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I.  Relatério de Estagio Curricular Obrigatorio

1. Introducéao

O presente relatorio tem como objetivo descrever e discutir as atividades
realizadas pela discente Julia Consolim Franhani, durante o periodo de Estagio
Curricular Obrigatério, o qual € necessario para a conclusdao do curso de
Medicina Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV
— UNESP, campus de Jaboticabal.

O estagio foi realizado em trés periodos, o primeiro, de 12 de outubro a
12 de dezembro de 2020, na Embriovita Reproducdo Animal, localizada na
cidade de Uberlandia — MG, sob supervisdo do Médico Veterinario Felipe
Benedetti Justo, o segundo de 01 de marco a 10 de abril de 2021, na
Embryoplus, localizada em Monte Mor — SP, sob supervisdo do Médico
Veterinario Matheus de Oliveira Souza Castro, e, por fim, de 03 de maio a 30 de
junho, o estagio foi realizado na Lagoa da Serra LTDA, em Sertdozinho — SP,
sob supervisdo do Médico Veterinario Leonardo Maia.

O propésito do estagio curricular é o aprimoramento, tanto tedrico quanto
pratico, dos conhecimentos adquiridos durante o periodo de graduacao,
lapidando o conhecimento técnico e preparando o discente para o0 mercado de

trabalho.
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2. Descricado dos Locais de Estagio

2.1. Embriovita Reproducdo Animal

Esta localizada na Av. Aldo Borges Ledo, km 5, zona rural de Uberlandia,
maior cidade do triangulo mineiro, regido que possui destaque para 0
agronegocio, que possui fazendas de gado de corte e leite ao seu redor, 0 que
favorece a utilizacdo dos servigos prestados pela empresa.

Possui laboratdrio equipado para a producéo in vitro de embrides (PIVE;
Figura 1), sua principal atividade, e conta com duas embriologistas, uma bi6loga
e outra médica veterinéria, além de trés médicos veterinarios que atuam no
campo, sendo um responséavel pela OPU e transferéncia de embrides (TE), outro
pelo diagnodstico de gestacdo e TE e o terceiro pela sele¢cdo dos odcitos

coletados.

Figura 1. Laboratdrio de producdo in vitro de embrides da Embriovita Reproducdo Animal.

2.2. Embryoplus Brasil
Esta localizada no Sitio Santa Cruz, S/N, no bairro Chapadé&o na cidade

de Monte Mor (SP), na regido metropolitana de Campinas. Além de um
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laboratorio para a PIVE, é integrada a uma cabanha (Cabanha Luxor), a qual
produz genética de ovinos das racas Dorper e White Dorper.

Os embrides produzidos in vitro, sdo tanto da espécie bovina quanto da
ovina. A Embryoplus conta com um time de quatro veterinarios: uma
laboratorista, uma responsavel pela cabanha, um pelas biotecnologias da

reproducao de bovinos e um pelas biotecnologias da reproducédo de ovinos.

2.3. Lagoada Serra LTDA/ CRV Brasil

Localizada na Rodovia Carlos Tonanni, km 88 em Sertdozinho, SP, regido
nordeste do estado, € uma cooperativa internacional de melhoramento genético.
Com sede na Holanda, a CRV comercializa mais de 11 milhdes de doses de
sémen ao redor do mundo e esta presente com centrais e escritorios proprios na
Austrélia, Africa do Sul, Alemanha, Bélgica, Brasil, Espanha, Estados Unidos,
Holanda, Reino Unido, Luxemburgo, Nova Zelandia e Republica Tcheca, além

de representantes distribuidos em aproximadamente 60 paises.

A CRV disponibiliza genética de reprodutores de diferentes racas de corte
e leite, de alto valor zootécnico. A Central coloca a disposicdo dos criadores
sémen convencional e sexado, nacional e importado. Para isso, em Sertdozinho
possui uma estrutura de armazenamento sofisticada, com capacidade para mais

de duas milhdes de doses.

Além da venda de genética, a CRV Lagoa possui diversos programas de
melhoramento genético, oferecidos aos produtores, como os programas: PAINT,
IFert, Clarifide, entre outros, no qual cada um € voltado para uma aptiddo na

bovinocultura (corte ou leite).
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3. Descricao das Atividades de Estagio

3.1. Embriovita Reproducdo Animal
Durante o periodo de estagio, pode acompanhar as atividades a campo,
como a aspiracao folicular (OPU), selecao de odcitos, transferéncia de embrides

(TE), diagndstico de gestacao e sincronizacdo das receptoras.

No protocolo de sincronizagéo de receptoras, auxiliou na avaliacdo dos
ovarios das vacas, feita por ultrassonografia transretal, para observar se o animal
estava apto a ser sincronizado, como também auxiliou na aplicacdo dos

horm&nios necessérios para o procedimento.

Ja& na aspiracao folicular, os equipamentos necessarios para realizacdo
da OPU (Figura 2), como a técnica é realizada, quais os procedimentos
necessarios para que o animal ndo sinta dor ou incomodo e, também, péde
auxiliar na selecdo e contagem de odcitos, onde pdde aprender como a
classificacdo dos odcitos € feita antes de serem levados ao laboratério, em que
passam por diversas etapas da PIVE, nas quais sdo maturados, fecundados e

cultivados.
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Figura 2. Mesa com materiais necessarios para aspiragdo folicular (OPU): A: Tela LCD
acoplada ao aparelho de ultrassom; B: Bomba a vacuo; C: Probe microconvexa; D: guia de
aspiragdo.

g

Durante a etapa de transferéncia de embrides, pbde auxiliar na
preparacdo das bainhas com as palhetas de embrido para inovulagdo, na
ultrassonografia dos ovarios para avaliar a ocorréncia de ovulacdo, entender
como a técnica é feita e o protocolo feito para que ocorra bem-estar animal na
hora da transferéncia.

O diagndstico de gestacdo era feito em duas etapas, a primeira 30 dias
apos a gestacédo e a segunda com 60 dias de gestacao, na qual também é feita
a sexagem dos animais. Nessa etapa, conseguiu ter maior familiaridade em
interpretar as imagens do ultrassom e melhorar a capacidade de distinguir a
anatomia dos orgaos e diferenciar qual imagem ultrassonografica caracteriza

uma fémea prenhe ou vazia.
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3.2. Embryoplus

Teve a oportunidade de acompanhar e auxiliar na parte laboratorial da
PIVE, além disso, como a empresa era integrada a uma cabanha, pode também
acompanhar os manejos diarios dos ovinos. Durante a rotina do laboratério,
pode-se acompanhar todas as etapas da PIVE, desde a selecdo dos odcitos a
campo até a maturacéo, fecundacao e cultivo in vitro.

Ap6s a aspiragdo folicular, o conteudo era levado a um laboratério
improvisado na fazenda, onde os odcitos recuperados eram selecionados, e
divididos em viaveis (separados em trés graus, de acordo com a quantidade de
células do cumulus presentes e aspecto do citoplasma) ou inviaveis (divididos
em atrésicos, desnudos ou degenerados; Figura 3). Os 00citos viaveis eram
acondicionados em criotubos onde iniciavam a maturacdo e eram levados ao

laboratoério.

Figura 3. Odcitos de ovinos de grau 1 (A) e desnudo (B).

A maturacdo levava em média cerca de 20 a 23 horas, a partir dai,

iniciava-se o processo de fertilizacao in vitro. Apos definido o acasalamento, o



15

sémen escolhido passava pelo processo de gradiente de Percoll, e era
transferido para a gota na qual estavam os odcitos, este processo levava em

média 24 horas.

Depois desse periodo, ocorria o cultivo, o qual durava 7 dias, e no dia 3 e
6 0 meio de cultivo era renovado, para fornecer mais nutrientes aos embrides.
No sétimo dia, ou os embrides eram envazados para transferéncia a fresco ou

eram criopreservados (Figura 4), pelo processo direct transfer (DT).

} s ~
Figura 4. A: Palhetas com embrides envazados para transferéncia a
fresco; B: EmbriGes em processo de congelamento.

As atividades da cabanha envolviam o manejo reprodutivo, como
protocolos hormonais de sincronizacdo de receptoras, de superovulacéo de
doadoras, aspiracao folicular por laparoscopia (LOPU; Figura 5), transferéncia
de embrides, diagndstico de gestacao e assisténcia ao parto. Também incluia o
manejo sanitario, como vacinagdo, cura de umbigo, vermifugacao, teste de
famacha e contagem de ovos por grama de fezes (OPG), além disso, foi possivel
auxiliar e diagnosticar as enfermidades presentes no rebanho, bem como trata-
las. Além disso, pdde participar de cirurgias, tais como, ruminotomia, cesariana,

exérese cirurgica de orelha externa e caudectomia dos borregos.
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Figura 5. A: I: spray de terracotril® para aplicar no CIDR,; II: CIDRr®:dispositivo
intravaginal de progesterona para pequenos ruminantes; Ill: aplicador do
dispositivo. B: Aspiracéo de odcitos por laparoscopia (LOPU) em ovelha Dorper.

Durante o estagio, também foi possivel acompanhar assisténcia
reprodutiva de pequenos ruminantes em uma fazenda em Itanhaém, SP,
auxiliando o Médico Veterinario Matheus Castro no diagndstico de gestacdo de
86 ovelhas, das racas White Dorper e East Friesian e de 317 cabras (Figura 6),
das racas Saanen, Anglo-nubiana, Boer, Toggenburg, Alpina, Murciana e

Khalahari.

L l

Figura 6. Contencdo em Cabra Saanen para diagndéstico de gestacéo.
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3.3. Lagoada Serra LTDA/ CRV Brasil

Durante o periodo de estagio, as atividades da discente foram: auxilio nos
RAs (Registro de Atendimento), analise de laudos das partidas de sémen, auxilio
na atualizacdo dos catalogos dos touros, organizacdo do evento anual do Clube
Vet Lider.

O RA é uma ferramenta na qual o cliente pode registrar reclamacfes em
relacdo aos produtos ou servicos oferecidos pela empresa. Por meio deste, €
possivel investigar o problema e, caso constatado que ocorreu por conta da
empresa, o0 cliente é ressarcido. As categorias dos registros sao desde
qualidade do sémen (baixa taxa de prenhez, baixa taxa de producdo de
embrides), problemas na palheta (palheta quebrada, estoura ao descongelar),
analise de rotina (nivel baixo de nitrogénio no botijdo, por exemplo), problemas
no botijao de nitrogénio, produto trocado (comprou sémen do touro A e recebeu
do touro B).

Toda partida de sémen, antes de ser comercializada, € analisada em:
concentracéao total, motilidade total, células progressivas, células viaveis, vigor,
integridade de membrana, entre outros. A partir destas analises, a partida é
avaliada em apta, podendo ser comercializada, ou inapta.

Os laudos emitidos para cada partida eram analisados e, caso estivesse
dentro dos padrbes estabelecidos pela empresa, seria classificada como apta,
caso contrario, estaria inapta, e ndo poderia ser comercializada.

Todos 0s anos os catalogos de touros séo atualizados, tanto retirando touros
gue sairam do portifélio, adicionando os novos, como atualizando as provas dos

programas de melhoramento genético dos quais os touros fazem parte. A



18

discente auxiliou na revisdo dos dados dos touros que entrariam no proximo

catalogo, tanto as provas como a genealogia dos touros.

4. Discussao das atividades desenvolvidas

4.1. Embriovita Reproducdo Animal

Durante os dois meses de estagio, visitaram-se 66 propriedades, tanto de
gado leiteiro como de corte, em diferentes sistemas de criacdo. Como a empresa
abrange todas as etapas da PIVE, algumas fazendas foram visitadas mais de

uma vez.

A maioria das fazendas visitadas foram de producéo leiteira, totalizando
47 propriedades (71%) de criadores das racas Gir, Girolando e Holandesa. Nas
fazendas de corte (19 propriedades, ou seja, 29%), em sua maioria, criavam-se

a raca Nelore, entretanto, em alguns casos eram Sindi e Angus/ UltraBlack.

4.2. Embryoplus

Na rotina do laboratério, foi possivel acompanhar a producdo de 463
embrides (Tabela 1) de 12 propriedades, em sua maioria de gado de corte (67%),
seguido por gado leiteiro (28%), e em um dos casos, embrides de ovinos (5%)
da raca Dorper e White Dorper. Destes embrides, 199 foram criopreservados,

enquanto 264 foram transferidos a fresco.
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Tabela 1. Producédo de embrides por cliente.

DATA CLIENTE TE DT RACA
08/03/2021 1 78 30 Brangus
08/03/2021 2 30 64 Brahman
10/03/2021 3 26 - OVINOS
12/03/2021 4 10 - Girolando
15/03/2021 5 - 12 Girolando
16/03/2021 6 20 - Nelore
16/03/2021 7 - 11 Nelore Pintado
18/03/2021 8 38 12 Gir
20/03/2021 9 12 13 Gir
21/03/2021 10 50 26 Nelore
22/03/2021 11 - 21 Girolando

31/03/2021 12 - 10 Gir

TE: transferéncia a fresco; DT: criopreservagéo (Direct Transfer). FONTE: Embryoplus Brasil, 2021.

4.3. Lagoada Serra LTDA/ CRV Brasil

Durante o periodo de estagio, uma das funcBes pela qual a discente era
responsavel, era a analise de laudos das partidas das palhetas de sémen. Antes
de comercializar as doses de sémen, eram feitas analises dos parametros
seminais das partidas ap6s o descongelamento. Tal analise era feita na Central
Bela Vista, pelo veterinario responsavel, no qual avaliavam as caracteristicas
fisicas (concentracdo, motilidade e vigor) e morfoldgicas (defeitos maiores,

menores e totais).

Os parametros utilizados pela CRV para a anélise do sémen congelado séo:
motilidade total (>40%), Motilidade progressiva (>30%), Vigor (= 3), Defeitos
maiores (<20%), Defeitos menores (<20%) e Defeitos totais (<30%). Estes
parametros sao considerados parametros eliminatérios, ou seja, caso qualquer
um deles esteja fora do esperado, o sémen € considerado inapto, ndo podendo

ser comercializado.
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Ao todo, foram analisadas 1360 partidas de 72 touros de 11 racas diferentes
de aptidao para corte. As métricas das analises estdo expostas nas Figuras 7 e
8.

Animais por Raca
35

32
H Aberdeen Agus
30
H Red Angus
25 M Brangus
M Braford
20
15 B Bonsmara
15 W Caracu
10 B Devon
6 . 5 u Wagyu
> 3 . . 2 3 1 1 1 m Senepol
N ] -
0 I — I — B Santa Gertrudis

Ragas

Figura 73. NUmero de animais por raga avaliados durante o periodo de estagio

Sem

Laudo Status das Partidas

55 \
Limite

0,51%

Figura 8. Porcentagem de partidas aptas, inaptas, ou estiveram nos limites estabelecidos de acordo com
os parametros seguidos pela empresa; ou sem laudo, partidas que néo tiveram laudos apresentados.
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5. Concluséao
A experiéncia obtida por meio do estagio curricular obrigatério, pode

proporcionar a aluna grande conhecimento técnico na éarea de reprodugéo
bovina e de pequenos ruminantes, devido ao acompanhamento de diversas
biotecnologias aplicadas a area, como a PIVE, passando por todas as etapas,
da parte laboratorial & campo. Além disso, pode ter a vivéncia de como €&
trabalhar em uma empresa multinacional, bem como acompanhar todos os
processos envolvidos para comercializacao de sémen bovino.

Além da parte prética, 0 estagio agregou conhecimentos como
relacionamento com o cliente e colegas de trabalho. Desta forma, a discente

pode aplicar a teoria aprendida durante a graduagao no mercado de trabalho, o

gue proporcionou crescimento tanto profissional como pessoal.
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II. Assunto de interesse: Producéo in vitro de embrides bovinos

Resumo: O Brasil € um dos maiores produtores de embriées bovinos in vitro do
mundo, tendo em vista a grande importancia do agronegoécio para o
pais. Diante disto, objetivou-se analisar e discutir dados de 25
protocolos de PIVE, desde a OPU até o diagndstico de gestacdo e
sexagem, na empresa Embriovita Reprodugdo Animal, durante os
meses de outubro a dezembro de 2020. Foram aspirados 5.065 o6citos
viaveis de 295 doadora (média de 17,2 odcitos viaveis/ doadora),
resultando em 1.140 embrides (22,5%). Desse montante, 762 embrides
foram efetivamente transferidos, no diagnéstico de gestacdo aos 30
dias encontrou-se uma taxa de prenhez de 36,2%, ja na confirmacao
aos 60 dias a taxa foi de 25,3%, sendo aproximadamente 30% machos
e 70% fémeas. Neste relato, observou-se grande variagcdo dos
resultados devido a heterogeneidade de racas, status nutricional, tipo
de produgdo, entre outros fatores dos rebanhos atendidos,
observando-se melhores resultados em rebanhos mais bem
manejados.

Palavras-chave: Bovinos; Transferéncia de Embrides.
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Il. Subject of interest: In vitro production of bovine embryos

Abstract: Brazil is one of the greatest in vitro bovine embryo producers in the
world, due the importance of agribusiness for the country. Therefore,
the objective was to analyze and discuss data from 25 in vitro embryo
production, from OPU to diagnosis of pregnancy and sexing in
Embriovita Animal Reproduction, during October to December 2020.
In total, 5.065 viable oocytes from 295 donors were collected (on
average 17,2 viable oocytes / donors), resulting in 1.140 embryos
(22,5%). From the total of embyos, 762 embryos were effectively
transferred, resulting in 30 days pregnancy rate (PR) of 36,2% and 60
days PR of 25,3%, with approximately 30% male and 70% female. In
this report, there was a great variation in the results due to herd
heterogeneity of breed, nutritional status, production, among other

factors, with better results being observed in herds better managed.

Key-words: Bovines, Embryo Transfer
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1. Introducéao
A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia ligada a

reproducdo animal que tem como finalidade o melhoramento genético e o
aumento da eficiéncia produtiva do rebanho (GONCALVES et al., 2002).

Os primeiros estudos sobre fertilizagdo in vitro foram feitos em odcitos de
estrelas do mar, uma vez que, diferente do que ocorre nos mamiferos, a
fecundacdo dessa espécie ocorre fora do sistema reprodutor feminino. Em
mamiferos os estudos iniciaram em 1935, mas sO obtiveram sucesso em 1951,
com a descoberta da capacitacdo espermatica. Com isso, foi possivel fazer a
fecundacdao in vitro de odécitos de coelha, com espermatozoides capacitados in

vivo (MELLO et al., 2016; VARAGO et al., 2008; GONCALVES et al., 2002).

O nascimento do primeiro bezerro produto de FIV ocorreu em 1982 nos
EUA, como relatado por Brackett et al. (1992). No final da década de 80,
observou-se que a PIVE poderia ser completamente viabilizada sob condi¢des

artificiais, o que gerou aumento no uso da técnica (GONCALVES et al., 2002).

No Brasil, até o final da década de 1990, a PIVE ainda era uma tecnologia
restrita aos pesquisadores (LIMA, 2014), devido a seu elevado valor. Entretanto,
em 2014, o pais foi considerado o maior produtor mundial de embrides,
produzindo 366.517 embribes por ano, cerca de 70% do total mundial (IETS,
2014).

Em 2017, pela primeira vez, em ambito mundial, foi registrada a maior
producdo de embrides in vitro em relagdo aos produzidos in vivo, entretanto,
neste mesmo ano os EUA ultrapassaram o Brasil na producdo de embrides

(421.123 e 345.528, respectivamente), porém, o numero de embrides
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efetivamente transferidos continuou maior no Brasil, 231.424 nos EUA contra
343.811 no Brasil. Apesar dos EUA liderarem o ranking mundial, o Brasil ainda
€ responsavel por 34,8% da producdo mundial, sendo um grande expoente neste

segmento (VIANA, 2018).

7

O que leva a esse sucesso, € a importancia econdmica do setor
agropecudrio para o pais, que atualmente possui 0 maior nimero de cabecas de
gado comercial e € o maior exportador de carne bovina do mundo (FAO, 2019).
O rebanho nacional, composto, em sua maioria, por ragcas zebuinas, as quais
apresentam maior producdo de odcitos por coleta também contribuem para o

resultado brasileiro (MELLO et al., 2016).

Portanto, no presente trabalho o objetivo é relatar resultados de producéo
comercial de embribes bovinos in vitro e avaliar os fatores que influenciam as

taxas encontradas frente a literatura.

2. Revisao de Literatura

2.1. Vantagens da utilizacdo da producéo in vitro de embrides

Levando em conta a natureza da fémea, o potencial genético fica restrito
a um bezerro por ano, sendo assim, a PIVE tem como finalidade acelerar o
processo de melhoramento genético, tornando-o mais eficiente, uma vez que
aumenta o numero de produtos de uma fémea de alto valor genético
(HONORATO et al., 2013).

Além disso, vacas prenhes podem ser submetidas a aspiracéao folicular

por via vaginal durante o primeiro trimestre de gestacdo, sem que ocorram danos
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ao animal e a prenhez. Também podem ser submetidas ao processo vacas no
pos-parto, a partir da segunda ou terceira semana. Ademais, as aspiracdes
podem ser feitas a cada 15 dias (MENTIJES et al., 1995; VIANA e BOLS, 2005;

BECHER et al., 2018).

Ha, também, maximizacdo do uso do sémen, possibilitando maior
producdo de embrides com doses de maior valor comercial, inclusive o sémen
sexado (FABER et al., 2003). Outro ponto importante é a possibilidade de utilizar
fémeas geneticamente superiores, que possuam distarbios reprodutivos
adquiridos, que ndo sejam de carater hereditario (REICHENBACH et al., 2002).
Possibilita também a utilizacdo de bezerras pré-puberes como doadoras, desta
forma o ganho genético ocorre por meio da diminui¢do do intervalo de geracdes

(TANEJA et al., 2000).

2.2. Etapas da PIVE

Essa biotecnologia depende de trés etapas biolégicas para ocorrer, sendo
assim, apos a obtencdo dos odcitos - in vivo, por meio da aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia (OPU) ou post mortem, a partir de ovarios de animais
abatidos - estes passam pela maturacao in vitro (MIV), fertilizagcéo in vitro (FIV)

e cultivo in vitro (CIV; MELLO et al., 2016).

Os estudos e aprimoramentos destas técnicas, aumentaram a eficiéncia
e permitiram a aplicacdo da PIVE em escala comercial, 0 que incrementa a
produtividade na pecuaria e possibilita pesquisas de novas biotecnologias

(SANGILD et al., 2000).
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O processo de PIVE (Figura 9), na maioria dos laboratorios € de 9 dias,
podendo ser interpretado da seguinte maneira: no dia -1 (D-1), ocorre a OPU.
ApoOs 24 horas de MIV, realiza-se no dia 0 (D0) a FIV. Passadas 24 horas, inicia-
se o dia 1 (D1), que corresponde a etapa de CIV, em que permanece até o dia 7
(D7), no qual acontece o envase, para transferéncia a fresco ou para

criopreservacado (DE SOUZA e ABADE, 2019).

W)

Doadora de oé6citos

Busca e selecdo de Puncéo dos ovarios e aspiragdo
oocitos dos foliculos
5% C
Estufa 24h
39°C .
. x~ 7 .
Odcitos nas placas de Maturacéo dos odcitos
cultivo
_—
Fecundacao (1 dia
Sémen cdo (1 dia)
congelado \l,-
5% COy
9°C g
7 dias 4 F—=—
-

Cultivo dos embrides (7 dias)

Figura 9. Etapas da producdo de embrides in vitro. FONTE: Adaptado de Palma, 2001
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2.2.1. Aspiracao Folicular Guiada por Ultrassom

No interior do foliculo, esta presente o odcito, que por sua vez é envolto
pelas células da granulosa, formando, assim, os complexos cumulus-odécito
(COCs) (GONCALVES et al., 2002).

Anteriormente a descricdo da técnica de aspiracdo folicular guiada por
ultrassom (OPU; Figura 10), a obtencdo dos COCs acontecia por meio de
abordagens cirdrgicas ou laparoscopia. Atualmente, a OPU é a técnica de
eleicdo para coleta dos COCs em doadoras vivas, por ser uma técnica menos

invasiva do que as anteriores (GARCIA et al., 2004; VIANA e BOLS, 2005).

Para diminuir o desconforto do animal, bem como a diminuicdo dos
movimentos peristalticos, aplica-se anestesia epidural, geralmente lidocaina

associada a xilazina (HONORATO et al., 2013).

A puncédo folicular é realizada por agulha (cook volpal 1855 ou
intradérmica descartavel) acoplada a uma linha de aspiracdo e uma bomba a
vacuo, que leva o liquido folicular para um tubo coletor. Para realizar a imagem
do ovério, utiliza-se um aparelho de ultrassom com um transdutor microconvexo
(de 5 ou 7,5 MHz), conectado a uma guia de aspiracao, que é inserida no fundo
vaginal. A manipulacéo retal ajuda a posicionar o ovario na probe (Figura 10 e
11), visualizando os foliculos a serem aspirados (GOUVEIA, 2011; DE SOUZA

e ABADE, 2019).



29

,‘.l-lb

(J A T T
Collection
Needle N

4 TR T L
i e

; AR P o S

7
Ultrasound | \{g\vagina
Probe ==

Fluid *
Recovery

Figura 10. Aspiracgao folicular guiada por ultrassom: os odcitos séo coletados dos ovarios de uma vaca
prenhe, pela pun¢éo dos foliculos no fundo vaginal com uma agulha de 550mm e calibre 18. A coleta é
auxiliada por um aparelho de ultrassom. O ovario a ser puncionado é corretamente posicionado na probe
com auxilio de palpacao transretal. FONTE: adaptado de Mentijes et al., 1995.

Figura 11. Ultrassonografia de ovério direito de uma vaca durante e ap6s OPU, com probe microconvexa
de 7,5 MHz acoplada & agulha. A e B: Agulha (1) atravessa o fdrnix vaginal, enguanto, por manipulacéo
retal, o ovario é manipulado, posicionando o foliculo a ser aspirado. S: foliculo pequeno; MF: foliculo médio
e LF: foliculo maior. C: imagem ap6s procedimento de aspiracéo folicular. (DESCOTEAUX et al., 2010 apud
GOUVEIA, 2011).

2.2.2. Selecéo de Odcitos

Na etapa de selecdo, os od0citos séo classificados de acordo com as
células do cumulus e do aspecto do citoplasma (de acordo com sua morfologia
pelo numero de camadas). Leibfried & First (1979) descreveram a seguinte

classificacao (Figura 12): Grau 1. cumulus compacto, com presenca de 3 ou
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mais camadas de células; Grau 2: cumulus compacto, porém parcialmente ou
completamente presente ao redor do o6cito, com menos de 3 camadas celulares;
Grau 3: presenca de cumulus, porém expandido, ndo cobrindo totalmente o

o0cito; Grau 4: ndo ha presenca de cumulus, odécito totalmente desnudo.

<
-»
B .

Figura 42. Odcitos classificados de acordo com Leibfried & First (1979). A: Grau 1 e 2; B:
Grau 1 apresentando camada espessa e compacta das células do cumulus envolta de todo
0 odcito e ooplasma homogéneo. C: Grau 2 apresentando camada de células nédo téo
espessa e compacta circundando o odcito, ooplasma homogéneo. D: Grau 3 apresentando
células do cumulus expandidas e quase desnudo, ooplasma ndo homogéneo e com
vacuolos. FONTE: Adaptado de KOCH et al., 2017.

Ja em 1991, Loos et al. (apud TETZNER, 2007) descreveram outra
maneira de classificar os odcitos: Grau I: revestimento com multicamadas de
cumulus compacto, ooplasma homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e
transparente; Grau Il: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto,
ooplasma homogéneo ou com regibes escuras na periferia; Grau lll: pouco
revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma irregular com
picnose; Grau IV / atrésico: cumulus expandido com células escuras e em
grumos, e complexo cumulus-odcito escuro e irregular; Desnudo: sem camadas

do cumulus e com ooplasma uniforme ou com granulacdes.
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Odcitos com maior potencial de viabilidade sdo aquele que apresentam
ooplasma homogéneo com granulacbes finas, de coloracdo marrom e
completamente envolvidos por varias camadas de células do cumulus dispostas
de forma compacta. Apés a selecéo, os odcitos séo levados ao laboratério e, os
de grau I, Il e Il sdo utilizados, enquanto os de grau IV e desnudos sdo
descartados (GONCALVES et al., 2002).

Segundo Carneiro et al. (2019), o periodo do ano influencia na qualidade
dos odcitos aspirados. Como demonstrado na Tabela 2, durante os meses de
inverno, obteve-se maior quantidade de odcitos de grau | e I, enquanto nos
meses que compreendem o periodo de verdo, oocitos de grau lll e desnudos

tiveram maior incidéncia.

Tabela 2. Qualidade de complexo cumulus o6citos de fémeas bovinas,
provenientes de abatedouro nas estacdes de verdo e inverno.

Estagdo/ano Grau | Grau Il Grau ll Desnudo  Atrésico
Inverno 539%a 4042 681a 540a 62
Veréo 36b 237b 1879b 849b 41

P valor 0,00 0,04 0,00 0,04 0,22

FONTE: Adaptado de CARNEIRO et al., 2019.

O transporte dos odcitos é feito em incubadora portatii em meio de
maturacdo liquido suplementado com géds mimetizando o ambiente da
incubadora e ndo deve ultrapassar 8 horas do inicio da aspiracdo da primeira
vaca até a chegada ao laboratorio (HONORATO et al.,, 2013). Entretanto,
Cavalieri et al. (2015) e Loiola et al. (2014), analisaram o transporte de o0citos

por 48 horas ap0s a aspiracdo, ndo evidenciaram efeitos negativos na producao
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de embribes, o que permite realizar a PIVE mesmo quando feita a grandes

distancias.

2.2.3. Maturacao in vitro (MIV)

No animal, o odcito fica bloqueado a partir do inicio da primeira meiose
até a puberdade, ponto no qual a fémea possui aproximadamente 70.000 odcitos
(zebuinos) e 130.000 odcitos (taurinos) em seus ovarios, nesta fase também se
inicia o recrutamento de foliculos. In vivo o crescimento e maturacdo dos oécitos
ocorrem durante as ondas foliculares com intervalos regulares, por acdo das
gonadotrofinas e de outros horménios de acdo endocrina e paracrina, desta
forma, apenas o foliculo dominante acaba ovulando, enquanto 0os menores
entram em atresia. Por conta disso, em toda a sua vida reprodutiva, a fémea
produz apenas cerca de dez descendentes. (HARDY et al.,, 2000; HAFEZ e
HAFEZ, 2000; GILCHRIST et al., 2008; ORISAKA et al., 2009; TRIPATHI et al.,

2010; SANTOS et al., 2010).

A maturacdo odcitaria ocorre em dois passos interrelacionados e
integrados: a maturacdo nuclear, que corresponde a finalizacdo da meiose
(TRIPATHI et al., 2010) e a citoplasmatica, que envolve a redistribuicdo das
organelas citoplasmaticas, rearranjo do citoesqueleto e maturacdo molecular
(FERREIRA et al., 2009).

A retirada do CCO (complexo cumulus-odcito) do foliculo faz com que a
meiose seja retomada precocemente, sem que a maturagdo citoplasméatica
tenha sido completada, o que compromete a sincronia entre a maturagéo nuclear

e a citoplasmatica (GULART, 2015). A completa maturacdo nuclear é atingida
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quando ha ativacdo do odcito em estagio de vesicula germinativa (VG) e seu
rompimento, até a segunda parada meidtica em metafase Il (MIl), como
mostrado na Figura 13. Neste estagio, o odécito passa a ser secundario,
permanecendo neste estagio (Mll) até ser fertilizado pelo espermatozoide ou
sofrer atresia (LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Odcitos que ndo possuem sincronicidade entre as maturacdes (nuclear e
citoplasmatica), ndo serdo fecundados ou ndo vao conseguir avancar no
desenvolvimento embrionario. Desta maneira, podem ser utilizados meios que
retardem a maturacdo nuclear, para que ocorra maior sincronicidade entre os

processos (GONCALVES et al., 2002; GULART, 2015).

‘ Vesicouta germinativa

® o

’luwm&omﬂﬂﬁue

" Fuso metdtico em Telifase

bCeminh ou Centrossomn

X Cromessonus

Figura 5. Dinamica dos cromossomos durante a maturagdo oocitaria em bovinos. A: fuso meiético em
metafase I; B: fuso meiotico em teléfase I. FONTE: adaptado de FERREIRA et al., 2009

Para que a maturacdo dos 0d0citos in vitro ocorra, € preciso que 0S meios
utilizados estejam em condi¢des de atmosfera a 5% CO: (dioxido de carbono),

ou seja, de alta tensao de Oz ou atmosfera de baixa tensé&o de Oz, com 5% COz,
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5% Oz, 90% Nz (nitrogénio) em temperatura proxima aos 39°C, umidade saturada
e com baixa incidéncia de luz, uma vez que a luminosidade desnatura os 04citos,
por 22 a 24 horas. (GONCALVES, 2002; GULART, 2015; CAMPELO et al.,

2016).

O meio de maturagdo mais utilizado atualmente € o TCM 199 (Tissue
Culture Medium), que geralmente é acrescido com outras substancias como o

soro fetal bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH, LH e estradiol-173),

aminoacidos como L-glutamina, bicarbonato de sédio, piruvato de sodio, lactato,
vitaminas e antibiéticos (GUEMRA et al., 2013).

Um ponto que deve ser levado em consideracao € o estresse oxidativo
sofrido pelos odcitos durante o processo de MIV, desta forma, as células do
cumulus desempenham um papel essencial, pois protegem 0s o0citos desse
estresse. Um dos eventos que ocorrem durante a MIV é a expansao das células
do cumulus, em que projecdes destas células atravessa a ZP formam juncdes
com o odcito (gap), durante a MIV, inicia-se sintese de acido hialurénico, que se
deposita entre elas, causando a expansao (GONCALVES, 2002; SANTOS et al.,

2010).

2.2.4. Fertilizagao in vitro (FIV)

2.2.4.1. Métodos de preparacdo espermatica para FIV
A qualidade dos espermatozoides, como a dos odcitos, interfere no

sucesso da técnica. Normalmente, utilizam-se palhetas de sémen congelado,

convencionais ou sexados e, durante 0S processos de criopreservagao e
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sexagem, ocorrem danos celulares a alguns espermatozoides (SANTOS et al.,

2010).

Segundo GONCALVES et al., (2002) e GALLI (2003) a técnica mais
utilizada para obtencéo dos espermatozoides é a centrifugagdo em gradiente de
Percoll, porém existem outras técnicas como o swin-up e centrifugacao simples,
gue sdao menos utilizadas. O gradiente de Percoll promove maior recuperacéo
esperméatica quando comparado a técnica de swin-up, entretanto, a qualidade e
viabilidade dos espermatozoides recuperados sdo parecidas nas duas técnicas
(SANTOS et al., 2010).

A técnica do gradiente de Percoll é capaz de recuperar a maioria dos
espermatozoides viaveis, remover substancias toxicas e bioativas, além dos
espermatozoides mortos e outras células presentes, como 0s microrganismos.
Dessa maneira, proporciona-se o processamento de grandes volumes, bem
como permite controlar a concentracdo e volume final da suspensao esperméatica
(SANTOS et al., 2010).

O Percoll é preparado em diferentes concentracdes para formar um
gradiente para separacao espermatica (GONCALVES et al., 2002). Em um tubo
adiciona-se Percoll na concentracdo 90%, em seguida a 45% (proporc¢éo 1:1) e
a dose do sémen a ser utilizada. O tubo é submetido a duas centrifugacdes de
10000 rpm (ou 1120 g) por 20 minutos, para sémen convencional, ou de 5000
rom (ou 560 g) para sémen sexado. O sobrenadante é descartado e o pellet €
homogeneizado em 2mL de meio de FIV e centrifugado por mais 3 minutos, para
remocgdo de residuos de Percoll. Em seguida, retira-se o material precipitado

(pellet), que €&, geralmente, ajustado na concentragdo 1x10° (GOUVEIA, 2011).
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Capacitacdo espermatica

Em mamiferos, os espermatozoides, logo apds a ejaculacdo, ndo séo
capazes de fecundar os odcitos. Para que isso ocorra, devem passar pelo trato
genital feminino, o que leva & chamada capacitacdo espermatica (SANTOS et
al., 2010). Esse processo envolve a desestabilizacdo da membrana plasmética
e hiperativacdo espermatica (VARAGO et al., 2008).

A capacitagdo esperméatica, in vitro, ocorre por adicdo de
glicosaminoglicanos aos meios de fecundacéao, como, por exemplo, a heparina,
que esta presente no trato genital da fémea (VARAGO et al., 2008). Para que a
capacitacdo do espermatozoide ocorra de maneira correta, 0s meios de
fertilizacdo devem mimetizar o fluido presente no oviduto, por isso, além da
heparina, deve conter piruvato, lactato, glicose, albumina sérica (BSA), célcio,

potéssio e sodio (ANDREOTI, 2007).

Segundo Gongalves et al. (2002), a concentracédo ideal de heparina varia
de 2 a 100 yL/mL de meio, dependendo do touro e do processo de separacao
utilizado. Em muitos casos os aminoacidos penicilamina, hipotaurina e epinefrina
(PHE), também s&o adicionados aos meios, a fim de aumentar a atividade
espermatica e facilitar a penetracdo no oécito (PALMA, 2001; GONCALVES et

al., 2002).

2.2.4.2. Fecundacao in vitro

A fecundacédo acontece quando ha unido dos gametas masculinos e
femininos, formando um novo individuo. Os processos da fecundacao tém inicio

pela passagem do espermatozoide através das camadas celulares e acelulares
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que circundam o od0cito, penetrando o citoplasma e formando os pré-nicleos

femininos e masculinos e, por fim, a singamia (MELLO et al., 2016).

A enzima hialuronidase, que esta presente na membrana plasmatica do
espermatozoide, permite que o gameta masculino atravesse a camada de
células do cumulus, se ligando ao acido hialurdénico presente nessas células. A
hipermotilidade dos espermatozoides permite que estes migrem em direcdo a
zona pelucida (ZP). Ao alcangar a ZP, ocorrera a reacdo acrossémica, na qual
h& fusdo das membranas acrossomais e liberacdo de enzimas acrossémicas,
permitindo que o espermatozoide penetre a ZP (PALMA, 2001; OLIVEIRA et al.,
2014).

No momento da fecundacéo, na passagem do espermatozoide pela
membrana vitelinica do odcito, desencadeia-se a ativacdo do gameta feminino,
0 que causa o bloqueio dos demais espermatozoides. Além disso, o odcito
retoma sua atividade metabolica e conclui a divisdo meiética (MIl), com a
expulsao do segundo corpusculo polar. Entdo, inicia-se a descondensacao da
cromatina haploide dos gametas, seguida da dissolu¢do da membrana nuclear,
condensacdo dos cromossomos e ordenamento de um plano equatorial
(singamia), até o fim da mitose (PALMA, 2001).

A FIV (Figura 14) ocorre a partir do o cultivo dos odécitos maturados com
0s espermatozoides em meio de fertilizagdo (LUEDKE, 2018). O meio no qual
0s gametas sdo depositados, além de ser adequado para a capacitagdo
espermatica, deve permitir o metabolismo dos odcitos e das células do cumulus,
e manter a capacidade espermatica eficiente para a fecundagdo (GOUVEIA,

2011).
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Figura 14. Ligacéo do espermatozoide na zona pellcida do o6cito. FONTE: MARTINS et al.,2016

O meio mais comumente utilizado € o FERT-TALP (Tyrode-albumina-
lactato-piruvato), que além de possuir heparina (GONCALVES, 2002), pode ser
suplementado com sulfato de gentamicina, penicilamina, hipotaurina e
epinefrina, substancias importantes para a motilidade progressiva e suporte do
gameta masculino (MELLO et al., 2016).

Apdbs maturados, os od6citos sdo lavados por trés vezes seguidas em meio
FERT-TALP, a fim de retirar todo o meio de maturagao presente, e transferidos
para gotas do mesmo meio, entdo, sdo adicionados 0s espermatozoides

selecionados (PENARIOL et al., 2017).

Para que a fecundacao ocorra, os gametas devem estar em um ambiente
adequado: com temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 e umidade
saturada, diante disso, ap6s um periodo de 18 a 22 horas, a fertilizacdo é

concluida, e ha formacéao dos zigotos (GONCALVES et al., 2002).
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2.2.5. Cultivo embrionério in vitro (CIV)

O CIV, tem duracdo de 7 dias e € a etapa que corresponde do
desenvolvimento do zigoto, ou seja, logo apoés a FIV, até o estadio de blastocisto
(SANGILD, 2000). O meio deve ser composto por fluidos presentes no ambiente
uterino e oviduto durante o inicio da gestacéo. Esses meios podem ser KSOM,

SOF ou TCM-199 (Gongalves et al., 2002).

Durante o periodo de pré-implantacdo, ocorrem eventos como 0 processo
de divisdo celular (clivagem), ativagcdo do genoma embrionario, agregacao e
compactacao dos blastdmeros (estadio de moérula), diferenciagcéo do trofoblasto
e embrioblasto, formacdo e expansédo da blastocele e rompimento da zona

pelicida (SANTOS, 2010).

Para dar inicio ao cultivo in vitro, apos as 24 horas da FIV, é necesséario
retirar o cumulus que circunda os possiveis zigotos, que pode ser feito pela
utilizacao de vortex ou pelo método de aspiracdes sucessivas com o0 uso de uma
pipeta de vidro com diametro ligeiramente superior ao zigoto. Apds a retirada das
células do cumulus, os possiveis zigotos séo transferidos para uma placa de

Petri, para iniciar o cultivo em si (GONCALVES et al. 2002).

Existem dois tipos de cultivo embrionario in vitro, com presen¢a ou
auséncia de células somaticas. O cultivo com uso de células somaticas, €
chamado de co-cultivo e as células mais utilizadas sao as células do oviduto,
células da granulosa, células VERO (linhagens celulares estabelecidas para
cultivo) e células BRL (Buffalo Rat Liver Cells; HOSHI, 2003; BUENO e

BELTRAN, 2008).
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Por questbes de praticidade e economia, 0 co-cultivo com células
somaticas tem sido menos utilizado atualmente e vem sendo substituido pelos
sistemas de baixa tensao (5% de O2, 5% de CO2, 90% de N2) e umidade saturada
a 39°C com meios simples como o SOF (Fluido de oviduto sintético) e KSOM
(meio simples de potassio otimizado) acrescidos de aminoacidos. Esses
sistemas podem ser utilizados com meios quimicamente definidos ou com soro

sanguineo (AVELINO et al., 2002; GONCALVES et al., 2002).

A “Sindrome do Bezerro Gigante” (LOS — Large Offspring Syndrome),
causa prolongamento de gestacéo, distocia, aumento mortalidade pré-natal e de
peso corplreo, estudos comprovam que grande parte das alteracbes estdo
relacionadas ao co-cultivo de células da granulosa ou a alta concentracao de
soro fetal bovino no meio de cultivo (VARAGO et al., 2008). Atualmente, esse
problema vem sendo resolvido utilizando-se menos ou nada de soro durante o
cultivo embrionario, com isso, ainda € possivel de ocorrer, porém € raro

(SIRARD, 2017).

2.25.1. Clivagem

Apos a formacéo do zigoto, da-se inicio a uma série de divisbes mitbticas,
chamadas de clivagem, que fazem com que o zigoto, que possui uma célula de
grande volume, se dividia em células nucleadas de menor tamanho, até a
formacao do blastocisto (GONCALVES et al., 2002).

No terceiro dia de cultivo (D3), espera-se encontrar embrides de 2, 4 ou 8
células. Nesse estagio também ocorre o primeiro feeding, que consiste na

renovacgao do meio de cultivo, para que este seja capaz de nutrir corretamente o
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embrido. No D5, isto €, 48 horas ap0s o processo supracitado, ocorre 0 segundo
feeding, no D6 avalia-se o desenvolvimento embrionario (Tabela 3) e no D7, os
embribes sdo envazados, ou para serem transferidos a fresco ou
criopreservados (GONCALVES et al., 2002; LOIOLA et al., 2014; DE SOUZA e

ABADE, 2019).

Tabela 3. Classificagdo da morfologia embrionéria.

Estadio Morfologia
Blastdbmeros evidentes, porém, ndo é possivel determinar namero
MO exato. Massa de células ocupa maior parte do espaco dentro da ZP.

Inicio do processo de compactacao.

Compactacao torna a massa de células coesa, ha retracdo do embrido
em relacdo a ZP, espaco perivitelinico aumentado.

Ocorre atracdo de agua para o espaco intercelular, formando a
blastocele. Formacédo de duas populacbes celulares distintas: o
trofoblasto, que reveste a blastocele, e a massa celular interna (MCI),
lateral a blastocele.

Blastocele aumenta de tamanho, proporcionalmente maior que a MCl,
ocupando gradualmente todo o espaco perivitelinico. Trofoblasto sofre
diferenciacdes morfolégicas e funcionais associadas a captacédo de
nutrientes, enquanto as células da MCI mantém potencialidade.
Expansdo da blastocele causa aumento de tamanho do embrido e
progressiva reducao na espessura da ZP.

BN Embrido no processo de ecloséo, zona pellucida desprendida.
Rompimento da ZP caracteriza a ecloséo, com o embrido entrando em
contato direto com os tecidos maternos.

MO: Moérula; MOC: moérula compactada; Bi: Blastocisto inicial; BL: Blastocisto; BX: Blastocisto expandido; BN:
Blastocisto em eclosédo; BE: Blastocisto eclodido. FONTE: VIANA, 2009.

MOC

Bl

BL

BX

BE
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2.2.6. Envase e criopreservacao dos embrides

Apés a classificacdo do estagio embrionario, os embrides devem ser
envasados, em palhetas semelhantes as de inseminacdo artificial,
individualmente. Para embrides que serao transferidos a fresco, o embrido deve
estar centralizado na palheta, separado com duas colunas de ar, isolando as
extremidades do lacre e do émbolo (BALL e PETERS, 2006). Além disso, para
gue permanecam viaveis, devem ser estocados em transportadoras adequadas
com temperatura controlada, em torno de 37°C e sem incidéncia de luz direta

(BRANDAO et al., 2019).

O objetivo da criopreservacao de embrides é preservar o0 metabolismo da
célula em estado de quiescéncia, ou seja, parada da atividade enzimética, do
metabolismo e da respiragéo celular, possibilitando que este seja reestabelecido
apos periodo de estocagem, para continuar seu desenvolvimento normal
(DALCIN e LUCCI, 2010). A qualidade dos blastocistos interfere no sucesso da
técnica de criopreservacao, apos o congelamento os embrides sofrem alteracdes
estruturais leves (DIESEL et al., 2018). Existem duas técnicas para
criopreservacdo dos embrides, a vitrificacdo e a congelacdo classica, suas
principais diferencas sao a curva de congelacéo e a concentragao crioprotetores

utilizada (VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

No congelamento classico, a vantagem é o uso de baixas concentracoes
de crioprotetores, porém, nesse caso ocorre formacao de cristais de gelo, que
podem causar lesdes as membranas e organelas do embrido (DODE et al.,

2013).
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Na vitrificacdo, sdo utilizadas altas concentracdes de crioprotetores,
possibilitando que, durante o resfriamento, as particulas de agua se solidifiquem
em estado vitreo, desta maneira ndo ha formacéo de cristais de gelos. Porém, a
desvantagem do uso dessa técnica, estd associada a toxicidade dos
crioprotetores, sendo assim, as células s6 podem ser expostas a essa solucao
por um periodo muito curto de tempo e/ou um volume minimo de solugéo
(GONCALVES et al., 2002).

Para que a vitrificacdo seja viavel, deve-se criar um sistema para
minimizar perdas, principalmente pelos efeitos nocivos dos crioprotetores.
Segundo Kuwayama (2007), as estatisticas de desenvolvimento embrionério
mostram que os efeitos cumulativos toxicos e osméticos da vitrificacdo néo
diferem daqueles causados pela congelacgéo lenta.

Dentre os protocolos de vitrificacdo, ha o método de OPS (Open Pulled
Straw, do inglés palheta aberta estirada) como suporte para envase dos
embrides, o qual possui metade do diametro da palheta comum (0,25mL; Dias,
2017).

Segundo Fonseca et al. (2018), para o congelamento classico, a palheta
deve seguir a seguinte ordem (Figura 15a): o embrido deve estar na parte central
da palheta, onde contém crioprotetor, no qual é separado por bolhas de ar do
restante da palheta, que contém PBS com 20% de SFB e o protocolo de
congelamento deve respeitar a seguinte curva (Figura 15b): de 20°C a -6°C em
taxa de resfriamento de 3°C por minuto, estabilizacdo durante 15 minutos,
seeding (inducdo da formacado de cristais de gelo apds) 5 minutos, de -6°C a

-32°C a 0,6°C por minuto e, finalmente, mergulhada em nitrogénio liquido.
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)
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Il 20 40 [it1] 20
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Figura 65. (A) Esquema ilustrativo de envase de palheta de embrido criopreservado. (B) Protocolo
de congelamento lento. FONTE: Adaptado de FONSECA et al, 2018.

3. Relato de caso

Foram disponibilizados dados de 25 aspiracdes foliculares e fertilizac&o in
vitro que ocorreram durante o estagio curricular na empresa Embriovita, nos
meses de outubro a dezembro de 2020. Foram colhidos 5.065 odcitos viaveis
de 295 doadoras (média de 17,2 odcitos viaveis/ doadora), resultando em um

total de 1.140 embrides, ou seja, taxa de blastocistos em média de 22,5%

(Tabela 4).
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Tabela 4. Relatério de producao de odcitos e embrides.

DATA OPU CLIENTE DOAD. VIAV. EMB. %EMB. VIT.
15/10/2020 1 29 389 161 41,4 96
15/10/2020 2 3 17 8 47,1 8
16/10/2020 3 18 283 71 25,1 0
19/10/2020 4 12 338 31 9,2 0
19/10/2020 5 20 427 107 25,1 0
21/10/2020 6 15 159 22 13,8 0
22/10/2020 7 9 254 37 14,6 0
22/10/2020 8 7 168 30 17,9 0
22/10/2020 9 3 154 30 19,5 10
23/10/2020 10 9 238 34 14,3 34
26/10/2020 11 6 307 58 18,9 0
27/10/2020 12 11 138 18 13,0 0
27/10/2020 13 30 379 87 23,0 0
28/10/2020 14 18 147 24 16,3 24
28/10/2020 15 27 308 60 19,5 30
29/10/2020 16 30 422 99 23,5 0
29/10/2020 17 5 95 23 24,2 0
02/11/2020 18 23 478 147 30,8 45
03/11/2020 19 2 57 24 42,1 1
05/11/2020 20 1 8 0 0 0
05/11/2020 21 2 23 9 39,1 6
05/11/2020 22 7 57 14 24,6 14
05/11/2020 23 1 12 5 41,7 3
05/11/2020 24 1 23 6 26,1 6
06/11/2020 25 6 184 35 19,0 0
Total 295 5065 1140 22,5 277

OPU: ovum pick up (aspiracao folicular); DOAD.: nimero doadoras de odcitos; VIAV.: quantidade de odcitos
viaveis; EMB.: quantidade de embrifes produzidos; %EMB.; porcentagem de embrides produzidos; VIT.:
total de embrides vitrificados. FONTE: Embriovita Reprodugdo Animal, 2020.

Os embrides eram avaliados segundo a morfologia embrionaria
(blastocisto inicial: Bl, blastocisto: BL, blastocisto expandido: BX, blastocisto
expandindo: BN ou blastocisto expandido: BE) e eram envasados para serem

transferidos a fresco ou vitrificados pelo método de OPS (apenas BX passavam

pelo processo de vitrificacdo). Neste caso, 24,2% dos embrides produzidos
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foram vitrificados, permitindo que o0s embrides fossem transferidos

posteriormente e ndo necessariamente no mesmo momento.

Do total de embribes produzidos neste periodo, 762 foram efetivamente
transferidos. No diagndstico de gestacdo aos 30 dias, foram confirmadas 276
gestacles, ou seja, porcentagem de 36,2%. Aos 60 dias de gestacdo, além da
confirmagéo da prenhez, também foi feita a sexagem fetal. O total de prenhezes
neste periodo foi de 193, ou seja, 25,3%, dos quais, aproximadamente, 30%

foram machos e 70% foram fémeas (Tabela 5).

Tabela 5. Dados de transferéncia de embrides, porcentagens de prenhez,
sexagem e mortalidade embrionaria.

N° TE. P30 %P30 P60 %P60 M F MORT % MORT
1 75 22 29,3 16 21,3 16 6 27,2
2 42 21 50,0 14 33,3 1 13 7 33,3
3 31 6 19,3 4 12,9 4 2 33,3
4 105 28 26,6 19 18 13 6 9 32,1
5 22 9 40,9 7 31,8 3 4 2 22,2
6 36 12 33,3 9 25 1 8 3 25,0
7 28 6 21,4 4 14,2 3 1 2 33,3
8 13 5 38,4 4 30,7 4 1 20,0
9 53 24 45,2 18 33,9 14 4 6 25,0
10 18 7 38,9 6 33,3 6 1 14,2
11 83 28 33,7 21 25,3 12 9 7 25,0
12 73 25 34,2 20 27,3 20 5 20,0
13 22 12 54,5 7 31,8 7 5 41,6
14 115 53 46,0 33 28,9 13 20 20 37,7
15 9 3 33,3 1 111 1 2 66,6
16 5 2 40,0 1 20 1 1 50,0
17 6 3 50,0 2 33,3 2 1 66,6
18 26 10 38,4 7 26,9 7 3 30,0
Total 762 276 36,2 193 25,3 60 136 83 30,0

TE: embribes transferidos; P30: prenhezes com 30 dias; %P30: porcentagem de prenhezes
confirmadas com 30 dias; P60: prenhezes com 60 dias; %P60: porcentagem de prenhezes
confirmadas com 60 dias; M: machos; F: fémeas; MORT: nimero de mortalidade embrionéria;
%MORT: porcentagem de mortalidade embrionaria. FONTE: Embriovita Reprodug&o Animal, 2020.



a7

4. Discusséo
Em média, 30% dos odcitos submetidos a maturacédo in vitro chegam ao

estadio de blastocisto, entretanto, ha uma grande variagao dos resultados (de 5
a 60%), isso se da devido a diversos fatores, como o sémen, qualidade e
capacitacdo do odcito, habilidade do técnico, meios de cultivo, precisdo dos
equipamentos, entre outros (GONCALVES et al., 2002). E sabido também que
existe diferenca entre a fisiologia reprodutiva de fémeas taurinas e zebuinas em
relacdo ao recrutamento folicular e producao de odcitos. Além disso, 0 manejo,
nutricdo, categoria, idade, condi¢do corporal e ambiental dos animais também
influenciam a producdo de od0citos e, consequentemente, a producdo
embrionaria (BARUSELI et al., 2007; VIANA e BOLS, 2005). Entretanto, neste

relato, ndo houve separac¢do dos animais por raca ou categoria.

As taxas de conversdo oécito: embrido encontradas neste relato estao
muito préximas aquelas encontradas na literatura, com variacao de 25 a 40%,

segundo Bavister et al. (1992) e Lonergan et al. (2001).

As taxas de gestacdo de embrides produzidos in vitro ainda sdo muito
variaveis, pois dependem além do estadio de desenvolvimento e qualidade do
embrido, do tempo de transporte do embrido e de inovulacdo, além do estado
nutricional dos animais que esta intimamente ligado ao status reprodutivo
(VARAGO et al., 2008; BECHER et al., 2018).

As taxas de gestacdo encontradas neste relato corroboram com a
literatura. Segundo Borges Filho (2018), a taxa de gestacgéo aos 30 e 70 dias, de

embrides transferidos a fresco foi de 32 e 29%, respectivamente, e para
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embrides vitrificados foi de 20%, tanto em 30 como em 70 dias. Ja Garcia et al.
(2004), encontraram taxas de gestacao aos 60 dias que variaram de 20 a 60%.

A sexagem fetal é realizada por ultrassonografia juntamente com o
diagnostico de prenhez aos 60 dias, determinando a localizacdo do tubérculo
genital, o qual, encontra-se em dire¢do a cauda nas fémeas e ao corddo umbilical
nos machos (GREGORY et al., 1995). Neste relato, o niumero de gestacdes de
fémeas foi maior que machos, pois a maioria dos procedimentos de PIVE foram
feitos com sémen sexado de fémeas.

Por fim, as perdas gestacionais também sdao comuns e ocorrem por
diversos fatores, como impasses no proprio embrido, ambiente uterino e a
ocorréncia de problemas de sinalizagdo materno-fetal (LIMA e SOUZA, 2009).
As perdas, ocorrem em sua maioria, durante os estadios de oito para 16 células
(ativacdo do genoma do embrido) e pds-transferéncia, em torno dos dias 14 e 15
da gestacdo (SANTOS, 2010).

As taxas encontradas, em média, podem ser consideradas altas quando
comparadas aos trabalhos de Scanavez et al. (2013), que encontraram 13,8% e
9,1% de perdas embrionarias para embrides frescos % e % Girolando,
respectivamente, e de Baruseli et al. (2011), que encontraram percentual de

perdas de 23,1% entre os meses de primavera e verao.

No presente relato, pode-se relacionar boa parte a influéncia negativa do
clima (verdo), pois altas temperaturas causam estresse térmico nas fémeas, que
levam & insuficiéncia da reproducgdo. Além da diminuicdo da qualidade dos

odcitos e, consequentemente, da qualidade do embrido, pode levar a formacéao

de CL menos capaz de manter a gestacdo e pode promover mudancas no
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ambiente uterino, o que pode resultar nas perdas embrionarias (HANSEN, 2002;

LOONEY et al., 2016).

5. Consideracdes Finais

A técnica de producdo in vitro de embrifes tem como principal beneficio
a difusdo de material genético materno. Entretanto, no presente relato pode-se
verificar grande variacao de resultados, devido a heterogeneidade dos rebanhos
atendidos, observando-se melhores resultados na conversdo de embribes e
prenhez, em geral, em rebanhos mais bem manejados.

Para isso, a assisténcia veterinaria é extremamente necessaria para
indicar ao produtor mudancas que podem ser feitas para melhoria dos indices
reprodutivos. Apesar de diversos aspectos influenciarem a técnica, esta é uma
das responsaveis pelo grande avanco genético do rebanho nacional nos ultimos

anos.
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