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l. Relatério de Estagio
1. Introducgao

O estagio curricular obrigatério € uma etapa fundamental da formacgao
profissional, pois permite a experiéncia pratica dentro da area de interesse, garantindo
ao discente a oportunidade de aprimorar os conhecimentos técnicos adquiridos ao
longo da graduacdo e de se capacitar para a atuacdo no mercado de trabalho. E
realizado durante o ultimo semestre do curso de Medicina Veterinaria pela
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, FCAV, campus de
Jaboticabal e exige um total de 600 horas.

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas pela discente
Isadora Beraldo Giacometti, graduanda do décimo periodo do curso de Medicina
Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, FCAV, Campus de Jaboticabal, durante o
Estagio Curricular em Pratica Veterinaria, realizado sob orientagdo do Prof. Dr. José
Mauricio Barbanti Duarte, docente do Departamento de Zootecnia da FCAV/Unesp.

O estagio foi realizado no laboratério de producéo in vitro de embrides bovinos
Vitrogen, em periodo integral, de 01 de agosto a 30 de novembro, perfazendo um total
de 688 horas. As atividades desenvolvidas compreenderam toda a rotina laboratorial
incluindo limpeza e aferigdo de incubadoras, manipulagao de odcitos e embrides e
todas as etapas da producgao in vitro e criopreservagao de embrides. Também foram
acompanhadas aspiragdes foliculares e selecdo de odcitos a campo, testes de novos
lotes de meio de cultivo de embrides e avaliacdo de equipamentos. As atividades
permitiram integrar pratica laboratorial, procedimentos a campo e gestdo de dados,
proporcionando uma visao geral do processo produtivo.

2. Descricao do local de estagio

A Vitrogen (Figura 1) esta localizada na Avenida Coronel José Nogueira Terra,
203, no municipio de Cravinhos, Sao Paulo. A empresa foi fundada ha mais de 25
anos pela Dra. Yeda Watanabe e atua na area de biotecnologia da reprodugéo animal.
Atualmente desenvolve atividades no Brasil e presta servicos para outros paises.

Os principais publicos atendidos incluem criadores, médicos veterinarios e
laboratérios de reproducéo assistida. Entre os servigcos oferecidos estdo a producao
in vitro de embrides, a fabricagao e comercializacdo de meios de cultivo, treinamentos
voltados a capacitagao técnica em produgao de embrides e criopreservacao, além de
assessoria para implantacdo de laboratérios e unidades de reproducédo animal. A
empresa ja participou da implantagao de mais de 50 laboratérios em diferentes regides
da América Latina, América Central, América do Norte, Asia e Oceania.
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Figura 1. Fachada da empresa Vitrogen, localizada na venida Coronel José Nogueira
Terra, 203, em Cravinhos, Sao Paulo. Fonte: Arquivo da Vitrogen.

A equipe é composta pela fundadora e CEO, Dra. Yeda Watanabe, trés médicos
veterinarios embriologistas, responsaveis pela produ¢cdo de embrides e realizar os
treinamentos e assessorias, uma meédica veterinaria encarregada pela gestdo de
dados e um quimico responsavel pela produgdo dos meios de cultivo que sao
comercializados e utilizados no laboratério.

A empresa apresenta sua estrutura fisica distribuida em dois pavimentos. No
térreo, encontram-se a recepgao, um banheiro e o laboratério, enquanto no pavimento
superior localizam-se a copa, o setor administrativo, um escritério, uma sala de
reunides e um banheiro. O laboratdrio € dividido em diferentes ambientes, conforme
as atividades desempenhadas.

A sala de recepcédo e manipulagao é destinada ao recebimento de odcitos e
demais materiais encaminhados por médicos veterinarios que realizam a aspiragao
folicular a campo, bem como de ovarios provenientes de abatedouros, utilizados em
treinamentos e testes de qualidade. Nesse mesmo ambiente também ¢é realizada a
OPU desses ovarios. A sala é equipada com mesa aquecedora, aquecedor de tubos,
seringas, agulhas, gaze e luvas de procedimento, além de armarios destinados ao
armazenamento dos equipamentos utilizados no transporte de odcitos entre as
propriedades e o laboratério, como Labmix (WTA®) e transportador de odcitos.

A empresa conta ainda com duas salas de estoques. Na primeira, encontra-se
um cilindro de mistura gasosa (O,, CO, e N,), utilizado para o abastecimento das
Labmix (WTA®), além de bolsas de transporte e caixas para envase de meios de
cultivo para envio aos clientes. O segundo estoque é onde sdo armazenados 0s
materiais de uso rotineiro em laboratério, como luvas, placas, ponteiras, seringas,
agulhas e tubos, bem como equipamentos como Labmix (WTA®), transportadores de
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odocitos, transportadoras de embrides, congeladores de embrides e descongeladores
de sémen e embrides.

A sala de lavagem e esterilizagdo € equipada com pia, autoclave e estufa de
secagem e esterilizagdo, sendo o ambiente destinado a higienizagdo dos materiais
utilizados nas atividades laboratoriais (figura 2). A sala de treinamento, por sua vez, é
utilizada para a realizacdo de treinamentos e atividades de pesquisa, possuindo trés
fluxos laminares, uma incubadora Thermo, uma incubadora de bancada EVE (WTA®),
um estabilizador de meios ADAM (WTA®), trés estereomicroscopios (lupas), mesas
aquecedoras, um microscopio Optico, dois microscépios invertidos, uma mini
centrifuga, pipetas com volumes de 10 a 1000 pL, racks aquecedores de tubos e trés
armarios destinados ao armazenamento de materiais como placas, canetas, laminas
e laminulas (figura 3).

Figura 2. Sala de Limpeza e Esterilizagdo, equipada com autoclave e estufas secadoras. Fonte:
Arquivo pessoal.
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Figura 3. Sala de treinamento equipada com trés fluxos laminares (A e C), incubadoras (B) e dois
microscoépios invertidos (D). Fonte: Arquivo pessoal.

O banco de amostras criopreservadas contém botijées de nitrogénio utilizados
para o armazenamento de embrides produzidos e congelados, tanto por
congelamento direto quanto por vitrificacdo, além de sémen utilizado nos
procedimentos de fertilizagdo in vitro (FIV). O local dispée de uma mesa para
manipulagdo dos materiais, gavetas para armazenamento de racks, caixas de isopor
utilizadas para manipulacdo dos sémens e embrides criopreservados, € uma
impressora de etiquetas para identificacdo das racks. O armazenamento é realizado
em botijdes identificados conforme o mapeamento elaborado pela empresa,
garantindo a localizagao correta das palhetas.

A sala de PIVE comercial é equipada com fluxos laminares, uma incubadora
Thermo, duas incubadoras de bancada EVE (WTA®), estereomicroscépios (lupas),
mesas aquecedoras, microscopio optico, mini centrifuga, pipetas de 10 a 1000 pL,
racks aquecedores de tubos, armarios para armazenamento de materiais e cilindro de
mistura gasosa (Figura 4). Esse ambiente é destinado as atividades comerciais de
producao in vitro de embrides. Por fim, a sala de preparacéo de meios de cultura é o
local utilizado para o preparo e manipulagdo dos meios de cultivo empregados nas
diferentes etapas do processo de produgao in vitro de embrides.
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Figura 4. Sala de produgéo comercial. A: Incubadoras de bancada EVE e incubadora de CO2 e fluxo
laminar com lupa, mesa aquecedora, ponteiras e pipetadores. B: Dois fluxos laminares, um deles
contendo lupa, mesa aquecedora, ponteiras, pipetadores e suporte para tubos. Fonte: Arquivo pessoal.

3. Descrigao das atividades desenvolvidas

Durante os quatro meses de estagio, foram executadas diversas atividades
relacionadas as rotinas laboratoriais e aos procedimentos de producgéo in vitro de
embrides (PIVE). As principais atividades e suas respectivas quantidades estao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia das atividades realizadas durante o estagio.

Atividade Numero de vezes acompanhado
Esterilizacdo de materiais 4
Teste de lote de meios 8
Teste de equipamentos 10
Teste de sémen/touros 3
Recebimento de odcitos 9
Preparo de material para selegao 9

de odcitos a campo

Envio de embrides para 7
transferéncia
Aspiragao folicular e selecao de 4

00citos a campo

As segundas-feiras eram realizadas a limpeza do laboratério e a aferigao da
temperatura e atmosfera gasosa incubadoras para controle, e ocorria o recebimento
de ovarios de abatedouro para realizacao da aspiracao folicular e producédo de
embrides com o objetivo de testar novos lotes de meio para controle de qualidade da
producao e para avaliar o funcionamento de equipamentos enviados pela assisténcia
técnica da WTA. Ao todo foram testados 4 lotes de meios (cada um testado duas
vezes), 6 incubadoras de bancada EVE (WTA®), um transportador de embrides, um
transportador de odcitos e duas incubadoras portateis Labmix (WTA®).
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A discente pbde participar diretamente das produgdes dos testes (figura 5),
desde a aspiragao dos oocitos a partir dos ovarios de abatedouro, rastreio e selegao
de odcitos e maturagao, fecundacgao e cultivo in vitro. No inicio foi manipulada apenas
uma unica placa de pogo onde eram realizadas todas as etapas da produgéao in vitro
de embrides, avaliando a taxa de blastocisto produzidos do dia 7 ao dia 10 de cultivo
e taxa de eclosao dos blastocistos (figura 6). Todas as etapas da produgao foram
realizadas em baixa tensao de oxigénio, ou seja, utilizando a mistura gasosa com 5%
de oxigénio, 6% de didxido de carbono e 89% de nitrogénio. O numero de odcitos
manipulados pela discente aumentou gradativamente até que obtivesse pratica
suficiente para a realizagdo da produgao dos testes sozinha. Ao todo, foram 17
producdes realizadas pela estagiaria no periodo de agosto a novembro (tabela 2).

Figura 5. Discente realizando a produgéo in vitro de embrides a partir de o6citos aspirados de ovario
de abatedouro. Fonte: Arquivo pessoal.



16

-
y

. D re

”-f'::.'.’... i s T .3~;‘;:§',4’

Figura 6. Fotos da producao da discente. A: odcitos maturados; B: zigoto em processo de clivagem no
dia 3 de cultivo; C: blastocistos em diferentes estagios de desenvolvimento no dia 7 (seta azul:
blastocisto, seta preta blastocisto expandido e seta vermelha: blastocisto em eclosdo, saindo da zona
peltcida); D: blastocistos eclodidos, fora da zona peltcida, no dia 10 de cultivo. Fonte: Arquivo pessoa,
fotos tiradas através do estereomicroscopio.
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Tabela 2. Produgéao de embribes in vitro realizadas pela estagiaria no periodo de
agosto a novembro e taxas de embrides totais e de eclosdo dos blastocistos.

Quantidade Numero de Embrides ~
Data Testes | de touros o e .o/ | EClOs@o (%)
Utilizados oocitos viaveis | Totais (%)
04/8 1 1 43 19% 100%
06/8 2 1 50 48% 96%
11/8 3 1 95 31% 90%
18/8 4 1 57 28% 75%
19/8 5 1 65 17% 73%
08/9 6 2 58 53% 90%
16/9 7 1 129 31% 85%
22/9 8 1 152 47% 80%
29/9 9 1 265 27% 58%
06/10 10 1 347 33% 82%
13/10 11 3 240 29% 70%
20/10 12 3 331 32% 62%
27/10 13 1 146 50% 85%
03/11 14 1 229 41% 80%
10/11 15 1 291 41% 78%
11/11 16 1 267 37% 81%
12/11 17 1 370 44% 94%

No setor comercial foi acompanhado o recebimento de odcitos, producao de
embrides e preparo do material para a aspiragao folicular in vivo, que consiste no envio
dos meios de selegcao e maturagao de oocitos e do transportador de od6citos ou Labmix
para o transporte dos odcitos até o laboratério. Durante o periodo de estagio, foi
possivel acompanhar a producado de embrides de diferentes racas bovinas (figura 7),
bem como o envase de embrides no dia 7 de cultivo para transferéncia a fresco e a
criopreservacéo dos embrides que ndo seriam transferidos (figura 8).
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Figura 7.Representagao grafica da distribuicao da Produg¢do de embribes in vitro no periodo de estagio
por raga de doadoras de odcitos.
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Figura 8. Representacao grafica da distribuigdo do destino dos embrides produzidos no dia 7 de cultivo.

Além das atividades laboratoriais, foram acompanhadas aspiracées foliculares
e selecao de odcitos a campo nas fazendas Colonial Serra, no Instituto de Zootecnia
de Sertdozinho e na Agropecuaria G Sales. Na Fazenda Colonial foram aspiradas 38
doadoras. No Instituto de Zootecnia, foram observados dois procedimentos,
realizados em dias diferentes, ambos envolvendo a aspiracédo de 15 doadoras. Ja na
Agropecuaria G Sales, foi realizada a aspiragdo de apenas uma vaca e foi permitido
que a discente realizasse a selegao dos odcitos recuperados. A participagao nessas
rotinas permitiu acompanhar as etapas de execugao da OPU (Figura 9), selegédo dos
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complexos cumulus-o6cito e transporte dos odécitos ao laboratério, proporcionando
uma visao aprofundada das demandas técnicas e logisticas da producgao in vitro em
ambiente de campo.

Figura 9. Procedimento de aspiragdo folicular sendo realizado por médico-veterinario, utilizando
abordagem transvaginal guiada por ultrassonografia. Fonte: Arquivo pessoal.

Ademais, foram desempenhadas tarefas de elaboracao de relatorios técnicos
e organizagao de dados de producao apds a realizagdo de um teste de equipamento
ou de qualidade dos lotes dos meios de cultivo de embrides e apos finalizada uma
producao de embrides no setor comercial, 0 que contribuiu para 0 acompanhamento
dos resultados obtidos e para o controle de desempenho do laboratério.

4, Discussao das atividades desenvolvidas

A maior parte das atividades realizadas ocorreram no ambiente laboratorial,
envolvendo principalmente o controle de qualidade dos lotes dos meios de cultivos de
embrides e os testes de funcionamento e validagao técnica de equipamentos, sendo
que o tipo de equipamento mais testado foi a incubadora de bancada EVE (6 no total).

A participagao da discente nas rotinas de produgao in vitro de embrides evoluiu
bastante ao longo do estagio. No inicio, ela manipulava apenas 43 odcitos viaveis,
mas, conforme ganhou pratica e seguranga, passou a realizar todas as etapas do
processo sozinha, chegando a trabalhar com 370 odcitos ao final do periodo. As
variagdes observadas nas taxas de producao de embrides estavam relacionadas tanto
a habilidade da aluna quanto ao tipo de teste, a qualidade dos odcitos e ao touro
utilizado na fecundagdo. Em doze producdes, as taxas foram superiores a 30%, com
numero de odcitos viaveis entre 48 e 370, indicando bom desempenho mesmo em
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dias com maior volume de trabalho. As taxas de eclosdo também foram satisfatérias,
com a maioria dos experimentos apresentando valores acima de 80%.

No setor comercial, observou-se predominancia da raca Nelore nas rotinas de
produgao in vitro, que corresponde a 69% da producdo total. As demais racas
aparecem com participagdo reduzida: Brahman (8%), Holandés (7%), Genética de
Pulo (6%), Guzera (5%), Girolando (4%) e Sindi (1%). Esses resultados demonstram
que os clientes atendidos pelo laboratério trabalham principalmente com a raca
Nelore. Quanto ao destino dos embrides produzidos, a maior parte dos embrides
(55%) foi destinada a transferéncia a fresco, pratica priorizada quando ha receptoras
sincronizadas aptas a receber os embrides e logistica favoravel, os demais embrides
foram criopreservados. A vitrificagao corresponde a 36% dos embrides, sendo maior
que o congelamento DT (direct transfer), que corresponde a 9%, o que demonstra
maior interesse pela técnica de congelamento rapido por parte dos clientes.

A participagao nas atividades a campo permitiu observar diferentes realidades
operacionais envolvidas na aspiragao folicular (OPU). Na Fazenda Colonial Serra,
foram aspiradas 38 doadoras, representando o maior numero de doadoras aspiradas
em um unico dia e local, o que permitiu observar uma rotina mais extensa da OPU e
selegcdo de odcitos. No Instituto de Zootecnia, a realizagdo em dias diferentes, visto
que as aspiragbes foram realizadas para projetos de mestrado, permitiu conhecer
outras dinamicas de trabalho, ampliando a compreensdo sobre fatores que
influenciam a eficiéncia da coleta de odcitos e, posteriormente, a producgao in vitro de
embrides. Ja a aspiragdo na Agropecuaria G Sales, apesar de ser uma doadora, foi
possivel realizar o rastreio e selegcao dos odcitos aspirados, permitindo conhecer as
diferencgas entre a sele¢cao de odcitos aspirados de vacas vivas e os aspirados a partir
de ovarios de abatedouro.

5. Consideragoes finais

O estagio em um laborat6rio comercial proporcionou uma experiéncia ampla e
pratica nas atividades de produgdo in vitro de embrides (PIVE), permitindo
desenvolver habilidades técnicas importantes para a area de reprodugédo animal. A
participacdo nas diferentes etapas do processo, desde as coletas a campo até o
processamento laboratorial e a organizagédo dos dados, ajudou a entender como cada
parte do processo se relaciona e influenciam diretamente os resultados de produgéo.

O convivio e aprendizado com profissionais experientes, capacitados e muito
dispostos a ensinar, bem como a observagao da rotina de um laboratorio comercial
contribuiram para compreender melhor os desafios e as exigéncias do setor, tanto no
aspecto técnico quanto no gerenciamento das atividades, fortalecendo os
conhecimentos adquiridos ao longo da formag¢ao académica.

Il. Monografia

1. Introdugao

A fertilizagao in vitro (FIV) € uma técnica de reproducgéao assistida que envolve
a obtencao de odcitos imaturos, que sao posteriormente maturados e fertilizados in
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vitro. Em seguida, os zigotos resultantes sdo cultivados por aproximadamente 6 a 7
dias, até atingirem o estagio de blastocisto, momento em que podem ser transferidos
para receptoras sincronizadas ou criopreservados, de acordo com sua qualidade (Sa
Filho et al., 2014; Watanabe et al., 2024, p. 93; Watanabe, 2024, p. 383).

Essa biotecnologia desempenha papel fundamental na eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos, sendo amplamente utilizada na multiplicacdo de animais de alto valor
genético, inclusive aqueles com patologias reprodutivas adquiridas. Além disso, a FIV
€ aplicada no melhoramento genético, em pesquisas cientificas e na formagéo de
bancos de germoplasma voltados a conservagao de espécies (Sa Filho et al., 2014).

Ao longo dos anos a Produgdo de embribes in vitro foi crescendo no mundo
todo, superando a producéo in vivo (figura 10). O Brasil € o segundo pais com maior
Produgédo de embriées in vitro no mundo, atras apenas dos Estados Unidos (Viana,
2024), o que evidencia a importancia da técnica para a reproducao dos rebanhos
nacionais.
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Figura 10. Grafico mostrando a produgédo mundial anual de embrides bovinos in vitro por continente.
Fonte: Viana, 2024.

O presente trabalho visa relatar o procedimento de aspiracao folicular guiada
por ultrassonografia e a producao in vitro de embrides de 38 doadoras da raca Nelore
em uma agropecuaria cliente da Vitrogen, mostrando e discutindo as taxas de
producao de blastocisto e de prenhez apds a transferéncia de embrides.



22

2. Revisao de literatura

2.1 Aspiragao folicular guiada por ultrassonografia

A aspiracao transvaginal guiada por ultrassonografia ou OPU (ovum pick-up) é
a técnica de eleigao para a obtencao de odcitos para a Produgéo de embrides in vitro
(PIVE) em bovinos (Sa Filho et al., 2014), sendo considerada uma técnica menos
invasiva quando comparada com a técnica de laparotomia, técnica que era utilizada
ha alguns anos (Bueno et al., 2008; Luedke et al., 2019). Os materiais necessarios
para a aspiragao folicular sdo: agulha para aspiragao, bomba de vacuo, transdutor
acoplado a um guia de aspiragéo, rolhas, tubos de 50 mLe circuito (Sa Filho et al.,
2014; Bueno et al., 2008).

Para a realizagcdo do procedimento, a vaca doadora deve estar contida no
tronco de contencéo, e entdo realizada a higienizagédo da vulva, perineo e cauda do
animal com agua e sabao, recebe anestesia epidural baixa utilizando de 2 a 4 mL de
cloridrato de lidocaina, a depender do tamanho e temperamento do animal (Sa Filho
et al., 2014). Um transdutor acoplado a um guia é introduzido na vagina, guiando a
agulha descartavel para aspirar os foliculos. A aspiragao é realizada em um circuito
fechado, onde a bomba de vacuo gera pressao negativa para sugar o liquido folicular
e 0s complexos cumulus-odcitos que sao depositados em tubos coletores de 50 mL
acoplados ao sistema (Sa Filho et al., 2014; Silva et al., 2021).

Depois, os odcitos recuperados sédo analisados sob estereomicroscépio e
classificados entre grau 1 e 4 (Silva et al.,, 2021). Os odcitos de graus 1 a 3 séo
considerados viaveis, enquanto os de grau 4 apresentam menor capacidade de
desenvolvimento, portanto sendo considerados inviaveis. Os oodcitos de grau 1
apresentam mais de 3 camadas de células cumulus e citoplasma homogéneo, os de
grau 2 apresentam entre 1 e 2 camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo ou levemente heterogéneo, os de grau 3 apresentam células do cumulus
discretamente expandidas e o citoplasma irregular e os oocitos de grau 4 sao
desnudos, expandidos ou com citoplasma irregular (Gimenes, 2010; Sa Filho et al.,
2014), como mostra a figura 11.
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Figura 11. Classificagdo dos complexos cumulus-oécitos. Grau 1 (a, b, c, e), grau 2 (d,f), grau 3 (g) e
grau 4 (h,i). Fonte: Sa Filho et al., 2014.

2.2 Etapas da PIVE

A produgéo in vitro de embrides (PIVE) comega com a obtengcédo dos odcitos
que pode ser realizada a partir de doadoras vivas, por meio da aspiracao folicular
transvaginal guiada por ultrassom (OPU — ovum pick-up), ou pela pungcéo de ovarios
provenientes de fémeas de abatedouros, procedimento empregado principalmente
para fins de pesquisa cientifica e controle de qualidade laboratorial (Sa Filho et al.,
2014; Mello et al., 2016). Apds a obtencgao, realiza-se a maturagao in vitro.

Durante a maturagdo, ocorre um conjunto de modificagcdes citoplasmaticas e
nucleares essenciais para que o oocito seja capaz ser fecundado e de sustentar o
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto. Os odcitos imaturos
encontram-se no estagio dipléteno da préfase | e, ao final da maturagéo, atingem a
metafase Il (Sa Filho et al., 2014; Mello et al., 2016; Watanabe, 1993). Esse processo
ocorre ao longo de aproximadamente 22 a 24 horas, sob condi¢des controladas de
temperatura e atmosfera (38,5 °C e 5% de CO, em umidade maxima), simulando o
ambiente in vivo (Watanabe et al., 2025, p. 93). Para a maturagao, utilizam-se meios
especificos, como Synthetic Oviductal Fluid (SOF), Ham’s F-12 e Tissue Culture
Medium 199 (TCM-199), geralmente suplementados com soro fetal bovino,
aminoacidos, bicarbonato de sédio, FSH, LH, estradiol-17[3, piruvato de sddio, lactato,
vitaminas e antibiéticos (Mello et al., 2016), além de meios comerciais modernos
(Watanabe et al., 2025, p. 93).
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A etapa subsequente é a fertilizacao in vitro (FIV), na qual os odcitos maturados
sdo incubados com espermatozoides capacitados em meio de fecundacgao,
possibilitando a combinagao do material genético dos gametas e a formacgéao do zigoto.
Esse processo dura cerca de 18 a 20 horas (Sa Filho et al., 2014; Watanabe, 2025, p.
93). A capacitagdo espermatica, fundamental para que a fecundagdo ocorra
(Watanabe, 2025, p. 93), envolve alteragdes no teor lipidico e na fluidez da membrana
plasmatica dos espermatozoides (Assumpgao et al., 2002; Watanabe, 2025, p. 93;
Mello et al., 2016). Os meios utilizados para induzir a reagdo acrossomal e promover
a hipermotilidade incluem o TALP suplementado com BSA livre de acidos graxos (6
mg/mL), piruvato (0,22 mg/mL), amicacina (75 pg/mL), heparina (30 uyg/mL) e PHE (20
MM penicilamina, 10 uM hipotaurina e 1 uM epinefrina), além de meios comerciais
disponiveis (Watanabe, 2025, p. 93; Watanabe, 1993). A selegdo de espermatozoides
viaveis pode ser realizada por gradiente de Percoll, por métodos comerciais como
Select Sperm e Botupharma Animal Biotechnology, ou pelo método swim-up
(Watanabe, 2025, p. 93; Sa Filho et al., 2014).

Por fim, realiza-se o cultivo in vitro (CIV), cujo objetivo é fornecer condi¢des
ideais para que o zigoto realize as clivagens iniciais; ative o genoma embrionario, o
que ocorre entre os estagios de 8 a 16 células em bovinos; compacte os blastébmeros
e inicie a diferenciacao celular evidenciada pelo surgimento do blastocele, culminando
no estagio de blastocisto (Watanabe, 2025, p. 93). A etapa CIV deve ser realizada em
incubadora de CO, a 38,5 °C, com tenséo de O, alta (5% CO, em ar atmosférico) ou
baixa (6% CO,, 5% O, e 89% N,), com duragdo aproximada de 6 a 8 dias (Mello et
al., 2016). Utilizam-se meios comerciais ou o Synthetic Oviduct Fluid (SOF)
suplementado com piruvato, amicacina, soro fetal bovino e BSA (Watanabe, 2025, p.
93).

No terceiro dia de cultivo, € avaliado a taxa de clivagem dos zigotos. No sétimo
dia de cultivo, é realizada a avaliagdo da formacao de blastocistos e a classificacéo
desses quanto a estagio de desenvolvimento (inicial, blastocisto, expandido, em
eclosdo e eclodido) e a qualidade do embrido que varia de morto ou degenerado a
excelente. Essas classificagdes sdo indispensaveis para selecionar os embrides aptos
para a transferéncia (TE) ou criopreservagao (Sa Filho et al., 2014).

2.3 Classificagdao dos embrides

A morula é caracterizada por uma massa de células com evidente divisdo entre os
blastémeros, ocupando o espacgo vitelino quase por completo, o blastocisto inicial é
caracterizado pela formagao do blastocele e inicio da diferenciagao entre trofoblasto e botéo
embrionario. Ja o blastocisto expandido, se caracteriza pela expansao do embrido e reducdo
da zona pelucida. O blastocisto em eclosdo se encontra parcialmente livre da zona pellcida
e ao fim da eclosao (blastocisto eclodido), este embrido estara totalmente livre (Batistela et
al.,2023).

Segundo a IETS, a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides, a
classificagdo da qualidade dos embrides usa cddigos que vao de 1 (embrides de qualidade
excelente ou boa) até 4 (embrides mortos ou degenerados), como demonstrado na figura
(Viena, 2009).
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Embrides de qualidade boa

Embrides de qualidade excelente Embrides de qualdade regular

Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 2
C ari Embrides sem defei morfolégicos Comentérios: Embrides com uma ou poucas céiu- Comentéarios: Embrides com maior nimero de alte-
ou extrusbes celulares, e estadio de desenvolvimen- las de extrusio ou discretas alteragdes de colora- racdes morfoibgicas ou extrusdes celulares, mas
to compativel com pericdo pds-ovulagdo, Maximo ¢ao, Potencial de desenvalvimento semelhante ao com pelo manos 50% da massa celular integra e
potencial de desenvolvimento a fresco ou criopre- embrido grau |, podendo também ser criopreserva- mostrando sinais de desenvolvimento,
servado, do,

Embrides de qualidade pobre

Embrides degenerados

Odcitos nao fecundados

Cédigo IETS: 3 Codigo IETS: 4
Comentérios: Extrusbes ou fragmentacéo compro- Comentérlos: Embrides com comp: nento defi-§ C éri Oécito sem sinals de clivagem, apre-
metendo mais que 50% da massa celular, e dificul- nitivo da massa celular, com blastdmeros de tama- | sentando graus varisdos de retracio, pulverizacio
tando a classificacdo d‘f células vidveis. Potencial nhos variados apresentando sinsis de degeneraclo | ou sedimentac3o do citopl No menor aumento
de ekt te reduzido, celular, picnose, fragmentacdo e alteragdes de cor, podem ser confundidos com mérula compacta ou Bi,

Figura 12. Classificagdo da qualidade dos embrides bovinos segundo a IETS. Fonte: Viana, 2009.

2.4 Transferéncia de embridoes a fresco

A transferéncia de embrides é uma técnica que tem o objetivo de acelerar o
melhoramento genético dos animais ao reduzir o intervalo de geragdes (Andrade et
al., 2002). Essa técnica proporciona maior aproveitamento genético de uma fémea
doadora com qualidade genética superior, pois permite a produgéo de varios embrides
e nascimento de descendentes por ano sem que a fémea passe pelo processo de
gestagcdo (Santos et al., 2012). Ademais, permite a utilizacdo de animais com
alteragdes reprodutivas adquiridas, impedindo o descarte dos mesmos (Honorato et
al., 2013).

Apesar de ser uma técnica vantajosa e amplamente utilizada, o sucesso da
transferéncia de embrides depende da selecdo e manejo corretos das receptoras,
visto que sao as responsaveis por gestar e alimentar o bezerro desde seu nascimento
ao desmame (Seidel e Seidel, 2005; Dantas et al., 2018). Deve ser realizado exame
clinico geral e especifico do aparelho reprodutor das receptoras, sendo imprescindivel
a presenga de um corpo luteo no momento da transferéncia do embrido, dado a
necessidade de concentragbes elevadas de progesterona plasmatica para a
manutengao da gestacao (Filho et al., 2013).

Para a realizagdo da inovulagdo transcervical dos embrides, ou seja a
deposigao dos embrides no utero da fémea receptora (Rumpf et al., 2003), deve-se
conter a fémea em tronco de contengao, realizar a higienizagao da vulva e a anestesia
epidural e através da ultrassonografia, encontrar em qual ovario o corpo luteo esta
presente (Spell et al., 2001). Apenas embrides classificados entre os graus 1 e 3 séo
indicados para a transferéncia, devendo ser previamente envasados em palhetas
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contendo meio de cultivo. O envase deve ser feito de modo que o embrido ficara em
uma coluna no centro da palheta, separado das colunas das extremidades por uma
coluna de ar. As palhetas devem ser devidamente identificadas, a fim de evitar
equivocos no momento da inovulagao (Gongalves et al., 2008).

A palheta contendo o embrido é acoplada ao inovulador, protegida por bainha
estéril e camisinha sanitaria, com o objetivo de prevenir a contaminag¢do uterina. O
inovulador € introduzido pela vagina e guiado através da cérvix com auxilio da
manipulagéo retal até corno uterino ipsilateral ao corpo luteo, onde o embrido é
depositado, preferencialmente no tergo final proximo a jung¢ao utero-tubarica (Hafez e
Hafez, 2004).

2.5 Criopreservagao

A criopreservagao dos embrides € uma biotécnica importante para a logistica
da Produgdo de embribes in vitro e transferéncia de embrides. Além de facilitar a
comercializagao (Sa Filho et al., 2014).

S&o duas principais técnicas de criopreservacgao utilizados: o congelamento DT
(direct transfer) ou congelamento lento e a vitrificagdo. O primeiro visa o congelamento
do meio externo ao embrido, promovendo desidratagao gradual do blastocisto até que
0 mesmo atinja a temperatura de vitrificagdo da matriz intracelular (Sa Filho et al.,
2014). Os blastocistos séo expostos a crioprotetores e envasados em palhetas que
serao colocadas a temperaturas em torno de -5 e -7°C, em seguida é realizado o
seeding, que tem como objetivo a congelacao extracelular para entdo a temperatura
ser gradativamente reduzida (0,5°C por minuto) para temperaturas entre -30°C e -
65°C, quando podem ser imersas no nitrogénio liquido (Sa Filho et al., 2014; Vajta e
Nagy, 2006).

A vitrificagcdo, ou congelagao rapida, tem como objetivo induzir a diminuigdo
abrupta da temperatura do embrido, transpondo a etapa de cristalizacdo. O embridao
€ desidratado ao ser colocado em solugdes osméticas e tem rapido contato com os
crioprotetores antes de ser submetido a baixas temperaturas (Sa Filho et al., 2014;
Vajta, 2000).

3. Relato de caso

No dia 12 de setembro de 2025, foi realizada a aspiracao folicular guiada por
ultrassonografia (OPU) de 38 vacas da raga Nelore em uma fazenda cliente da
Vitrogen. As doadoras foram divididas em dois grupos: o primeiro, composto por 15
vacas, teve o procedimento iniciado as 8h11 e finalizado as 12h46; o segundo grupo,
com 23 vacas, foi aspirado entre 14h46 e 20h40.

A etapa inicial consistiu na organizagao dos equipamentos necessarios para a
OPU, incluindo agulha de aspiragao, bomba de vacuo, transdutor acoplado ao guia de
aspiracéo, tubos Falcon de 50 mL, luvas de palpagdo, agulhas, lidocaina para
anestesia epidural e o aparelho de ultrassom. Paralelamente, o0 médico-veterinario
responsavel pela selegao dos odcitos realizou o preparo do laboratério de campo.
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Higienizagcado completa da bancada com alcool 70% e em seguida a montagem
do campo de trabalho, forrando com papel (figura 12). Os materiais foram
organizados: higienizacao e acionamento da placa aquecedora, onde foram colocadas
racks para depositar e aquecer os tubos com meio de sele¢ao ou lavagem. Seguia-se
com a montagem da lupa, organizagao das ponteiras, pipetadores, placas de 60mm,
preparo e aquecimento do PBS, no qual foi adicionado 1 mL de heparina (1:1),
montagem dos microtubos, nos quais foi colocado 500 yL de meio MIV cobertos por
300 pL de 6leo mineral, ambos produzidos pela Vitrogen, e posteriormente colocados
na Labmix para estabilizacdo de pH e aquecimento. Por fim foi feita a preparacédo dos
tubos utilizados para coleta e lavagem: Falcons com 5 mL de PBS heparinizado, para
onde o fluido seria aspirado, e tubos adicionais com 50 mL da mesma solug¢ao para a
limpeza do circuito entre uma vaca e outra.

Figura 13. Bancada organizada com lupa, Labmix, mesa aquecedora, pipetadores, ponteiras, placas
de petri, tubos, PBS e protocolo de OPU. Fonte: Arquivo Pessoal.

Para iniciar o procedimento, as doadoras eram conduzidas ao tronco de
contencdo, onde passavam pela higienizag&o da vulva, perineo e cauda. Em seguida,
recebiam anestesia epidural com 2 mL de cloridrato de lidocaina, e entdo era iniciada
a aspiragao folicular. Para isso, o guia acoplado a agulha era introduzido na vagina da
vaca, permitindo a visualizagdo e pungao dos foliculos guiada por ultrassonografia
(figura 13).
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Figura 14. A: OPU sendo realizada por médico veterinario. B: imagem ultrassonografica mostrando
ovario com foliculos de diferentes tamanhos (setas). Fonte: Arquivo pessoal.

O fluido folicular contendo os oécitos aspirados era imediatamente enviado ao
laboratério de campo, onde realizou-se a filtragem dos odcitos, e o conteudo retido no
filtro era transferido para uma placa de Petri de 60 mm ao lavar o minifiltro utilizando
PBS aplicado com auxilio de seringa e agulha e, em seguida, iniciava-se a busca dos
odcitos (figura 14). Apés localizar todos os oécitos, estes eram transferidos para uma
gota de 100 pL de meio de selecdo, produzido pela Vitrogen, onde se realizou a
classificagdo e selecdo dos odcitos. Os odcitos viaveis eram colocados para
maturagao, passando previamente por duas gotas adicionais de meio de selegéo para
lavagem. Os odcitos selecionados eram entao depositados no microtubo contendo o
meio de maturagao, sendo realizada a troca manual de gas. Esse procedimento foi
repetido para todas as vacas aspiradas.

Figura 15. A: Filtragem do liquido folicular aspirado. B: Médico veterinario realizando a busca de
odcitos. Fonte: Arquivo pessoal.
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A cada doadora, registraram-se no protocolo de OPU a identificagdo do animal,
0 numero de odcitos totais, os viaveis e a quantidade destinada ao meio de maturagao,
permitindo controle preciso da produgdo. Ao final da etapa, também foram
acrescentados os nomes dos touros utilizados nos acasalamentos correspondentes a
cada doadora. O primeiro grupo, de 15 doadoras, apresentou um total de 383 odcitos
viaveis aspirados, enquanto no segundo foram aspirados 598 odcitos viaveis.

Os odcitos em processo de maturacédo foram enviados ao laboratério, onde foi
preenchido um protocolo de producgdo in vitro, no qual todos os procedimentos
realizados ao longo da producdo sao registrados, permitindo o acompanhamento e
controle das etapas. No protocolo também é feita a anotagdo da distribuicdo dos
oocitos de cada doadora entre as gotas e placas utilizadas.

Apods 24 horas, foi realizada a fecundacéo in vitro (FIV). Para essa etapa, foram
utilizados cinco touros para o primeiro grupo aspirado e cinco para o0 segundo grupo.
As placas de FIV referentes a primeira OPU foram montadas na tarde anterior (dia 12
de setembro), permitindo a estabilizagdo do meio até a manha seguinte. Para a
segunda OPU, a montagem das placas ocorreu no periodo da manha (13 de
setembro), com o procedimento sendo executado a tarde. O meio utilizado foi
produzido pela Vitogen.

A montagem das placas consistiu na preparagéo do meio de FIV com a adi¢cao
das aliquotas H e PHE, marcacao da posi¢cao da gota 1 e formacgao de sete gotas de
35 uL, posteriormente cobertas por 3.500 pL de 6leo mineral. Apds a cobertura, cada
gota recebeu mais 35 uL de meio para completar o volume final de 70 pL.

Antes da realizagao da fecundacao, realizou-se a preparacao do gradiente de
Percoll. Para isso, preparou-se a solu¢ao a 45%, homogeneizando 200 uL de Sperm,
meio de diluicdo do Percoll produzido pela Vitrogen, com 200 pL de Percoll, enquanto
no fundo do microtubo foram adicionados 400 pL de Percoll a 90%, formando o
gradiente. Esse material foi mantido em aquecimento até o0 momento do uso. Apos
montar o gradiente de Percoll, foi feita a lavagem dos odcitos maturados para retirada
do meio de maturagdo em duas a trés gotas de 70 uL do meio FIV em placa Petri. Os
oocitos foram entdo lavados nessas gotas e transferidos para as placas de FIV
estabilizadas.

As palhetas de sémen dos touros utilizados foram retiradas do botijao de
nitrogénio e descongeladas a 37 °C por 30 segundos, utilizando o descongelador.
Apods o descongelamento, o sémen foi depositado no eppendorf contendo o gradiente
de Percoll e centrifugado, por ter sido utilizado sémen convencional, a primeira rotacao
da centrifuga foi de 4700 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e
acrescentado meio FIV, realizando nova centrifuga¢dao de 1000 rpm por 3 minutos. O
novo pellet foi recuperado e utilizado para a fecundacao.

Com os espermatozoides selecionados, a placa contendo os odcitos foi retirada
da incubadora e o0 sémen depositado nas gotas de FIV. Foram avaliadas concentragao
espermatica, motilidade e vigor, repassando as gotas para assegurar que em todas
havia sido adicionado o sémen. Ao final, as placas de FIV foram retornadas a
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incubadora EVE, em baixa tensdo de O2 e com pressao igual a 50 mmHg, onde
permaneceram por 22 horas.

As placas de cultivo foram montadas na tarde do dia 13 de setembro para que
ficassem estabilizando na incubadora overnight, utilizando o meio de cultivo produzido
pela Vitrogen. Para a preparagao, foram realizadas gotas de 45 pL de meio CIV, as
quais foram cobertas com 3.600 pL de 6leo mineral e, em seguida, completadas com
mais 45 L do mesmo meio. Para realizagdo do CIV, os zigotos que estavam na placa
de FIV foram lavados em 4 gotas de 70 uL de meio CIV. Na primeira gota, realizou-se
a remogéo das células do cumulus por turbilhonamento, utilizando o pipetador na
metade do volume da gota. Nas gotas seguintes, os zigotos foram apenas lavados
antes de serem transferidos para a placa de cultivo. O cultivo foi realizado na
incubadora EVE, com baixa tensdo de Oz e pressao 15 mmHg.

No dia 3 de cultivo, no periodo da tarde, foi realizada a contagem das estruturas
clivadas, o desprendimento dos embrides aderidos ao fundo das placas e o feeding,
que consistiu na retirada de 50% de meio da gota e reposicdo do mesmo volume com
meio CIV novo, previamente aquecido e estabilizado na incubadora por, no minimo,
duas horas. No dia 5, o procedimento de feeding foi repetido. Ja no dia 6 de cultivo,
foi realizada a previsdo de quantos blastocistos poderiam se formar para o dia 7 de
cultivo. Os embrides do segundo grupo de OPU (23 vacas), foram transferidos para
microtubos contendo meio CIV e colocados em uma Labmix para serem transportados
até a fazenda onde seriam envasados em palhetas e transferidos para as receptoras
sincronizadas e com corpo luteo presente.

Na producao do primeiro grupo de OPU, de 383 odcitos viaveis foram obtidos
222 embrides (57,9%), dos quais 185 foram vitrificados entre o sétimo dia de cultivo e
a manha do oitavo dia. Os 37 embrides restantes foram descartados por apresentarem
qualidade inadequada para vitrificagdo ou por estarem em estagio de desenvolvimento
atrasado (blastocistos correspondentes a D9 e D10).

Para a realizagao da vitrificagdo, foram preparadas gotas de 50 uL de meio de
lavagem previamente aquecido, além de duas gotas de 50 pyL do meio de vitrificagao
V1 e duas gotas do meio V2, ambos mantidos a temperatura ambiente. Os embrides
foram retirados da placa de CIV e transferidos para a gota de meio de lavagem. Em
seguida, passaram por uma primeira gota de V1 para remogéo completa do meio de
lavagem; nesse momento, foi acionado um temporizador para controlar o tempo de
permanéncia dos embrides em cada gota. Posteriormente, foram posicionados na
segunda gota de V1, onde permaneceram até completar oito minutos. Apds esse
periodo, os embrides foram lavados em uma gota de V2 e transferidos para a segunda
gota de V2. Em até um minuto, os embrides foram colocados nas palhetas de
vitrificagdo e imediatamente imersos em nitrogénio liquido (-196°C). Por fim, as
palhetas foram organizadas em racks identificadas e armazenadas em botijao de
nitrogénio liquido

No segundo grupo, de 598 odcitos viaveis foram produzidos 168 (28%)
embrides, sendo 166 transferidos a fresco para receptoras previamente sincronizadas.
Apenas 2 embrides foram descartados devido a auséncia de receptoras disponiveis.
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Apods 30 dias, o médico veterinario retornou a fazenda para a realizagéo do diagndstico
de gestacgéo, resultando em uma taxa de prenhez de 47,2%.

4. Discussao

A associagao entre OPU e PIVE é um importante instrumento para impulsionar
o melhoramento genético (Watanabe et al., 2017). O caso descrito, envolvendo a OPU
de 38 doadoras da raga nelore, demonstra a agilidade do processo da produgéo in
vitro de embrides, na qual consegue-se mais de um descendente de uma mesma
vaca. Adivisdo das doadoras em dois grupos (manhé e tarde), pela grande quantidade
de vacas aspiradas, influenciou diretamente a logistica de produg¢do, em especial da
etapa FIV, que também precisou ser realizada em duas etapas, visto que a maturagao
dos odcitos in vitro deve ocorrer entre 22 e 24 horas para o sucesso da técnica.

No primeiro grupo, foram recuperados 383 odcitos viaveis que resultaram em
222 embrides (57,9%), sendo que 185 foram vitrificados. A elevada proporgdo de
embrides aptos a criopreservagao sugere boa eficiéncia das etapas de maturagao,
fecundacao e cultivo, demonstrando que o ambiente laboratorial estava adequado em
termos de temperatura, pH e qualidade dos meios (Lane et al., 2008). Para o segundo
grupo, foram recuperados 598 odcitos viaveis, resultando em 168 embrides
produzidos (28%), 166 embrides transferidos e taxa de prenhez de 47,2%. Em
condicbes comerciais sao relatadas taxas de embrides entre 26 e 35% para raca
nelore (Pontes et al., 2011; Watanabe et al., 2017), de modo que ambos 0s grupos
apresentam taxas de producao dentro do esperado pela literatura.

A diferenca entre as taxas de producdo de embrides entre os grupos pode
ocorrer por fatores como a competéncia dos odcitos aspirados em se desenvolver a
blastocistos, visto que odcitos incompetentes ndo conseguem ativar o genoma
embrionario, sendo bloqueados na transicao materno-zigética, que ocorre no estagio
de 8 células nos bovinos (Sirard et al., 2006; Gimenes, 2010). O diametro dos odcitos
€ um fator diretamente relacionado a competéncia oocitaria, uma vez que a ativagao
nuclear, em bovinos, s6 é possivel em estruturas a partir de 110 um (Gimenes, 2010)
e o mesmo foi observado quanto ao didmetro do foliculo, alguns autores
demonstraram que odcitos provenientes de foliculos menores que 2 mm sido menos
competentes quando comparados aos de diametro superior (Tan; Lu, 1990; Pavlok et
al., 1992).

Outro fator que pode afetar a taxa de blastocistos é a variacdo entre touros,
sendo a fertiidade desses variavel tanto a campo quanto na produgéo in vitro
(Watanabe et al., 1995). Watanabe et al obtiveram variagdes nas taxas de blastocistos
entre 16 e 50% utilizando 50 reprodutores da raca Nelore. A interacéo entre a doadora
e o touro também é um fator determinante na produgao de embrides, Dayan et al
(2000) observaram que um mesmo touro apresentou variagdo na produgédo de
embrides e nas taxas de prenhez quando acasalado com diferentes doadoras.
Ademais, o fato do envase ter ocorrido a campo, sendo selecionados apenas os de
melhor qualidade no dia 7 de cultivo e de acordo com a quantidade de receptoras
disponiveis, pode esconder a real taxa de producgao.
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A literatura descreve que embrides Nelore produzidos in vitro apresentam taxas
de prenhez variando entre 33% e 45% (Pontes et al., 2011; Jaguszeski et al., 2019).
No caso descrito, o diagndstico de gestagao foi realizado 30 dias apds a transferéncia
dos embrides, resultando em uma taxa de prenhez de 47,2%, valor ligeiramente
superior ao relatado na maioria dos estudos. Pontes et al. (2011) observaram taxas
de prenhez de 36,57% aos 30 dias e 33,12% aos 60 dias, enquanto um estudo anterior
dos mesmos autores (Pontes et al., 2009) reportou 45,6% aos 30 dias e 41,5% aos
60 dias. No momento da elaboragao deste relato, a confirmagao do diagnédstico aos
60 dias ainda ndo havia sido realizada, impossibilitando a comparagéo direta com os
valores de prenhez tardia descritos na literatura.

5. Conclusao

A associagao entre OPU e PIVE demonstrou ser uma estratégia eficiente para
acelerar o melhoramento genético de bovinos da raga, permitindo elevada
recuperacao de odcitos e producdo expressiva de embrides. No caso descrito, a
divisdo das doadoras em dois grupos evidenciou a necessidade de organizagéo
logistica, especialmente no respeito ao tempo de maturagéo oocitaria, destacando a
importancia do planejamento operacional para manter a eficiéncia do processo.

As taxas de producao de embrides obtidas em ambos os grupos permaneceram
dentro do esperado para a raga, refletindo condi¢des laboratoriais adequadas e o bom
desempenho das etapas de maturacao, fecundacao e cultivo in vitro. A diferenga entre
0s grupos pode ser atribuida a fatores biolégicos, como competéncia oocitaria e
variacdo entre touros, além da interagcdo especifica entre doadora e reprodutor,
aspectos amplamente reconhecidos como determinantes na resposta produtiva.

A taxa de prenhez observada reforca a qualidade dos embrides produzidos,
ainda assim, ressalta-se que a auséncia do diagnéstico aos 60 dias impede
comparagdes completas com estudos que avaliam taxas de prenhez.

De modo geral, os resultados obtidos confirmam o potencial da OPU associada
a PIVE como ferramenta robusta para intensificar o ganho genético, desde que
acompanhada de adequado manejo reprodutivo, controle laboratorial rigoroso e
escolha criteriosa de doadoras e reprodutores.
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