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RESUMO

Este relatorio descreve as principais atividades acompanhadas/realizadas em
Medicina Veterinaria, na area de concentracdo em Biotecnologias da Reproducéo
aplicadas em bovinos. Dentre elas podemos citar a aspiracao folicular (ovum pick
up), producédo in vitro e transferéncia de embrides, ultrassonografia aplicada a
bovinos, diagnéstico de gestacdo, sexagem fetal e protocolos de sincronizacédo de
estro. Optou-se pela empresa ABS PECPLAN como local de estagio, a qual possui
grande relevancia no cenario nacional na producédo de embrides in vitro, pela sua
eficiéncia e qualidade de servigos prestados no setor de biotecnologia. A empresa
esta localizada na cidade de Mogi Mirim no estado de Sao Paulo, e atende diversas
propriedades em inimeras regibes do pais e também no exterior. O estagio
curricular foi realizado sob a supervisdo do Médico Veterinario Tomas Augusto
Nunes Pinheiro De Souza Reis e orientacdo do Prof. Dr. Fernando Silveira Mesquita,
entre os dias de 14 de janeiro de 2019 a 03 de maio de 2019 somando um total de
600 horas.

Palavras-Chave: Biotecnologia da reproducéo, producao in vitro, transferéncia de

embrides.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura é um dos pilares da economia brasileira, gerando emprego e
renda a milhares de trabalhadores, com movimento estimado em mais de R$523,25
bilhdes, e geracdo de cerca de 353.725 novos empregos no ano de 2017 (BEEF
POINT, 2018). O Brasil possui 214,9 milhdes de bovinos, sendo o segundo pais em
tamanho de rebanho e producdo de carne mundial, gerando 11 milhdes de
toneladas de carne bovina (ABIEC, 2019). Segundo Saud (2018) o Brasil tem cerca
de 83 milhdes de fémeas aptas a reproducado, sendo que dentro deste universo, 57
milhdes compdem o rebanho de corte e outras 26 milhdes o rebanho leiteiro. Neste
contexto, a producao in vitro de embribes (PIVE) tem evoluido significativamente e
alcancado destaque mundial nos anos recentes. No ano de 2017, 345.528 mil
embribes PIVE foram produzidos, ficando apenas atras da producdo dos Estados
Unidos, depois de anos de supremacia brasileira neste setor (VIANA, 2018).

Ao observar este cenario as biotecnologias da reproducdo aparecem como
alternativa para promover melhores resultados no setor da bovinocultura, visto que o
mercado esta cada vez mais exigente quanto a precocidade, qualidade de carne e
maior producao leiteria. As ferramentas de biotecnologia de maior utilizacdo sédo a
inseminacao artificial, a transferéncia de embriées e a producéo in vitro de embrides.
A PIVE apresenta algumas vantagens que favorecem a sua utilizagdo, dentre elas:
proporciona determinacdo e controle do sexo; otimiza o efeito materno nos
descentes, rapida multiplicacdo de planteis, proporciona o comercio de material
genético da fémea, formacdo de estoques de embribes congelados; otimizacdo do
sémen de alto valor genético (GONCALVES, et al., 2007)

Ao decorrer deste relatério serdo apresentadas as atividades
acompanhadas/realizadas durante o estagio curricular na empresa ABS PECPLAN.
A escolha do local de estagio deve-se ao fato de a empresa ser considerada
referéncia nacional e internacional na area de producédo de embrifes bovinos in vitro.
O estagio curricular supervisionado em medicina veterinaria (ECSMV) tem como
objetivo a consolidagéo dos conhecimentos do discente obtidos durante a graduacao

nas biotecnicas reprodutivas.



2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 ABS PECPLAN

O ECSMV foi realizado na empresa ABS PECPLAN que desenvolve
atividades em diversas regibes do pais, prestando servicos na area de
biotecnologias reprodutivas em bovinos, mais precisamente em producgéo in
vitro de embrides. O estagio foi realizado na filial da empresa, em Mogi Mirim,
estado de Sao Paulo - SP (Figura 01). As atividades iniciaram no dia 14 de
janeiro de 2019 com término no dia 03 de maio do mesmo ano, sob a
supervisdo do meédico veterinario Tomas de Souza Reis e a orienta¢do do Prof.
Dr. Fernando Silveira Mesquita, totalizando uma carga horaria total de 600
horas.

A equipe da empresa era composta por 17 médicos veterinarios de
campo, sendo que 7 realizavam as aspiragdes foliculares e 10 as transferéncias
de embrides. A empresa possui uma estrutura fisica composta por: sala de
botijées, laboratério de producéo in vitro, sala administrativa, sala de logistica e
sala de equipamentos onde cada meédico veterinario armazena seu
equipamento individual. Ainda, a empresa possui uma frota de 10 automoveis
para realizacao da logistica e prestacao de servigo.

Figura 1- Localizacao territorial da empresa na cidade Mogi Mirim estado de
Séo Paulo.
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Fonte: Google Maps e Wikipedia.
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2.2 Atividades relacionadas a biotecnologias reprodutivas

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar/desempenhar
atividades relacionadas as biotécnicas reprodutivas aplicadas em bovinos,
como a OPU (ovum pick up), selecdo de doadoras e receptoras de ovocito e
embrides, ultrassonografia na avaliacdo de doadoras e receptoras, diagnostico
de gestacdo e sexagem fetal. As atividades estavam ligadas a rotina da
empresa ABS PECPLAN, e foram realizadas pelo quadro de médicos

veterinarios (Tabela 1).

Tabela 1 — Atividades acompanhadas e /ou desenvolvidas durante a realizacéo do

estagio curricular supervisionado em Medicina Veterinaria.

Atividades Numero de %
Atividades

Inovulacéo de Embribes 665 30,84%
Diagnostico de Gestagéo 565 26,21%
Aspiragéo Folicular Guiada por Ultrassom 436 20,20%
Protocolo de Sincronizacdo de Estro 249 11,55%
Sexagem Fetal 241 11,18%
Total 2156 100%

Fonte: o autor

2.3 Selecao das doadoras

As vacas selecionadas como doadoras, de modo geral, eram determinadas
pelo proprietario ou por técnicos responsaveis pela fazenda. Como critérios para
selecdo eram utilizados: mérito genético, caracteristicas zootécnicas aptiddes
carniceiras e leiteiras, progénie, também por seu valor monetario agregado e
premiacoes.

Os meédicos veterinarios da empresa realizavam uma avaliacdo, através da
condicao corporal, onde se preconizava fémeas com escore 3 em uma escalade 1 a
5 (1 - animal magro e 5 - animal gordo). No levantamento do historico sanitario da

propriedade era questionado se havia ocorréncia de enfermidades
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infectocontagiosas, dentre elas Brucelose, Leptospirose, Rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR), Diarreia viral bovina (BVDV) que interferem em um programa de PIVE.
Era indagado sobre aspiracdes anteriores e um historico reprodutivo prévio. O
exame era realizado por palpacao transretal com o auxilio de ultrassom e avaliava-
se a saude reprodutiva, descartando animais com patologias ovarianas, aderéncias

e com mais de 90 dias de gestacédo, os quais ndo eram aspirados.

2.4 Aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia - OPU

A aspiracdo folicular guiada por ultrassom ou ovum pick up - OPU é uma
técnica que obtém os gametas femininos de doadoras de forma minimamente
invasiva. Previamente a saida para o local da aspiracdo, os médicos veterinarios,
juntamente a um técnico selecionador de odcitos, reuniam-se na empresa para
realizar o checklist dos equipamentos e reagentes necessarios a atividade. O
deslocamento até o local onde a atividade seria realizada era feito através da frota
da empresa, ou nos casos de aspiracfes em outros estados ocorria por meio aéreo.
O laboratério da empresa era responsavel pela producdo dos meios de transporte
oocitario. Os tubos eram preparados conforme o niamero de vacas, subespécie e
categoria, além disso, era protocolo da empresa ndo armazenar mais de 50 o0citos
por criotubo.

Na propriedade, os animais eram contidos em troncos de contensédo para a
realizacdo da tricotomia mais antissepsia com alcool 70% na regido da anestesia
epidural. A anestesia epidural era a base cloridrato de lidocaina mais xilazina
(Bloc®, J.A. Saude Animal) por meio de injecdo no espago sacrococcigeo, entre S5-
Col ou Col-Co2. A dose era calculada conforme a relagédo de 1 ml para cada 100
kg de peso vivo, atingindo as doses de 0,2 mg/kg de Lidocaina e 0,004 mg/kg de
Xilazina. Em funcéo da sensibilidade a combinacéo farmacoldgica, animais da raca
Gir tinham a dose ajustada 1 ml a cada 200 kg/PV. A anestesia epidural tem o
objetivo de evitar desconforto do animal e movimentos peristalticos que dificultam o
processo de aspiracao.

O equipamento para aspiragdo era constituido por um aparelho de ultrassom
(Mindray, DP2200) com guia de aspiracdo acoplada a um transdutor setorial
convexo de 5,0 MHz. Na porgéo superior da guia localizava-se o mandril acoplado a
um cateter 18 G, conectado a uma bomba de vacuo com pressao de 70 mmHg de
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mercurio (WTA, Brasil). Os odcitos recuperados eram transportados por um sistema
de OPU (1,20 m — WTA, Brasil), e armazenados em tubos 50 ml (Falcon, - EUA)
previamente aquecidos a 36°C contendo 5 ml de solucdo DPBS. Ficava a critério de
cada selecionador a adicdo ou ndo de heparina.

ApGs a guia estar montada, era inserida uma camisinha sanitaria envolvendo-
a para evitar disseminagdo de enfermidades e contaminagcdo do aspirado. O
procedimento consistia na limpeza da regido do perineo com agua ou papel toalha, a
guia era inserida na vagina até o fundo de saco, enquanto a outra mao era
introduzida via retal para manipulacdo do ovario. Os ovarios eram posicionados de
acordo com linha de orientacdo demarcada por ultrassonografia, facilitando a
visualizacdo e puncdo dos foliculos. Em posicdo superior cranial, o mandril era
manipulado realizando a perfuracdo do saco vaginal em uma pressdo continua a
vacuo, onde os foliculos = 2 mm eram puncionados. Apds o término da aspiracédo
folicular os tubos Falcon eram identificados com raga, categoria, prenhez, lactacéo,
registro (RGD) e previsdo de foliculos aspirado da doadora, sendo posteriormente
levados até o laboratorio de campo para a selecdo e rastreamento do conteudo.

O liquido folicular oriundo da aspiracdo era depositado em filtro com
capacidade de 150 ml, composto por tela de nylon 75 micras. A lavagem do filtro era
realizada com DPBS para remoc¢éo de codgulos e debris celular. Apés, o material
retido era depositado em uma placa de Petri 90 mm (por doadora). Preconizava-se a
troca dos filtros a cada cinco animais. Para a visualizacdo das estruturas utilizava-se
um estereomicroscopio com aumento de 50x. Os odcitos eram classificados de
acordo com seu citoplasma e o numero de camadas das células do cumulus,

conforme (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacéo oocitaria conforme graus de qualidade

Classificacao dos CCOs Células do Cumulus Citoplasma
Gl (Grau 1) > 3 camadas compactas Homogéneo
Gll (Grau 1) 3 camadas compactas Levemente heterogéneo
Gl (Grau Ill) ou 3 camadas remocao de -
parcialmente desnudo menos 1/3
Desnudo ou degenerado Sem céls. Na regido da Retracao e vacuolizacao
ZP
Cumulus expandido ou Expansao -
atrésico

Fonte: Adaptado (Viana et.al.,2004)
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Apoés a classificacdo, 0s o0citos eram lavados em quatro gotas, as trés
primeiras lavagens eram realizadas em gotas contendo meio MIV + meio LAV
(lavagem), e a quarta gota contendo somente meio MIV. A maturacéo iniciava-se
durante o transporte, quando 0s o00citos eram armazenados em criotubos
gaseificados com controle de atmosfera gasosa. A concentracdo de gases era de
5% de €0,, 5% de 0, e 90% de N,. Os tubos continham 400 pl de meio de
maturacdo (MIV) cobertos por 300 pL de éleo mineral e eram remetidos ao
laboratério em uma transportadora de odcitos (TO) a 38,5°C. Ao chegar ao
laboratério os criotubos eram armazenados em uma incubadora com controle de
temperatura e atmosfera gasosa até completar 24 horas de maturacédo, para iniciar o

procedimento de FIV.

2.5 Selecao de receptoras

A selecao das fémeas como receptoras de embrido € uma parte do processo
de PIVE de extrema importancia, pois estes animais irdo gestar embrides de grande
valor genético e comercial (Figura 2). Os médicos veterinarios realizavam exames
ginecolégicos para avaliacdo de ciclicidade, avaliacdo da condicdo corporal,
guestionavam sobre a utilizacdo de vacinas contra enfermidades reprodutivas e
sobre o fornecimento de suplementacdo mineral. Durante a avaliacdo do escore de
condicdo corporal era utilizada uma escala de 1 a 5 (1 - animal magro e 5 - animal
gordo), considerando-se o escore 3 adequado. O exame ultrassonografico avaliava
as fémeas através de contratilidade uterina e presenca de corpo lateo (CL). O
objetivo era a utilizacdo de fémeas que estivessem ciclicas em funcdo de uma

melhor resposta ao protocolo de sincronizagao
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Figura 2 — A) Vacas nelores receptoras Katayama Alimentos S/A em Trés Lagoas -
MS. B) Receptoras Brangus - Agropecuaria JMT Sao Gabriel - RS

Fonte: o autor

2.6 Sincronizacéao de estro

Os animais a serem sincronizados durante o estagio passavam por uma
avaliacdo prévia, onde realizava-se avaliacdo do escore de condi¢cdo corporal e
exame de ciclicidade através de palpacdo retal ou auxiliado por ultrassom. O exame
consistia em diagnosticar vacas ou novilhas que apresentavam corpo lateo, foliculo
em dominancia e contratilidade uterina. Apos exame as fémeas eram classificadas
em ciclicas, anestro superficial ou anestro profundo. A sincronizacao era realizada
somente em fémeas que apresentassem morfologia cervical retilinea, presenca de
CL, ou naquelas em anestro superficial com presenca de contratilidade uterina. As

fémeas que ndo contemplassem estes critérios ndo eram sincronizadas.

O protocolo padrdo era a base de progesterona e estradiol, consistindo na
insercao de implante de progesterona (P4) de liberacéo lenta de 1,9 g ou 1 g dia
zero (D0), seguido de aplicacdo IM de 2 mg de benzoato de estradiol (BE). Nos dias
D7 e D9 o proprietario era responsavel pela aplicagdo dos horménios para o
protocolo de sincronizacdo. No D7 era realizada uma aplicacdo do analogo de
prostaglandina, d-closprostenol, e no dia D9 retirava-se o implante de progesterona,
administrava-se 1 mg de cipionato de estradiol e 300 Ul de gonadotrofina coridnica
equina (eCG). No 17° dia do protocolo realizava-se a TETF (transferéncia embrides

em tempo fixo)
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Figura 3 — Protocolo de sincronizacéo padréo utilizado pela empresa.

BE PGF2a eCG +Cipionato TETF

| | |

[ Dispositivo Intravaginal P4 ]‘

| I | |
DO D7 D9 D17

Fonte: o autor

2.7 Inovulacdo de embrides

A transferéncia de embrifes a fresco dependia das particularidades e escolha
de cada propriedade, sendo também influenciada por sua distancia do laboratério.
Os embrides eram avaliados conforme sua qualidade e fase de desenvolvimento.
Visando a inovulacdo era preconizada a utilizacdo dos estadios de blastocistos (BL),
mas também eram envasados Blastocisto Expandido (Bx) e Blastocisto em ecloséo
(Bn), para posterior transferéncia em receptoras. O transporte era realizado por meio
de uma transportadora de embrides (Micro Q®) com temperatura de 36°C. Os
embrides poderiam também ser transportados em diferentes fases de
desenvolvimento, sendo armazenados em criotubos nas diferentes fases de cultivo
embrionario: D4, D5, D6. Nestes casos em que o desenvolvimento embrionario
deveria ser mantido até a chagada a propriedade, o transporte era realizado em uma
transportadora de odécitos com temperatura controlada de 38,5C°. Um funcionario do
laboratério era designado para efetuar a classificacdo de qualidade, envase e
ocasionalmente a vitrificacdo dos embrides excedentes.

A criopreservacdo possibilita estocar esses embribes, por tempo
indeterminado em nitrogénio liquido. Uma vantagem desta técnica € quando ha uma
grande producao de embrides e uma falta de receptoras sincronizadas, viabilizando
0 acondicionar esses embrides excedentes para posterior transferéncia. A empresa
utiliza, principalmente, dois métodos de criopreservacdo; a vitrificagdo e o
congelamento lento. A utilizagdo das técnicas dependia da logistica, ou a forma que
0s embrides eram comercializados.

O processo de vitrificacdo consiste em uma técnica de criopreservacgao,

através da qual os embribes sdo expostos a meio que contem grande viscosidade
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até ser atingido o estdgio vitreo. As estruturas j4 vitrificadas eram aquecidas,
avaliadas quanto a qualidade, e envasadas. O laboratorista identificava os
lacradores conforme a ordem de aquecimento, onde seriam transportados atraves

de uma transportadora Micro Q® com temperatura de 36°C.

O procedimento pelo método direct transfer difere dos demais. Para a técnica
eram utilizados somente embrides grau | em estagio de blastocisto expandido (BX).
Os embrides eram envasados em palhetas de 0,5 ml contendo identificacdo do
acasalamento e dados do congelamento. O congelamento era realizado pela técnica
de congelamento lento, a técnica ocorre através de uma curva lenta e negativa de
temperatura. O descongelamento era realizado utilizando um descongelador portétil
a temperatura de 36°C. Removia-se a palheta contendo o embrido mantendo-a por
10 segundos em temperatura ambiente e 30 segundos submersa no descongelador.
A palheta era retirada e seca com papel toalha. O meio contendo o embrido era

homogeneizado antes de acoplar a palheta ao inovulador.

As receptoras eram avaliadas através de palpacao transretal, ou por
ultrassonografia para verificar a resposta dos animais ao protocolo de sincronizacao.
Os animais ciclicos eram classificados conforme seu corpo Iluteo CL 1 (ruim) 2
(regular) 3 (bom) conforme (Tabela 3). Os que ndo respondiam o seu destino era

determinado pelo proprietario.

Tabela 3 — Classificacdo de CL durante avaliacao de receptoras de embrido

Classificacao dos CL Avalicdo Palpacéo Retal Imagem Ultrassonogréfica
SEM CL N&o detectado N&o visualizado
CL 1 Ruim Leve Proeminéncia Peguena estrutura
CL 2 Regular Discreta Proeminéncia Branda estrutura
CL 3 Bom Abundante Proeminéncia Grande estrutura

Fonte: o autor

O ato de inovulacdo era realizado 17 dias ap0s o inicio do protocolo de
sincronizagdo. A técnica consistia em: contencdo da receptora, e anestesia epidural
por meio de injecdo de cloridrato de lidocaina mais Xilazina (Bloc®, J.A, Saude
Animal) no espago sacrococcigeo. Em todos os métodos a palheta contendo o

embrido era acoplada a um inovulador revestido por uma bainha e camisa sanitaria,
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o qual era introduzido via transcervical. O inovulador era guiado por palpagao
transretal até o anel cervical, momento em que a camisa sanitaria era rompida,
transpassava-se a cérvix e realizava-se a inovulagcdo no corno uterino ipsilateral na

porcao do terco médio.

2.8 Diagnostico de Gestagéao

O diagnostico de gestacédo era realizado em momento precoce, apés 23 dias
da inovulacdo dos embribes, através da palpacdo retal auxiliada por
ultrassonografia. O profissional responséavel introduzia via transretal um transdutor
retal linear, e realizava uma varredura em ambos 0S cornos uterinos para
identificacdo da presenca de liquido amnidtico e vesicula embrionaria. Quando da
ndo confirmacdo da prenhez, realizava-se a avaliagdo dos ovarios para verificacdo
da ciclicidade.

Em casos de auséncia de gestacdo, algumas propriedades realizavam o
exame ginecoldgico seguido por sincronizacao de estro visando a inclusdo da fémea
em programa de TETF subsequente. Alternativamente, os animais eram retirados

dos programas e/ou descartados, a critério de cada propriedade.

2.9 Diagnéstico de Gestacdo Final e Sexagem Fetal

Aos 53 dias apds a inovulacdo dos embribes era realizado o diagnéstico
confirmatdrio seguido por sexagem fetal, caracterizando a ultima etapa do processo
de FIV acompanhada pela empresa. A sexagem fetal era realizada com o auxilio de
ultrassonografia, visando a visualizagdo do tubérculo genital a partir de imagens de
obtidas de diferentes posicdes. Preconiza-se a realizacdo da sexagem fetal até os
60 dias, uma vez que em estagios mais avancados de gestacdo a visualizacdo das
estruturas tornava-se dificultada. A técnica consistia em posicionar o transdutor
sobre o feto visualizando a regidao abdominal e caudal. A presenca do tubérculo na
regido ventral, proximo ao corddo umbilical, € sugestivo que o individuo do sexo
masculino; ja fémeas eram identificadas quando o tubérculo se apresentava na
regido proxima a cauda, entre os membros pélvicos.

Apols as etapas descritas anteriormente, os dados da quantidade de animais
avaliados, aspirados, embrides inovulados e confirmacdes de prenhez eram

tabulados e analisados. Eram elaborados relatorios, sendo uma via deste relatério
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fornecida ao proprietério ou responsavel e a outra era remetida a empresa, para
fechamentos dos dados e devidas cobrancas.

2.10 Dados obtidos pela ABS PECPLAN

Os dados a seguir séo de todos os procedimentos realizados pela empresa
no ano de 2018. Estes sdo compilados através de uma parceria com a empresa
Zoetis®, a qual é responsavel pela realizacdo de analise estatistica e divulgacao.
Foram analisados os seguintes fatores: criopreservacao (Figura 4), classificacao de
CL (Figura 5), escore de condicéo (Figura 6) e sua relacdo com taxas de prenhez. E

a (Tabela 3) foram dados compilados pelo estagiario durante o periodo de estagio.

Figura 4 — Taxa de prenhez por categoria embrides a fresco e vitrificados, dados da
empresa ABS PECPLAN.

Taxa De Prenhez Embrides FIV
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Fresco (n=4116) Vitrificados (n=1686)
Fonte: o autor
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Figura 5 — Taxa de prenhez conforme avaliacdo e tamanho do CL de receptoras de
embrido

Taxa De Prenhez/CL
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Classificagdo do CL
Fonte: o autor

Figura 6 — Taxa de prenhez de receptoras conforme escore de condi¢céo corporal
(escala de 1 a 5 dados da empresa ABS PECPLAN
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Fonte: o autor
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Tabela 3 — Média de odcitos recuperados por sessdo de OPU conforme a

subespécie.

Média
Subespécie Odcito/

OPU
Bos indicus
Brahman 40
Gir 25
Nelore 39
Bos taurus
Brangus 25
Angus 21

Fonte: o autor

3 Discusséao

Durante o ECSMV foram acompanhadas diversas atividades vinculadas a ao
processo de produgcdo de embrides in vitro. Foram escolhidos alguns fatores de
maior influéncia nos procedimentos de aspiracdo folicular e transferéncia de
embrides para a discussdo. Foi denotado que durante o estdgio estes assuntos
abordados tiveram grande influéncia para o sucesso ou para entraves dos
procedimentos acompanhados. Para melhor entendimento serdo discutidos alguns
dados obtidos pela empresa ABS PECPLAN e outros compilados pelo autor durante

o tempo de estagio.

3.1 Fatores ligados a doadoras que influenciam a producdo de embrides

A producdo embrides no Brasil € uma técnica que vem sendo utilizada em
larga escala, diminuindo o intervalo entre geracdes e aumentando a eficiéncia
reprodutiva. Porém, existem fatores relacionados a doadoras que influenciam o
processo de PIVE. Entre eles, destaca-se idade, nutricdo, fase do ciclo estral e
gendtipo (MELLO, et al., 2016). Os fatores de maior relevancia serdo discutidos e
confrontados com a literatura nos procedimentos acompanhados/realizados durante

0 estagio.
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3.1.1 Nutricéo

Para a obtencéo de bons resultados em sistemas de producéo in vitro deve-
se atentar para bom manejo das fémeas doadoras de gametas. Dentre esses
cuidados uma dieta adequadamente balanceada é importante, visto que o estado
nutricional e metabdlico tem grande influéncia na PIVE, pois afeta diretamente na
secrecdo de horménio ligados a reproducédo, dinamica folicular e qualidade oocitaria
(DISKIN et al.,2003)

A qualidade dos alimentos fornecidos a doadoras de embrido deve ser levado
em consideracéao, pois dietas desbalanceadas e animais com excesso de peso nao
se obtem bons resultados na producdo in vitro. Siddiqui et al., (2002) em seu
experimento constatou que o excesso de escore de condicdo entre 2,5 - 3 obteram
melhores resultados em comparagcdo ao excesso de condicdo corporal entre 4 —
4,5. A subnutricao foi deletério ao procedimento, isto devido ao aumento da leptina o
horménio da saciedade o qual diminui a liberacdo do GNRH o influencia na secrec¢éo
de hormdnios produzidos pela hipéfise anterior (DISKIN, et al.,2003)

Outro fator que ndo € muito relatado € a influéncia dos minerais na dieta. O
selénio € um micromineral, quando adicionado a dieta de doadoras, promove maior
guantidade de odcitos totais aspirados, embrides viaveis e producdo embrionaria
(MORAES, et al., 2012). Este micromineral possui acdo antioxidante auxiliando na
formacao dos odcitos e maturacao dos foliculos (CARVALHO et al., 2003).

Durante o estagio a empresa orientava 0s proprietarios para um fornecimento
de alimentos de boa qualidade e manter um escore de condicdo adequado 3 . A
qualidade da dieta fornecida as doadoras estda associadas a boas taxas de

recuperacgao oocitaria, interferindo diretamente em melhor producéo embrionaria.

3.1.2 Idade e categoria

A idade é um fator importante, pois 0 mercado esta produzindo embrides de
animais cada vez mais jovens. Isso possibilita diminuir o intervalo entre geracdes e
proporciona um aumento no ganho genético (LANDRY, et al.,, 2018). Segundo
Baruselli et al., (2016) novilhas pré-puberes possuem baixas taxas de producédo de
blastocisto quando comparadas a puberes. Esta categoria possui menores taxas,

visto que ha baixa producdo de hormdnios reprodutivos, principalmente o hormdnio



26

foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) (BERNAL, et al., 2011).
Pode-se concluir que a competéncia oocitaria é influenciada pela maturidade sexual
da doadora (WARZYCH, et al., 2017). Su et al., (2012) utilizou em experimento
fémeas de trés categorias diferentes: novilhas de 12 meses, vacas de meia idade 7
anos e vacas velhas de 15 anos. Verificou que vacas velhas possuem baixas taxas
de producdo embrionaria. Isto ocorre pelo menor nimero de foliculos disponivel no
ovario e menor quantidade de células do cumulus nos odcitos.

Vacas em lactacdo possuem baixa qualidade oocitaria e menores taxas de
producdo embrionéria. Swangchan-uthai et al., (2011) em seu trabalho constataram
qgue novilhas possuem altas concentragéo de IGF | no oviduto na fase de estro. Em
contrapartida, vacas em lactacdo possuem esse fator em pouca quantidade. Em
outro experimento, novilhas e vacas em lactacdo da raca holandesa foram avaliadas
quanto a producdo de embrides, e as novilhas obtiveram maiores indices de
embrides recuperados e taxa de embrides viaveis em relacdo as vacas (SARTORI et

al., 2002).

3.1.3 Subespécie

As subespécies possuem uma diferenca na disposicdo de foliculos para
aspiracdo. Segundo Baruselli et al., (2007), fémeas Bos indicus apresentam uma
disponibilidade maior de foliculos ovarianos. Isto deve-se a elevada concentragéo de
IGF-1, que recruta maior crescimento de foliculos, mesmo quando o FSH se
encontra em baixos niveis (GRAZIA, et al., 2012).

De acordo com Seneda et al., (2001) doadoras Bos indicus possuem maior
populacao de foliculos menores que 4 mm em relacdo a doadoras Boa taurus, o que
possibilita uma maior recuperacdo oocitaria. Tal caracteristica é apontada como uma
vantagem significativa da aspiracao folicular em fémeas zebuinas.

O estresse térmico € um fator relevante na PIVE, tendo efeito direto na
qualidade oocitaria. O efeito € através do aumento do cortisol no hipotalamo, por
meio do CRH (hormonio liberador de corticotrofina). Este inibe a secrecéo de GnRH
(horménio liberador de gonadotrofinas), em consequéncia diminui a liberacdo de LH
e de FSH na hipdfise anterior (PEREIRA, 2005)

Vacas Bos taurus sdo sensiveis a altas temperaturas e ao estresse térmico.

Um estudo evidenciou que aspiracfes realizadas em meses de temperaturas
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elevadas obtinham menor percentagem de o00citos viaveis na subespécie Bos
Taurus (ROCHA, et al., 1998). Os zebuinos sdo menos suscetiveis aos efeitos de
altas temperaturas devido a adaptacdo a ambientes sob influéncia de temperaturas

mais elevadas.

3.1.4 Fase do ciclo estral

O CL é a principal estrutura ovariana que corresponde com a fase do ciclo
estral em que a fémea se apresenta (PENITENTE-FILHO et al., 2014). O CL
também influencia o crescimento folicular, qualidade e quantidade de od0citos
disponiveis no ovario (PFEIFER. et al 2009). A aspiracdo estratégica em fases
especificas do ciclo estral é um fator de extrema importancia para a PIVE. A fase
mais adequada € o inicio da fase lutea, onde inicia a emergéncia da onda folicular,
evitando assim a dominancia e atresia dos demais foliculos aspirados
(HENDRIKSEN et al., 2004).

O tamanho dos foliculos aspirados conforme aleatoriedade do ciclo influencia
a qualidade e competéncia dos od6citos, diminuindo as taxas de producdo
embrionaria (MACHATKOVA, et al.,, 2004). Conforme Ongaratto et al (2015), a
sincronizacdo com implante de P4 e injecdo de BE, a aspiracdo ocorreu entre 6 e 7
dias apds o inicio deste protocolo. Grande parte dos foliculos encontrava-se entre 4
a 7 mm, pois é o momento que inicia a emergéncia de onda folicular, assim, obtendo
maior taxa de recuperacdo e qualidade dos oo6citos (SENEDA, et al., 2001).
Portanto, a sincronizacdo antes da OPU faz com que 0s oocitos encontram-se no
ovario em tamanhos adequados, possibilitando maior numero de od6citos
recuperados.

No decorrer do estagio curricular, as fémeas eram aspiradas em fases
aleatérias do ciclo estral, pois a estratégia de manipulacdo do ciclo seria um

procedimento oneroso, que geraria custos adicionais a producdo embrionaria.

3.2 Fatores que afetam a eficiéncia reprodutiva de receptoras de embrido

Os programas de transferéncia de embrides experimentam muitas variacdes

de resultados visto que sdo muitos os fatores os quais influenciam o0 seu sucesso.
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Dentre eles serdo descritas condicdes ligadas a propria receptora, bem como fatores
externos, visando correlacionar com que foi vivenciado durante o ECSMV.

3.2.1 Nutricéo

A nutricdo € dos principais fatores ligados ao aumento da eficiéncia
reprodutiva. Deve-se manter uma dieta balanceada para atender todas exigéncias
de categoria, idade e sistema de criacdo dos animais. O ECC é uma ferramenta que
possibilita identificar o estado nutricional dos animais por meio de avaliagédo
subjetiva (MACHADO et.al., 2008). Esta ferramenta tem extrema importancia para a
avaliacdo nutricional dos animais em programas reprodutivos. Em um experimento
foram avaliadas vacas no inicio de uma estacao reprodutiva, onde foi constatado
que a medida que o ECC aumentava as fémeas se tornavam ciclicas (STEVENSON,
JOHNSON, & MILLIKEN, 2003). Adicionalmente, animais com perda de peso e
balanco energético negativo apresentam piores taxas de concepcéo (BEDERE et al.,
2018). E importante atentar ao fornecimento de altas fontes proteicas, como a ureia,
durante o vazio forrageiro, pois estas possuem potencial efeito negativo, como por
exemplo, diminuicdo do PH uterino e baixa progesterona circulante, que podem levar
a um ambiente desfavoravel ao embrido (BUTLER, 1998). A empresa preconizava
receptoras com escore ao redor de 3, onde é possivel observar melhores resultados
de prenhez (Figura 6), concordando com estudos de Stroud & Hasler, (2006), que
indicam que os ECC intermediarios 2 — 3 (escala de 1- caquético e 5 Obeso)

obtinham maiores taxas de prenhez.

3.2.2 Sincronizacéao de estro em protocolos de TETF

As receptoras de embrido ocupam lugar de destaque em um programa de
TETF, pois irdo levar a gestacdo a termo dos embrides de grande valor genético e
comercial. Para a sincronizagéo doadora/receptora vem sendo utilizados diferentes
métodos de sincronizagdo, visando obter maiores taxas de aproveitamento dos
animais tratados (BARUSELLI et al., 2000). Para implementar os protocolos de
sincronizacdo de estro é essencial que um técnico responsavel proponha
abordagem adequada conforme caracteristicas da propriedade (PFEIFER et al.,

2009), com o objetivo de otimizar mao de obra, manejos e custos.
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A utilizacdo de hormdnios analogos de prostaglandina € uma das formas de
sincronizagdo. Para sua utilizacdo é necessario que as fémeas estejam ciclicas.
Ainda, deve-se atentar para o periodo do ciclo estral que se encontra. A fase ideal
ocorre entre 0 6° e 17° dia do ultimo cio ocorrido, devido a presenca de receptores
para PGF2a no corpo luteo. Este tipo de manipulacdo hormonal envolve a
observacéo de estro, apos aplicagdo é esperado que as fémeas apresentem sinais
de estro cinco dias ap6s o tratamento (BO et al., 2004).

O protocolo ovysinch e suas variagdes elimina a necessidade de deteccéo de
cio e tem sido amplamente utilizado em paises cuja aplicacdo de estrogenos e
progestagenos ndo é permitida, (PFEIFER, et al., 2003). Constitui-se na aplicacdo
de hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) ou seus agonistas associado a
luteoliticos, permitindo o controle do desenvolvimento folicular e da funcéo latea
(PURSLEY, MEE, & WILTBANK, 1995). A aplicacdo de GnRH pode ser realizada em
fases distintas do ciclo estral, e induz a liberacdo de LH, induzindo a ovulacdo do
foliculo em dominancia. A ovulacao propicia a liberacdo de FSH, em consequéncia,
induzindo a emergéncia de uma nova onda de crescimento. O tratamento com
GnRH no inicio do protocolo s6 ser& efetivo se causar a ovulagdo do FD (foliculo
dominante) (MARTINEZ et.al, 1999). Ap6s 7 dias é realizada uma injecdo de
anédlogo de prostaglandina, para induzir a lutedlise, reduzindo os niveis de
progesterona endogena. Uma segunda dose de GnRH é realizada apés 48 horas
com o intuito de induzir o pico de LH em consequéncia a ovulacdo (MARTINEZ et al,
2002).

Outra forma de sincronizacdo de grande eficiéncia de aproveitamento de
receptoras é a aplicacdo de estrogenos somada a dispositivo intravaginal de
progesterona. Neste contexto, o papel do estradiol € promover a atresia de foliculos
em dominancia (BO et al., 1994) resultando em uma sincronizacdo da onda de
crescimento folicular. A aplicacdo do 17 estradiol promove uma inibicdo do FSH até
que haja metabolizacéo do farmaco, este periodo é de 4 dias (BO et al., 1995) para
gue posteriormente os niveis de FSH sejam reestabelecidos emergindo uma nova
onda de crescimento folicular. A progesterona exogena do dispositivo é responsavel
pela modulacdo da pulsatilidade de LH (STOCK & FORTUNE, 1993) impedindo a
maturacédo folicular, estro e a ovulacdo do FD. Nos protocolos atuais a adicao do
eCG ¢ indispenséavel, pois promove maior tamanho do FD, e em consequéncia, do

CL, aumentando as concentraces de progesterona na fase litea subsequente (SA
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FILHO et al., 2010). O eCG tem efeito duplo de FSH e de LH (MURPHY &
MARTINUK, 1991).

O cipionato de estradiol nos protocolos mais usuais € administrado junto a
retirada do implante de P4, onde é utilizado como indutor de ovulacdo, pela sua
praticidade. Foi possivel diminuir um manejo, visto que sua meia vida plasmética é
maior. O farmaco induz o pico de LH entre 45 a 49 horas e a ovulagéo entre 67 e 70
horas apds a administracéo (SALES et al., 2012).

Os analogos de prostaglandina PGF2a nos protocolos atuais induzem a
lutedlise e permitem a ovulacdo. Pode-se utiliza-los na retirada do implante ou dois
dias antes como é sugerido pela empresa. A administracdo dois dias antes da
retirada do dispositivo de P4 é empregada visando proporcionar um maior
crescimento do FD (SA FILHO,et.al, 2009).

A lutedlise promove a diminuicdo das concentracbes de progesterona
enddgena, proporcionando maior pulsatilidade de LH no proestro (MENEGHETTI et
al., 2009). Visto que altas concentracGes circulantes de progesterona durante o
protocolo causam efeitos sobre o desenvolvimento folicular (DIAS et al., 2009).
Menor crescimento folicular e ovulagédo de FD menores levam ao desenvolvimento
de um CL menor e menor produgéo de P4.

Tendo em vista a praticidade de manejo e melhores resultados, a empresa
preconizava 0 uso de protocolos a base de implante de liberacdo lenta de P4,
analogos de PGF2a, estrégenos e gonadotrofina coribnica equina, conforme

indicado na (Figura 3).

3.2.3 Corpo luteo

O corpo luteo € a uma estrutura ovariana a qual se atribui muitas funcdes
ligadas a reproducdo. Sua principal funcéo é a producdo de progesterona (VIEIRA,
et al 2002). A progesterona tem papel fundamental na manutencéo da gestacao,
atuando sobre o epitélio endometrial, onde induz a producéo e secrec¢éo de fatores
para o desenvolvimento embrionario (BARNES, 2000). A avaliagdo do CL fornece
informacbes sobre o status reprodutivo do animal, sendo possivel realizar
manipulagcdes do ciclo estral tendo como alvo a viabilidade do CL (VIANA, et al.,
1999). Um dos fatores relacionados ao corpo lateo € a administracdo do eCG, uma

vez que este horménio é responsavel por um maior crescimento do foliculo



31

dominante e ovulagao, proporcionando um CL de maior tamanho e maior secrecdo
de progesterona, normalmente associado a maiores taxas de prenhez (BARUSELLI
et.al, 2008). A empresa preconizava sempre pelo uso do farmaco para a
sincronizacdo, pois se obtém maior aproveitamento de receptoras com a sua
utilizagéo.

O tamanho e classificacdo do CL é um fator de grande relevancia para se
obter maiores taxas de prenhez em receptoras de embrido. Em estudos realizados
por BINELLI et al., (2001) e Nogueira et al., (2012) foi encontrado uma correlacao
positiva no tamanho do CL em relacdo a taxa de prenhez de receptoras no momento
da inovulagdo. Ja Leal et al. (2009) ndo observaram relacéo entres taxas de prenhez
e tamanho do CL. Os dados da empresa conforme (Figura 5) é sugestivo de que o
tamanho do CL é um fator determinante para se obter resultados satisfatorios de

prenhez.

3.2.4 Inovulacgéo

A inovulacéo é o ato de transferir o embrido para uma receptora previamente
sincronizada para que seu trato reprodutivo esteja em sincronia com o estadio de
desenvolvimento embrionario. O método de inovulacdo transcervical é o mais
utilizado nos dias de hoje, uma vez que é menos invasivo do que as técnicas
cirrgicas anteriormente utilizadas. A deposicdo do embrido é feita no corno uterino
ipsilateral a ovulacdo da receptora. Seidel et al.,(1980) constataram que a
inovulacdo no corno uterino ipsilateral ao ovario ovulatorio obtinha maior efetividade
do que a contralateral. Segundo Beal, Hinshaw, & Whitman (1998) maiores taxas de
prenhez foram obtidas quando embrides foram transferidos para a porgédo do tergo
cranial do corno uterino em comparacdo ao terco caudal, independente da posicao
da inovulacdo em relacdo ao ovario ovulatorio, se contralateral ou ipsilateral.

A manipulacao do utero no ato da inovulacdo deve ser a menor possivel, pois
uma lesdo por excesso de manuseio do utero desencadeia um aumento de PGF2a
no lumen uterino (SCHRICK et al., 2000) sendo possivel provocar uma lutedlise
prematura (SCENNA et al., 2004). Entretanto, algumas praticas podem ser utilizadas
para evitar a lutedlise precoce através de excesso de manipulacdo, como por

exemplo a utilizacdo de anti-inflamatorios.
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3.2.5 Transferéncia de embrides a fresco e criopreservados.

A empresa priorizava a TE a fresco por possuir melhores resultados de
prenhez. As taxas de gestacdo da empresa de embrides inovulados a fresco era de
44.66% (Figura 4), a qual coincide com trabalho realizado por Sanches et al., (2016)
gue obtiveram taxas de prenhez de 43,24%. Uma alternativa utilizada quando as
taxas de embrides produzidos excediam o numero de receptoras, era utilizadas
técnicas para criopreservacao de embrides. Esta técnica possibilita acondicionar os
embrides em nitrogénio liquido para posterior sincronizacdo das receptoras seguida
por inovulacdo. Essas técnicas sdo empregadas também em locais com logisticas
distantes, banco de embrifes e venda de genética.

Os embrides produzidos in vitro sdo mais sensiveis que 0s in vivo a
criopreservacdo (LEIBO & LOSKUTOFF, 1993). Sabe-se que o0s embrides
produzidos in vitro possuem significativo acumulo lipidico em seu citoplasma (ABE
et.al, 2002). Um fator que reconhecidamente impactam esse acumulo lipidico séo os
meios de cultivo que possuem como fonte proteica o soro fetal bovino (SFB) em sua
composicdo (SUDANO et al., 2011). Por isso sdo propostas estratégias para se
obter maiores taxas de sucesso ha criopreservacdo, manipulando técnicas
laboratoriais para melhorar a viabilidade das células embrionarias (DODE, LEME, L.
0., & SPRICIGO, J. F. W. 2013).

A utilizacdo do crioprotetores visam um maior equilibrio osmético entre a
solucdo e o embrido. Essas substancias sao utilizadas com o intuito de impedir
cristalizacdo e o choque osmoético que ocorrem durante o procedimento de
criopreservacdo. Estes sdo classificados como intracelulares e extracelulares. Os
intracelulares interagem com moléculas da agua intracelular e formam pontes de
hidrogénio e diminuem a temperatura de congelacdo. Os mais utilizados sdao:
propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol, dimetilssulféxido (DMSO), entre outros (Vajta e
Nagy, 2006).

Os extracelulares atuam através de mecanismo osmotico, promovendo a
desidratacéo celular controlada durante a congelacdo e impedindo a formacao de
grandes cristais de gelo no interior da célula (HOLT, 2000). Os mais utilizados séo a
lactose, glicose, sacarose, polivinilpirrolidona (PVP), manitol, trealose. (NIEMANN H,
et .al 1991)
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Dentro das técnicas de criopreservacdo dos embrides existe a vitrificacao,
que consiste em um congelamento rapido com duracdo de 80 segundos, devido a
viscosidade de seus crioprotetores. A desidratacdo das células ocorre de forma
rapida permitindo a imersédo direta em N2. Dentro dos beneficios a técnica nao
necessita de material de alto custo, além de bons resultados de sobrevivéncia
embrionaria pos-reaquecimento (VAJTA & NAGY, 2006). Porém, € uma técnica
minuciosa necessitando de pessoas previamente qualificadas (SANCHES, et al.,
2016).

Os dados da (Figura 4) séo resultados de trabalhos realizados pela empresa,
onde observa-se que a taxa geral de prenhez obtida foi de 33,33%, sendo superior
ao estudo de Borges Filho et al.,, (2018) que obteve 24,09% de prenhez em
embrides vitrificados.

A empresa também utilizava a técnica de congelamento lento. Esse
procedimento possibilita a transferéncia direta em receptoras apenas com o auxilio
de um descongelador, sem a necessidade de envase, avaliacdo embrionaria e
pessoal qualificado (SANCHES, et al., 2016).

Por ser uma técnica lenta levando cerca de 60 minutos necessita uma baixa
concentracéo de crioprotetores, devido necessitar de um processo de desidratacao
lenta, diminuindo as lesbes de membrana celular. Para diminuir os danos celulares
no congelamento é realizado o processo de seeding. Este procedimento é realizado
através do contato da palheta com um objeto metalico pré-refrigerado em nitrogénio
liquido, consiste em evitar danos no resfriamento excessivo, desidratacdo da célula,
lise da membrana e extravasamento das estruturas celulares (SANTOS et al., 2007,
GUPTA et al.,2016). Neste processo de cristalizacdo induzida visa melhorar as taxas
de resfriamento do embrido para nao influenciar negativamente na taxa de
concepcgao (SANTIN, et al., 2009).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os programas de producdo de embrides e transferéncia em tempo fixo séo
ferramentas que auxiliam na disseminacdo de animais de elevado mérito genético
dentro de rebanhos e aumento dos indices produtivos para caracteristicas
desejadas. Durante o estdgio foi possivel observar os beneficios da utilizacdo da
PIVE, por exemplo: aceleracdo do ganho genético, disseminacdo de genética de
animais superiores, assim, aumentando a producédo de carne e leite de qualidade.

Mesmo sendo uma biotécnica consolidada ainda necessita de melhorias,
como melhores taxas de prenhez, diminuicdo das perdas gestacionais indesejadas,
etc. Possibilitou assim exercer senso critico dentro das problematicas vivenciadas
durante o estagio.

O estagio curricular possibilitou aprimorar meus conhecimentos na area de
biotecnologias reprodutivas, frequentar propriedades referéncia no setor de
bovinocultura no Brasil, além de conhecer diferentes culturas e sistemas de criacao
e manejos em inumeras regifes do pais. Concluo que o estagio curricular foi de
extrema importancia para o aluno, visto que é a oportunidade para que o0s
estudantes possam atuar e posicionar-se criticamente, desempenhando atividades
relacionadas ao exercicio da Medicina Veterinaria em situacdes de demanda real e

volume de atividades.
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