors such as changes in microvilli, high percentage of lipids in
cells, less juxtaposition of mesoderm and trophoblast cells, and difference in zona pellucida
composition that result in this deficiency. Furthermore, it is important to be aware of
oxidative stress in the embryo that can interfere with the release of interferon-tau. The theme
is relevant for the scientific community as well as for livestock development and needs more

research in order to adjust these issues.
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INTRODUCAO

No Brasil, a pecuaria de corte se consolidou nos ultimos anos como
importante produtora de alimentos e consequentemente se inseriu no mercado mundial como
grande competidor, ocupando o primeiro lugar no ranking entre os maiores produtores. Essa
atividade transformou-se também em fator importante na captacdo de divisas para nosso
pais, mas de certa forma nos fez passar por constantes pressdes resultantes da posi¢do
ocupada. Apesar desse avango, melhorias nos aspectos gerenciais e nos indices zootécnicos
e econdmicos se fazem necessarias para garantir a manutencdo da sua competitividade e
consequente permanéncia como empreendimento economicamente atraente (Filho, 2013).

O desenvolvimento de tecnologias que melhorem a eficiéncia reprodutiva de

fémeas bovinas é essencial, pois podem fomentar uma melhora nos indicadores produtivos e



aumentar a oferta de nutrientes de alta qualidade a menores custos para a populagédo humana.
O estudo e progresso das biotecnologias reprodutivas repercutem em vantagens econdmicas
diante da capacidade de crescimento de descendentes de animais com genética superior ou
mesmo para impedir a reproducdo genética desfavoravel. Assim, as tecnologias reprodutivas
foram otimizadas para possibilitar maiores e melhores alternativas de reprodugéo o que
resulta em diversas vantagens na area de producdo da pecuéria brasileira (Rodrigues, 2019).

Por isso, o aprimoramento das técnicas e estudos sobre a efetividade
reprodutiva das fémeas é essencial para atingir bons indices na reproducdo e
consequentemente na producdo animal.

Durante a gestagdo, o reconhecimento materno ocorre em média entre os dias
15 a 19 apos a fertilizacdo. Esse fato estabelece um dos principais desafios bioldgicos para a
obtencdo de indices reprodutivos satisfatorios em bovinos, devido as perdas embrionarias
acontecerem com maior frequéncia até estes dias. Uma glicoproteina secretada pelo embrido
e pelos anexos embrionérios no ambiente uterino, denominada de interferon-tau (IFN-t)
bloqueia a secre¢do pulsétil de prostaglandina F2alfa (PGF2a) pelo endométrio, mantendo a
secrecdo de progesterona pelo corpo lGteo e o estabelecimento da prenhez. Contudo, 0s
mecanismos pelos quais 0 IFN-t impede a quebra do corpo luteo ainda nao foram
suficientemente esclarecidos em fémeas bovinas (Marques et al., 2007).

Quanto a expressdo génica do IFN-t, Yao e colaboradores (2009) a
detectaram a partir do quarto dia do desenvolvimento embrionario in vitro e sua sinalizacao
ja a partir do sétimo dia. O inicio da expressdo do IFN-t ocorre por uma programagdo
genética independente do ambiente uterino, visto que essa glicoproteina ja se mostrou
expressa em condigdes in vivo e in vitro. No entanto, sabe-se que sua expressao é alterada
pelo Utero, ja que nas condi¢bes in vitro, é aumentada na presenca do endométrio e ainda
maior até a implantacao.

Entre as biotecnologias existentes no mercado, a producdo in vitro (PIV) é
bastante utilizada, sendo que logo apds a PIV esses embrides podem ser inseminados a
fresco nas fémeas bovinas em até algumas horas, através do seu envase em uma palheta,
outra opgdo é a realizacdo do congelamento desses embribes através do protocolo de
criopreservagao (Pazzim, 2021).

Dentre os protocolos de obtencéo de embrides bovinos produzidos in vitro, a
utilizacdo de embribes criopreservados é uma forma de assegurar melhor aproveitamento da
fertilizacdo, permitindo maior utilizagdo, principalmente quando ndo se dispée de muitas

fémeas para serem usadas como receptoras, a principal vantagem desse método € o



armazenamento de embrifes a longo prazo o que possibilita utiliza-los nos momentos ideias,
seja pela disposi¢do de receptoras, como também diminui a demanda de mover o gado,
além do mais isso possibilita um ambiente eficaz de mercado de genética, inclusive
propiciando uma atividade comercial global da genética bovina (Hoper, 2015).

No entanto, o congelamento de embrifes produzidos in vitro apresentam
particularidades quanto a sua morfologia e capacidade de desenvolvimento reduzida em
relacdo aos embrides formados in vivo, capazes de comprometer o desenvolvimento do
concepto e a secrecdo de fatores fundamentais para o reconhecimento materno da gestacao.
Essa pode ser uma das principais causas de morte embrionéria nas primeiras semanas de
desenvolvimento do embrido (Aradjo et al., 2005).

Com todos esses conhecimentos obtidos e diante da busca bibliografica
realizada, levantaram-se alguns questionamentos sobre o assunto e despontam as seguintes
hipoteses que fundamentam o presente trabalho: qual a relacdo entre o perfil de liberacdo de
interferon-tau em embriGes bovinos produzidos in vitro a fresco e aqueles submetidos a
criopreservacao? E ainda, o que justifica essa diferenca encontrada e quais 0s possiveis

recursos para direcionar essas questfes?

OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo geral revisar as literaturas cientificas
e atuais para compreender a relacdo entre o perfil de liberacdo de interferon-tau em embribes
bovinos produzidos in vitro a fresco e criopreservado. E dentro dos objetivos especificos

buscou-se avaliar os motivos e as solugdes da comparacao realizada.

MATERIAL E METODO

Este trabalho utilizou como método de pesquisa a revisdo bibliogréafica,

estando entre os materiais utilizados artigos cientificos, periodicos e livros. Segundo
Mertens, 2005:

A revisdo da literatura implica detectar, consultar e obter a

bibliografia (referéncias) e outros materiais Gteis para 0s propositos

do estudo, dos quais temos de extrair e recompilar a informacéo

relevante e necessaria para delimitar nosso problema de pesquisa.

Essa revisdo deve ser seletiva, porque todo ano em diversas partes do

mundo sdo publicados milhares de artigos em revistas académicas,

periddicos, livros e outros tipos de materiais nas diferentes areas do



conhecimento. Se quando revisamos a literatura descobrimos que na
area de interesse existem 5.000 possiveis referéncias, é evidente que
devemos selecionar apenas as mais importantes e recentes e que
também estejam diretamente ligadas a nossa formulacdo do
problema de pesquisa. As vezes, revisamos referéncias de estudos
tanto quantitativos como qualitativos, independentemente do nosso
enfoque, porque estdo muito relacionadas com nossos objetivos e

perguntas.

Entre os objetivos da revisdo de literatura estd o de compreender e identificar o
referencial tedrico e se as literaturas revisadas oferecem uma resposta para a pesquisa
realizada. Além do mais ela deve também propor um sentido a ser tracado na elaboragédo do
trabalho (Danhke, 1989).

As bibliografias encontradas sobre o assunto principal do trabalho ainda séo poucas e
dentre elas a maioria possui bastante especificidade o que reforca a necessidade e o
propdsito dessa pesquisa e de outras mais. Outrossim, o referencial tedrico deste trabalho é
obtido através das revisdes selecionadas e apresentam retorno sobre as indagagdes feitas.

Foram utilizados artigos cientificos, periddicos e livros, sempre que possivel nas
versdes e publicagbes mais recentes, sendo a bibliografia mais antiga empregada uma de
2005 e a mais recente de 2022, criando um intervalo de dezessete anos de estudos
abrangendo o tema.

Como ferramenta de busca foram utilizadas bibliotecas fisicas e virtuais, portais de
artigos académicos e plataformas de busca confiaveis, como o Google Académico e
ScieELO. Outro instrumento de pesquisa operado se da através da insercdo das palavras
chaves do trabalho visando criar uma maior seletividade de bibliografias procuradas.

Desta forma, foram examinadas literaturas que se relacionassem com o trabalho nédo
sO0 pelo assunto de modo geral, mas principalmente que se aliassem ao seu objetivo ou

hipdteses.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A biotecnologia relativa a producéo in vitro de embrides caracteriza-se pela selecéo
de doadoras que terdo os foliculos avaliados e qualificados por meio de exame
ultrassonografico dos ovarios com foco no melhoramento genético a fim de garantir o

sucesso do procedimento.



Realizada a qualificacdo dos foliculos, serd iniciado protocolo hormonal, caso
necessario, ou agendada a aspiracao folicular, que é realizada com a utilizacdo de uma
agulha 18G conectada a uma linha de aspiracdo e bomba a vacuo com pressao de 76 mmHg
em média e vazdo de 15ml de meio por minuto. A aspiracdo € guiada por ultrassom com

transdutor micro convexo acoplado a guia de biopsia inserida até o fundo vaginal (Leivas

Figura 1. Em A, demonstracdo dos equipamentos utilizados durante a aspiracdo folicular,
além da contencdo adequada. Em B, procedimento de aspiracdo folicular e seu

posicionamento correto. Silva 2017.

Uma vez finalizada a aspiracdo, o contetdo obtido é depositado na parede do filtro
coletor para FIV WTA em contato com a solucdo utilizada na aspiracdo consistente no
DPBS aquecido a 38°C a fim de remover a sujidade e excesso de liquido para facilitar o
processo de selecdo dos o0dcitos, que sdo colocados em placas de Petri, onde sdo observados
com estereomicroscopio e feito novo depdsito em gota de meio lavagem para,
posteriormente, passar por varredura completa e nova gota de lavagem, sendo realizada a
contagem e classificacdo de qualidade dos odcitos (Silva et al, 2017).

Somente o0s odcitos classificados como viaveis, ou seja, que apresentam citoplasma
homogéneo coberto por uma camada completa ou por mais camadas de células do cumulus
divididas em grau I, Il e Il (Gongalves, 2007), sdo transferidos para tubos falcon de
poliestireno contendo meio de maturagdo (TMC 199 Bicarbonato, suplementado com SFB,
hCG, estradiol, piruvato e amicacina) em atmosfera de 5% de CO2 e 5% de O2, sendo
identificados pelo numero da doadora e quantidade de odcitos, vedados com rolhas e
transportados em um transportador TO-WTA sob a temperatura media de 36°C (Renesto e
Coelho apud Silva et al, 2017).



Figura 2. Demonstracao de odcitos viaveis. A - Odcito de Grau I. B - Odcitos Grau Il. E
em C, Odcitos Grau Ill. Silva, 2017.

A maturagdo ocorrida no ndcleo e citoplasma € necesséria para a producdo in vitro
do embrido pois compreende a alteracdo estrutural e bioquimica do o6cito que torna gameta

feminino apto a passar pelo processo de fecundacdo e desenvolvimento embrionario
satisfatorio (Palma et al, 2001).
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Figura 3. Etapas da maturacdo do nucleo celular. Oliveira, 2014.

Cabe destacar, que a exposi¢do ao calor que geram estresse térmico em bovinos
fémeas irdo alterar a qualidade de maturacdo dos odcitos, tornando-os inferiores, isto
consequentemente ira repercutir no desenvolvimento dos embriGes. O efeito do estresse
térmico atinge além das funcGes dos odcitos mas também as células do cumulus, visto que,

reduz a producgéo de enzimas como a hialuronidase e a metaloproteinase (Amaral, 2019).



Assim, Gouveia (2011) explica que os o6citos sdo transferidos a placas de Petri em
microgotas de 100 pL de meio de maturacdo cobertas com 6leo mineral, permanecendo
incubados a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 e umidade saturada em estufa durante o
periodo de 22 a 26 horas, tdo logo chegam em laboratorio.

Por sua vez, Gouveia (2011) explicita que a capacitacdo e selecdo espermaética é
realizada com a utilizacdo do metodo Percoll ou lavagem convencional com a finalidade de
remover espermatozoides mortos, substancias toxicas e crioprotetores, bem como recuperar
a maioria dos espermatozoides moveis sem altera-los.

O procedimento segue para a fecundagdo in vitro em que o odcito maturado e o
sémen capacitado s&o colocados em placa de Petri onde ficam por um periodo de 18 a 24
horas em incubadora a 38,5°C com atmosfera de 5% de CO2 (Perine, 2007).

Figura 4. Blastocistos produzidos in vitro, dias 7 (1 e I1) e 9 (Il e V)
apos a fecundagdo. Em 1 e Il existem blastocistos e blastocistos
expandidos. J& nas figuras Il e IV é possivel observar blastocistos
eclodidos. Oliveira, 2014.



Com o inicio da fecundacdo no momento em que espermatozoide penetra as
diferentes capas que permeiam o oocito e formam prd-nucleos (Palma et al, 2001), sendo
submetido ao processo de desnudamento mediante a lavagem a fim de remover as células do
cumulus com solucdo baseada nos fluidos uterinos e do oviduto durante a gestacdo,
conforme Antoniolli (2005), e transferidos para nova placa de Petri onde permanecem por
07 (sete) dias até o envase dos embriGes que alcancarem ao menos o0 estagio blastocisto
inicial caracterizada pela formacdo da blastocele e possibilidade de diferenciacdo do
trofoblasto e botdo embrionario.

Concluida a fase de cultivo in vitro, os embrifes fecundados podem ser prontamente
transferidos as receptoras selecionadas previamente com base na taxa de concepcdo e
exceléncia do animal que deve apresentar boa condicdo corporal, nenhuma patologia
reprodutiva e ciclagem regular ap6s o inicio do protocolo hormonal de sincronizacao (Silva
etal, 2017).

Contudo, a demanda alimenticia por carnes bovina e lacticinios exige eficiéncia
maior na producdo de gados de corte e produtores de leite para suprir as necessidades da
sociedade, € facilitada pelo procedimento de criopreservacao que possibilita a criagdo de um
banco de embribes de alta qualidade por longos periodos de tempo e, consequentemente,
simplifica a movimentagdo de material genético e manejo de transferéncias.

Na criopreservacdo, o material bioldgico é estocado em nitrogénio liquido a -196°C
ou vaporizado a -150°C o que induz a célula a um estado de dorméncia metabdlica,
mantendo-se estavel por periodo maior de tempo (Lima, 2011).

A criopreservacdo pode ser realizada com a utilizacdo de duas técnicas diferentes: o
congelamento lento ou método tradicional e a vitrificagdo.

No congelamento lento, a utilizacdo de criprotetores € reduzida, bem como a taxa de
resfriamento que se limita a 0,3 a 2°C por minuto (Saragusty & Arav, 2011), 0 que acarreta a
formacéo de cristais de gelo, segundo Boité (2008), e isto é considerado determinante na
diminuicdo da liberacédo de interferon-tau, como sera exposto em momento oportuno.

De outro lado, a vitrificacdo expde os embrides a altas quantidades de crioprotetores
e alta taxa de resfriamento de 2500°C por minuto (Palasz e Mapletoft, 1996), o que resulta
na formacdo de uma estrutura que se assemelha ao vidro em decorréncia da utilizacdo de
fluido que traz viscosidade ao material durante o resfriamento, o que impede a formagéo de
cristais de gelo (Bautista e Kanagawa, 1998), porém causa preocupacao pelo potencial de

toxicidade do método para as células.



Apos a transferéncia de embries com o inicio da gestacdo, o reconhecimento
materno deve ocorrer entre 15 e 19 dias ap6s a implantacdo quando o concepto sinaliza a sua
presenca a unidade materna, que acontece concomitantemente com o alongamento do
embrido associado a maxima producdo de interferon-tau, uma glicoproteina secretada pelas
células do trofoblasto do concepto (embrido e pelos anexos embrionarios) no ambiente
uterino (Destro et al, 2014).

O interferon-tau tem a funcdo primordial de evitar o retorno a ciclicidade, pois age
de maneira paracrina com a inibicao da expressao dos receptores de estrogeno e de ocitocina
no epitélio luminal do endométrio, o que bloqueia a secrecdo pulsatil de prostaglandina
F2alfa (PGF20) pelo endométrio, mantendo a secrecdo de progesterona pelo corpo lGteo,
com a preservacdo deste e, como consequéncia, causa o impedimento da lutedlise, o que

assegura o estabelecimento da prenhez (Destro et al, 2014).
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Figura 5. Esquematizacdo da acdo paracrina e endocrina do interferon-tau a
partir do Utero e circulagdo sistémica. Em 1, a agdo paracrina do interferon-tau
produzido pelo embrido impede a transcricdo de receptores de estrogeno a
(ESR1) e de ocitocina (OXTR) no endométrio e influi na transcricdo de genes
estimulados por interferons (ISGs). Na sequéncia (2), o interferon-tau produzido

pelo concepto € liberado na veia uterina e isto faz com que em 3, haja o estimulo



da sintese de ISGs no sangue (leucdcitos). Assim, o interferon-tau atinge a
circulacdo sistémica a partir da sua saida pela veia uterina (4). E, em 5, retorna a
periferia, ao Utero e aos ovarios (corpo luteo) pela circulagédo sistémica. Por fim
(6), a influéncia de interferon- tau no corpo luteo estimula sintese de 1SGs.
Antoniazzi, 2011.

Isso porque ha formacdo de glandula enddcrina temporaria denominada corpo liteo
durante a ovulagdo, cuja funcdo é secretar o hormonio responsavel pela regulacdo da
ciclicidade ovariana, estabelecimento e manutencdo da gestagéo, a progesterona, sendo que,
uma vez nao detectado embrido, o corpo lGteo regride espontaneamente para o inicio de um
novo ciclo estral como resultado da secrecdo pulsatil de prostaglandina pelo endométrio, em
fendmeno nomeado lutedlise (Destro et al, 2014).

Contudo, como resultado da criopreservacdo dos embrifes, foi constatada a morte
embrionario precoce pela reducdo da liberacdo de IFN-t que acarreta na lutedlise.

Em estudo realizado, Araujo et al (2005) verificou a reducdo da liberacdo de IFN-t
pelos embrides produzidos in vitro que se submeteram ao processo de criopreservagdo
quando comparados aos embrides frescos.

O método utilizado para a obtencdo do resultado foi a titulacdo de IFN-t em embrides
produzidos in vitro, apds o processo de maturacdo de odcitos que apresentavam citoplasma
homogéneo, além de trés ou mais camada de células do cumulus oophurus coletados dos
ovarios de vacas em matadouros, fertilizados com sémen de touro da raca holandesa
(Aragjo, 2005).

Os blastocitos que apresentavam graus | e Il no sétimo dia de fertilizacdo foram
divididos e submetidos aos dois tipos de tratamento, quais sejam: embriGes frescos
cultivados em meio Glasgow BHK21 (controle) e tratamento, e embribes criopreservados,
descongelados e cultivados em meio Glasgow BHK21 (Araujo, 2005).

O congelamento foi realizado mediante a desidratagdo com etilenoglicol (1,8M),
envasados em palhetas de 0,25ml e congelados em aparelho freezer control CL-863
configurado para o0 programa zero para, posteriormente, as palhetes serem submersas em
nitrogénio liquido a -196°C onde permaneceram armazenadas até o descongelamento
efetivado com a colocagdo em placa escavada e lavados em PBS+0,4% BSA e em meio
Glasgow BHK?212+10% SFB (Aradujo et al, 2004)

A titulagdo de IFN-t foi realizada por meio de ensaio antiviral como indicativo da

secrecdo, com a utilizacdo de celulas Madin Darby bovine kidney e virus da estomatite



vesicular com o titulo de 10-7 (Aradjo, 2005), uma vez que a glicoproteina apresenta
atividade antiviral, o que simplifica o procedimento consistente em mensurar a habilidade de
preparacdes do interferon-tau protegerem células dos efeitos citotdxicos dos virus (Binelli,
2007).

Assim, a avaliacdo de IFN-t presente em cada amostra foi verificado por meio de
titulagdo indireta em que o titulo representa a reciproca da diluicdo responsavel pela reducéo
do efeito citopatico do virus em 50% em comparac¢éo ao controle do virus (Aradjo, 2005).

Com a titulacao, observou-se que a média dos quadrados minimos dos titulos de IFN-t
foi menor nos embribes criopreservados antes do cultivo em relacdo aos embrides néo-

criopreservados.
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Figura 6. A média dos quadrados minimos das titulac6es de IFN no cultivo fresco e

no cultivado pos-descongelamento, aos 3 e 7 dias. Araujo, 2005.

Na concepcdo de Stojkovic et al (1995) e Lonergan et al (2003), a diminui¢do na
secrecdo de IFN-t decorre de lesdes ou alteragdes bioquimicas no embrido ocorridas durante
0 processo de criopreservacdo em razdo da formacdo de cristais de gelo dentro e fora das
células, além dos efeitos osmoticos dos crioprotetores, que tornam as células trofoblasticas
invidveis e incapazes de emitir sinais de reconhecimento materno da gestacdo por afetarem a
integridade das membranas das organelas, da membrana celular e do ndcleo, o que

compromete a capacidade de liberacéo da glicoproteina (Kristina et al, 2001).



Outras pesquisas atribuem a reducdo da secrecdo de IFN-t e a menor qualidade dos
embrides a alteracdo na ultraestrutura pelo processo de criopreservacao responsavel pela
fragmentacdo da membrana nuclear e interferéncia no DNA que, por sua vez, torna
deficitaria a expressdo do gene que codifica a expressao do IFN-t (Wiemer et al, 1995)

A maior sensibilidade dos embrides maturados e produzidos in vitro (PIVE) a
criopreservacao foi discutida por Vajta et al (1996) e Kaid et al (1999), sendo atribuida a
diversos fatores como alteracbes nas microvilosidades, alta porcentagem de lipidios nas
células, menor justaposicdo das células do mesoderma e do trofoblasto e diferenca na
composic¢do da zona pelucida (Pollard e Leibo, 1994; Massip et al, 1995; Thompson, 1997).

Outrossim, 0 estresse térmico leva ao estresse oxidativo, isto pode se dar pelo frio,
como observado na andlise sobre criopreservacdo, mas também ocorre pelo estresse por
calor que ira formar excesso de espécies reativas de oxigénio, fazendo com que haja
desequilibrio na capacidade do sistema antioxidante (Amaral, 2019).

Em relacdo ao estresse oxidativo sofrido pelos embribes ele se da quando ndo ha
equilibrio entre os meios oxidativos e as protecGes antioxidantes presentes nas células,
quando ocorre 0 exagero de espécies reativas de oxigénio. Isto pode fazer com que o
embrido nem chegue a se desenvolver ou caso evolua pode apresentar disturbio deletérios
mutagénicos ou ainda teratogénicos. Por isso, marcadores e quantificadores de estresse
oxidativo nas etapas na producdo in vitro sdo importantes a fim de que através do uso de
antioxidantes ndo enzimaticos em meios de maturacdo, fertilizacdo e cultivo de embribes

esses efeitos degenerantes sejam neutralizados (Weigert, 2022).

CONCLUSAO

Conclui-se no presente trabalho, a importancia das biotecnologias reprodutivas,
especialmente para o setor pecuario brasileiro. Dentro disso é essencial que as técnicas
sejam cada vez mais aprimoradas para que haja maior efetividade na reproducdo. Isto
implica em garantir que as gestacdes bovinas se desenvolvam e um fator determinante para
isso é o perfil de liberagdo de interferon-tau em embrides.

Dentro das técnicas de reproducdo, a criopreservacdo de embrifes traz diversas
vantagens, principalmente de logistica. No entanto existe ainda obstaculo da redugédo de
liberacdo de interferon-tau quando utilizada esta técnica.

A literatura aponta como possiveis motivos dessa ocorréncia: as lesdes ou alteraces
bioguimicas ocorridas durante o procedimento por conta da formagdo de cristais de gelo

dentro e fora das células, ou ainda os efeitos osmaticos dos crioprotetores que interferem nas



membranas das organelas, da membrana celular e do nucleo que comprometem a capacidade
de liberagcdo da glicoproteina pelas células trofoblésticas, ou mesmo pela qualidade inferior
dos embrides por conta de modificacBes na sua ultraestrutura.

Por fim, ha varios fatores como alteracdes nas microvilosidades, alta porcentagem de
lipidios nas células, menor justaposi¢cdo das células do mesoderma e do trofoblasto e
diferenga na composicao da zona pellcida que podem resultar nessa deficiéncia. Além do
mais, € importante atentar-se ao estresse oxidativo que o embrido estd suscetivel e que ira
interferir do mesmo modo.

A despeito da relevancia do tema, ainda h& poucas pesquisas enfrentando esses

questionamentos e buscando alternativas para que esses indices sejam superados.
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