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RESUMO

O estagio supervisionado, lotado na disciplina PRG107, € parte das exigéncias para
conclusdo do curso de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Lavras. Visando
contemplar a carga horaria pratica da referida disciplina, o estagio foi realizado na empresa
Canto Porto Exportacdo de Embrides LTDA, no periodo de 03/05/2021 a 31/07/2021, sob
supervisdo do Medico Veterindrio Douglas Gaitkoski e orientacdo do professor Dr. Hugo Shisei
Toma, totalizando 504 horas. Durante o periodo supracitado, foram acompanhadas atividades
inerentes a biotecnologia de producdo in vitro de embrides, como a aspiracéo folicular, selecdo
de odcitos, sincronizacdo da ovulacdo de receptoras, transferéncia de embrides e diagnostico de
gestacdo. O presente trabalho objetiva apresentar as experiéncias desta vivéncia préatica, assim
como discutir os aspectos técnicos relacionados as atividades desenvolvidas com base na
literatura cientifica. A realizacdo do estagio e a elaboracdo deste relatério permitiu a ampliacao
dos conhecimentos tedricos e praticos, assim como a criacdo de novas relacdes pessoais,
fundamentais para o desenvolvimento pessoal, profissional e para a consolidacdo da formacéo
académica.

Palavras-chave: Reproducdo Animal. Producdo In Vitro de Embrides. Biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

Nos Gltimos anos, € notorio o aumento no uso de biotecnologias da reproducdo em
bovinos, como a transferéncia de embrides (TE). A aplicacdo dessas tecnologias possibilita uma
maior eficiéncia reprodutiva, assim como o melhoramento genético do rebanho, o que impacta
positivamente na produtividade, tanto no segmento da carne como do leite (SARTORI et al.,
2016).

Em relacdo a producdo e transferéncia de embrides, em 2019 foram produzidos um total
de 304.269 embrides, consolidando o pais como o segundo maior produtor de embrides bovinos
do mundo. Desse total, 93,8% foram obtidos por meio da técnica de producéo in vitro (PIVE)
e 54,4% da producdo total foi direcionada para atender rebanhos leiteiros (VIANA, 2021).

A disciplina PRG107, lotada no décimo mddulo do curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras, tem por finalidade a realizacdo do estagio supervisionado, o
que permite ao graduando vivenciar o exercicio da profissdo em suas diversas areas de atuacao.
O contetdo programatico compreende uma carga horaria total de 476 horas, dividida em
atividades praticas (408 horas) e tedricas (68 horas).

Diante do exposto e visando contemplar a carga horaria prética, foi desenvolvido o
estdgio na area de reproducdo animal, especificadamente na biotecnologia de PIVE. As
atividades foram executadas na empresa Canto Porto Exportacdo de Embrides LTDA (CPEX),
no periodo de 03/05/2021 a 31/07/2021, totalizando 504 horas, sob supervisdo do Médico
Veterinario Douglas Gaitkoski e orientacdo do professor Dr. Hugo Shisei Toma.

O relatorio que se segue tem por objetivo atender as exigéncias finais para obtencéo do
titulo de bacharel em Medicina Veterinaria, apresentar as experiéncias pessoais e profissionais
resultantes da vivéncia pratica durante o periodo supracitado, assim como discutir as atividades

desenvolvidas com base na literatura cientifica.
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2 DESCRICAO GERAL DO LOCAL DE ESTAGIO

2.1 A empresa e 0s servicos prestados

A Canto Porto Exportacdo de Embrides LTDA (CPEX), é uma empresa privada,
fundada em Janeiro de 2021, a partir da associacdo entre o grupo Canto Porto e outros quatro
sOcios com experiéncia prévia no mercado de embrides. Localizada na Fazenda S&o Francisco,
Vicinal Amador Jorge Siqueira Franco, km 2, Bairro Soares, Mogi Mirim, S&o Paulo, a cerca
de 170 km da capital do Estado.

Especializada na producdo in vitro de embrides bovinos, atua no desenvolvimento e
implementacdo de projetos de melhoramento genético em rebanhos de leite e corte. A proposta
é uma alianca entre embrides PIV e tecnologia de dados, visando uma gestdo profissional e
eficiente e almejando a pecuaria de alta precisdo, com o objetivo de proporcionar o nascimento
de animais saudaveis e geneticamente superiores.

Os servicos prestados se concentram na aspiracdo folicular, PIVE, sincronizacdo da
ovulacdo de receptoras, transferéncia de embrides, diagndstico de gestacdo e sexagem fetal.
Além das atividades citadas, a empresa ainda realiza a comercializacdo de embrides das racas
Gir, Girolando e Nelore, produzidos a partir de doadoras de parceiros fornecedores de genética,

como a Canto Porto, a Tulipa Agropecuaria e a CV Nelore Mocho.

2.2 Quadro de funcionarios

A CPEX conta com uma equipe composta por 16 profissionais, sendo 08 Médicos
Veterinarios, 02 técnicos em agropecuaria, 02 assistentes administrativos, 02 especializados em
marketing, 01 profissional de tecnologia da informacdo (TI) e 01 auxiliar de servigos gerais. A
empresa ainda dispde do auxilio dos funcionarios de outras duas entidades juridicas, a FFlores
Consultoria e a Norte Agro Solucdes Agropecuarias, localizadas no Mato Grosso do Sul e no
Goias, respectivamente, que prestam apoio para o comércio, distribuicdo e transferéncia dos
embrides nesses Estados.

Entre os Médicos Veterinarios, sdo 05 tecnicos de laboratério, que sdo responsaveis pela
rotina geral do laboratorio e por todos os processos relacionados a PIVE, e quando necessario,
ddo suporte & equipe de campo no envase dos embrides. Outros 03 profissionais atuam na
aspiracdo folicular (01) e na realizacdo de protocolos de sincronizagdo, transferéncia de

embrides e diagnostico de gestacdo (02) e sdo encarregados das funcdes de planejamento e
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realizacdo dessas atividades, assim como pela organizagdo dos materiais e equipamentos
necessarios.

Os técnicos em agropecuaria exercem o cargo de auxiliar de aspiracdo e acompanham
0 Médico Veterinario designado para a execugdo dessa atividade. Sao responsaveis pela selegdo
dos odcitos, confeccdo de relatorios e pela intermediagdo com a equipe de laboratorio, para a
preparacdo dos tubos de maturacdo oocitaria e entrega do material coletado.

A auxiliar de servigos gerais, é responsavel pela limpeza e higienizacao do laboratorio
e suas dependéncias. J& os demais funcionarios, atuam internamente na sede e ddo suporte em
questbes administrativas, na compra de suprimentos, documentacdo fiscal, na tecnologia e
processamento de dados, assim como na criacdo dos conteudos de divulgacdo da empresa no

website e nas redes sociais.

2.3 Instalagdes e recursos

A estrutura fisica conta com laboratdrio para PIVE, dotado de antessala, sala de cultivo
de embrides, sala de lavagem e esterilizacao, sala e armarios externos para estoque de materiais
e cilindros de gés. Além do laboratoério, hd uma sede administrativa, provida de um escritorio,
onde sdo alocados os funcionarios e também de uma sala de reunifes, onde a equipe se reine
para discussédo dos projetos e dos resultados obtidos. Parte dessas instalagfes sao apresentadas
pelas Figuras 1, 2 e 3.

Como a CPEX presta seus servicos em propriedades situadas em todo o territorio
nacional, para o transporte dos funcionarios durante as viagens, eram disponibilizados 02 carros
fretados. No caso de trajetos mais longos, o deslocamento era realizado por transporte aéreo,
com embarque no Aeroporto Internacional de Viracopos, localizado em Campinas, Sdo Paulo
(FIGURA 4). Os gastos com combustivel, passagens, hospedagem e alimentacdo eram

custeados pela empresa.
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o laboratério de PIVE da empresa CPEX.
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Figura 1 — Vista externa d
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Fonte: Do autor (2021).

Figura 2 — Laboratério de PIVE da empresa CPEX. Sala de cultivo de embribes. (A)
incubadoras de cultivo; (B) capela de fluxo laminar.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3 — Laboratério de PIVE da empresa CPEX. Antessala (A) e sala de lavagem e
esterilizacdo (B).
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Fonte: Do autor (2021).

Figura 4 — Deslocamento por veiculo automobilistico (A) e aéreo (B), para prestacao de servicos
nos estados de Sao Paulo e Goiés, respectivamente.

Fonte: Do autor (2021).
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3 DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O estagio supervisionado foi realizado entre 03/05/2021 e 31/07/2021, com carga
horaria de 40 horas semanais, totalizando 504 horas, sob a supervisdo do Médico Veterinario
Douglas Gaitkoski e orientacdo do docente Dr. Hugo Shisei Toma, lotado no Departamento de
Medicina Veterindria da Universidade Federal de Lavras (DMV/UFLA).

Durante o periodo supracitado, foram acompanhadas as seguintes atividades: aspiracéo
folicular, selecdo de odcitos, sincronizacdo de receptoras, transferéncia de embrides e
diagnostico de gestacdo. As tarefas eram designadas em esquema de rodizio, de modo que
quando ocorriam de forma simultanea, a estagiaria era destinada a acompanhar aquela que ainda
nao tinha vivenciado. A ordem cronoldgica em que essas atividades eram realizadas é

esquematizada na Figura 5.

Figura 5 — Esquema demonstrativo da sequéncia de realizacdo das atividades de acordo com 0s

dias (D).
OPU FIV TETF ou DG30 DG60
criopreservacio
2 oy * * *
| | ] av | | |
| Protocolo de sincronizacio | | | | | |
D-10 D2 D1 DO D7 D30 Da0

Legenda: OPU: Ovum Pick Up; MIV: maturagéo in vitro; FIV: fertilizagdo in vitro; TETF: transferéncia
de embrido em tempo fixo; DG: diagnostico de gestacdo.
Fonte: Do autor (2021).

3.1 Aspiracéo folicular

A Ovum Pick Up (OPU) ou aspiragdo folicular via transvaginal guiada por
ultrassonografia, é na atualidade o método para obtencéo de odcitos imaturos de fémeas bovinas
(OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014). A técnica, inicialmente descrita na década de
80, viabiliza a recuperacdo dos gametas femininos de forma menos invasiva, diferentemente
das abordagens cirdrgicas empregadas até entdo, como a laparotomia e a laparoscopia,

possibilitando a recorréncia do procedimento (ZANIN, 2013).
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Aliada a producéo in vitro de embrides (PIVE), a OPU permite a obtengdo de odcitos,
que posteriormente, serdo submetidos a etapas de maturacéo, fertilizacdo e cultivo em ambiente
laboratorial controlado, resultando no desenvolvimento de embrides, que podem ser inovulados
a fresco ou criopreservados (ZANIN, 2013).

Para a realizacdo das aspiracdes, 0 Médico Veterinario contava com dois equipamentos
ultrassonograficos, sendo o primeiro da marca Mindray, modelo DP2200 VET e o segundo, da
IMV Imaging, modelo ExaPad. Ambos os aparelhos possuem transdutores microconvexos
multifrequenciais, variando de 5,0 a 8,0 MHz e 5,0 a 7,5 MHz, respectivamente (FIGURA 6).

Figura 6 — Equipamentos de ultrassom para realizacdo das aspiracdes foliculares. (A) Mindray,
DP2200 VET; (B) IMV Imaging, ExaPad.
\<
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Fonte: Do autor (2021).

No primeiro ultrassom, a probe era acoplada a uma guia de aspiracdo folicular
convencional, fechada com o auxilio de parafusos. Ja no segundo aparelho, o transdutor era
permanentemente selado na guia de OPU, o que facilitava a higienizacdo ap6s 0 uso.
Adicionalmente, essa Ultima possui um diametro reduzido, o que de acordo com o fabricante,
permite a recuperacdo de o0citos em bezerras a partir dos cinco meses de idade.

Na parte superior da guia, era inserido um mandril com um cateter Jelco de calibre 18G
na extremidade, que por sua vez, era conectado a um sistema estéril de aspiracao folicular. Esse
sistema faz a ligacdo da agulha a um tubo coénico de 50 ml, contendo 5 ml de solugcdo tampéo
fosfato salino modificado por Dulbecco (DMPBS), previamente aquecida a 37,7°C e com
adicdo de 20 pl de heparina sédica (5000 Ul/ml), onde era depositado o contedido aspirado. Na
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rolha de aluminio, colocada na borda superior do tubo, além do sistema, também era conectada
uma mangueira de pressdo negativa, gerada por uma bomba de vacuo com pressdo ajustada a

70 mmHg, o que possibilita o fluxo do contetido aspirado ao longo do circuito (FIGURA 7).

Figura 7 — Esquema demonstrativo da recuperacdo de odcitos por meio da aspiracdo folicular
guiada por ultrassonografia, com a utilizacao de sistema fechado e pressdo negativa.

*, BOMBADEVACUO

Fonte: Oliveira; Sarapido; Quintdo (2014).

Precedente a OPU, com o animal devidamente contido, era realizada a anestesia epidural
caudal, a partir da administracdo de anestésico local injetavel sem vasoconstritor (Cloridrato de
Lidocaina a 2%) no espaco intervertebral sacrococcigeo (entre a quinta vértebra sacral e a
primeira vértebra coccigea) ou intercoccigeo (entre a primeira e a segunda vértebra coccigea).
Para isso, eram utilizadas agulhas hipodérmicas com calibre 40x12 mm acopladas as seringas
descartaveis de 5 ml.

A dosagem utilizada era de aproximadamente 0,2 mg/kg. O volume proposto para o
bovino adulto varia entre 5 e 6 ml, emtorno de 1 ml/100 kg (VALVERDE; SINCLAIR, 2017).
Nos animais da raca Gir, a dosagem era determinada de forma mais cautelosa, visto que
aparentemente apresentavam maior sensibilidade ao anestésico, evoluindo para paresia dos
membros pélvicos e/ou dectbito em alguns casos, o que foi observado em dois animais durante
0 periodo do estagio.

Essa técnica anestésica € conhecida por bloqueio epidural baixo e é frequentemente
utilizada nas abordagens ginecoldgicas que abrangem vulva e vagina, em que o animal
permanece em estacdo (VALVERDE; SINCLAIR, 2017). O objetivo desse procedimento é
diminuir as contracdes do trato gastrointestinal, bem como abrandar o incOmodo gerado pela
puncédo folicular (ZANIN, 2013).
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Prestes a iniciar a OPU, a guia de aspiracao era revestida por uma camisinha sanitaria
contendo gel condutor na extremidade interna e em seguida, era inserida na vagina do animal.
Através da palpacédo retal, os ovarios eram identificados e posicionados em contato com o
transdutor, permitindo assim, sua visualizacdo ultrassonogréafica. Uma vez que a bomba de
vacuo estava ativada, o mandril era manipulado de modo a atravessar a parede do fundo vaginal,
atingindo os foliculos com diametro > 2 mm presentes nos ovarios (FIGURA 8). Dessa forma,
0s odcitos eram aspirados, conduzidos pelo sistema e depositados no tubo coletor contendo
DMPBS.

Figura 8 — Imagem ultrassonografica obtida durante OPU em doadora da raca Nelore, em
propriedade localizada em Campinorte, Goias.

Fonte: Do autor (201).

Ao final do procedimento, o sistema era lavado por meio da aspiracdo da mesma solugéo
contida nos tubos conicos descrita anteriormente. Essa etapa de lavagem tem por objetivo a
recuperacdo de células possivelmente aderidas ao sistema e/ou ao cateter (SENEDA et al.,
2001). Em seguida, a camisinha sanitaria, a agulha e o tubo eram substituidos. O tubo contendo
o fluido folicular era identificado com informacgdes relacionadas ao nimero/nome do animal,
categoria, status reprodutivo, escore de condicdo corporal (ECC) e raca e destinado ao
laboratdrio de campo, onde realizava-se o rastreamento e a selegdo dos oocitos.

Durante a realizacdo da OPU, eram atribui¢Ges da estagiaria auxiliar na contencdo dos
animais quando necessario, realizar a técnica de anestesia epidural, acompanhar o procedimento

por meio da observacdo das imagens ultrassonogréaficas, assim como dar suporte na montagem
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e posterior higienizagdo dos equipamentos, na reposicdo de materiais e na conducdo dos tubos
de coleta para o laboratorio.

No decorrer do periodo de estagio, foram realizados 708 procedimentos. Desse total,
foram recuperados 15.678 odcitos e destes, 11.746 (75%) foram classificados como viaveis. Os
animais eram previamente selecionados pelos clientes e ndo foi utilizado nenhum protocolo

farmacoldgico prévio para manipulacdo do ciclo estral (FIGURA 9).

Figura 9 — Lote de novilhas doadoras da raca Gir, submetidas ao procedimento de aspiracao
folicular, em propriedade localizada no municipio de Pinhalzinho, S&o Paulo.

Fonte: Do autor (2021).

As aspiragdes foram realizadas em 07 propriedades distintas, localizadas nos Estados
de Sédo Paulo (05), Goias (01) e Mato Grosso do Sul (01). O Grafico 1, mostra 0 nimero de
procedimentos feitos por Estado. Ja na Tabela 1, sdo apresentados os dados referentes a
quantidade de células recuperadas de acordo com a raga das doadoras, assim como a média por

procedimento realizado.
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Gréafico 1 — NUmero absoluto e relativo de procedimentos de OPU realizados durante o periodo
de estagio, de acordo com a localizacdo das propriedades por Estado.

Numero de procedimentos por Estado

= 57; 8%

5 61; 9%

H 590; 83%

W S3o Paulo ® Goias ® Mato Grosso do Sul

Fonte: Do autor (2021).

Quadro 1 — Quantidade de procedimentos, o0citos recuperados e média de odcitos totais e
viaveis por OPU, de acordo com a raca das doadoras aspiradas durante o periodo

de estagio.
Numero | Oocitos Meédia Qaocitos Meédia
totais totais/OPU viaveis viaveis/OPU
Gir 423 7412 17,5 5557 13,1
Nelore 144 3937 27,3 3022 21
Girolando % 103 2995 29.1 2218 21,5
Girolando Y 1334

Fonte: Do autor (2021).

As vacas zebuinas tendem a ter um desempenho superior na OPU/PIVE quando
comparadas as vacas taurinas, o que é justificado por diferencas na fisiologia reprodutiva entre
esses dois grupos genéticos. Um exemplo disso, é o fato de fémeas Bos indicus apresentarem
um maior nimero de ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral quando comparado

a fémeas Bos taurus. Além disso, os zebuinos apresentam um maior numero de foliculos
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recrutados por onda. Acredita-se que isso se deve as maiores concentracfes plasmaticas do fator
de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-1) (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

Outra justificativa para a melhor resposta de doadoras zebuinas esta relacionada com a
melhor adaptacdo desses animais a ambientes com temperaturas mais elevadas, tipicos de
regides de clima tropical como o Brasil. Em estudos de Rocha et al. (1998), vacas taurinas
apresentaram comprometimento na qualidade oocitaria e no desenvolvimento in vitro quando
expostas a ambientes de alta temperatura. Em contrapartida, fémeas zebus ndo manifestaram
alteracdes na morfologia dos odcitos e na producdo dos blastocistos no verdo quando
comparado ao inverno.

Em umexperimento desenvolvido por Gimenes e colaboradores (2015), novilhas Nelore
exprimiram uma maior quantidade de células do complexo cumulus-odcito (CCOs) totais e
viaveis recuperados, quando comparado a novilhas europeias e bubalinas, e consequentemente,
apresentaram um melhor desempenho na PIVE, evidenciado pela maior producdo de embrides.

Em outro estudo, o numero medio de odcitos totais e viaveis de vacas Nelore foi de
30,84 (+ 0,88) e 23,35 (+ 0,7), respectivamente. Porém, constatou-se uma ampla variacdo no
namero de células recuperadas entre os animais do grupo experimental (PONTES et al., 2011).
Entretanto, apesar da alta variabilidade, analises individuais descritas sugerem que a taxa de
recuperacdo respeite um padrdo regular, de alta repetibilidade durante a vida reprodutiva
(BATISTA etal., 2014).

Levando em consideracdo as informacgdes descritas anteriormente, assim como 0S
trabalhos desenvolvidos relacionados a essa biotecnologia, € possivel observar um grande
interesse emergente na producdo de embrides mesticos (Bos taurus x Bos indicus) para compor
rebanhos leiteiros, visto que o cruzamento permite a associagdo entre alta producdo e
rusticidade (GRAZIA, 2019).

De acordo com analises realizadas por Pontes e colaboradores (2010), vacas Gir
apresentaram uma média de odcitos totais e viaveis por OPU de 17,1 (+ 4,5) e 12,1 (£ 3,9),
respectivamente. A média foi maior quando comparada a vacas da raca Holandesa (11,4 + 3,9;
8,0 £ 2,7). Contudo, a recuperacdo oocitaria de doadoras cruzadas (1/2 Holandés-Gir) foi
superior em relacdo aos resultados das ragas puras, sendo na média 31,4 (x 5,6) totais e 24,3 (=
4,7) oo6citos vidveis por procedimento. Ndo foram encontradas informacgdes na literatura
referente a producdo de animais 3/4 Girolando a titulo de comparacdo com os dados obtidos
durante o estagio.

O Grafico 2 expbe a categoria dos animais que foram submetidos ao procedimento de
aspiracao folicular. O advento da avaliagdo gendmica possibilitou o reconhecimento de animais
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com elevado potencial genético de forma precoce e consequentemente, doadoras cada vez mais
jovens estdo sendo usadas em programas de OPU/PIVE. Bezerras Bos taurus e Bos indicus,
submetidas ou ndo a protocolos de superestimulacdo com uso de FSH, apresentaram menor
conversdo de oocitos em blastocistos do que novilhas puberes da mesma raca (BARUSELLI et
al., 2016).

Gréafico 2 — Numero absoluto e relativo de doadoras submetidas a OPU durante o periodo de
estagio de acordo com a categoria.

Categoria das doadoras
B 15; 2%

149; 21%

B 247; 35%

m Vaca seca
m Vaca em lactacdo
m Novilha

Novilha pré-ptabere

- 152: 21% H Bezerra

B 145; 21%

Fonte: Do autor (2021).

De forma semelhante, novilhas holandesas em fase pré-puberal demonstraram menor
eficiéncia na PIVE quando comparadas a outras categorias (novilhas ciclicas, vacas em lactagdo
e vacas secas). Nesse trabalho, ndo houve diferenca significativa no nimero de odcitos
recuperados entre 0s grupos, entretanto, doadoras pré-puberes tiveram taxa de clivagem e
producédo de embriBes inferior as demais (GUERREIRO et al., 2014).

As vacas secas tiveram maior nimero de CCOs classificados como vidveis em
comparagdo com as que estavam em periodo de lactacdo, sendo considerado o grupo mais
eficiente (GUERREIRO et al., 2014). Em concordancia, Vieira et al. (2014) relataram maior
producdo de embrides por doadoras que ndo estavam em lactacdo. As alteragfes metabdlicas
que ocorrem durante o periodo lactacional, relacionadas tanto a aspectos nutricionais quanto ao
sistema endocrino, afetam diretamente a qualidade oocitaria e consequentemente, os resultados
da PIVE (BARUSELLI etal., 2016).
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A porcentagem de doadoras gestantes e ndo gestantes € mostrada pelo Grafico 3. Em
relacdo ao estado reprodutivo, novilhas holandesas gestantes produziram mais embrides por
procedimento de OPU quando comparado a novilhas pré-plberes e ciclicas da mesma raca
(BARUSELLI et al., 2016). A recuperacgdo de oocitos pode ser realizada nos trés meses iniciais
da gestacdo (ZANIN, 2013). Na pratica, era realizada até quando fosse possivel a manipulacdo

dos ovarios.

Gréfico 3 — Numero absoluto e relativo de doadoras submetidas a OPU durante o periodo de
estagio de acordo com o status reprodutivo.

Status reprodutivo das doadoras

W 175; 25%

m Vazia
m Gestante

¥ 533; 75%

Fonte: Do autor (2021).

Assim, é possivel destacar que os resultados da OPU associada a PIVE estdo
condicionados a diversos fatores, dentre eles a técnica, a individualidade de cada doadora, bem
como os procedimentos adotados durante o periodo de cultivo dos embrides (GRAZIA, 2019).
Para obter bons resultados na recuperacdo dos oécitos, a técnica de aspiracdo folicular deve ser
realizada por um técnico capacitado, de forma precisa, e para isso, é necessario nao sé
treinamento, mas também prévios conhecimentos anatbmicos do trato reprodutivo da fémea

bovina e de ultrassonografia.

3.2 Selecdo de oocitos

No procedimento de rastreamento e selecdo, primeiramente o fluido folicular era

depositado em um mini filtro para o6citos com tela de nylon (100 micras). Com auxilio de uma
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seringa de 20 ml acoplada a uma agulha hipodérmica 40x12 mm, jorrava-se solucdo DMPBS
aquecida contra a tela do filtro, para que as células retidas durante a filtragem fossem
depositadas em uma placa Petri plastica (90x15 mm), onde os 00citos eram rastreados com

auxilio de um microscopio estereoscépio binocular e pipeta (FIGURA 10).

Figura 10 — Realizacdo de rastreamento e classificacdo de odcitos durante treinamento da
equipe de aspiragéo.

Fonte: Do aljtor 7(2).

Posteriormente, os CCOs eram lavados trés vezes em meio de lavagem e classificados
morfologicamente. A avaliacdo é baseada nas caracteristicas citoplasmaticas e no nimero de
camadas de células do cumulus que circundam o odcito. Os critérios de classificacdo adotados
pelos auxiliares de aspiracdo da CPEX séo descritos na Tabela 2 e exemplificados pela Figura
11. Foram encontradas classificagdes distintas na literatura, no entanto, os parametros avaliados
sdo 0s mesmos (SENEDA et al., 2001; VIANA et al., 2004).
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Quadro 2 — Critérios de classificacdo de odcitos adotados pela equipe da CPEX Embrides.

Classificasdo

Grau I Cumulus compacto, com > 3 camadas
celulares e citoplasma homogéneo.

Grau II Cumulus compacto, quantidade inferior
de camadas celulares em relacéio ao grau I
(= 3) e citoplasma homogéneo.

Grau IIT Cumulus compacto, quantidade inferior
de camadas celulares em relacio ao grau
II (< 3) e citoplasma homogéneo.

Citoplasma irregular Citoplasma heterogéneo, com presenca de
granulagoes.
Desnudo Auséncia de células do cumulus em torno
da zona pelucida.
Atrésico Células do cumulus expandidas e

citoplasma regular ou irregular.

Degenerado Células do cumulus presentes ou nao e
citoplasma vacuolizado.

Fonte: Do autor (2021).

Figura 11 — Classificacdo de odcitos.

Legenda: A —grau |; B —grau II; C—grau Ill; D — citoplasa irreqular; E - desnudo; — atrésico; G —
degenerado.
Fonte: CPEX Embrides (2021).
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Com excecdo dos CCOs atrésicos e degenerados, os demais eram submetidos a
maturacdo in vitro (MIV) em criotubos preenchidos com 400 pl de meio MIV subposto de 250
ul de éleo mineral. Depois gque 0s odcitos eram transferidos para o meio, era realizado controle
de atmosfera gasosa através da passagem de gas mistura padrdo primaria (5% de CO,, 5% de
Oz e 90% de N por 20 segundos. Em seguida, os tubos eram vedados por uma rolha
previamente esterilizada, acondicionados em transportadora de o0citos aquecida a 38,5°C e
remetidos ao laboratoério, onde os processos subsequentes eram realizados.

Ao final do procedimento de selecdo dos odcitos de cada doadora, o auxiliar de
aspiracdo registrava as informacfes em uma ficha de OPU. Nesse relatdrio, eram registradas
informacdes relacionadas a identificacdo do proprietario e dos animais, raca, categoria, status
reprodutivo, ECC, avaliagdo da qualidade dos odcitos, assim como a quantidade de oocitos
viaveis (grau I, Il e 11l) e totais (viaveis somados aos classificados como citoplasma irregular e
desnudo) e o horério do inicio da MIV (FIGURA 12).

Figura 12 — Ficha de aspiracgéo folicular.
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Fonte: Do autor (2021).

De acordo com o protocolo de producéo utilizado, o tempo de MIV é de 22 a 24 horas

e ao final desse periodo, os odcitos precisavam estar nas dependéncias do laboratério para
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realizacdo da fertilizacdo in vitro (FIV). Dessa forma, por vezes era necessario o auxilio por
parte da estagiaria na logistica de envio do material, visto que em algumas situagdes a equipe
permanecia na propriedade ou se deslocava para outras localidades.

No que tange a realizacdo da selecdo de odcitos, € imprescindivel que o auxiliar de
aspiracdo detenha conhecimentos acerca da estrutura oocitaria, para que seja capaz de
identificar e diferenciar as células viaveis daquelas com conformacdo comprometida, e
habilidade para o correto manuseio dos equipamentos, como 0 microscopio e as pipetas. Além
disso, é importante que haja sincronia entre aspirador e auxiliar no ritmo de trabalho, para que
0 processo seja realizado de maneira eficiente.

Apesar de julgada como subjetiva, visto que varia conforme a pratica do selecionador,
a avaliacdo morfologica é um método pouco deletério, que preserva 0s 00citos viaveis para o
emprego na PIVE. A qualidade dos CCOs ¢ fundamental, uma vez que influencia no recomego
da divisdo celular, no bloqueio a poliespermia, clivagem, desenvolvimento e implantacao
embrionaria, entre outros processos imprescindiveis para que a técnica seja bem sucedida e

resulte no nascimento de animais saudaveis (GRAZIA, 2019).

3.3 Sincronizacdo da ovulacdo de receptoras

A manipulacdo farmacoldgica do ciclo estral tem por objetivo a sincronizacdo da
ovulacdo, 0 que permite a execucdo de biotecnicas reprodutivas como a inseminacao artificial
e a transferéncia de embrides em tempo fixo (IATF e TETF, respectivamente), realizadas em
um momento previamente estipulado, excluindo a necessidade de observagcdo do estro
(D’AVILA etal., 2019).

As sincronizagcdes acompanhadas durante o periodo de estagio foram realizadas durante
o desenvolvimento do projeto Vigor Genética, que consiste em um programa de transferéncia
de embrides por valores mais acessiveis para os proprietarios, visando o melhoramento genético
dos rebanhos leiteiros que fornecem matéria prima para o laticinio.

Durante a realizacdo dos trabalhos, a estagiaria acompanhava o Médico Veterinario nas
viagens e auxiliava na organizagdo do material necessario, na montagem dos implantes no
aplicador, na aplicacdo dos horménios, no registro de dados, assim como na realizacdo do
exame ginecoldgico por meio da palpacdo retal e ultrassonografia.

Ao todo, foram sincronizadas 278 fémeas, distribuidas por 21 propriedades localizadas
nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Essas fazendas eram agrupadas por regionais, de

acordo com a localizacdo do laticinio em que o leite era beneficiado. O nimero de receptoras
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sincronizadas por regional é exposto no Grafico 4. Ja no Gréfico 5, as fémeas sdo agrupadas de
acordo com a categoria animal e no Gréfico 6, divididas por grupo genético.

Grafico 4 — Numero absoluto e relativo de receptoras que foram sincronizadas para TETF de
acordo com a regional.

Niumero de receptoras sincronizadas por regional

5 60; 22%

51205 43%

“98; 35%

= Bom Jesus do Itabapoana - RT = Vale do Paraiba - SP ® Nhandeara - SP
Fonte: Do autor (2021).

Gréafico 5 — Numero absoluto e relativo de receptoras que foram sincronizadas para TETF de
acordo com a categoria animal.

Numero de receptoras sincronizadas por categoria

16;2%

H59;21%

B 213;77%

H Vaca em lactacdo ®Novilha = Vaca seca

Fonte: Do autor (2021).



31

Gréafico 6 — Namero absoluto e relativo de receptoras que foram sincronizadas para TETF
durante o periodo de estagio de acordo com o grupo genético.

Grupo genético das receptoras sincronizadas
"3;1%

B 111; 40%

5 164; 59%

W Bos taurus x Bos indicus ™ Bos taurus ™ Bos indicus

Fonte: Do autor (2021).

Durante a realizacdo dos manejos, foram encontradas diferencas significativas entre as
propriedades de acordo com a localizagdo. As fazendas do Rio de Janeiro eram menos
tecnificadas e na grande maioria, 0s animais eramcruzados (Bos taurus x Bos indicus) e criados
a pasto. Ja no Estado de Sdo Paulo, havia uma predominancia de animais com maior grau de
sangue taurino, mantidos em sistemas de confinamento, como Free Stall e Compost Barn.
Acredita-se que o contraste observado seja devido as condi¢des climaticas tipicas de cada
regido, assim como pelo fato do territorio paulista ter uma pecuéria leiteira bem estabelecida e
de destaque dentro do cenério nacional (FIGURA 13).

Dentro do projeto Vigor Genética, eram ofertados embries Girolando em diferentes
graus de sangue. Como 0s animais de origem europeia sdo sabidamente mais propensos ao
estresse por calor e as propriedades da regional de Bom Jesus do Itabapoana - RJ estavam
localizadas emuma regido de temperaturas mais elevadas, 0s proprietarios optavam por adquirir
embriBes 1/2 sangue Holandés-Gir, visto que as condi¢cdes ambientais ndo sdo favoraveis para
que animais com grau de sangue mais apurado possam manifestar seu potencial genético. Em

contrapartida, no Estado de S&o Paulo, a preferéncia era por embrides 3/4 ou 7/8 Girolando.
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Figura 13 — Fazendas nos Estados do Rio de Janeiro (A) e Séo Paulo (B), onde foramrealizados
0s protocolos de sincronizacao da ovulacao.

=
Fonte: Do autor (2021).

Previamente ao inicio da administracdo dos horménios, era realizado exame
ginecologico por palpacdo retal e avaliacdo ultrassonografica, a fim de avaliar a atividade
ovariana e a condi¢do uterina, sendo que 201 receptoras (72%) estavam ciclicas ao inicio do
protocolo. Animais em anestro, com distirbios no Utero e/ou conformagdo anatdmica
comprometida que impossibilitasse a inovulacio, eram excluidos do protocolo. E primordial
que as receptoras apresentem boas condigdes sanitarias, reprodutivas e nutricionais, 0 que
minimiza intercorréncias que comprometem os resultados obtidos na TETF, como morte
embrionaria, abortos e distocias (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

Também era feita uma avaliacdo da condi¢do nutricional por meio da determinagdo do
escore de condicdo corporal (ECC 1 = caquético e 5 = obeso), sendo o ideal préximo a 3 (=
intermediario ou mediano) (MACHADO et al., 2008). Entre as receptoras protocoladas, o ECC
variou entre 2,0 e 4,0. O déficit nutricional provoca um decréscimo na liberagdo de GnRH e
por consequéncia, a liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias também é prejudica,
comprometendo o desenvolvimento folicular (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).
Independente do protocolo empregado, um bom ECC é fundamental para que a resposta ao
tratamento hormonal seja satisfatoria (FERREIRA, 2010).

Posteriormente, os animais considerados aptos eram submetidos ao protocolo de

sincronizagdo para TETF. No inicio (DO0), era realizada a aplicagéo intramuscular (IM) de 2 mg
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de Benzoato de Estradiol (BE) e insercédo de dispositivo intravaginal de Progesterona (P4). Oito
dias ap6s (D8), os funcionarios das propriedades realizavam a retirada do implante de P4 e a
administracdo IM de 0,5 mg de Cloprostenol Sédico (Prostaglandina sintética analoga a
PGF2a), 1 mg de Cipionato de Estradiol (CE) e 300 Ul de Gonadotrofina Coridnica Equina
(eCG). O estro sincronizado era estimado para o dia 10 (D10) e a TETF era realizada apds sete
dias (D17) (FIGURAS 14 e 15).

Figura 14 — Protocolo de sincronizacdo da ovulacédo utilizado.

Prostaglandina
+
eCG
Benzoato +
de Estradiol Cipionato de Estradiol TETF

| Dispositive intravaginal de P4 |

\ 4 \ 4 \ 4
|
|

DO D8 D17

Fonte: Do autor (2021).

Figura 15 — Manejo de sincronizagéo (DO0) realizado em propriedades na regido de Bom Jesus
de Itabapoana, Rio de Janeiro.
] e

Legenda: A — equipe de trabalho; B — hormonios utilizados; C — animais sincronizados.
Fonte: Do autor (2021).

Os protocolos de sincronizacdo do crescimento folicular e da ovulagdo se apoiam em
trés principios: sincronizacao do crescimento folicular, controle das concentracfes plasmaticas
de P4 e por ultimo, ao final do tratamento, sincronizacdo da ovulacdo (SALES et al., 2012).

A associacdo entre E2 e P4 no inicio da sincronizacdo inibe a liberacdo de FSH e LH,
resultando na atresia dos foliculos em crescimento, que sdo dependentes de gonadotrofinas.
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Posteriormente, h4 um aumento nas concentracbes de FSH devido a metabolizacdo do E2,
provocando a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, 0 que ocorre em
aproximadamente trés dias (MADUREIRA et al., 2020).

O dispositivo intravaginal utilizado diferia conforme categoria e/ou raga das receptoras.
Vacas Bos taurus em lactacdo de alta producéo, recebiam implante monodose contendo 1 g de
P4. Ja em novilhas, fémeas zebus ou azebuadas, era utilizado implante monodose 0,5 g de P4
ou multiuso previamente utilizado. Devido a metabolizagdo mais lenta dos Bos indicus, os
niveis plasmaticos de P4 tendem a ser mais elevados durante a permanéncia do implante,
acarretando na reducdo exacerbada do pulso de LH, o que pode afetar o desenvolvimento
folicular e posteriormente, a ovulagdo (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

O tempo de permanéncia do implante de P4 relatado varia entre cinco e nove dias, no
entanto, hd poucas evidéncias que justifiquem o periodo ideal (MADUREIRA et al., 2020).
Alteracdes nesse periodo entre seis e nove dias testadas por diversos autores e descritas por
Baruselli e colaboradores (2017), se mostraram equivalentes e ndo resultaram em diferencas
significativas na concepcao pos IATF.

Proximo ao término do tratamento hormonal, é esperado que haja um foliculo em
estagio de dominancia, sendo necessario minimizar as concentracdes de P4, tanto de origem
enddgena (proveniente do corpo liteo — CL), como exdgena (proveniente do implante de P4),
para que o crescimento final do foliculo e a ovulagdo ocorram (MADUREIRA et al., 2020;
PRATA et al., 2020). Dessa forma, simultaneamente a retirada do dispositivo de P4, é feita a
administragio de PGF2q, visando a lutedlise, e de um indutor da ovulagdo (BO et al., 2016).

O efeito luteolitico da PGF2a depende da presenca de receptores, que sdo encontrados
em quantidade inferior no CL jovem, sendo o tratamento pouco efetivo nos primeiros cinco
dias po6s ovulacdo. Comercialmente, existem duas prostaglandinas sintéticas semelhantes a
PGF20, o Dinoprost Trometamina e Cloprostenol Sédico, sendo o Ultimo mais potente e de
maior meia vida (D’AVILA etal., 2019).

Objetivando a indugdo da ovulacdo, além do CE empregado no protocolo, diferentes
farmacos podem ser utilizados. Como exemplo, os anélogos de GnRH, outros Esteres de
Estradiol (p. ex. Benzoato), LH e Gonadotrofina Corionica Humana (hCG). No entanto, o
tempo entre a administracdo e a ovulagdo difere de acordo com o hormonio utilizado e dessa
forma, o momento da aplicacdo deve ser ajustado (ALVES et al., 2021; D’ AVILA et al., 2019).

A ovulacdo induzida a base de E2 e GnRH sdo os métodos mais utilizados. Em
concentracdes reduzidas de P4, o mecanismo de acdo dos Esteres de Estradiol consiste em
estimular a maior liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo, que por sua vez, estimula a hipéfise a
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liberar um pico de LH pré-ovulatério, resultando na indugdo da ovulagdo. Ja com o uso de
GnRH, o estimulo ¢ diretamente na hipofise (D’AVILA et al., 2019; MADUREIRA et al.,
2020).

Tanto o BE quanto o CE se mostraram eficazes na indugdo da ovulagdo, entretanto, a
farmacocinética difere entre os farmacos. O CE apresenta uma meia vida mais longa e menor
biodisponibilidade em comparacdo ao BE e consequentemente, o pico de LH induzido pelo BE
é mais rapido, cerca de trinta horas antes (50,5 vs 19,6 horas, respectivamente) (SALES et al.,
2012).

Ainda concomitante a remocdo do dispositivo de P4, a Gonadotrofina Coriénica Equina
(eCG) pode ser empregada para induzir um maior crescimento e ovulacdo do foliculo
dominante. O mecanismo de acdo da eCG consiste na estimulacdo de receptores gonadotroficos
(FSH e LH). Alem disso, estudos alegam um incremento na producdo de P4 pelo CL apds a
administracdo do farmaco, o que esta positivamente associado ao desenvolvimento do embrido
e a manutencdo da prenhez, resultando em maiores taxas de concep¢do (BARUSELLI;
GIMENES; SALES, 2007).

Além de resultar em um foliculo dominante de maior tamanho e em um CL de maior
didmetro no diestro subsequente, acredita-se que a maior producao de P4 ocorra também devido
ao efeito direto da eCG sob as células luteais, uma vez que constatou-se que vacas tratadas
expressavam maior quantidade de proteina (StAR) e enzimas (P450scc ¢ 33-HSD), que estdo
relacionadas a sintese de hormdnios esteroides (BARUSELLI et al., 2012).

Diante do exposto, evidencia-se a importancia do emprego da eCG em protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo em receptoras de embriGes, como uma estratégia utilizada
objetivando uma maior taxa de ovulagdo e consequentemente, maior taxa de aproveitamento,
assim como maiores concentragdes sericas de P4 e taxas de concepgdo (BARUSELLI et al.,
2008).

Como o D8 ndo era realizado pela equipe da CPEX, apesar das orientacdes feitas aos
proprietarios e funcionarios, houve relatos de situacdes onde a administracdo dos horménios
foi realizada de maneira errada, o que prejudicou a resposta ao tratamento hormonal. Outras
intercorréncias, como 0 acesso de touros ao lote de receptoras sincronizadas préximo ao dia
estimado do estro também foram comunicadas e nesses casos, devido a possibilidade da
ocorréncia de prenhez por monta natural, a transferéncia ndo era realizada.

Apesar das ocorréncias citadas, de modo geral, as taxas de aproveitamento (receptoras
tratadas/inovuladas) alcancadas eram satisfatorias, em torno de 80%, o que é semelhante aos
resultados obtidos por meio de protocolos de sincronizagcdo baseados na associagao entre E2 e
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P4 (BO et al., 2002). Cabe ressaltar que a eficiéncia reprodutiva das receptoras é fundamental
para que o emprego da biotecnologia seja economicamente vidvel, visto que tanto a aquisicdo

como a manutencdo desses animais é dispendiosa (REIS, 2004).

3.4 Transferéncia de embrides

A biotecnologia de transferéncia de embrides (TE) consiste em transferir um embrido
proveniente de uma doadora, produzido in vivo ou in vitro, para uma fémea bovina denominada
receptora, que levara a gestacao a termo (PESSOA,; PEREIRA; MELO, 2014). A utilizacdo de
protocolos gque visam a sincronizacdo da ovulacdo, permite que a TE seja realizada em tempo
fixo (TETF), dispensando a observagéo do estro (BARUSELLI et al., 2010).

Para o programa de TETF, foram sincronizadas 415 fémeas e destas, 326 responderam
ao tratamento hormonal, resultando em uma taxa de aproveitamento de 78,5%. Entre as
receptoras submetidas a transferéncia, 28% eram novilhas precoces cruzadas (1/2 Nelore x 1/2

Angus) e 72% multiparas em lactacdo da raca Nelore (FIGURA 16).

Figura 16 — Fémeas Nelore e cruzadas (1/2 Nelore x 1/2 Angus) utilizadas como receptoras
durante programa de TETF, em propriedade localizada no municipio de
Bataguassu, Mato Grosso do Sul.

Fonte: Do autor (2021).

Todas as transferéncias foram realizadas em uma Gnica propriedade, localizada em

Bataguassu, Mato Grosso do Sul, durante trés dias de trabalho. Os embrides foram inovulados
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no sétimo dia de desenvolvimento, a fresco ou criopreservados pelo processo de vitrificagéo,
como mostra o Grafico 7.

Grafico 7 — Numero absoluto e relativo de embrides a fresco e desvitrificados inovulados
durante o periodo de estagio em programa de TETF.

Embrioes transferidos

= 61;20%

H 240; 80%

® Desvitrificado ™ Fresco

Fonte: Do autor (2021).

O protocolo de sincronizagdo da ovulacdo foi previamente realizado, como descrito
anteriormente, pela propria equipe da fazenda. A resposta ao tratamento era avaliada no
momento da transferéncia, por meio da palpacéo retal e/ou ultrassonografia, sendo inovuladas
somente as receptoras que apresentavam CL em algum dos ovarios.

Também era realizada uma classificacdo subjetiva do CL, de acordo com a
proeminéncia no ovario (detectada durante a palpagédo) e tamanho (visto pelo ultrassom), sendo
que: CL1 — pequena proeminéncia/tamanho; CL2 — proeminéncia/tamanho intermediario e CL3
— grande proeminéncia/tamanho. No entanto, a classificacdo ndo interferia na realizacdo ou ndo
da transferéncia.

Estudos com novilhas (Bos taurus x Bos indicus), concluiram que as receptoras que
ficaram gestantes ap0os a TE, apresentaram um didmetro maior do CL e maiores concentracdes
plasmaticas de P4 seis dias ap0s o estro, caracterizando uma correlagao positiva entre as duas
variaveis citadas e taxa de concepcdo (BARUSELLI et al., 2003). Resultados semelhantes
foram obtidos por Alkan e colaboradores (2020), que também demonstraram correlacao

positiva entre o tamanho do CL e o diagndstico de prenhez positivo aos 30 dias.
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Em contrapartida, hd descricdo de outros estudos onde ndo foi observado incremento na
concepcao e na concentracdo sérica de P4 com o aumento do didmetro do CL (BARUSELLI et
al., 2003). Assim como em experimento realizado por Nogueira M. et al. (2004), onde
receptoras com concentracdes mais elevadas de P4 e maior didmetro de CL apresentaram taxa
de prenhez inferior.

A producdo adequada de P4 ¢é fundamental, visto que induz a secrecdo das glandulas
endometriais, atua no desenvolvimento do concepto, assim como no reconhecimento e
prosseguimento da gestacdo (MARTINS et al., 2014). Acredita-se que a concentracao
plasmatica de P4 influencie diretamente no reconhecimento materno da gestacdo, uma vez que
maiores concentracgdes estdo relacionadas a uma maior secrecdo de interferon-tau (IFN- 1) pelo
embrido, o que bloqueia a sintese de PGF2a pelo endométrio e, consequentemente, evita a
lutedlise (BINELLI et al., 2001).

Além da presenca do CL, € imprescindivel que haja sincronia entre a idade do embrido
e 0 ambiente uterino da receptora. Como 0s embrides eram transferidos no sétimo dia de
desenvolvimento, o ideal é que as fémeas tenham manifestado cio 7 dias antes da inovulagéo.
Andrade et al. (2012) constataram efeito dessa sincronia na taxa de concep¢do, uma vez que
receptoras que deram cio no dia da FIV (sincronia = 0) apresentaram aumento significativo no
nimero de gestacdes quando comparado as que manifestaram cio um dia antes ou depois da
FIV (sincronia = +1 e -1, respectivamente).

Precedente a TETF, o reaquecimento dos embrides vitrificados e o envase dos
blastocistos eram realizados pela técnica do laboratorio, de acordo com os protocolos
estabelecidos e acompanhados pela estagiaria. O envase era realizado em palhetas de 0,25 ml,
que posteriormente eram vedadas por um lacrador numerado e acondicionadas em
transportadoras de embrides aquecidas a 36°C.

Previamente ao envase, era realizada uma avalia¢do quanto ao grau de desenvolvimento
e qualidade dos embrifes, sendo envasados os classificados como blastocisto inicial (BI),
blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) e blastocisto eclodindo (BN) com grau de
qualidade 1, no caso dos embrides desvitrificados. Além dos citados, estruturas a fresco de
qualidade 2 ou fase de morula (MO) e blastocisto eclodido (BE) também eram envasadas.
Preferencialmente, eram selecionados os BX, visto que observagfes de campo indicam uma
maior taxa de concepcéo.

A avaliacdo permite inferir se o estagio de desenvolvimento é condizente com a idade
do embrido (FIGURA 17), o que esta relacionado com a viabilidade e qualidade do mesmo. A
Sociedade Internacional de Embrides (IETS) propde uma classificacdo expressa em dois
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nimeros, baseada no grau de desenvolvimento e qualidade (TABELA 3), sendo que 0s
classificados em qualidade 1 e 2, estdo relacionados a maiores taxas de prenhez (PHILIPPS;
JAHNKE, 2016).

Figura 17 — Desenvolvimento embrionario normal em bovinos.

2. 4-cell

3. Early morulo
(day 5-6)

5. Early blastocyst 6. Blast t
(dgvﬂ X (daays'lgc .

. 8.Hatched blastocyst

T-Expaned blastocyst (doy9) 9. Expanding
(day 8-9) hatched blastocyst
(day 9-10)

Fonte: Stringfellow; Seidel (1998).
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Quadro 3 — Classificacdo dos embrides proposta pela IETS por cddigo de dois digitos, de acordo
com o estagio de desenvolvimento e qualidade embrionéria.

Codigo Estagio de Codigo | Grau de qualidade
desenvolvimento

1
2
3
4
5
6
7

o oo

Nao fertilizado
2 — 12 células
Morula inicial
Morula
Blastocisto inicial
Blastocisto

Blastocisto
expandido

Blastocisto eclodido

Blastocisto eclodido
expandido

1
2
3
4

Excelente ou bom
Razoavel
Ruim
Morto ou degenerado

Fonte: adaptado de Stringfellow; Seidel (1998).

As informacdes quanto ao numero do lacrador, identificacdo da doadora e do touro e

grau de desenvolvimento do embrido eram registradas em uma ficha de transferéncia. O

formulario também tinha um campo para posterior anotacdo do nimero de identificagdo da

receptora e era entregue ao Médico Veterindrio responsavel por realizar as inovulagdes,

juntamente com a transportadora contendo 0s embrides.

No momento da transferéncia, retirava-se o lacre e a palheta era encaixada em uma

bainha estéril revestida por uma camisinha sanitaria para TE e acoplada a um inovulador. A

técnica utilizada era a inovulagdo transcervical, na qual o inovulador é inserido via vaginal e

guiado por palpacéo retal, de modo a adentrar a cérvix e atingir o corno uterino ipsilateral ao

ovario com a presenca do CL, onde a deposi¢cdo do embrido era realizada 0 mais cranialmente

possivel (FIGURA 18).
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Figura 18 — TETF realizada em propriedade localizada no municipio de Bataguassu,
Mato Grosso do Sul.

A estagiaria auxiliava o transferidor na organizagéo e higienizacdo dos equipamentos,
na montagem do inovulador, na realizacdo de anota¢cdes dos dados necessarios e na avaliacao
das receptoras para verificar a resposta ao protocolo de sincronizagdo, momento em que era
possivel praticar e aperfei¢oar os conhecimentos praticos relacionados a palpacéo retal e exame
ultrassonografico.

Em relacdo a técnica utilizada para a transferéncia, o recomendado é que a deposicao
do embrido seja feita no corno ipsilateral ao ovario onde ocorreu a ovulagdo, uma vez que ha
descricdo indicando uma maior taxa de prenhez emtransferéncias realizadas no corno ipsilateral
em relacdo ao contralateral (LOONEY et al., 2006).

Acredita-se que ha uma maior vascularizacdo do corno uterino adjacente ao CL em
comparacdo ao corno do lado oposto. Estudos demonstraram uma diferenca significativa nas
concentragcOes de P4 entre os vasos dos cornos ipsilateral, contralateral e a veia jugular, onde a
concentracdo foi maior no primeiro, apoiando a hipotese de que ocorre uma maior distribuicdo
de P4 no corno adjacente ao CL (PIERONI, 2009).
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Em relagéo a profundidade, foi observada taxa de prenhez superior quando os embrides
foram depositados na regido cranial do corno uterino adjacente ao CL quando comparado ao
terco médio (ALKAN et al., 2020). No entanto, Pieroni (2009) ndo observou diferencas
morfoldgicas significativas entre as trés porcbes (cranial, média e caudal) do corno uterino
ipsilateral que justifiguem a inovulacdo em um ponto especifico, alegando que a TE realizada

em qualquer porc¢do do corno em questdo ndo afeta a concepcao.

3.5 Diagnéstico de gestacdo

O exame gestacional por via retal era realizado 23 dias apés a TE (D30), pelo Médico
Veterinario e auxiliado pela estagiaria, com a utilizacdo de um aparelho ultrassonografico
(DP2200 VET, Mindray), com transdutor linear multifrequencial (5,0 — 8,0 MHz).
Posteriormente, aos 53 dias apds a TE (D60), era realizado o diagnéstico confirmatorio,
estabelecendo a porcentagem de perdas gestacionais, assim como a sexagem fetal.

Durante o periodo do estdgio, 133 receptoras foram submetidas ao diagnostico de
gestacdo (DG), distribuidas por 07 propriedades, que integravam o projeto Vigor Genética,
citado anteriormente, e localizadas na regional de Nhandeara-SP. Todas as fémeas foram
inovuladas com embrides a fresco (FIGURA 19).

O exame consistia na avaliacdo uterina e ovariana, sendo o diagnostico positivo
caracterizado pela visualizacdo da vesicula embrionaria e identificacdo do batimento cardiaco,
atestando a viabilidade do concepto, associado a presenca de CL em um dos ovarios (FIGURA
20). A taxa geral de concepcdo (numero de receptoras gestantes/nimero de receptoras
transferidas) é apresentada no Gréfico 8.
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Figura 19 — Receptoras submetidas ao diagnostico de gestacdo (D30), em propriedade
localizada na regional de Nhandeara, S&o Paulo.
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5

Fonte: Do autor (2021).

Figura 20 — Imagem ultrassonografica obtida durante diagndstico de gestacdo positivo (D30),
com presenca do embrido (hiperecogénico) circundado por liquido amnidtico
(anecoico), em propriedade localizada na regido de Nhandeara, Séo Paulo.

e
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Gréafico 8 — Numero absoluto e relativo de receptoras diagnosticadas como gestantes e ndo
gestantes no diagnostico de gestacdo realizado aos 30 dias.

Diagnéstico de gestacio no D30
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= 73; 55%

u Negativo ® Positivo

Fonte: Do autor (2021).

A utilizacdo do ultrassom permite a determinacdo da prenhez em estagio precoce, sendo
possivel a identificagdo do embrido, assim como do batimento cardiaco, aproximadamente aos
20 dias de gestagdo. No entanto, exames realizados antes de 25 dias sdo menos precisos e
despendem de maior tempo e manipulacdo (NOGUEIRA et al., 2021). Desta forma, visando
maior precisdo e confiabilidade, o ideal é que o0 DG seja realizado mais préximo aos 30 dias de
gestacdo (FRICKE etal., 2016).

A sexagem fetal precoce atraves da ultrassonografia consiste na identificagdo e
localizacao do tubérculo genital (TG), entre 55 e 75 dias de gestacdo. Proximo aos 50 dias, 0
TG até entdo localizado na linha média, entre os membros pélvicos, sofre uma migracdo que se
distingue de acordo com o sexo. Nas fémeas, assume uma posicao ventral emrelagéo a base da
cauda e posteriormente, dard origem ao clitdris. Ja nos machos, é localizado caudalmente ao
cordao umbilical e se diferencia formando a glande do pénis. Ao ultrassom, 0 TG possui aspecto
bilobular e hiperecoico (FERREIRA, 2010; NOGUEIRA etal., 2021) (FIGURA 21).
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Figura 21 — Imagens ultrassonograficas de sexagem fetal precoce a partir da identificacdo e
localizacdo do tubérculo genital. A —macho; B — fémea.
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Legenda: TG — tubérculo genital; pata D/PD — pata dianteira; pata. TPT - aa traseira; corddo — cordao
umbilical.
Fonte: Nogueira et al. (2021).

As taxas de concepcao resultantes da transferéncia de embrides PIV sdo amplamente
variaveis, sendo descritos indices entre 20 e 60% aos 60 dias de gestacdo (VARAGO,;
MENDONGCA; LAGARES, 2008). As taxas proximas de 40% s&o consideradas como
aceitaveis (GRAZIA; DOS SANTOS, 2021).

Sartori etal. (2016) relataram taxas de concepcao de 35,4%, 38,2%, 45,1% e 46,5% aos
30 dias, resultantes de inovulagtes de embrides frescos das racas Jersey, Holandés, Girolando
(5/8 Holandés x 3/8 Gir) e Gir, respectivamente. Ja em transferéncias utilizando embrides de
racas de corte a fresco, 0s resultados reportados foramde 43,3% e 44,4% para Senepol e Nelore
no D30, respectivamente.

Jé as perdas gestacionais (entre 30 e 60 dias), variaram entre 4,4% e 13,3% e de 9,1% a
12,3% em gestagOes provenientes da transferéncia de embrides a fresco das ragas leiteiras e de
corte citadas, respectivamente, e sdo consideradas como aceitaveis (SARTORI et al., 2016).

Em relacdo aos embriBes criopreservados, ha relatos de taxas de concepcdo inferiores
em comparacao a utilizacdo de embrides a fresco. Em experimento de Sanches et al. (2016),
houve diferenca significativa entre os resultados obtidos no DG aos 30 dias com o uso de
embrides a fresco (51,35% £ 1,87%), quando comparado a embrides vitrificados (35,89% +
3,87%) e aos submetidos ao congelamento lento (Direct Transfer — DT) (40,19% % 4,65%).
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A criopreservacao permite certa flexibilidade e maior eficiéncia aos programas de TE,
por propiciar a inovulacdo dos embrides em momento oportuno. Dentre as técnicas utilizadas,
a vitrificagdo é a mais empregada, visto que € rapida e de menor custo. Contudo, é necessaria
méo de obra especializada para o reaquecimento e avaliacdo dos blastocistos previamente a
transferéncia (FILHO, 2018).

Em contrapartida, apesar de menos econbmica, a tecnologia de congelamento lento
dispensa a necessidade de um técnico de laboratério no momento da transferéncia, facilitando
0 emprego em larga escala, com taxas de concepcdo semelhantes as obtidas com o uso de
embrides criopreservados pelo método de vitrificacdo (SANCHES et al., 2016).

As taxas de concepcao inferiores alcangadas na utilizacdo de embrides criopreservados,
sdo justificadas por possiveis injurias celulares causadas pelo processo de criopreservacao, que
afetam o desenvolvimento embrionario. Estudos demonstraram que a secre¢do de IFN-t, fator
imprescindivel para o reconhecimento materno da gestacdo, € inferior em embrides
criopreservados em comparagdo aos que ndo foram submetidos ao processo de congelamento,
0 que pode acarretar em perda gestacional precoce, devido a secrecao em quantidades reduzidas
(ARAUJO et al., 2005).

Cabe ressaltar que os resultados reprodutivos obtidos pelo emprego da TE sdo sujeitos
a variacoes e dependentes de diversos fatores, dentre eles, a qualidade dos embrides, tamanho
do CL e concentracdo plasmatica de P4, a sincronia entre idade do embri&o e o ambiente uterino
da receptora, assim como as condi¢des nutricionais, sanitarias e reprodutivas dessas fémeas
(FILHO, 2018).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Em uma visdo mundial, o Brasil assume uma posi¢do de destaque, ndo s6 na producao
e transferéncia de embrides, mas também em pesquisas cientificas relacionadas a reproducéo
animal, o que contribui para o desenvolvimento e implementacdo crescente das biotécnicas
reprodutivas.

A realizacdo do estagio supervisionado possibilitou a vivéncia pratica dos processos
relacionados a producdo in vitro de embriGes. Além do desenvolvimento profissional, foi
possivel estreitar relacdes pessoais, conhecer diferentes realidades inerentes a pecuaria
nacional, assim como expandir a rede de contatos e trocar informagdes e conhecimentos
relevantes dentro da area.

A elaboracdo deste relatério possibilitou a ampliacdo dos conhecimentos tedricos,
associando-os aos aprendizados praticos, assim como o desenvolvimento da pesquisa e escrita
cientifica, o que foi fundamental para o maior aperfeicoamento no que tange a reproducdo de

bovinos e a consolidacdo da formagdo académica.
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