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RESUMO

O presente relatério tem como objetivo descrever as principais atividades
desenvolvidas e acompanhadas durante o periodo do estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV). Sendo realizado com enfoque na
area de Biotecnologia da Reproducdo Aplicada em Bovinos, onde foi possivel
acompanhar atividades como aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia,
diagnéstico de gestacdo, producdo in vitro de embrides, Criopreservacdo de
embrides, inovulacdo de embribes em receptoras. O local escolhido para realizacao
do estagio foi a ABS Pecplan detentora da tecnologia IVB, oriunda da empresa In
Vitro Brasil S/A (IVB), unidade de Uberaba - MG. O ECSMV ocorreu sob a
orientagdo do professor Dr. Fernando Silveira Mesquita e supervisdo da Médica
Veterinaria Luisa Anastacia Santos de Oliveira durante o periodo de 14 de janeiro a
18 de abril de 2019, perfazendo um total de 536 horas. Desta forma, puderam ser
acompanhadas e/ou desenvolvidas as principais biotécnicas aplicadas a reproducao,
as quais estdo diretamente ligadas ao aumento dos indices produtivos e

reprodutivos, bem como ao aumento do ganho genético gerado nos rebanhos.

Palavras-Chave: Melhoramento genético, Producdo in vitro de embribes,

Reproducao Bovina.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, com o crescimento da competividade do mercado externo e a
necessidade de uma maior producéo de carne, tornou-se indispensavel a busca pelo
aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva de bovinos no Brasil, que no ano de
2016 alcancou um rebanho comercial de 214,9 milhdes de cabecas (IBGE, 2018).
Deste modo, para aumentar a producdo de carne e leite, biotécnicas aplicadas a
reproducdo cada vez mais ganham espaco visando a multiplicacdo de animais com
grande potencial genético e zootécnico diminuindo o intervalo de tempo entre as
geracdes e ajudando na contribuicdo de programas de melhoramento genético.

Como uma das primeiras ferramentas para o melhoramento genético o uso
da inseminacgdo artificial (IA) teve seu primeiro registro em 1912, pelo Médico
Veterinario Epaminondas Alves de Souza, cujos principais avancos datam da
década de 1930 (SEVERO, 2015). Através da exploracdo cientifica a IA, suas
aplicacoes e derivacdes tém sido constantemente aperfeicoadas, atingindo avangos
significativos como aqueles alcancados pela inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF). Nos anos recentes o uso da IATF tem ganhado significativo espaco;
Entretanto, o Brasil ainda apresenta indices de apenas aproximadamente 10% do
seu rebanho expostos a IA (ASBIA, 2017).

Dentre as biotécnicas que visam encurtar o intervalo entre geracdes e
acelerar o melhoramento genético, temos a transferéncia de embrides (TE) e a
producéo in vitro de embrides (PIVE), as quais tornaram o Brasil um destaque no
cenario mundial, atingindo 30% da producao mundial com 375.000 embrides no ano
de 2015 (IETS, 2016).

Deste modo, o Brasil possui uma importancia muito grande no cenario da
PIVE, estando presente no pais uma as maiores empresas de biotecnologias do
mundo, a ABS Pecplan. A empresa destaca-se no cenario atual devido ser
detentora da tecnologia de uma das maiores empresas produtora de embrides, a IN
VITRO BRASIL (IVB Technology).

Atualmente possui nove laboratérios localizados no Brasil, Estados Unidos,
Russia, Coldmbia, México e Mogambique. A sua matriz esta localizada em Uberaba
— MG/Brasil. Além da matriz a empresa possui diversas franquias presentes em
diversos paises, onde séo comercializados meio de cultura e protocolos de producao

in vitro de embrides.
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A IN VITRO BRASIL S/A foi criada em 2002 com o propésito de atender a
demanda crescente da PIVE em bovinos no Brasil. Atualmente possui trés
laboratorios no Brasil: Uberaba — MG (matriz), Mogi Mirim — SP e Xiguara — PA,
totalizando pelo mundo 37 laboratorios. O destaque da empresa no cenario nacional
de um pais relevante no cenario mundial da PIVE atraiu o interesse do Grupo Genus
PLC, dono da multinacional ABS Pecplan, que em 2015 comprou 51% da IVB,
tornando-se socio majoritario.

Em 2018 o grupo Genus comprou os 49% restantes da empresa. A ABS dentro
setor de prestacdo de servigos de producdo de embrides PIVE trabalha fornecendo
aos seus clientes os servicos de aspiragédo folicular guiada por ultrassonografia
(OPU), PIVE, transferéncia de embrides (TE), direct transfer (DT), vitrificacao,
desvitrificacao, diagnostico de gestacao, sexagem e clonagem.

Devido as atividades desenvolvidas com grande expressao dentro do mercado
das biotecnologias da reproducdo, o grande numero de embrides produzidos ao
longo dos anos e o interesse pessoal do académico pela area, a ABS Pecplan, mais
especificamente o laboratério de PIVE IVB Technology, localizado dentro da central
da ABS Pecplan (Figura 1), foi o local escolhido para a realizagdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV).

Deste modo, o presente relatorio tem como objetivo descrever as atividades
acompanhadas durante o ECSMV, com destaque a producéo in vitro de embrides e

0s métodos de congelamento do embrido.
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Figura 1 - Sede da ABS PECPLAN e laboratorio de embrides IVB Technology.

AW in vitro Brasil

PolicialRod Federal
A

Fonte: Google Maps.

2 ATIVIDADES ACOMPANHADAS E/OU DESENVOLVIDAS

Durante a realizacdo do ECSMV foi possivel dividir o periodo de permanéncia
entre os dois momentos distintos: atividades de campo junto com as equipes que
visitavam as fazendas, e atividades laboratoriais que consistiam no recebimento dos
o6citos vindos do campo, seguido por rotinas de maturacdo in vitro (MIV),
fecundacéao in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV). A partir dos embrides produzidos, as
possiveis aplicagdes consistiam em: transferéncia a fresco, congelamento lento,
vitrificacdo e posteriormente aquecimento e inovulacdo, de acordo com a demanda
das propriedades.

As atividades que foram realizadas durante o estagio foram dispostas nas
tabelas 1 e 2. Sendo dispostas na tabela 1 atividades acompanhadas ou realizadas
a campo e na tabela 2 atividades realizadas ou acompanhas referentes ao

laboratorio, seguindo a ordem cronoldgica da PIVE.
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Tabela 1 - Atividades acompanhadas junto com equipes da ABS em deslocamento
para fazendas de clientes, acompanhamento de 1 de marco a 18 de abril de 2019.

Atividades acompanhadas N“.”?ero de N.° de_ %
atividades animais

Aspiracao folicular guiada por 6 89 19,35%
ultrassonogréfia
Sincronizacdo da ovulacdo em 8 791 25,80%
bovinos (*)
Transferéncia de embrido 4 289 12,90%
Diagnostico de gestacao (*) 6 379 19,35%
Sexagem fetal (*) 7 554 22,58%
Total 31 1609 100%

Fonte: O autor

As atividades que puderam ser realiadas durante o periodo do estagio estdo
identificadas com (*), devido a complexidade muitas atividades foram so
acompanhas.

Tabela 2 - Atividades realizadas no laboratério de producao in vitro de embrides na
sede da ABS Pecplan em Uberaba, do dia 14 de janeiro a 28 de fevereiro de 2019.

Ne de

o o Ne odcitos/
Atividades atividades » %
_ embrides
realizada

Maturacao in vitro 5 1631 11,90%
Fecundac&o in vitro 9 8712 21,42%
Cultivo in vitro 14 11234 33,33%
Vitrificagao 6 462 14,28%
Direct Transfer 7 1182 16,66%
Envase a fresco 1 22 2,3%
Total 42 23521 100%

Fonte: O autor.
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Dentro das atividades descritas acima, optou-se por fazer a descricao das
atividades realizadas de campo e laboratério, mas apenas a discussdo das

atividades laboratoriais.

2.1 Aspiracao folicular guiada por ultrassonografia

Visando o aumento do ganho genético e disseminacdo de genética superior a
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU) tem sido muito difundida
dentro da pecuaria brasileira. A técnica consiste na aspiracdo folicular dos dois
ovarios da doadora para obtencdo dos odcitos, seguida por selecdo dos odcitos
recuperados. Com o animal devidamente contido eram obtidos os odcitos e levados
para o laboratério preparado dentro da fazenda, onde eram selecionados os o4citos
e encaminhados em criotubos para o laboratorio.

Previamente a obtencdo dos odcitos era realizada a tricotomia e antissepsia
da regido sacrococcigea com 4&lcool 70%, seguida de aplicacdo de anestesia
epidural com lidocaina 2% (BLOC - J.A Saude Animal), aplicada no espaco
intervertebral S5-C1. A dose utilizada era de 1mL a cada 100Kg de peso vivo, em
funcdo da raca e escore de condicéo corporal (ECC). Posteriormente era realizada a
limpeza da vulva com agua e alcool 70%, introducdo da guia de aspiracdo, seguida
por limpeza do reto para assim dar inicio ao procedimento.

O técnico introduzia pela vagina da doadora a guia de aspiracdo que,
juntamente com o mandril, era posicionada no fundo do saco vaginal (Figura 2A). A
guia de aspiracdo era composta por base de acrilico para possibilitar o controle e
posicionamento do transdutor micro-convexo. Esta base apresenta na parte superior
o mandril com um cateter (18G 1,2mm). Para aspiracdo era usado um sistema
fechado, pelo qual a pressdo negativa do sistema de mangueiras ligada ao mandril
gera um fluxo de succéo direcionado a um tubo cbnico de 50mL para a obtencao
dos odcitos. Os tubos de coleta de odécitos continham solucao de PBS com 400uL de
heparina. A solucdo era mantida a 36°C.

Com a mao posicionada pelo reto da doadora o técnico direcionava o ovario
até o transdutor possibilitando a visualizagdo dos foliculos e mapeamento do ovario
para comecar a aspiracao (Figura 2B). A bomba do sistema de vacuo era acionada
iniciando o processo de aspiracdo. Eram aspirados todos os foliculos visiveis no

ovario, sendo o liquido folicular guiado para o tubo cénico.
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Figura 2 - Procedimento de aspiracao folicular guiada por ultrassonografia. (A)
Aspiracao para obtencéo dos odcitos (B) Imagem ulltrassonografica ovariana.

I

Fonte: O autor.

Ao término da aspiracdo o técnico removia da vagina da doadora, o mandril
de dentro da guia, e o cateter. Um tubo com solucdo de lavagem era usado para a
limpeza do sistema de aspiracdo. Era realizada a aspiragdo, com pressao
aumentada, da solucdo limpeza, evitando que codgulos ou estruturas ficassem
retidos no sistema de vacuo. Posteriormente, era substituia-se a camisinha de
protecdo e introduzia-se novo cateter, visando minimizar os riscos de contaminacgao
entre doadoras. Também era introduzido ao sistema um novo tubo de 50 mL para a
coleta da proxima doadora.

Apos, os tubos de coleta contendo odcitos eram fechados e identificados com
0 registo genealdgico definitivo (RGD) da doadora, raca, categoria e status
reprodutivo e produtivo. Assim eram encaminhados para o técnico selecionador com
cuidado evitando agitacdes e protegendo de luz solar.

Para realizar a selecdo dos oécitos era preparado um laboratério em um local
fechado, sem presenca de correntes de ar, evitando a exposicao a luz solar e,
preferencialmente, proximo ao curral onde esta ocorrendo a aspiragéo das vacas. O
contetido do tubo era despejado em um filtro para a separacdo do liquido celular,
coagulos, sujidades e complexos cumulus-odcitos (CCO). Com solucdo Tampéo
Fosfato Salino Modificado por Dulbecco (DMPBS) aquecida era feita a lavagem do
filtro e depositado em uma placa de Petri para o rastreamento dos odcitos sob
estereomicroscopio. Com o auxilio de um micropipetador, 0s o00citos eram

rastreados, separados, classificados e lavados na seguinte sequéncia: uma gota
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com meio lavagem (LAV) + 200 puL de meio LAV e 200 pL de meio MIV + uma gota
de meio MIV.

O técnico era responsavel por selecionar os odcitos viaveis e classificar
conforme sua qualidade em: Grau |, Grau Il, Grau Il e oo6citos desnudos e com
citoplasma irregular. Através dessa classificagdo (Tabela 3) eram avaliados os

aspectos estruturais e morfolégicos dos CCO.

Tabela 3 - Classificacdo dos complexos cumulos-o0citos.

Grau de Caracteristicas dos complexos cumulus-o6citos
gualidade
1 Ovacito com citoplasma homogéneo e multiplas e compactas

camadas de células do cumulus.

2 Citoplasma com poucas areas heterogéneas e mais do que
cinco camadas de células do cumulus completas.

3 Citoplasma heterogéneo ou com vacuolos, trés a cinco
camadas de células do cumulus e/ou pequenas areas
desnudas.

4 Citoplasma heterogéneo, células do cumulus ausentes ou

expandidas.

Fonte: Adaptado de Stojkovic et al. (2001).

ApoOs a classificacdo e identificagcdo na ficha de OPU (Figura 3) os odcitos
eram acondicionados em criotubos contendo 400 puL de meio MIV e 300 pL de oleo
mineral com a presenca de 5% de CO,. A transportadora de odcitos era mantida em
360C durante o transporte dos criotubos até o laboratério de PIVE. A maturacgéo in
vitro (MIV) ja era iniciada durante este periodo de transporte.

Juntamente com a transportadora era enviada a ficha de aspiracdo, a qual
continha as informacdes da doadora, grau de qualidade dos odcitos, odcitos viaveis,
oocitos degenerados, quantidade total de odécitos, horario do término da selecdo dos
olcitos obtidos daquela vaca e o acasalamento: Doadora x touro (Figura 3).
Geralmente no mesmo dia, as palhetas de sémen do touro escolhido para a FIV

eram separadas e transportadas ao laboratorio de PIVE.
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Figura 3 - Ficha de Identificacdo de doadoras e controle da OPU.

www.abspecplan.com.br

CERTIFICADO DE COLETA DE 00CITOS
Proprietario: N¢ Coleta
Selecdo: Data da Coleta de O6citos:
ouro Raca Doadora RGD Raga | Categ | P+/VZ | Obs Gl Gll_[ Gl [Vidveis| Desn| CI | Total | Hora

mERSs
L]
L

20 2" 9 | | |

Doses Enviadas ao Lab___|Email. Receptoras: Destinados & Maturagdo
Qtdade Touro Telefone:. Obs: Vitrificar ) Total Vidveis

3 Lote PBS or Destinados ao Ct 0

Lote Heparina:

Equipamento
Temp do termometro na chegada.

Responsdvel (Fazenda): _____

| |carimbo e Ass do MV Resp pela Coleta:

Fonte: O autor.

2.1.1 Selecao das receptoras e protocolo para sincronizacao

Um desafio para o sucesso na PIVE é a selecao de receptoras, pois essas
levardo a termo a gestacdo. Para a escolha das fémeas deve ser realizada uma
avaliacdo através de historico das mesmas e exame ginecolégico completo. Deste
modo, apenas fémeas aptas a reproducdo entrardo para o protocolo de
sincronizagao da ovulagéo.

A empresa seguia alguns critérios pré-estabelecidos pela equipe para realizar
a selecdo das receptoras. Para participar do protocolo os animais deviam estar
imunizados com vacinas contra enfermidades com potencial impacto reprodutivo,
estar com escore de condicao corporal (ECC) dentro do aceitavel (2,75 a 3,75),
considerando a escala de 1 a 5, onde 1 indica animal muito magro e 5 animal obeso.

O material de sincronizacédo era organizado no curral onde seria realizado o
trabalho (Figura 4), assim como o ultrassom para a avaliagdo complementar por
imagem ultrassonografica. O exame ginecoldgico era realizado através da palpacao
transretal, onde o veterinario avaliava a cérvix, comprimento e ténus uterino,
tamanho dos ovarios e atividade ovariana, com avaliacdo da presenca de foliculos
em desenvolvimento e a presenca ou nao de corpo luteo. Apés era realizado o

exame de ultrassonografia visando a avaliacdo do utero e ovarios, pela identificacéo
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de corpo lateo (CL), foliculo dominante (FD) e presenca alteracdes patoldgicas.
Através do processo de selecdo realizado com base no exame era possivel ter um

maior niumero de receptoras respondendo ao protocolo.

Figura 4 - Material para sincronizacéo de receptoras e ficha de monitoramento da
sincronizagao e T.E.
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Fonte: O Autor.

Ao término do servico 0s veterinarios repassavam ao responsavel pela
propriedade os dias de manejos da sequéncia do protocolo e 0s hormbnios a serem
comprados e aplicados. Além da orientacdo de manter os animais com suprimento
nutricional adequado (Figura 5), sugeria-se evitar o0 estresse dos animais nos
manejos subsequentes. A empresa, na maioria das vezes, prestava 0 servico de
avaliacdo e sincronizagao das receptoras no dia 0 (DO) e no dia da TE (D17).

O protocolo da empresa era implementado da seguinte forma: No DO, as
receptoras recebiam o implante intravaginal de progesterona (P4) e 2mL de
benzoato de estradiol (BE) intramuscular (IM). No dia 8 (D8) era retirado o implante
de P4 e era administrado 2mL de cloprostenol IM para induzir a lutedlise do CL.
Neste momento aplicado era também 0,5mL de cipionato de estradiol (CE) IM para a
inducéo da ovulagéo, e era realizada a administragcdo de 1,5 a 2mL de gonadotrofina
coribnica equina (eCG) IM. Para realizar a inovulagcdo do embrido na receptora era
feita uma avaliacdo da presenca e dimensdes do CL. A T.E. era realizada no D17
nas receptoras que haviam respondido ao protocolo, de acordo com a avaliacdo da

presenca de CL. Através do tamanho do CL era possivel estimar a resposta desta
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fémea ao protocolo. Sendo usada uma escala de 1 a 3 (1- resposta fraca, 2 -
resposta normal e 3 - 6tima) para definir a utilizacdo da receptora e realizacdo da
T.E.

Os animais com resposta ovariana fraca ou sem resposta eram descartados
da T.E. Ao final do servico, calculava-se a taxa de aproveitamento das receptoras,
visando estimar a quantidade de receptoras necessérias para uma determinada
guantidade de embrides em servigos futuros dentro da propriedade. A taxa média
geral de aproveitamento da empresa era entorno de 80% de resposta das

receptoras.

Figura 5 - Foto de receptoras protocolas na Nelore Lince/MS.

Fonte: O Autor.

2.1.2 Transferéncia de embrido

A etapa de transferéncia dos embrides PIV consiste na inovulacdo no corno
uterino ipsolateral a ovulacdo. Os embrides, na grande maioria das vezes, saem
envasados do laboratério e sdo transportados em transportadoras de embrides em
temperatura adequada até a propriedade. Junto a transportadora € enviada a ficha
de transferéncia de embribes, onde estdo presentes informacfes de: estadio
embrionario, qualidade embrionaria, acasalamento utilizado e n° da receptora.

Quando a propriedade do cliente é muito distante do laboratorio a logistica
realizada consiste em levar embrides em D6, acondicionados em tubos com 400puL
de HSOF em transportadora de odcitos.

No D7, seja na fazenda onde foi montado o laboratério movel, ou no

laboratorio em Uberaba, os embrides eram envasados por um técnico d laboratério
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através do auxilio de um estereomicroscopio. O técnico aspirava com uma palheta
transparente de 0,5mL meio HSOF, ar, meio com embrido, ar, meio, ar e meio

conforme a Figura 6.

Figura 6 - llustracdo da sequencia de envase, seja fresco ou congelamento lento.

-HSOF AR | HSOF | AR AR | HSOF | AR | HSOF

Fonte: O autor.

ApoOs o envase e identificacdo devida, os embrides eram acomodados na
transportadora de embrido a 36°C para serem levados para o curral. No curral o
Médico Veterindrio avaliava as receptoras sincronizadas através da palpacdo
transretal, classificando-as em aptas ou ndo para receber o embrido, conforme
descrito acima.

O CL era classificado pelo avaliador em graus de 1 a 3 conforme seu
tamanho: 1- CL com uma leve proeminéncia a palpa¢do e uma massa inferior ou
compativel a um terco do ovario pela imagem ultrassonografica, 2- CL com uma leve
proeminente pela palpacéo transretal e com uma massa ocupando 50% do ovério, 3-
CL bem proeminente a palpagéo formando uma massa acima de 50% do tamanho
do ovario através da imagem ultrassonogréfica. Assim, levando em consideracao
gue quanto maior seja o CL maior é sua capacidade de producdo de progesterona,
bem como o papel relevante da P4 na manutencao da gestacdo, considera-se que a
chance de vacas com uma melhor resposta ovariana tornarem-se gestantes & maior.

Em receptoras com uma boa resposta ovariana era realizada a TE da
seguinte forma: tricotomia na regido sacrococcigea, anti-sepsia com alcool 70% e
anestesia epidural. Ap6s a confirmacdo de que a receptora estava apta, era
montado o inovulador, depositando o embrido dentro da bainha com a presenca de
uma camisinha sanitaria. Posteriormente, era encaixado o inovulador dentro da
bainha. O inovulador era introduzido via transvaginal e a mao oposta introduzida no
reto da receptora para localizar e transpassar a cérvix. Apds transpassar o primeiro
anel cervical a camisinha sanitaria era rompida, evitando a contaminacdo do utero

por conteudo vaginal. Ao atingir o corpo do Utero o inovulador era direcionado para o
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corno uterino ipsolateral a ovulacdo onde houve a formacdo do CL, assim
depositava o0 embrido o mais cranial possivel dentro do corno uterino.

Todas as informacdes relacionadas ao embrido e as receptoras eram
anotadas na ficha de TE pelo auxiliar, Ao término do servico o Médico Veterinario
orientava o proprietario ou responsavel no local no dia para que evitasse manejos
com o lote de fémeas transferidas, fornecesse pasto de qualidade, e minimizasse o

estresse para 0s animais.

2.2 Producao in vitro de embrides

O processo de producéo in vitro de embrides tem como caracteristica avancar
o melhoramento genético e encurtar o intervalo entre geracdes. Neste contexto, o
avanco do melhoramento genético consiste em coletar odcitos de doadoras de
meérito genético superior, realizar a fecundacdo em laboratorio com touros de alto
mérito genético e transferir para fémeas com boa habilidade materna, ou realizar o
congelamento para posterior transferéncia. A técnica de producdo in vitro de
embrides consiste em trés etapas: Maturacdo in vitro (MIV), Fecundacado in vitro
(FIV), Cultivo in vitro (CIV).

A producao acontece no laboratoério da empresa (Figura 7) situado na cidade
de Uberaba onde foram acompanhadas as etapas descritas acima.

Possuindo uma infra-estrutura ampla e moderna, o laboratério de PIVE tem
cerca de 6 meses, desde sua inauguracao do laboratorio junto a sede da central da
ABS Pecplan. Junto ao prédio estd o laboratério comercial, laboratério de
desenvolvimento de pesquisa, laboratério de treino, sala de envase e de embrides
Direct Transfer (DT), estoque e armazenamento de sémen e embrides, sala de
esterilizacéo, sala de campo e escritdrio.

Toda infraestrutura dentro do laboratério comercial possibilita que 6 técnicos
trabalhem ao mesmo tempo nos seis fluxos disponiveis no seu interior ao centro da
sala. Nas bancas laterais estdo dispostas a incubadoras para FIV e CIV. Tendo
cinco de cada lado da sala totalizando dez incubadoras, onde, eram dispostas uma
Trabalho de FIV de cada lado da sala colocando os meios para aquecer e uma
incubadora de FIV, onde eram colocados as estruturas para 0 processo de
fecundacdo. Possuindo ainda trés incubadoras de CIV, uma trabalho de CIV e duas

de cultivo.
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Figura 7 - Laboratorio de PIVE da ABS Pecplan na cidade de Uberaba/MG.
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Fonte: O autor.

2.2.1 Maturagao in vitro

O processo de maturacao in vitro (MIV) acontece a partir do momento em que
0 00cito é selecionado e colocado em contato com o meio MIV (MIV mais adicédo de
FSH e LH), os odcitos sao dispostos em criotubos com no maximo 70 odcitos. O
processo deve durar de 22-24 horas, e normalmente se da em transportadoras de
odcitos (TO) com a presenca de CO2 no seu interior e vedacdo com rolhas. Na
chegada ao laboratoério as rolhas sdo removidas dos tubos, e é feita a identificagédo
das raques de isopor com o nome do cliente, as quais sdo colocadas dentro da

incubadora de MIV.

2.2.2 Fecundacdo in vitro

O processo de fecundacao in vitro (FIV), que dura em torno de 18 horas,
consiste no ato expor 0s odcitos ao sémen devidamente capacitado, apos o
processo de MIV.

Inicia-se o processo de FIV com a recepcdo dos odcitos durante a MIV. As
informacdes da ficha de campo eram passadas aos laboratoristas, o qual identifica a
guantidade de odcitos por doadora, quantidade de doadoras e acasalamentos
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realizados. Ainda é calculada a quantidade de meio necesséria para o preparo das
placas de FIV e preparo do sémen. O preparo do meio FIV GOTAS é feito apartir da
guantidade de odcitos. Deste ponto em diante o meio é aliquotado e suplementado.
A suplementacdo é feita antes de cada uso com 11luL de heparina, 44uL de HE
(penicilamina, hipotaurina e epinefrina) e 5uL de Antibiético (DMSO) pra cada mL. O
meio deve ficar no minimo 1 hora e meia estabilizando dentro da incubadora antes
gue possa receber os odcitos. Antes de montar as gotas nas plaquinhas elas séo
devidamente identificadas com o procedimento, data do procedimento, nimero de
gotas e touro que sera utilizado conforme mostra a Figura 3A.

Posteriormente os odcitos sdo lavados em 2 gotas de meio FIV GOTAS para
retirar a presenca do meio MIV e sujidades, evitando alteracBes nas caracteristicas
do meio FIV. No meio FIV os odcitos séo dispostos em gotas de 50 pL sendo sémen
convencional e 25uL na utilizacdo de sémen sexado de meio FIV GOTAS, cada gota
com no maximo 30 odctios. O processamento do sémen varia conforme a tipo de

sémen.

Figura 8 - Procedimento de preparo do sémen e confeccao das placas para a FIV:
(A): Confeccéo das placas de FIV. (B): Centrifugagao do sémen.

Fonte: O autor.
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2.2.3 Selecao espermatica

O sémen para ser utilizado dentro da FIV precisa passar por um processo de
selecdo espermatica, deste modo possibilitando a utlizacdo apenas de
espermatozoides viaveis. Deste modo, cada empresa possui seu protocolo para o
preparo do sémen. A IVB possui 0s seguintes protocolos: Protocolo sémen sexado e
Protocolo de sémen convencional.

Na realizacdo da selecao espermatica de sémen sexado € depositado 400pL
de Percool 90% e com cuidado é depositado o Percool 45% no fundo do tubo, apos
formado o gradiente, coloca-se o tubo na incubadora para o aguecimento. Com o
gradiente pronto era descongelada a dose do sémen de 0,25mL na temperatura de
37°C por 30 segundos e adicionava-se o sémen no tubo de eppendorf sob gradiente.

Apos colocar 0 sémen dentro do tubo, o mesmo € levado para a uma
centrifuga a 10.000 RPM por 5 min (Figura 8B). Ao término da primeira
centrifugacéo é realizada a segunda com o com a adicdo de 1mL de meio FIV no
pellet formando, realiza-se assim a segunda centrifugacdo a 4.000 RPM por 3
minutos. Apds a segunda centrifugacdo acrescentava-se 90uL de meio ao pellet
formado, assim obtinha-se o volume usado para a fecundacéo. Era utilizada uma
dose padrdo para sémen sexado de 10uL a 15uL. Nao era realizada a concentragcao
espermatica, apenas analise subjetiva da motilidade e vigor do sémen po6s-selecdo
espermatica.

Quanto ao preparo para o sémen convencional, utilizava-se 400uL de Percol
90% e montava-se o gradiente com Percol 45% ao fundo. Ap6s o aquecimento dos
tubos destinados a receber as doses de sémen e os que continham o gradiente de
Percol, ligava-se para o estoque de sémen e pedia que fosse realizado o
descongelamento das palhetas. O responsavel descongelava as palhetas solicitadas
a 37°C por 30 segundos e as encaminava ao laboratério, onde o laboratorista
conferia a partida do sémen e depositava 0 sémen sobre o gradiente no tubo. O
sémen era centrifugado a 9.000 RPM por 5 minutos. Logo apOs era retirado o
sobrenadante deixando apenas o pellet de espermatozoides, adicionava-se 1mL do
meio Fiv Touros junto ao pellet. Realizava-se a segunda centrifugacdo com 1.000
RPM por 3 minutos. Era realizada a pipetagem de 90 ul de meio FIV-GOTAS, assim
ficando pronto para fecundagcdo. N&o era realizado a concentragcdo espermatica
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sendo usado de 3 a 10ul para a fecundacao, sendo usado apenas a avaliacao do
laboratorista quanto a motilidade e vigor e a concentragéo visual da gota.

ApoOs a fecundacdo de todos 0sSO 00citos previstos para processamento
naquele turno, eram encaminhadas todas as placas da incubadora de FIV trabalho
para a incubadora de FIV (Figura 9). As placas eram mantidas na incubadora por 24
horas, sobre a temperatura de 37°C e atmosfera de 5%C0O2 e umidade saturada.

Figura 9 - Laboratoério de Producdo de embrides:(A) Capela de fluxos para
realizagédo de procedimentos, (B) Incubadoras de Trabalho de FIV, FIV, Trabalho de
CIV e CIV.

Fonte: O autor

2.2.4 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro (CIV) é a etapa onde acontece o desenvolvimento do
embrido dentro dos processos realizados. E o mais longo, durando cerca de 7 dias
até o desenvolvimento do embrido para o estagio de blastocisto expandido, sendo
deste modo transferivel.

O preparo do meio de cultivo deve ser realizado no minimo com uma hora de
antecedéncia devido a necessidade da estabilizacdo de temperatura e atmosférica.
Apés é realizado o desnudamento dos odcitos fecundados, através de repetidas
pipetagens em meio TL sémen. O processo € feito em uma gota de 100uL de TL
sémen, uma gota com 50uL de TL sémen e 50uL de meio C4 e uma gota de 100uL
de C4. Este processo tem como funcéo retirar as células do cumulos que cumpriram
sua funcédo de maturagéo do odcito durante a MIV. Apés ser desnudado e lavado em

uma gota de C4 as estruturas sdo acondicionadas em placas que ficardo durante
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mais 6 dias na incubadora. E feito o controle da temperatura de 39°C e atmosfera de
5% CO,, 5% Oz e 90% de Ny,

O meio utilizado na CIV é o C4 meio comercial da empresa, onde os embrides
ficam do dia 1, inicio do cultivo, até o D4 onde acontece o feeding, onde adiciona-se
meio novo nas gotas de cultivo, aumentando o substrato para os embrides. Apds
era verificacdo da taxa de clivagem dos embrides e a adicdo do meio C5, deste
modo ficando 50% meio C4 e 50% meio C5.

No D6 é realizada a previsdao dos embrides que serdo envasados, vitrificados
e ou congelados pelo método DT. A previsdo é feita pela contagem das mérulas
presentes em cada gota, desta forma a equipe de campo fica preparada para o
provavel numero de transferéncias, e no laboratério a equipe que realizard a
vitrificac@o prepara os meios para realizacdo da técnica. Na técnica de DT os lacres
das palhetas e raques sao preparados com a previsao que serdo utilizados no dia
seguinte, devido a grande rotina que € realizada no D7.

No dia 7 do cultivo dos embrides era realizado o envase, tendo prioridade
embrides com estadio blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) e blastocistos em
eclosédo (BE)(Figura 10). Blastocistos em ecloséo séo destinados a TE em situagdes
onde o cliente esta préximo ao laboratério devido a aderéncia do embrido a palheta
com o passar do tempo.

Figura 102 - Identificacéo dos estadios embrionarios: Mérula (A), Moérula compacta
(B), Blastocisto inicial (C), Blastocisto (D), Blastocisto expandido (E) e Blastocisto
eclodido (F).

Fonte: Adaptado de VIANA, 2009.
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Para realizar a classificacdo dos embrides era seguida as normas
estabelecidas pela IETS (2015). A avaliacdo era feita pelo técnico laboratorista com
auxilio de um estereoscopio, levando em consideracéo a formacao da blastocele, a
presenca de células extrusas do embrido, formacéao do botdo embrionario e formato

do embrido conforme ilustra a Figura 10 e a tabela 4.

Quadro 1 - Classificacdo dos estadios embrionarios e descricdo da morfologia para
avaliacdo da qualidade.

Estadio

Embrionario Descricao da qualidade morfologica

Mérula (Mo) Evidéncia dos blastébmeros, porém nao sendo possivel definir a
guantidade exata deles. As células ocupam a maior parte do
interior da zona peldcida.

Mérula Compactacao torna a massa de células coesa, dificultando a
compacta individualizacdo dos blastbmeros, e causa retracdo do embrido
(Mc) em relacdo a zona peliucida, com aumento do espaco

perivitelinico. Formacao de juncdes de adeséo, assim havendo
a diferenciagao celular e formagao da blastocele.

Blastocisto Os blastbmeros através de gradientes de osmose atraem agua
inicial para o espago intercelular, formando deste modo a blastocele.
(Bi) As células se diferenciam em células da massa celular interna
(MCI) e trofectoderma lateralmente ao zona pellcida.

Blastocisto (Bl) | O aumento da blastocele torna-se proporcional e maior que a
massa celular interna (MCI) e ocupando gradualmente tooo o
espaco perivitelinico.

Blastocisto Conforme a progresso dos dias a blastocele do embrido
expandido (Bx) | aumenta de tamanho e reduz a espessura da zona pellcida
(ZP). Maior desenvolvimento do trofoblasto, a MCI é visivel
dependendo da posicédo do embrido.

Blastocisto Rompimento da ZP caracteriza a eclosdo, embrido entra em
eclodido (Be) | contato direto com os tecidos maternos.

Fonte: Adaptado de VIANA (2009).

Para diminuir a variacdo da classificagdo da qualidade embrionaria a IETS
criou um padronizacdo em quatro classificacbes, seguindo assim 0s seguintes

critérios de avaliagéo, conforme mostra a figura 11:
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Figura 31 - Identificacéo do cédigo de qualidade embrionaria: Codigo 1 (A), Cédigo 2
(B), Cadigo 3 (C), Cdédigo 4 (D), Odcitos ndo fecundados(E).

Fonte: O autor.

Codigo 1. Excelente ou bom. Embrides sem defeitos morfoldgicos,
apresentando massa embrionaria simétrica e esférica, com tamanho uniforme, cor e
densidade normais. Este embrido é consistente com seu estagio esperado de
desenvolvimento. Auséncia ou presenga de poucas células extrusas, tendo cerca de
85% do material celular derivado de massa embrionaria viavel intacta. Com o
méaximo de potencial para transferéncia a fresco ou congelamento. EmbriGes
indicados para comércio internacional.

Codigo 2: Regular. Embrido com maior quantidade de alteracdes
morfologicas ou extrusdes celulares, mas com 50% ou mais da massa celular integra
e mostrando sinais de desenvolvimento.

Cddigo 3: Pobre. Presenca de irregularidade moderada no embrido. Tendo
extrusdo e fragmentacdo de mais de 50% da massa celular. Assim comprometendo
o potencial desenvolvimento embrionario.

Coédigo 4: Morto ou degenerado. Embribes com massa celular
comprometida, com blastdbmeros de varios tamanhos mostrando células

degeneradas em fase de picnose, coloracao alterada e fragmentacao.
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2.2.5 Vitrificacéo

Os embrides sao destinados para criopreservacao através da técnica de
vitrificacdo devido a escolha do cliente no momento de finalizar seu contrato com a
empresa. E muito utilizada em locais onde a logistica ndo permite levar os embriGes
a fresco devido a distancia da fazenda em relacdo ao laboratorio.

As classificacbes dos embrides séo feitas conforme o estadio embrionario
(Quadro 1) e o codigo de qualidade da IETS citados acima. Sendo priorizados
embribes em estadio de blastocisto e blastocisto expandido e Grau | de qualidade.

Os embrides sédo selecionados e colocados em meio de manutencdo nos
pocos 3 e 4 (Figura 12), onde o mesmo poderia permanecer por alguns minutos sem
haver prejuizos morfoldgicos e estruturais. O processo inicia quando os embrifes
sao pipetados no poc¢o 1, permanecendo no meio s1lm por 1 minuto (FIGURA 12).
Com o fim do 1 minuto os embrides sédo pipetados em uma gota de 10 yuL do meio
s2m do poco 2, por 20 segundos (Figura 12). Ao final do processo os mesmos séo

mergulhados em nitrogénio liquido.

Figura 42 - Placa com os pogos do processo de vitrificacao.

POCO 2
(20 seg)

POCO 3 POCO4

(manutengao) (manutencgao)

Fonte: O autor.
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2.2.6 Congelamento lento (Direct transfer)

Conforme no processo de vitrificacdo, os embrides sdo destinados devido
escolha do cliente, a partir disso, os embrides sdo escolhidos ficam na primeira gota
com HSOF. Sdo congelados apenas embrides no estadio de blastocisto expandido
(Figura 10) com o codigo de qualidade 1 (Figura 11).A partir do momento que estédo
separado embrides de 5 vacas comeca 0 protocolo, solta os embrides na primeira
gota com metade de meio T2 e metade do meio de HSOF, com mudltiplas pipetagens
e visualizacdo do técnico espera o embrido regredir, deixando nesta gota entorno de
1 minuto e 30 segundos. Com a regressdo passam para a segunda gota com
apenas etilenoglicol, onde fica mantido nessa gota até o envase.

No momento o envase é realizado nas primeiras duas colunas meio de
etilenoglicol + HSOF, e na coluna do embrido apenas etilenoglicol. Apds espera-se
10 minutos para colocar os embrides na maquina de congelamento lento, apoés,
espera-se 2 minutos para realizacéo do seeding (Figura 13A). Ao termino do seeding
€ entdo iniciada a curva de congelamento, apds, deve esperar com gue a maquina
finalize a curva de congelamento, em média de 60 a 70 minutos.

Com o termino do congelamento os embrifes sao retirados da maquina e
mergulhados em nitrogénio liquido (Nz),conforme mostra a figura 10B, assim séo

encaminhados para o estoque e armazenados em botijdes de nitrogénio.

Figura 53 - Processo de seeding e retirada dos embriées da maquina de
congelamento.

Fonte: O autor.
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2. 3 Dados de producédo da empresa durante periodo de estagio

Durante o periodo de estagio a empresa obteve resultados satisfatorios, onde
durante a estacdo de monta atingiu suas metas. Os resultados obtidos no
laboratorio de Uberaba de Janeiro de 2019 a Abril de 2019 estdo apresentados na

Figura 11, periodo onde realizei o estagio na Unidade de Uberaba.

Figura 64 - Volume de embrides produzidos no laboratorio de Uberaba — MG,
durante o periodo de Janeiro a Abril de 2019.

m EMBRIOES

10000 - 9508 9241
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

8432

3730

N° de embrides PIV

JANEIRO FEVEREIRO MARCO ABRIL

Fonte: ABS Pecplan.

Devido o término do estdgio em 18 de abril os resultados levantados de
producdo de embrido da empresa mostrou-se menor (Figura 14). O perfil de clientes
da empresa esta voltado mais para o gado de corte, onde, possui um maior volume
nos animais de corte, principalmente animais de producao.

A empresa vem mantendo resultados quanto a producdo muito consistentes,
obtendo taxas de conversdo de embrides de 23,5% quando juntamos animais de
corte e leite (Figura 15). Resultado tem esta associado o historico de baixa producao

de animais de alta producéo de leite.



Figura 75 - Volume de embrides produzidos na categoria carne e leite.
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Figura 86 - Porcentagem de prenhez obtidos pela empresa no ano de 2019, na

categoria corte e leite.
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Os resultados de prenhez obtidos pela empresa esta dentro do esperado

conforme a literatura jA mostrou anteriormente (Figura 16). Os resultados obtidos de

prenhez estd diretamente na selecdo adequada de receptoras no campo e a

utilizacao apenas de embrides de qualidade para a trasnferéncia e congelamento.
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3 DISCUSSAO

3.1 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

A PIVE é uma importante biotécnica para multiplicacdo de animais
geneticamente superiores, aumentando dessa maneira o ganho genético dos
plantéis. Através do uso de técnicas laboratoriais ocorre uma interacdo entre oocito
e espermatozoides fora do trato reprodutivo da fémea. Esta biotécnica também pode
ser utilizada para obtencdo de embrides e utilizacdo em pesquisa basica, a fim de
esclarecer o desenvolvimento embrionario e fisiologia reprodutiva (ROCHA-FRIGONI
et al., 2014). Com sua utilizagdo comercial € possivel maximizar o potencial genético
gue fémeas ou machos superiores podem oferecer, aumentando a eficiéncia
produtiva dos rebanhos.

Animais de producéo tiveram o primeiro indicio de maturacéo e fecundacéo in
vitro de od6cito bovinos no final da década de 70. J&4 no ano de 1982 houve o
nascimento do primeiro bezerro produzido por FIV, nos Estados Unidos, através de
pesquisas com animais de laboratério (BRACKETT et al., 1982). Ainda nos anos 80
houve um crescimento da biotécnica, mostrando sua viabilidade. O Brasil teve o
inicio do uso desta biotecnologia no ano de 1990, e desde entdo o0 pais vem
destacando-se no cenario mundial sendo o maior produtor de embrides PIV,
produzindo cerca de 353.000 no ano de 2015 representando 60% da producéo
mundial conforme ilustra a figura 16 (IETS, 2016).

Através dessa biotécnica é possivel obter embribes vidveis de fémeas de alto
mérito genético e acasalar com diferentes touros igualmente geneticamente
privilegiados, representando uma de suas principais vantagens enquanto biotécnica.
Desta forma, € possivel obter um maior nimero de produtos viaveis de uma fémea
durante sua vida reprodutiva. Além disso, a técnica possibilita que fémeas que estao
até o terceiro més de gestacdo possam ser aspiradas para a obtencdo dos oécitos
(MELLO et al., 2016).

Indmeros trabalhos tém sido desenvolvidos visando aprimorar esta
biotecnologia. A PIVE apresenta resultados relativamente baixos. De todo o volume
de odcitos aspirados para a PIVE, apenas 30 a 40% deles passam pelas etapas de
MIV, FIV e CIV, desenvolvendo-se até o estadio de blastocisto (SIRARD et al.,

2006). Mesmo tendo uma baixa conversao de embrifes/o0citos seu crescimento
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vem sendo muito grande (Figura 17). Quando comparados com a producao in vivo,
os embrides PIVE possuem uma pior qualidade e uma menor resisténcia. Existe
uma relacédo desta piora na qualidade e resisténcia na manipulacdo em laboratorio,
onde se tenta mimetizar in vitro o ambiente que a fémea proporcionada para esse
embrido in vivo (DODE et al., 2013).

Figura 97 - Producao de embrides bovinos de 2000 a 2011.
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Fonte: Adaptado de Viana 2012.

Portanto, o estudo do desenvolvimento embriondrio e dos mecanismos
fisiolégicos e bioguimicos deve ser constante visnado o aprimoramento das técnicas
laboratoriais empregadas na PIVE, tornando-se cruciais para 0 progresso e sucesso

desta biotecnologia.

3.2 Maturagao in vitro

Os oo6citos sdo gametas femininos presentes no interior dos foliculos pré
antrais no ovario (SILVA, 2000). O desenvolvimento dos o0citos comeca na vida
fetal das fémeas mamiferas. A obtencéo dos odcitos visando a PIVE ocorre atraves
da técnica de aspiracdo guiada por ultrassonografia, laparoscopia e laparotomia, ou
ainda através de odcitos provenientes de ovarios de fémeas que foram para o abate.

Na empresa, devido a coleta ser realizada em animais com mérito genético superior
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e para a producdo de embrides comerciais 0s 00citos eram obtidos através da
aspiracdo guiada por ultrassonografia. Os o00citos eram transportados até o
laboratorio onde todos os processos para a producdo do embrido eram realizados.

O processo de maturacéo in vitro € uma das fases mais importantes da PIVE,
devido as varias modificagfes nucleares, moleculares e citoplasmaticas que tornam
assim o odcito apto a ser fecundado (KUBELKA et al., 2000, GOTTARDI; MINGOTI,
2009). Nesta etapa de MIV o 04cito passa por um processo que dura de 18-24 horas
para atingir a maturacao citoplasmatica e nuclear (MERTON et al., 2003). Na MIV o
objetivo é mimetizar o que ocorre na maturacao in vivo, através da comunicacao
entre CCO e odcito (LODDE et al., 2013; THOMAS et al., 2004). Essa comunicacdo
é feita através de juncBes comunicantes presentes no CCO (SUTTON et al., 2003),
sendo mantida até 9 horas apds a retomada da meiose (MACAULAY et al., 2014).

Ao mesmo tempo que o odécito passa por uma remodelacdo dentro do seu
citoplasma, acontece uma remodelacéo nuclear. O inicio da maturagdo ocorre ainda
dentro dos foliculos. O odcito, apesar do crescimento folicular, permanece no
estadio de dipléteno da profase |, sendo a primeira parada da divisdo meiotica
(DODE et al., 2000). A maturagdo nuclear caracteriza-se como a retomada do
estadio de dipléteno da proéfase |, levando esse progresso até o estadio de metafase
Il e liberacdo do primeiro corpusculo polar (CHAVES, 2010; MEINECKE et al.,
2001).

Todo o processo fisioldégico que acontece dentro do odcito depende de um
meio de cultivo que seja capaz se suprir as exigéncias da maturacédo, possibilitando
o desenvolvimento de um embrido que podera gerar uma prenhez. Atualmente, a
maioria dos laboratérios de PIVE utilizam o meio TCM-199 para MIV. Entretanto,
este meio ndo € suficiente para suprir todas as necessidades que o CCO precisa
durante a maturacdo. Deste modo é necessario a suplementacdo com aditivos
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009). A adicdo de componentes ao meio é feita conforme
cada laboratério, mas segundo Coelho et al. (2002) a adicdo de gonadotrofinas ao
meio de maturacdo promove um efeito benéfico durante o processo de MIV e
posteriormente a FIV e desenvolvimento embrionario.

Dentro da suplementacdo do meio MIV é necessario realizar a adicdo de uma
fonte proteica, sendo as fontes mais utilizadas a albumina sérica bovina (BSA) e o
soro fetal bovino (SFB). Por conta do desconhecimento da preciso da sua

composicdo o meio utilizando estes componentes é chamado de meio indefinido.
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Devido essa possivel variagdo no meio, a producdo de embrides também tende a
ser variavel. Mais uma desvantagem da utilizagdo do soro € o maior acumulo de
conteudo lipidico no interior do embrido (BARRONDO, 2013). Esta condicdo pode
levar a uma menor qualidade do embrido produzido e uma baixa resisténcia a
criopreservacéo. Para amenizar essas desvantagens, cada vez mais as pesquisas
estdo focadas para a eliminacao do soro e o estabelecimento de meios definidos ou

semi-definidos.

3.3 Fecundagao in vitro

O processo de fecundacdo ocorre com a unido do espermatozoide com o
od0cito, resultando assim na formacéo de um zigoto que pode alcancar o estadio de
blastocisto. Para que seja possivel a fecundacdo, o espermatozoide precisa estar
capacitado. O processo de capacitagdo acontece no trato reprodutivo da fémea,
onde se da a remocdo dos fatores decapacitantes presentes no plasma seminal,
proteinas e outras substancias que estdo presentes recobrindo a membrana do
espermatozoide (VARAGO et al., 2008).

Para realizacdo da fecundacdo in vivo 0 espermatozoide experimenta
modifica¢cdes bioquimicas ao longo do trajeto pelo trato reprodutivo da fémea até a
ampola do oviduto, nesse trajeto verificam-se alteraces da fluidez do teor lipidico da
membrana plasmatica do espermatozoide levando a hiperativacdo, concomitante a
ligacdo do espermatozoide ao odcito, resultando na reacdo acrossdmica (RA)
(RODRIGUES et al., 2016). Com a ligacdo do espermatozoide ao odécito e ativacao
da RA, a glicoproteina ZP3 presente na zona pellcida desencadeia a liberacdo de
enzimas capazes de permitir a penetracdo do espermatozoide ao 00cito, assim
permitindo a fecundacdo (GONCALVES et al. 2008). In vitro a capacitacao
espermatica acontece através do auxilio de substancias, como a heparina, um
glicosaminoglicano presente no trato reprodutivo de fémeas bovinas (VARAGO et
al., 2008).

No laboratério da ABS era utilizado ainda epinefrina, responsavel pelo
aumento do numero de espermatozoides que atingem a RA, e a hipotaurina, que
eleva a motilidade esperrmatica (GORDON, 2003). Os métodos de selecao
espermética utilizados na PIVE possuem como objetivo a remocdo do plasma

seminal e os crioprotetores presentes e a selecdo dos espermatozoides viaveis.
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Entre os métodos mais comuns estdo o gradiente descontinuo de Percoll, Swim up
ou migracdo ascendente e o método de lavagem por centrifugacdo. Dentro do
laboratorio da ABS o método de selecéo espermatica utilizado era o Percoll.

Segundo Dode et al. (2002) os métodos citados acima foram comparados em
relacdo as taxas de fecundacdo e tempo de co-cultivo dos od0citos e
espermatozoides. Assim apontou que houve influéncia do método de selegcéo
espermatica na taxa de clivagem embrionaria. Entretanto, o periodo de co-cultivo
qgue apresentou melhores resultados foi entre 12-18 horas de incubacao, dentro do
laboratério da ABS o periodo de incubag&do nédo poderia ser superior a 18 horas.

No processo de selecdo espermatica que foi acompanhado durante o
ECSMV, a amostra do sémen ndo passava por analise de motilidade e vigor, assim
ndo obedecendo as recomendacdes estabelecidass pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA). O técnico do laboratério apenas fazia uma analise
visual de motilidade e por meio do histérico do touro determinava, de forma
subjetiva, dose inseminante. Nao era considerada a concentracao espermatica para
a inseminacao, sendo sugerida por Camargo e colaboradores (2002) a dose de 1 a
2x10° espermatozoide/mL, que levariam a melhores taxas de clivagem e diminuindo

a ocorréncia de polispermia.

3.3 Cultivo in vitro e desenvolvimento embrionario

O cultivo in vitro € a etapa mais longa do processo de PIVE, que compreende
a fecundacdo do odcito por um espermatozoide até o estadio de blastocisto
(SANGILD et al., 2005). Para que chegue ao estadio de blastocisto sdo necessarias
uma que aconteca a penetracdo do espermatozoide no odcito, acontencendo
umasérie de modificagbes culminam com a descondensacdo da cromatina e
formacdo do pro-nucleo masculino (HAFEZ, 2004). Ainda, acrescenta-se que 0
odcito retoma sua divisdo meidtica expulsando o segundo corpusculo polar e assim
formando o pré-nucleo feminino. Os pré-ndcleos realizam uma aproximagao levando
a singamia que dara origem a um zigoto (SARTORI; DODE, 1995). No estadio de
zigoto iniciam-se as divisbes mitdticas chamadas de clivagem, gerando assim
células embrionarias denominadas blastdbmeros (GONCALVES et al., 2008).

Ao longo da primeira semana depois pos-fecundacdo ocorre 0

desenvolvimento embrionario através das divisdes celulares. Durante a mitose, na
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fase de 8-16 células, ocorre a ativacdo do genoma embrionario (transicdo materno-
zigotica) (BLONDIN; SIRARD, 1995; BREVINI-GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). A
compactacdo dos blastdbmeros no estadio de moérula marca o inicio da primeira
diferenciacéo celular com a formacéo de uma cavidade com a presenca de fluido no
seu interior, denominada de blastocele (GARCIA et al., 2004). Com o surgimento da
blastocele o embrido recebe o nome de blastocisto (SANGILD et al., 2005), e ao
longo do desenvolvimento passara pelos estadios de blastocisto inicial (Bi),
blastocisto (BI), blastocisto expandido (Bx) e Blastocisto eclodido (Be) conforme a
descrigéo no quadro 2.

Dentro do sistema de producéo in vitro de embrides € preciso mensurar a
eficiéncia do processo, normalmente mensurada através da taxa de embrides
produzidos durante o CIV. O sistema costuma ser avaliado quanto a capacidade do
meio de cultivo de nutrir de forma eficaz o embrido em desenvolvimento durante os 7
dias de cultivo. Neste sentido, os meios de cultivo estdo sempre sendo melhorados,
buscando aumentar a qualidade e quantidade de embribes produzidos. Dentre 0s
meios utilizados estdo: SOF, meio de cultivo celular (TCM), CR1aa, Ham’s F — 10, e
entre outros. A adicdo de substratos energéticos, proteinas, aminoacidos
essenciais.e ndo essenciais, sdo de extrema importancia para O processo
(MACHADO, 2012).

O uso do soro fetal bovino (SFB) em meios de desenvolvimento embrionério,
além de fonte proteica, tem como objetivo fornecer substratos energéticos,
aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e quelantes de metais pesados. No
entanto, a presencga e a concentracdo desses componentes podem variar entre 0s
lotes (MUCCI et al., 2006). Ainda, pode levar a desvios metabdlicos e acumulo de
lipidios de forma excessiva (ABE et al., 2002) e posteriormente a uma diminuicdo na
sobrevivéncia do embrido apos a criopreservacao (RIZOS et al., 2002), bem
comocausar anomalias fetais e gigantismo (sindrome do terneiro grande), levando a
distocias.

Mesmo assim, a utilizagdo do SFB implica em vantagens para o meio de
cultivo, tais como aumento das taxas de producdo de blastocisotos quando
comparado com outros sistemas sem sua presenca. Para amenizar 0 prejuizo da
remocao do SFB, a adicdo de BSA no meio de cultivo visa eliminar as variagdes na

concentragdo de acidos graxos, fatores de crescimento, aminoacidos e vitaminas
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presentes nos diferentes lotes de SFB afetando os resultados de producgao
(MACHADO, 2012).

Nas fases iniciais do crescimento embrionario, até 16-32 células, as fontes
energéticas fornecidas para suprirem as clivagens sédo o lactato e o piruvato. No
decorrer do desenvolvimento, posteriormente a diferenciagdo celular, deve-se utilizar
a glicose como substrato energético (LANE; GARDNER, 2007).

Ainda em relacéo ao sistema de cultivo, pode ser utilizados cultivo individual,
ainda podendo haver trocas parciais de meios ou totais. Dentro da empresa nao
eram disponibilizadas informagdes sobre os meios utilizados em nenhum dos

processos relatados.

3.3.1 Competéncia e qualidade embrionaria

Avaliagcdo de embrides tem sido amplamente explorada na estimativa de
qualidade, viabilidade e competéncia embrionaria, previamente ao periodo de
implantacdo. Identificar os embrides que tém uma maior chance de gerar uma
prenhez é extremamente importante, e pode levar a otimizacdo do tempo,
acelerando programas de melhoramento genético e reduzindo perdas financeiras
associadas ao uso das técnicas voltadas para a PIVE. Além disso, realizar uma
valorizacdo dos embrifes produzidos de forma comercial (VAN SOOM et al., 2001).

Para realizar a avaliacdo morfolégica de embries seja ele bovino ou de
outras espécies é necessaria a utilizacdo de um estereomicroscopio, assim, pode
ser feita a andlise morfolégica de embrides vidveis e ndo viaveis para a
transferéncia. Essa pratica € extremamente (til na transferéncia de embrides
bovinos e humanos (ALIKANI et al., 1999). Mesmo sendo uma forma consolidada de
avaliacdo de embrides , por consistir em abordagem subjetiva, conforme observado
em casos de embrides com morfologia inadequada também resultarem em prenhez
(FARIN et al., 1999).

Além da morfologia deve ser levado em consideracao a taxa de clivagem e de
blastocisto para avaliagdo da competéncia embrionaria (ALIKANI et al.,, 2002).
Alguns estudos levam em consideracdo a velocidade do desenvolvimento
embrionario, onde, embrides que se desenvolvem em ritmo moderado sdo mais
competentes em relagdo aqueles que se desenvolvem com cinética embrionaria
muito lenta ou muito rdpida (CUMMINS et al., 1986; WEITZMAN et al., 2010).
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Segundo Holm et al. (1999) embrides que demonstram uma cinética
acelerada, possuem um menor numero de células e deficiéncia no numero de
blastdbmeros quando comparados com a producéo in vivo, levando a uma diferenca
na conversao a blastocisto. Uma avaliacdo que ainda pode ser realizada € a taxa de
eclosdo. Essa deve ser realizada no dia 8 do cultivo, assim os embrides que ndo
eclodirem até esta data sdo considerados de pior qualidade em relacdo aos que
eclodem (VAN SOOM et al., 1997).

Indmeras sdo as possiveis causas para levar a morte embrionaria. Defeitos
intrinsecos do embrido, ambiente materno, assincronia entre receptora e embriao,
entre outros. Mas em casos de embrido PIVE as falhas podem ser mais evidentes,
onde a maioria dos incidentes de mortalidade acontece até 3 semanas apés a
fecundacdo (HANSEN et al.,, 2010). A falta de capacidade de gerar uma prenhez
apos a transferéncia consiste em um problema relevante, uma vez que taxas de
prenhez de transferéncias a fresco in vitro sao inferiores as in vivo (LONERGAN et
al., 2007; PONTES et al., 2009). Para obter bons resultados néo deve ser levado em
consideracdo apenas boas taxas de producdo de blastocisto, mas sim obter
embrides com competéncia embrionaria superior, para gerar e manter a prenhez,
proporcionando assim o nascimento de animais saudaveis (HANSEN et al., 2010).

Diversos fatores séo relacionados a competéncia embrionéria. A interacao do
embrido com os meios de MIV, FIV e CIV é responsavel por muitas alteracdes
morfologicas, essa relacdo pode ser derivada de um ambiente de cultivo ineficiente
(RIZOS et al., 2002). Alteracdes morfoldgicas e moleculares causadas pelo meio de
cultivo in vitro tém sido responsabilizadas pela reducdo da qualidade e viabilidade
apos inovulacdo ou criopreservacdo dos embrides (MCEVOY, 2003). Entre as
alteracdes estdo podemos citar o aumento do nimero de células em apoptose e
diminuicdo no numero de células totais, alteragbes da densidade, aumento do
acumulo lipidico (ABE et al., 2002), alterac6es do metabolismo e expressdo génica
(LONERGAN et al.,, 2007; KHURANA e NIEMANN, 2000; RIZOS et al., 2003).
Estudos apontam uma maior incidéncia de células apoptéticas em embrides
produzidos in vitro quando comparados com a produc¢ao in vivo (LONERGAN et al.,
2003; RIZOS et al., 2002, 2003).

Portanto embrides que possuem um maior nimero celular apresentam uma

maior probabilidade de manter a gestacdao (VAN SOOM et al.,, 1997). Assim, a
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contagem total de células tem sido utilizada como um marcador de viabilidade
embrionaria ( KHURANA e NIEMANN, 2000; CORREA et al., 2008).

A alta sensibilidade de embrides PIVE a criopreservacdo é mais um fator
limitante da técnica que compromete a viabilidade embrionéaria. Esta sensibilidade &
fortemente associada principalmente ao elevado conteudo lipidico presente no
citoplasma do embrido PIVE, caracterizado por diversas diferencas estruturais,
fisiolégicas e metabdlicas. Podem ser mencionadas entre as diferencas a maior
guantidade de vacuolos, expressdo de comunicacdes internas menor, reduzida
compactacao, quantidade de células totais menor e zona pelucida fragil (ABE et al.,
2002). Ainda tendo maior taxa de apoptose e maior teor lipidico, assim, reduzindo
sua criotolerancia (MUCCI et al., 2006; SUDANO et al., 2011).

Como citado anteriormente, o0 meio de cultivo pode alterar a qualidade do
embrido PIVE. O uso do SFB no meio de cultivo pode levar ao aumento do contetido
lipidico no interior dos blastdbmeros, levando o embrido a ser sensivel as préticas de
congelamento, seja pelo fornecimento de acidos graxos no meio, ou por distlrbios

no metabolismo mitocondrial (ABE et al., 2002).

3.4 Criopreservacgao de embrides

Mesmo que a producdo in vitro e a criopreservacdo de embrides sejam
técnicas bem consolidadas, ainda existem fatores limitantes para o desenvolvimento
embrionario adequado quando comparamos com a producdo in vivo. A
criopreservacdo de embrides é uma biotécnica utilizada para a conservacdo de
embrides em nitrogénio (N2), prolongando a viabilidade a longos periodos de tempo.
Possibilita resolver problemas de logistica associadas a transferéncias a serem
realizadas em locais muito distantes e/ou de um nimero muito grande de embrides.
Ainda viabiliza a expanséo da comercializagcdo de embrides, sendo ela nacional ou
internacional (SUDANO et al., 2013). Possui como vantagem também a otimizacao
das biotecnologias reprodutivas, podendo fazer estoque de material genético de
animais superiores em seu potencial zootécnico.

O primeiro relato de sobrevivéncia de embrides criopreservados foi feito em
camundongos, onde foram submetidos com sucesso ao congelamento e
aguecimento (WHITTINGHAM et al., 1971). Com o passar dos anos as técnicas

comecaram a ser aplicadas em diferentes espécies, assim tomando amplitude
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comercial em algumas espécies de interesse econdmico. Conforme Viana (2018) a
maior parte da producdo de embrides in vitro ainda sdo transferidos a fresco, mas os
embrides congelados alcancam cerca de 33,7% e segue em uma tendéncia de
crescimento.

A criopreservacao tem como principio a reducdo da temperatura seguida de
uma severa queda do metabolismo celular, mantendo um estado bioquimico em que
as reacdes celulares sdo mantidas ao minimo. Neste estado possibilita que o
material genético fique armazenado por tempo indeterminado, tendo a capacidade
de estabelecimento das func¢Bes celulares apés o aquecimento (SUDANO et al.,
2016). Assim a criopreservacdo possui dois fatores principais: taxas de
congelamento/aquecimento e escolha adequada de crioprotetores (VAJTA,
KUWAYAMA, 2006).

Embora o uso de crioprotetores seja fundamental em protocolos de
criopreservacdo, 0s mecanismos que levam a protecdo celular, bem como a
toxicidade e o metabolismo celular ndo estdo totalmente esclarecidos e abordados
na literatura (CASTRO et al., 2011). De acordo com a capacidade de penetracdo de
membrana o0s crioprotetores sado divididos em dois grupos: Intracelular ou
permeaveis (glicerol, etilenoglicol e propilenoglicol), e extracelular ou impermeéveis
(sacarose, polietilenoglicol e polivinilpirrolidona).

Além disso, existem duas metodologias que podem ser utilizadas para a
criopreservacdo de embrides, vitrificacdo e congelamento lento. Estas técnicas

serdo elucidadas e seus principios na sequéncia.

3.4.1 Vitrificacéao

O processo de vitrificacdo consiste em um congelamento que dura 1 minuto e
20 segundos, com altas concentracdes de crioprotetores, que é capaz de desidratar
de forma muito rapida as células embrionérias e diminuindo danos com a formagao
dos cristais de gelo. Mesmo sendo uma das biotécnicas mais utilizadas para a
criopreservacdo de embrides PIVE, ainda possui limitagbes, sendo dois fatores
cruciais para o sucesso da técnica: as lesbes de resfriamento e formacdo dos
cristais de gelo apartir de uma desidratacéo inadequada (VAJTA, 2000).

Mesmo sendo uma técnica muito utilizada n&o possibilita a transferéncia

direta devido a necessidade do aquecimento dos embrides e envase previamente a
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inovulacdo. Possui ainda como complicagdo da técnica a toxicidade dos
crioprotetores utilizados em grande quantidade no meio de vitrificagdo, apesar da
exposicdo do embrido aos crioprotetores por um intervalo muito curto de tempo e
com um volume minimo da solucéo (VAJTA et al., 1998).

Como forma de garantir uma taxa de resfriamento rapida e apropriada, 0 uso
de um volume minimo de meio junto ao embrido é adotado para uma eficiente troca
de temperatura com N, Com esse proposito, muitas ferramentas foram
desenvolvidas especificamente para carregar os embrides em microgotas, sao elas:
Open Pulled Straw (OPS) (VAJTA et al.,, 1998), Cryoloop (LANE et al., 1999) e
Criotop (KUWAYAMA, 2007).

Dentro da empresa, a técnica utiliza era a proposta por Vajta et al. (1998),
onde o embrido e a solucdo tem contato direto com o nitrogénio, trazendo boas
taxas de re-expansdo e tendo um custo baixo. Mas, a abordagem de um volume
minimo proposta pelo método de Cryotop aumenta as taxas de resfriamento e
aguecimento do embrido, contribuindo assim para a sobrevivéncia e

desenvolvimento do embrido submetido ao processo (KUWAYAMA, 2007).

3.4.2 Congelamento Lento

Conhecido também como congelamento classico ou tradicional, o
congelamento lento vem sendo empregado desde 1972, quando foi desenvolvido
por Whittingham (1971).

A utilizacdo desta biotécnica facilita as transferéncias a campo, devido sua
praticidade para o descongelamento. Para realizar o congelamento do embrido sao
utilizados crioprotetores como o DMSO, etilenogicol e propilenoglicol. As
concentracfes na maioria dos protocolos sdo baixas, sendo adicionados ao meio de
cultivo (SARAGUSTY; ARAV, 2011).

Conforme Mazur (1984) a concentracdo do soluto extracelular esta
relacionado com equilibrio osmético, assim, determina a velocidade em que a agua
sai da célula. Deste modo, as concentragfes baixas de crioprotetores proporcionam
a desidratacdo lenta e gradual da célula.

Iniciando o procedimento, comeca o resfriamento que alcanga em média 2°C
por minuto, com a temperatura entre -4 e -9°C. Assim deve ser incubado por 10

minutos mantendo um ponto de equilibrio e estabilidade térmica. Neste momento
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realiza-se a inducdo manual da cristalizacdo, denominado seeding (JONDET et al.,
1984). O seeding é extremamente importante para evitar danos no momento do
resfriamento excessivo e a desidratacao intensa da célula (SANTOS et al., 2007).
Apos a realizacdo da cristalizacdo a temperatura continua reduzindo, em uma
velocidade de -0,3°C/min visando a remoc¢do adequada de agua.

O congelamento intracelular ocorre entre -30 e -80°C, evitando a formagéo de
cristais de gelo, danos toxicos e osmoéticos dentro da célula, e possibilitando o
armazenamento em N, (MAZUR, 1984; VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

O processo de congelamento lento é longo e requer investimento em
maquinas para a realizagdo do procedimento. Mesmo tendo limitacdes quanto a
formacdo de cristais de gelo, sua aplicacdo em larga escala e facilidade de
aguecimento torna a técnica aplicavel em larga escala. Ressalta-se que na
criopreservacdo de embrides in vivo os resultados sdo semelhantes, seja no
congelamento lento ou na vitrificagdo (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,
1997).

Dentro da ABS Pecplan a biotécnica de congelamento lento ou Direct Tranfer
€ tratada como “carro chefe” da empresa, e tem sido implementada em parcerias
com grandes criatorios detentores de rebanhos com reconhecido mérito genético.
Desta forma a empresa disponibiliza para o mercado venda de embrides fruto de
bancos genéticos consolidados através da técnica de DT. Considerando que a DT
apresenta resultados semelhantes a vitrificacdo (Figura 17), € possivel observar o

avango no desenvolvimento dos meios utilizados para o DT na empresa.
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4 CONCLUSAO

Utilizar as biotecnologias aplicadas a reproducdo incrementa ganhos
genéticos, produtivos e reprodutivos de um rebanho. Assim, quando bem
empregadas, podem representar um diferencial para as propriedades que fazem uso
das mesmas.

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar e realizar atividades
tanto laboratoriais como a campo, contemplando as principais biotecnologias e
servicos que a empresa disponibilizava para seus clientes. Além disso, a
convivéncia diaria com profissionais extremamente praticos e qualificados
proporcionou um experiéncia pessoal e tecnicamente significativa para a minha
formacdo.

Portanto, conclui-se que a experiéncia vivenciada junto as atividades
desenvolvidas no local de estégio foi extremamente importante na complementacdo
todo meu conhecimento adquirido, interpessoal e social. Diante disto, afirmo que o
Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi fundamental na
formacdo académica, profissional e pessoal, possibilitando a reflexdo com senso
critico acerca da area escolhida e do cenario encontrado além das fronteiras

seguras e acolhedoras da Universidade.
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