EVENTO HIBRIDO | PRESENCIAL E ONLINE

01 A O3 DE SETEMBRO DE 2025

UFFS - CAMPUS REALEZA/PR
TRANSMISSAO ONLINE YOUTUBE

PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS UTILIZANDO
SEMEN CONGELADO/DESCONGELADO ADICIONADO DE
EXTRATO NATURAL (NP) AO MEIO DILUENTE - RESULTADOS
PARCIAIS

Matheus Ramos Rosin

Mestrando no Programa de Pds-Graduagao em Saude, bem-estar e producao animal
sustentavel na Fronteira Sul (PPG-SBPAS) da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) e bolsista da CAPES

Camila Keterine Gorzelanski Trenkel

Professora do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFES)

Isabeli Pastore

Discente do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS)

Julia Mara Frigo

Discente do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFES)

Jonatas Cattelam

Professor do curso de Medicina Veterinaria e do programa de pos-graduacao (PPG-
SBPAS) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS)

Dalila Moter Benvegnu

Professora do curso de Nutri¢ao e do programa de pds-graduagao (PPG-SBPAS) da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS)

Joaquim M. Garcia

Professor do programa de pés-graduacdo (PPG-SBPAS) da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS)

Adalgiza Pinto Neto

Professora do curso de Medicina Veterinaria e do programa de pds-graduagao (PPG-
SBPAS) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS)

1. Introducao

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) representa uma das principais
ferramentas da biotecnologia reprodutiva na bovinocultura, permitindo o aproveitamento
de gametas de alto valor genético e a multiplicacdo rapida de individuos superiores
(VIANA et al., 2018). Essa técnica tem sido amplamente aplicada para acelerar o
melhoramento genético de rebanhos, tanto de corte quanto leite, além de possibilitar o

uso estratégico de doses reduzidas de sémen e a combinagao de diferentes touros para

uma mesma doadora (OLIVEIRA et al., 2023).

Apesar dos avancos, um dos maiores desafios da PIVE ¢ o controle do estresse

oxidativo durante a manipulagdo dos gametas e embrides. A exposicao a oxigénio, luz e
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variacoes de temperatura pode gerar espécies reativas de oxigénio (EROs),
comprometendo a viabilidade celular e a taxa de desenvolvimento embrionario
(CROCOMO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2022). A utilizagdo de antioxidantes nos
diluentes seminais e nos meios de cultivo embrionario tem se mostrado uma estratégia

promissora para mitigar esses efeitos deletérios (TAMURA et al., 2013).

Dentro deste contexto, compostos naturais com propriedades antioxidantes, como
extratos ricos em polifendis e taninos, tém despertado interesse por oferecerem protecao
celular sem os possiveis efeitos adversos de antioxidantes sintéticos (SOTO-HERAS &
PARAMIO, 2020). No entanto, ainda sdao escassos os estudos avaliando diretamente a
eficacia desses extratos naturais sobre a qualidade do sémen criopreservado e sua

influéncia nos indices de clivagem e blastocisto na PIVE bovina.

Este estudo propde avaliar o efeito de diferentes concentragdes de um extrato
natural com potencial antioxidante (NP) adicionado ao diluidor de sémen bovino
congelado. Busca-se compreender se esse aditivo pode contribuir para a melhoria da
viabilidade espermatica e, consequentemente, para o aumento das taxas de clivagem e
formagao de blastocistos. Contudo existem limitacdes na validagdo experimental de
substancias antioxidantes naturais na reproducdo assistida bovina, drea ainda pouco

explorada em relagdo a esse tipo especifico de composto.

2. Metodologia

O experimento estd sendo conduzido no Laboratério de Reprodugdo Animal
(LABRA), SUHVU, Campus Realeza da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),
em parceria com um laboratorio privado de PIVE localizado em Francisco Beltrao — PR.
Como utiliza ovarios de fémeas bovinas oriundas de abatedouros comerciais, ndo ha

necessidade de submissdo a CEUA.

Os ovarios sao coletados em frigorifico no municipio de Marmeleiro — PR ¢
transportados em solucdo fisiologica 0,9% a 37-38 °C, para preservacdo da viabilidade
celular durante o transporte, conforme descrito por Ramos et al., (2006). No laboratorio,
sdo lavados com NaCl 0,9% estéril, e os foliculos visiveis (2—8 mm) sdo aspirados com
seringa e agulha 18G. Os complexos Cumulus Oophorus (COCs) sdo selecionados de

acordo com critérios morfolégicos (graus I, IT e IIT) (OLIVEIRA et al., 2023).
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A maturagdo dos COCs ocorre por 22-24 horas em criotubos com meio de
maturacao base (TCM-199, TL, heparina e SOF) ou meio comercial (BioKlone®),
incubados a 38,5 °C em atmosfera com 5% de CO: (SPECKHART et al., 2023). A
fertilizacdo in vitro ¢ realizada com sémen tratado com diferentes concentracdes de
extrato natural antioxidante (NP — 0%; 0,5%; 0,75% e 1%), utilizando gotas de 40 puL de
meio FIV.

Os espermatozoides sdo capacitados por gradiente de Percoll® (90% e 45%),
técnica que promove melhores resultados pos-descongelamento segundo Duma et al.,
(2025), e avaliados por andlise espermatica assistida por computador (CASA), como
padronizado O’Meara et al., 2022. Apos 1822 horas, os zigotos sdo transferidos para
cultivo em gotas de meio SOF recobertas por 6leo mineral, em incubadora com atmosfera
controlada (5% CO2 / 5% O: / 90% N2), e a clivagem ¢ avaliada 48 horas apds a
fecundacao. A taxa de blastocisto ¢ observada no sétimo dia de cultivo (SPECKHART et
al., 2023).

3. Resultados e discussao

Os resultados para o grupo controle, considerando o meio base e o comercial,
foram 21 e 24 COCs totais/viaveis, 61,66% e 56,04% de taxa de clivagem, 48,33% ¢
38,35% de formacao de blastocisto, respectivamente. Ao se utilizar o s€émen acrescido de
0,5% de NP, observou-se média de 23 e 23,5 COCs totais/viaveis; 54,46% e 53,09% de
taxa de clivagem; 12,28% e 16,79% de formacao de blastocisto, ao se utilizar o meio base

e comercial, respectivamente.

Ao se utilizar o s€émen acrescido de 0,75% de NP, encontrou-se média de 21,5 ¢
23 para COCs totais/viaveis; 44,08% e 51,96% para taxa de clivagem; 19,33% e 14,22%
para formagdo de blastocisto, em meio base e comercial, respectivamente. Quando se
utilizou do sémen acrescido de 1% de NP, a média encontrada foi de 21 ¢ 22 COCs
totais/viaveis; 30,35% e 67,85% para taxa de clivagem; 12,5% e 3,57% para a taxa de

formagao de blastocisto, em meio base e comercial, respectivamente.

Importante destacar que até onde se tem conhecimento, ndo foram encontrados
estudos cientificos que avaliem especificamente o extrato NP na produgdo de embrides

in vitro. Dessa forma, as comparagdes sao com estudos de substancias similares e ndo
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exatamente com NP.

Os resultados parciais indicam efeito inibitério nas taxas de producdo de
blastocistos com a crescente concentragdo do extrato natural adicionado no sémen
congelado. No estudo realizado por Lin et al., (2025) o grupo de sémen tratado com 25
uM de curcumina ndo apresentou diferencas significativas na fertilizacdo em comparagao
com o grupo controle ndo tratado (p>0,05), e o grupo de 25 uM apresentou uma taxa de

blastocisto significativamente aumentada (p<0,05).

As taxas de clivagem no meio base nas concentragdes de 0,75% e 1,0% foram
inferiores. Entretanto, as taxas de producao de blastocistos se mantiveram mais estaveis
no meio Base em relacao ao meio comercial. Lin et al., (2025) obteve como resultado a
aprovacdo da circuma como um inibidor a produgdo de espécies reativas de oxigénio e

aumentando a atividade de enzimas antioxidantes.

Outro fato importante na formagao embrionaria in vitro € o controle das espécies
reativas de oxigénio. O estudo de revisdo sistematica de De Paula Junior (2025) traz uma
breve descri¢do de fatores que podem interferir na viabilidade do embrido apds sofrer
danos oxidativos, como a produc¢ao intracelular ou até por interagdes externas, meios de
cultura, incubadora. O estudo ainda destaca a importancia do controle de condig¢des de

cultura junto ao uso de antioxidantes, no sémen ¢ em meios de cultura.

4. Consideracoes finais
A inclusdao do NP (0,5 ou 0,75 ou 1,0%) no diluidor de sémen tende a afetar a
producdo de blastocisto nos dois meios testados (Base e Comercial). No entanto, o

numero de rotinas precisa ser ampliado para subsidiar essa percepg¢ao.
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