Introducao

Os procedimentos de inducao de ovulagées multi-
plas (superovulagcao), coleta e transferéncia de em-
brides tem sido largamente utilizadas como biotéc-
nicas reprodutivas em bovinos. Durante o processo,
os embrides sao recuperados do Utero das doado-
ras, identificados e classificados. Esta classificacao
é realizada em funcao do estadio de desenvolvimen-
to e da qualidade morfoldgica, e a avaliacao final da
eficiéncia do processo superovulatério e a definicao
do destino dos embrides (transferéncia direta, con-
gelacao ou descarte) devem levar em consideracao
estes dois parametros.

Na avaliacdo do estadio, sdao consideradas carac-
teristicas associadas a progressao do desenvolvi-
mento embriondrio, como ndmero, tamanho e grau
de compactacao dos blastdmeros (células embrio-
narias), formacao da blastocele (cavidade embrio-
néria), espaco ocupado pelo embrido e espessura
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da zona pellcida (envoltério externo). Para cada

dia ap6s a ovulacao, é esperado um determinado es-
tadio de desenvolvimento. Em bovinos, os embrides
chegam ao utero em torno do 5° dia apés a ovula-
cao, e eclodem em torno do 8° dia, de forma que

a coleta de embrides pela técnica nao cirdrgica de
lavagem (flushing) uterina deve ser realizada entre o
6° e o 7° dias. Como as ovulacdes em bovinos su-
perovulados ocorrem em um intervalo relativamen-
te curto (75% nas primeiras 4h apds o inicio das
ovulacdes), pode ocorrer uma peguena variacao no
estadio entre embrides da mesma coleta. Embrides
em estadio de desenvolvimento incompativel com o
momento da coleta (6° — 7° dias), ou ocorréncia de
discrepancias significativas entre embrides recupe-
rados em um mesmo lavado sugerem retardo ou
blogueio no desenvolvimento embrionério e conse-
quente comprometimento do potencial de desenvol-
vimento pés-transferéncia.

A classificacao morfolégica de qualidade considera
a presenca e a magnitude de imperfeicbes como
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presenca de blastbmeros de tamanhos irregulares,
em extrusao (separacao da massa celular), apresen-
tando vacuolizacdo, morte ou fragmentacao, altera-
coes de cor ou tamanho da massa celular, auséncia
de compactacao e danos na zona pellcida. A ava-
liacao dos embrides é feita em funcao do percentual
da massa celular comprometida pelas alteracoes. A
sobrevivencia embrionaria pds-transferéncia, princi-
palmente no periodo do reconhecimento materno da
gestacao, requer um ndmero minimo de blastdbmeros
vidveis, consequentemente quanto maior o compro-
metimento da massa celular por defeitos morfolégicos
menor a chance de estabelecimento de gestacao. No
caso da criopreservacao, em que a propria técnica
causa danos e eventualmente morte de parte das
células embrionarias, embrides de classificagdo mor-
folégica regular ou pobre tem uma chance minima
de desenvolverem apés a transferéncia.

A Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS) normatizou os critérios para classi-
ficacao morfologica de embrides bovinos produzidos
in vivo quanto ao estadio de desenvolvimento e
qualidade (IETS, 1998). A classificacdo do estadio
de desenvolvimento da IETS usa cédigos numéricos
que vao de 1 (oécito ndo fecundado) até 9 (blas-
tocisto eclodido e expandido). A classificacdo da
qualidade dos embrides usa codigos que vao de 1
(embrides de qualidade excelente ou boa) até 4 (em-
brides mortos ou degenerados). Os quadros a seguir
foram compilados de forma a auxiliar os profissio-
nais na realizacao desta classificacao, oferecendo
uma referéncia de acesso rapido, comparativa e
comentada, e ainda trazendo alguns exemplos de
duvidas mais comuns.

A utilizacao dos critérios descritos pode auxiliar na
reducdo da subjetividade da classificacao dos embri-
oes recuperados apds a superovulacdo, mas a acu-
racia e a consisténcia dependem da experiéncia do
técnico. E recomendavel, principalmente para quem
estd iniciando na atividade, procurar utilizar 6ptica
(lupa ou estereomicroscépio) de qualidade, e que
forneca um aumento minimo de 40x, assim como
realizar a classificacdo apds a remocao do embrido
do meio de coleta, no qual podem estar presentes
muco e debris celulares, e procurar observar o em-
brido em diferentes angulos.

E importante lembrar também que a classificacdo
morfoldgica é apenas indicativa do potencial de
desenvolvimento dos embrides. Alteracoes funcio-
nais que podem comprometer o desenvolvimento
embriondrio ndo sdo necessariamente refletidas
imediatamente na morfologia, ou seja, um embrido
aparentemente perfeito pode ter um baixo poten-
cial de desenvolvimento em funcao de fatores
intrinsecos como, por exemplo, defeitos genéticos,
ou extrinsecos, como contaminacoes ou fontes de
estresse no dia da coleta. Neste sentido, avalia-
coes dinamicas, em que se observa a progressao
dos estadios de desevolvimento apds um periodo
de cultivo, ou técnicas auxiliares de avaliacao,
como coloracdo para contagem de blastdmeros e
identificacao de células apoptoticas, podem auxiliar
na determinacdo do potencial real dos embrides.
Estas avaliagdes, contudo, nem sempre sao com-
pativeis com a dindmica ou os objetivos da pratica
comercial da atividade.

Por outro lado, a taxa de gestacao apds a transfe-
réncia de embrides é determinada nao apenas pela
qualidade embrionéaria, mas também pelos critérios
utilizados na manipulacado das estruturas, da habili-
dade do técnico responsavel pela transferéncia, pelo
grau de sincronia entre o estadio de desenvolvimen-
to embriondrio e a fase do ciclo das receptoras, e
pela condicao sanitaria e nutricional das mesmas.

O registro criterioso da classificacdo dos embrides
transferidos, e também de parametros como quali-
dade do corpo luteo, escore corporal da receptora,
dificuldade na execucao do procedimento, etc., sdo
de grande valia no momento de interpretar os resul-
tados da TE.
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Classificacdo de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com o estadio de desenvolvimento

8 - 12 Células
Cédigo IETS: 2

Mérula
Fase esperada: dias 5,5-6,0 do ciclo
Caracteristicas: Blastémeros ainda
evidentes, porém n&o é mais possivel
determinar nimero exato. Massa de
células ocupa  maior parte do espago
dentro da zona pellcida. Periodo
caracterizado pelo fim da fase de
celularizacdo e da trans icdo materno
zigdtica e inicio do processo de
compactacéao.

Morula Compacta
Codigo IETS: 4

Mérula Compacta
Fase esperada: dias 6,0 a 6,5 do ciclo
Caracteristicas: Compactacéo torna a
massa de células coesa, dificultando
individualizacdo dos blastomeros, e causa
retracdo do embrido em relacdo a zona
peltcida, com aumento do espaco
perivitelinico. Formacéo de juncdes de
adesdo e de oclusdo entre as células,
preparando o embrido para a formacao da
blastocele.

Blastocisto Inicial
C()dig_;o IETS: 5

Blastocisto Inicial
Fase esperada: dias 6,5 a 7,0 do ciclo
Caracteristicas: Blastémeros criam
gradiente osmético que atrai 4gua para o
espaco intercelular, iniciando a formacao
de uma cavidade denominada blastocele.
Perda da totipoténcia, com a formacéo de
duas populacdes celulares distintas: o
trofoblasto, que re veste a blastocele, e a
massa celular interna (MCI), lateral a
blastocele.

Blastocisto
Cddigo IETS: 6

Blastocisto
Fase esperada: dias 7,0 a 7,5 do ciclo
Caracteristicas: Blastocele aumenta de
tamanho, tornando -se proporcionalmente
maior que a massa celular interna e
ocupando gradualmente todo o espaco
perivitelinico. Trofoblasto sofre
diferenciagdes morfoldgicas e funcionais
associadas a captacdo de nutrientes,
enquanto as cél ulas da MCI mantém
potencialidade.

Blastocisto Expandido
Codigo IETS:

Blastocisto Expandido
Fase esperada: dias 7,5 a 8,0 do ciclo
Caracteristicas: Expansé&o da blastocele
causa aumento de tamanho do embrido e
progressiva reducdo na espessura da
zona peltcida (ZP). Maior
desenvolvimento do trofoblasto, a MCI é
visivel depende ndo da posicdo do
embrido. Rompimento da ZP car acteriza a
eclosdo, com o e mbrido entrando em
contato direto com os tecidos maternos.

Blastocisto Eclodido

‘ Cédigo IETS: 8
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Classificacao de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com a qualidade morfolégica

\

Embrides de qualidade excelente
Codigo IETS: 1

Embrides de qualidade boa
Cadigo IETS: 1

Embriées de qualidade regular
Cddigo IETS: 2

Comentarios: Embrides sem defeitos morfolégicos
ou extrusdes celulares, e estadio de desenvolvimen-
to compativel com periodo pés-ovulacdo. Méaximo
potencial de desenvolvimento a fresco ou criopre-
servado.

Comentarios: Embrides com uma ou poucas célu-
las de extrusdo ou discretas alteracdes de colora-
cdo. Potencial de desenvolvimento semelhante ao
embrido grau |, podendo também ser criopreserva-
do.

Comentarios: Embrides com maior nimero de alte-
racdes morfolégicas ou extrusdes celulares, mas
com pelo menos 50% da massa celular integra e
mostrando sinais de desenvolvimento.

Embrides de qualidade pobre
Cadigo IETS: 3

Embriées degenerados
Cédig_]o IETS: 4

Odcitos ndo fecundados

Comentarios: Extrusdes ou fragmentacdo compro-
metendo mais que 50% da massa celular, e dificul-
tando a classificacdo das células vidveis. Potencial
de desenvolvimento significativamente reduzido.

Comentérios: Embrides com comprometimento defi-
nitivo da massa celular, com blastémeros de tama-
nhos variados apresentando sinais de degeneracéo
celular, picnose, fragmentacao e alteracdes de cor.

Comentérios: Odcito sem sinais de clivagem, apre-
sentando graus variados de retracdo, pulverizacdo
ou sedimentacdo do citoplasma. No menor aumento
podem ser confundidos com mérula compacta ou Bi.

Morfol

ogias que geram duvidas de interpretacao

Zona Pellcida irregular
Comentario: Achado
ocasional e sem rele-
vancia funcional, desde
que nado haja rompimen-
to. Pode ser caracteris-
tica da propria estrutura
ou decorrente de danos
na manipulacéo.

Blastocisto inicial com
2 cavidades
Comentario: Achado
ocasional. Na maioria
das vezes as cavidades
confluem para formar

uma Unica blastocele.

Blastocisto com retra-
céo
Comentario: A retracédo
e re-expansdo da blas-
tocele sdo normais pro-
ximo ao momento da
eclosdo. Observar a

espessura da ZP.

Falha de compactacéo

Comentario: A compac-
tacdo é um processo
imprescindivel para o
desenvolvimento da
blastocele, e a nédo o-
corréncia ou atraso é
sinal de degeneracéo.

Blastocele e MCI sobre-
postas
Comentario: Embrido
com a MCI virada para
baixo. Movimentando-se
o embrido na placa a
distincdo da blastocele e

MCI fica evidente.

Degenerado ou néo fe-
cundado?
Comentario:  Embrides
ndo fecundados podem
sofrer ativacdo espon-
tanea. Desta forma, a
clivagem inicial ndo é
garantia de fecundacéo.
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