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RESUMO

A bovinocultura é um dos setores da pecuaria que mais movimenta a economia do pais,
fazendo parte direta ou indiretamente na vida das pessoas. A reproducdo bovina é um
dos grandes contribuintes para o desenvolvimento desse setor, com a aplicacdo das
biotecnologias reprodutivas como Transferéncia de Embrides em Tempo Fixo (TETF) e
Producdo in vitro de Embrides (PIVE), tendo cada vez mais pesquisas nesse ramo,
procurando melhorias na producdo animal. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi
apresentar um relatério de estagio realizado na empresa ABS Pecplan, descrevendo as
atividades realizadas na area de reproducdo animal, com énfase em TETF e PIVE.
Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar os procedimentos realizados
pelos meédicos veterinarios a campo, como, avaliacdo e sincronizacdo das receptoras,
transferéncia de embrides, diagnostico gestacional e sexagem fetal. E no laboratorio,
procedimentos como, Fertilizagdo In Vitro, Cultivo In Vitro, avaliagdo do
desenvolvimento embrionario, envase a fresco e criopreservacdo de embrides. Desse
modo, o estagio foi essencial para meu crescimento, proporcionando um enorme
conhecimento nessa area e também como reagir em ambientes profissionais e situacoes
sobre pressao, sendo imprescindivel na minha formagé@o em zootecnia.

Palavras-chave: Reproducdo bovina. Producédo In Vitro de embrides. Transferéncia de
embrides.
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1 INTRODUCAO

A producdo animal é de extrema importancia para o sustento da sociedade brasileira e
0 desenvolvimento da mesma, visto que esta em destaque na economia do pais. De acordo
com a FAO (Organizacéo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) a demanda por
alimento cresce absurdamente ao longo dos anos. A importancia da pecuéria na economia
mundial é de extrema relevancia, juntamente com a nutri¢do, sanidade e reproducdo animal
que ddo base para manter a cadeia produtiva (SILVA et al., 2014). Levando em consideracao
a importancia da producdo, pesquisadores tem cada vez mais procurado aprimorar as
biotecnologias reprodutivas em busca do aumento dos indices de fertilidade,
consequentemente da produtividade.

Dentre as biotecnologias reprodutivas mais utilizadas atualmente, estdo em destaque a
Producdo In Vitro de Embrides (PIVE) e a Transferéncia de Embrides (TE).

No ano de 1949 foi notificado a primeira TE em bovinos, porém, sem sucesso com 0
nascimento do bezerro. O primeiro produto oriundo de Transferéncia de Embrido se deu no
ano de 1951. Ap0s 0 sucesso da técnica se viu a grande importancia para a evolucdo genética
dos rebanhos mundiais (SEIDEL JUNIOR; SEIDEL, 2005).

Uma das principais vantagens da técnica da TE, é propiciar uma evolucdo no sistema
de producéo em um tempo mais curto em relacdo a outras biotecnologias como a Inseminagéo
Artificial em Tempo Fixo (IATF). A TE possibilita a geracdo de um nimero elevado de
descendentes de um mesmo acasalamento, otimizando recursos e aumentando lucros perante
uma cadeia produtiva (BARUSELLLI et al., 2006). Esta técnica proporciona implementacédo de
biotécnicas analogas, como por exemplo, producéo de clones e animais transgénicos. Para sua
realizacdo € necessaria a sincronizacdo de cio e sua rotina € facilitada pela tecnologia de
criopreservacdo que possibilita o comércio internacional de embrides de diferentes racas
(JAINUDEEN et al., 2004; BO &MAPLETOFT, 2018).

Atualmente a producdo in vitro de embrides constitui uma evolucdo na area de
reproducdo animal. Trazendo a possibilidade de obtencdo de odcitos através da aspiracao
folicular (OPU) guiada por ultrassom, viabilizando o intenso aproveitamento do material
genético de fémeas superiores, além de propiciar fémeas de alto valor genético oriundas de
animais com problemas reprodutivos, novilhas pré-puberes, vacas gestantes e senis
(BARUSELLI et al., 2006).
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Diante deste cenario, o trabalho objetivou, descrever e detalhar as atividades
realizadas na éarea de reproducéo bovina com énfase em fertilizacdo in vitro e transferéncia de

embriBes, durante o estagio supervisionado na empresa ABS Pecplan.

2 DESCRICAO DO LOCAL E PERIODO DO ESTAGIO

A central onde foi realizado o estagio esta localizada no municipio Delta-MG, rodovia
BR-050 KM 196.

ABS Global, faz parte do grupo GENUS e é uma empresa considerada lider mundial
em genética bovina, fundada nos Estados Unidos em 1941. Atualmente, a empresa coleta e
comercializa aproximadamente 17 milhdes de doses de sémen por ano ao redor do mundo e
produz cerca de 450.231 embriGes por ano no Brasil. Trabalha fornecendo genética destinada
a melhoria nas producdes de leite e carne de forma mais sustentavel. Além das centrais no
Brasil, a empresa conta com filiais na Europa, América Latina, América do Norte e india, e
fornece genética para clientes de leite e carne na América do norte, América Latina, Asia e
Europa.

Em 2018 se juntou ao laboratério especializado em fertilizagdo in vitro bovina, a In
Vitro Brasil (IVB), lider mundial na producdo in vitro, onde foi realizado parte do estagio.

Também foi realizado o estagio a campo, acompanhando 0s veterinarios responsaveis
pelos procedimentos de Transferéncia de Embrido em Tempo Fixo (TETF); Diagndstico de
Gestacdo (DG) e Sexagem Fetal nas propriedades clientes da empresa.

O estéagio supervisionado foi realizado no periodo de 08 de dezembro de 2021 a 11 de
maio de 2022 sendo parte no campo e parte no laboratorio. Sob supervisdo de Pedro
Figueiredo Quelhas que atua como supervisor de campo e Samantha Bielert do Nascimento

que atua como supervisora de laboratério na empresa.

2.1 Instalacgdes

O laboratério de PIVE é dividido em setores de acordo com as atividades realizadas,
com divisdo de areas limpas e areas sujas, contendo uma sala para recepc¢do, sala para epi’s
(Equipamentos de Protecdo Individual), estoque de materiais, estoque de sémen e embribes
congelados, sala das incubadoras juntamente com os fluxos onde séo feitos os procedimentos,

sala de DT (Direct Transfer) e sala de campo.
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2.2 Aspiragéo Folicular

A coleta dos od6citos € realizada pelos médicos veterinarios da empresa responsaveis
por essa etapa. O procedimento é feito com o auxilio de um ultrassom e um transdutor
acoplado a guia de aspiracdo. O odcito € aspirado com uma agulha prépria que perfura o

foliculo, para a coleta deste é acionado um sistema a vacuo com pressdo negativa.

Depois de aspirados, 0s odcitos passam pelo processo de selegdo, realizado por um
selecionador. A classificacdo se d& de acordo com as camadas de células do cUimulus e
regularidade do citoplasma, sendo Grau I, I1, I11 e desnudos.

Figura 1— Manejo de aspiragéo folicular

Fonte: Victor Guimardes (2022).

2.2.1 Selecdo das receptoras

Esta € uma etapa de extrema importancia para se obter bons resultados e é feita de
forma criteriosa pelos médicos veterinarios responsaveis pela Transferéncia de Embrides. As
receptoras devem ser vacas saudaveis e dentro dos padrdes minimos de qualidade. Alguns
critérios sdo necessarios para atender essa selecdo, como, animais em puberdade, vacinacéo
em dia, exame de brucelose e tuberculose precisam testar negativos, ndo se deve deixar as
receptoras com touro no minimo 30 dias antes do inicio do protocolo, fazer o controle de
ectoparasitas antes do inicio do protocolo, deve-se fornecer sal mineral especifico para

reproducdo, pos-parto de no minimo 30 dias, evitar animais que ja passaram pelos processos
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de IATF, monta natural e continuam vazias e animais que foram ressincronizados por 4 vezes

ou mais devem ser descartados do programa de TETF.

Figura 2 - Avaliacdo do escore de condicdo corporal das receptoras

ECG 02 ECC 03 ECC 04
SUPLEMEMTAR COM SUPLEMENTAR COM SUPLEMENTAR COM

Pasto + Yolumoso Pasto Fasto
Ragio proteica e energética Sal Mineral Reproducin Sal rineral reprodugio (90% Fasforo)
Sal mineral reprodugdo (90% Fdsforo) (90% Fdsforo) ou Sal
ou Sal Proteinado (sem uréia) Proteinado (sem uréiz)

Fonte: ABS Pecplan

2.2.2 Método de avaliacdo das receptoras

A avaliacdo deve ser feita atraveés da palpacdo retal e utilizacdo do aparelho de
ultrassom, para verificar se o Utero estd totalmente involuido, presenca de algum tipo de
infeccdo, como metrite, endometrite e outras; espessura e tdnus uterino, presenca de corpo
luteo e foliculo dominante e se hd problemas na cérvix que dificulte a passagem do

inovulador.

2.2.3 Protocolos de sincronizacdo das receptoras

As vacas que foram avaliadas e consideradas aptas a entrarem no protocolo recebem
no Dia 0 (D0O) um implante intravaginal de liberacdo lenta de progesterona (P4) e 2 mL de
benzoato de estradiol. No dia 8 (D8) o implante de P4 é retirado e administrado via
intramuscular 2 mL de prostaglandina (PGF2a), 0,5 mL de cipionato de estradiol (ECP) e 1,5
mL de gonadotrofina coriénica equina (eCG). A transferéncia é realizada no dia 17 (D17) do

protocolo.
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Figura 3 - Etapas de trabalho e recomendacdes do protocolo de sincronizagéo

1

LANTE

IBR+ - LEP TE
In 3|

L

Fonte: ABS Pecplan

2.2.4 Sele¢do e maturacao dos o0citos

Apobs a Aspiracdo Folicular, realizada por uma equipe da ABS ou por terceiros, 0s
oocitos que foram aspirados, selecionados e classificados sdo colocados em tubos de
maturacdo, com meio de maturacdo e 6leo mineral preparados previamente no laboratério, e
posteriormente transportados até a central através de uma transportadora de odcitos com
temperatura controlada que fica em torno de 38,5°C, sdo deixados no laboratério e mantidos
em uma incubadora a 38,7°C, com 90% de N2, 5%02 e 5% CO2 e umidade saturada, por

24h. O processo de selecdo dos oocitos é considerado o dia -1 (D -1).

O processo de classificagdo dos odcitos a campo consideram 0s parametros de
quantidade de células da granulosa (Complexo Células Cumulus-COQ’S) ao redor do odcito e
o aspecto do citoplasma, sendo o melhor odcito aquele que possui mais de 3 camadas de
células ao seu redor e 0 ooplasma mais homogéneo e escuro. Com essas informacdes 0s
oocitos podem ser classificados em graus I, Il, 111 e desnudos, sendo | com maior nimero de

células do cumulus e desnudos sem nenhuma célula.
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Figura 4 - Incubadoras com temperatura controlada e gases estabilizantes

Fonte: Do Autor (2022).

2.2.5 Fecundacdo in vitro dos odcitos (FIV)

A FIV é realizada em placas de 35mm que podem ter até 5 gotas com meio
FIV imersas em 6leo mineral e adicionado antibi6tico, heparina e PHE (penicilamina,
hipotaurina e epinefrina). Cada gota deve conter no maximo 35 odcitos que passam por um
processo de lavagem, para ser fecundado. Depois da lavagem e separacdo dos odcitos nas

gotas, sdo adicionados os espermatozoides e realizada a fecundacéo.

Antes de ser realizada a fecundacéo, sdo descongeladas as doses de sémen dos touros
que foram escolhidos para o acasalamento. O sémen fica armazenado em palhetas, mantidos

em botijoes com nitrogénio na sala de estoque.



17

O descongelamento é feito em um descongelador proprio e depois 0 sémen é
preparado utilizando o método de Percoll, sendo transferido para eppendorfs, adicionado uma
solucgéo de percoll e submetido ao protocolo de centrifugacéo, formando-se um sobrenadante
que contém componentes do liquido seminal, sujidades e espermatozoides mortos, esse
sobrenadante € removido com o auxilio de uma pipeta e 0s espermatozoides viaveis que
ficaram no fundo, sdo transferidos para outro eppendorf. E feita a avaliagdo dos
espermatozoides nesse momento, antes de ser adicionado nas gotas contendo o04citos,
observando sua motilidade e vigor e se estiver dentro dos padrfes ideais 0 procedimento
continua.

As placas contendo os odcitos fecundados sdo armazenadas em incubadoras durante
18 a 22h nas mesmas condi¢Oes atmosféricas da maturacéo. O processo da FIV € considerado
dia zero (DO).

Figura 5 - Centrifuga para sémen

Fonte: Do Autor (2022).

2.2.6 Cultivo in vitro (CIV)

Apos o periodo de incubacdo com sucessivos eventos de mitoses das células, ha a
diferenciacdo celular, essas estruturas sdo lavadas, através de 3 gotas, sendo a primeira com
meio de lavagem, a segunda com meio de lavagem + meio de cultivo e a terceira gota apenas
com meio de cultivo. Depois da lavagem, faz-se a avaliacdo e contabilizacdo dos possiveis

zigotos. O processo de cultivo in vitro é considerado dia 1 (D1).
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2.2.7 Clivagem

Os embribes permanecem na incubadora e s6 sdo retirados no dia 4 (D4) para avaliar e
contabilizar as estruturas que passaram pelo processo de clivagem, que sofreram divisoes
mitéticas durante o periodo de incubacdo. Aquelas estruturas que nao desenvolveram e ndo
possuem mais que duas células sdo retiradas das gotas e ap6s a contagem € adicionado o meio
C5.

2.2.8 Avaliacao do desenvolvimento embrionario (previsao)
No sexto dia (D6) é realizada a previsdo, que consiste na contagem dos embrides
viaveis para envasar no proximo dia. Eles sdo transferidos para os tubos de previsdo que

contém H-SOF e 6leo mineral.

Figura 6 - Etapas do processo de FIV

Fonte: Osvaldo Bernal (2022)

2.2.9 Envase

O envase é feito no dia 7 (D7) e corresponde a passagem dos embriGes que estdo nos
tubos, para palhetas proprias de congelamento ou transferéncia (TE). Nessa etapa espera-se
que a maioria das estruturas se encontrem no estdgio de blastocisto, podendo ser Bi
(blastocisto inicial), Bl (blastocisto), Bx (blastocisto expandido), Bn (blastocisto eclodindo)
ou Be (blastocisto eclodido). Os embrides podem ser envasados a fresco (para TE no mesmo
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dia) ou podem ser criopreservados por vitrificacdo (congelamento rapido) ou direct transfer

(congelamento lento).

Figura 7 - Classificacdo dos estagios embrionarios

Blastocisto inicial (Bi) Blastocisto (BL) Blastocisto Expandido (Bx) Blastocisto Eclodido (Be)
Tamanho muito maior do
embrido

= Tamanho intermedidrio do =
Tamanho menor do embrigo Tamanho maior do embriao

embrido
Blastocele < 50% do embriao Blastocele > 50% do embrido Blastocele grande Blastocele grande
Massa celular interna bem Massa celular interna bem
definida definida

Fonte: NIDUS 2020

Figura 8 - Classificacdo embrionaria

TRANSICAO DE BI | PARA
BLI

Fonte: Osvaldo Bernal (2022)

No envase a fresco, os embrides sdo colocados em palhetas que sdo fechadas com
lacradores especificos, numerados de acordo com o acasalamento, logo em seguida,

guardados em transportadoras de embribes com temperatura controlada (36 a 37°C) para

serem levados ao campo.
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No congelamento lento, Direct Transfer (DT) € utilizado um gradiente de temperatura
em que os embrides sdo expostos, o procedimento é realizado com uma maquina programavel
que proporciona temperaturas cada vez mais baixas (-0,5°C/min) e automaticamente a curva

de resfriamento ideal.

Ja na vitrificagdo os embrifes sdo adicionados em solucéo crioprotetora (etilenoglicol
e DMSO) divididos na placa de 4 pocos, sendo o primeiro com 400ul de meio de manutencao,
50 pl de etilenoglicol e 50 pl de DMSO, no segundo pogo sdo colocados 300ul de meio de
manutencéo, 100ul de etilenoglicol e 100l de DMSO e nos pogos 3 e 4 apenas 400ul de
meio de manutencdo. Os embrides séo transferidos para o pogo 1 onde ficam por 1 minuto e
depois séo depositados e uma gota do meio do poco 2 e logo em seguida sdo colocados em

OPS (open pulled straw) que s@o imersas em nitrogénio liquido quase imediatamente.

Apos serem congelados em ambos os métodos, as palhetas ou OPS’s contendo

embribes sdo colocadas em raques identificadas e armazenadas em botijdes de nitrogénio.

Figura 9 - Procedimento de vitrificacdo de embrides

Fonte: Do Autor (2022)

2.2.10 Desvitrificacéo
No dia da TE, os embrides que foram vitrificados passam pelo processo de
desvitrificagdo para serem transportados e transferidos nas receptoras. Este processo consiste

no descongelamento das OPS’s de acordo com as preferéncias do proprietario. A OPS ¢é
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retirada do botijdo e colocada em contato com meio que foi aquecido anteriormente e
adicionados a placa de 4 pocos, contendo meios capazes de rehidratar os embrifes, no poco 1
800ul de meio manutencdo e 400ul de S1M, os embrides sé@o depositados nesse pogo e em
seguida transferidos para o poco 2, que contém 400ul de meio manutencdo e 200ul de S1IM
onde ficam por 5 minutos, apds esse tempo eles séo trocados para 0 poco 3, com 400ul de
meio manutencdo e 100ul de S1IM onde ficam por mais 5 minutos, posteriormente sio
retirados e adicionados a uma gota de 50ul de H-SOF para serem envasados nas palhetas de

transferéncia de embrides.

2.3 Manejo das doadoras

A empresa realiza algumas recomendacgdes em relacdo ao manejo das vacas que serdo
doadoras, elas devem estar em boa condigédo corporal, deve-se fornecer a dieta adequada para
que elas mantenham o peso. Ha também a recomendacéo da administracdo de Fosfosal, ADE
ou Kit Adaptador, 15 dias antes da aspiracdo e continuar a aplicacdo quinzenalmente durante

0 periodo de coleta de odcitos.

2.3.1 Transferéncia de embrides

No dia da transferéncia dos embrides (D17), as receptoras passam novamente por
avaliacdo, mas dessa vez é para verificar se hd presenca de corpo luteo, confirmando se o
animal respondeu ao protocolo hormonal. A avaliacdo é feita pelo médico veterinario através
da palpacdo retal com auxilio do aparelho de ultrassom. Se houver a confirmacdo da
ovulacdo, o CL é classificado de acordo com o tamanho e observado em qual ovario esta

(esquerdo ou direito).

Apos a avaliacdo e anotacdo das informacdes na ficha de TE, o embrido escolhido é
retirado da transportadora e inserido em uma bainha para TE que esta envolta com camisinha
sanitaria, o inovulador ¢ montado e entregue ao veterinario que insere no canal vaginal da
vaca, guiando através do reto, até a cérvix, onde se rompe a camisinha depois de passar o
primeiro anel da cérvix. A transferéncia deve ser feita no corno ipsilateral onde foi

identificado o CL no ovario.
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Figura 10 - Mesa montada para transferéncia de embries

Fonte: Pamella Alves Correia (2022).

2.3.2 Diagndstico de gestacéo e sexagem fetal

Apos 23 dias que foi realizada a TETF, ou seja, quando o embrido estd com 30 dias de
desenvolvimento, é feito o diagnostico gestacional pelo médico veterinario da empresa, com 0
auxilio do aparelho de ultrassom. As vacas que ndo emprenharem podem retornar ao
protocolo de acordo com a avaliacao do veterinario. Entre 60 a 75 dias de desenvolvimento do

feto, é realizada a sexagem fetal.

2.4 Volumes de producao
De acordo com os dados coletados e disponibilizados pela empresa, a producdo de
embrides nos meses de Janeiro e Fevereiro de 2012 a 2022 cresceram exponencialmente,

levando em consideracdo todos os grupos da ABS Pecplan.
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Figura 11 - Total de embribes produzidos ABS Pecplan Global

ABS PECPLAN - TOTAL GRUPO (JAN-FEV) - EVOLUGAO

EVOLUGAO - EMBRIOES PRODUZIDOS - ABS PECPLAN - TOTAL GRUPO
ANO CALENDARIO ( JANEIRO - FEVEREIRO )

s o

140.000

120.000
100.000
80.000 s
60.000 i
40.000 ]
20.000 r
~

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
PLANILHA DO TOTAL DE EMBRIOES PRODUZIDOS INCLUINDO AS PERDAS

70.397
90.748
82.038
94.738

38.439

\

Fonte: ABS Pecplan (2022).

Em relacdo a ABS Brasil ndo foi diferente, desde 2012 a producdo vem aumentando
nos meses de Janeiro e Fevereiro, como mostra a figura 12.

Figura 12 - Total de embri6es produzidos ABS Pecplan Brasil
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Fonte: ABS Pecplan (2022).

Na figura 13, é possivel observar que de 2012 a 2014 os embribes produzidos eram
destinados apenas a TE e vitrificacdo, apds o uso da técnica de direct transfer (2015), o
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ndmero de embrides produzidos teve um aumento notavel e com o passar dos anos a técnica
quase alcangou 0s mesmos numeros de transferidos e vitrificados.

Figura 13 - Total de embriGes transferidos, vitrificados e direct transfer na ABS Pecplan
Brasil
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Fonte: ABS Pecplan (2022).

2.5 Procedimentos acompanhados durante o estagio

Durante o periodo de estagio foi realizado o armazenamento de dados das atividades
acompanhadas em varios estados, que estdo dispostos nos graficos a seguir.

Gréafico 1 - Total de atividades acompanhadas a campo

DG+DO SEXAGEM FETAL

Fonte: Do autor (2022).
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E possivel afirmar pelo grafico a seguir que as atividades acompanhadas foram mais
frequentes no estado de Minas Gerais e Mato Grosso.

Gréfico 2 — Atividades realizadas em relagdo ao estado

Fonte: Do autor (2022).

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Historico da Producéo in vitro de Embrides

A producdo in vitro de embribes € uma biotécnica que permite a juncdo entre
espermatozoide e odcito levando a formacdo de um novo individuo fora do trato reprodutivo
da fémea. Para ser realizada sdo necessarios 0s processos de coleta dos oocitos, maturacdo in
vitro, fecundacdo in vitro e o cultivo in vitro de zigotos e embrides externamente ao Utero
animal (GONCALVES ET AL., 2008).

Com interesse em desenvolvimento de organismos superiores e aspectos reprodutivos,
pesquisadores iniciaram o0s estudos com a finalidade de determinar metodologias e
procedimentos que permitissem a manipulacdo dos embrifes. A primeira célula futura de um
embrido foi observada entre 1877 e 1879, onde foi visualizada a primeira fecundacdo de um
oocito de estrela do mar. Ao contrério dos mamiferos, os invertebrados marinhos realizam a
fecundacdo externamente ao sistema reprodutor feminino, devido a isso, eles passaram a ser
objetos de estudos das primeiras pesquisas (ANDREOTI, 2007; SANTOS, 2010).

Em mamiferos, apenas em 1929 ouve o primeiro relado de cultivo de embrides de

coelhos, e em 1959 obteve-se o primeiro nascimento de coelho gerado a partir da FIV
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(STEPTOE E EDWARDS, 1978). Em 1978, na Inglaterra obteve-se um marco na histéria da
PIV no mundo com o nascimento do primeiro bebé humano, a partir de um odcito fecundado
in vitro, Louise Brown, chamado, bebé de proveta (GARCIA et al., 2004).

J& em relacdo aos animais de producgdo, somente na década de 80 surgiram os relatos
sobre MIV e FIV de odcitos bovinos e em 1982, nos Estados Unidos nasceu o primeiro
bezerro (BRACKETT et al., 1982).

Em 1990, deu inicio a PIV no Brasil, ap6s a aprovacdo de um projeto de inovacao
tecnoldgica da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP). Os
primeiros nascimentos a partir da PIV de embrides bovinos no Brasil foram obtidos em 1994
(ALVES et al., 2003). Nessa época o pais consolidou a producéo e transferéncia de embrides
bovinos, a atividade contava inclusive com uma sociedade cientifica especifica (SBTE,
Sociedade Brasileira de Transferéncia de Embrides) que foi criada em 1985 (RUBIN, 2005).
Entretanto, o Brasil ainda era uma referéncia apenas regional na atividade, correspondendo
por 68,3% do total mundial de transferéncia de embrides produzidos in vitro (THIBIER,
1998).

Ja em 2007 o Brasil se tornou 0 maior produtor de embrides in vitro, com 48,0% do
total mundial, sendo o maior responsavel pelo crescimento de 10,5 vezes desse segmento,
observado desde 1997 (VIANA, et al. 2012).

Atualmente a PIV tem sido utilizada em grande escala comercialmente e por diversos
laboratérios no pais para pesquisa e multiplicacdo genética na producdo animal, gracas a

evolucao nos processos de cultivos desde os primeiros estudos (RUMPF, 2007).

3.2 Reproducéo bovina

Alguns mecanismos enddcrinos sdo responsaveis pela reproducdo bovina e
consequentemente pelo desenvolvimento folicular da fémea, tendo como exemplo a principal
atuacdo os horménios GnRH (Horménio Liberador de Gonadotrofinas), FSH (Horménio
Foliculo Estimulante), LH (Hormdnio Luteinizante), estradiol (E2) e progesterona (P4) que

atuam na evolucdo e maturacdo dos foliculos (SANTOS, 2017).

O GnRH atua no hipotalamo, uma estrutura localizada na base do cérebro, que age
diretamente na adeno-hipéfise produzindo hormdnios chamados de gonadotrofinas (LH e
FSH). O FSH é responsavel pelo desenvolvimento e maturacdo folicular e o LH pela

dominéncia folicular e ovulacdo. O estradiol € produzido pelo ovério e esta relacionado a
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manifestacdo de cio, ja a progesterona, produzida pelo corpo luteo (CL) é responsavel pela
manutencdo da gestacdo (CUNNINGHAM, 2001).

3.2.1 Ciclo estral na fémea bovina

As fémeas bovinas apresentam ciclos reprodutivos ao longo de todo ano, com
intervalos por volta de 21 dias, ou seja, sdo animais poliéstricos continuos (BENITES;
BARUSELLI, 2011). Quando ocorre gestacdo ou alguma doenga reprodutiva ou metabdlica
esses ciclos podem ser interrompidos. A puberdade de uma vaca varia entre 12 e 14 meses de
idade, isso vai depender das caracteristicas presentes na raga, caracteristicas individuais da
vaca e também é influenciada pela nutricdo que ela recebe (BALL; PETERS, 2004; UNAM,
2007).

O ciclo estral é composto por quatro estagios e divididos em duas fases, 0s estagios
s8o: proestro, estro, metaestro e diestro (MIES FILHO, 1987), e as fases luteal e folicular (a
primeira, fase folicular, corresponde aos estagios do proestro e estro e esta sobre o efeito do
horménio estrogeno) e a fase luteal (compreende a fase do metaestro e diestro e esta sobre
efeito da progesterona) (BALL; PETERS, 2006). A fisiologia do ciclo estral é bastante
complexa e envolve sistema nervoso central (hipotalamo e hipdfise) e os Orgaos genitais
(utero e ovérios) (REICHENBAC et al., 2002).

O proestro € o primeiro estagio, onde ocorre o inicio da regresséo do CL,
consequentemente queda da progesterona, aumentando assim 0s niveis de estrogeno nesse
periodo. Apds essa transicdo ocorre a ovulacio (SOARES; JUNQUEIRA, 2019). E possivel
que a ovulacdo ocorra sem essa troca significativa dos niveis de P4 e E2, isso pode ocorrer em
animais pré-puberes e fémeas que estdo no pds-parto (MORAES et al., 2002; JAINUDEEN et
al., 2004).

O estro € o estagio em que os niveis de estrégeno sérico estdo altos e é nessa fase que
0 animal apresentara receptividade sexual e manifestacdo do cio. A duracdo é em média de 12
a 18 horas, podendo variar de acordo com a raca e outros fatores. Vacas zebuinas tem o
periodo de cio mais curto que animais europeus. Os sinais apresentados pela vaca nesse
estadgio sdo: maior agitacdo e locomoc¢do, mugidos frequentes, vulva edemaciada, mucosa
vestibular e vagina hiperemica, corrimento vaginal de cor transparente. Porém esses sinais
também podem estar presentes na fase de proestro, com isso, para melhor identificacdo do cio,
a aceitacdo de monta é o mais confidvel. (BALL; PETERS, 2006; DIRKSEN; GRUNDER;
STOBER, 2013; THOMPSON, 2006).
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O metaestro é o estagio onde ocorre a ovulacdo, em média 12 horas apds o final do
estro, ele tem uma duragéo por volta de dois a trés dias. A partir disso, a fémea ndo vai mais
aceitar a monta e pode ser observado em alguns animais secre¢cdo de muco com presenca de
sangue. Apos a ovulacdo, as células do foliculo ovariano vao se reorganizar e multiplicar,
formando o corpo luteo, que possui a funcdo de produzir progesterona (DIRKSEN;
GRUNDER; STOBER, 2013; GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005).

Em seguida vem o diestro, o estagio com maior duracdo, por volta de 15 dias. E nesse
periodo que ocorre alta secrecdo de progesterona pelo corpo liteo. O animal apresenta a
mucosa vestibular e vaginal na cor rosa palido e ndo muito Umida, e a cérvix fica fechada por
meio de um tampdo mucoso. No final desse periodo, se ndo tiver a presenca de gestacdo, €
estimulada a sintese de prostaglandina (PGF2a) no endométrio do Gtero, que realiza a
lutedlise do corpo lateo, com isso ha queda nos niveis séricos de P4, cessando o feedback
negativo sob o eixo hipotaldmico-hipofisario, iniciando um novo ciclo estral. Poréem, se o
animal ficou gestante, a lutedlise é bloqueada, mantendo o corpo liteo e 0s niveis de
progesterona para manterem a gestacdo (BALL; PETERS, 2006).

O anestro é definido por uma inatividade sexual, ou seja, quando o ciclo estral ndo esta
acontecendo adequadamente, portanto a fémea ndo apresentard nenhum comportamento de
estro, devido a problemas no desenvolvimento de foliculos ovarianos. O motivo desse quadro
de anestro é devido a deficiéncia de gonadotrofinas, e as causas sdo, a transferéncia de uma
estacao reprodutiva para outra, freemartinismo, ovarios cisticos, deficiéncias nutricionais e em
alguns animais pela lactacdo. Também, pode haver casos de permanéncia do corpo luteo,
quando tem a presenca de feto mumificado e piometra (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004).

3.2.2 Controle enddcrino do ciclo estral

A secrecdo do GnRH se da de duas formas, em dois centros diferentes do hipotalamo,
sendo que um secreta de forma continua e o outro em grandes quantidades de uma vez,
consequentemente a onda pré-ovulatoria € controlada através da estimulacdo de liberacdo de
FSH e LH pela hipo6fise anterior, esses hormdnios caem na corrente sanguinea e chegam aos

ovarios onde atuam na maturacédo dos foliculos (BURATINI, 2007).

Apos a maturacdo, ha a producao de estradiol pelos foliculos que através da corrente
sanguinea gera um feedback negativo no hipotalamo no centro de secrecéo continua de GnRH

e um feedback positivo no centro pré-ovulatério e na hipofise (FORTUNE et al, 2004).
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Os sinais de cio sdo demonstrados pela fémea quando a quantidade de estrogeno
atinge um certo nivel. Nesta fase, os foliculos comecam a producdo de inibina, que tem
funcdo de fazer feedback negativo sobre a liberacdo de FSH na hipéfise, isso impede um novo
crescimento folicular (STABENFELDT; EDQVIST, 1996).

Com isso, o foliculo dominante sofre diferenciacdo, apresenta receptores e passa a ser
dependende de LH, enquanto que os foliculos subordinados regridem devido a baixa
concentragdo de FSH (BURATINI, 2007).

A ovulacdo ocorre devido a um pico de LH, ou seja, quando o centro hipotalamico
pré-ovulatério libera uma grande quantidade de GnRH, que estimula a liberagdo do horménio
luteinizante. Posteriormente as células residuais do foliculo sofrem um processo de
luteinizacdo que da inicio a formacéo do corpo luteo, este que é responsavel pela producao de
progesterona e atingira sua competéncia apds cinco dias (MORAES et al, 2001).

A progesterona em niveis elevados, realiza feedback negativo no hipotalamo,
mantendo a secrecdo de GnRH em niveis basais, consequentemente FSH e LH também se
mantém em baixas concentra¢fes (BARUSELLI, 2000).

3.3 Aspiracao folicular

A OPU é um método fisico guiado por ultra-sonografia transvaginal para realizar a
aspiracdo dos foliculos maiores ou iguais a 5 mm de didmetro. E realizada com o auxilio do
ultrassom e um transdutor acoplado a um guia de aspiracdo, através de uma agulha propria,
com 18 a 19 G, no interior dos foliculos ovarianos (AVELINO, 2002). Apos a insercdo da
agulha, um sistema de bomba a vacuo com uma pressdo negativa ideal, ajustada para cada
sistema e bombas, permite a recuperacdo dos oocitos e do liquido folicular para um tubo
coletor. Geralmente a pressdo da bomba a vacuo varia entre 60 a 100 mm de mercurio
(GALLI, 1996).

ApoOs a coleta dos odcitos através da OPU, é realizada a selecdo dos mesmos,
utilizando uma lupa estereoscopica para visualizacdo, a sele¢éo se da de acordo com o nimero

de camadas de células do cumulus e o aspecto do citoplasma do o6cito (NAGAI, 2001).

A aspiracdo folicular, em geral, ndo ocasiona danos ao sistema reprodutor da vaca,
embora em alguns casos ja tenha sido relatada a proeminéncia de tecido conjuntivo no
parénquima ovariano de algumas doadoras que estavam sendo aspiradas de 15 em 15 dias
(THOMPSON, 2000).
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A técnica de OPU permite uma maior flexibilidade em relacdo a TE, as doadoras
podem ser aspiradas a partir dos 6 meses de idade, vacas prenhes até o terceiro més de
gestacdo e entre 2 a 3 semanas apos o parto (GALLI et al., 1996). A frequéncia pode variar
em intervalos de duas semanas ou de forma aleatoria durante varias semanas ou meses
(NAGAI, 2001).

3.4 Maturagéo in vivo

Apobs serem aspirados dos foliculos ovarianos, os odcitos ainda ndo estdo aptos a
serem fecundados e precisam passar por uma série de transformacbes do ndcleo e do
citoplasma, que representa a maturagdo oocitaria (GALLI et al., 2003). In vivo a maturacao
tem inicio logo apos o pico de LH, enquanto que na OPU este processo se inicia com a
remocdo do odcito do interior do foliculo (HOSHI, 2003). A maturagdo nuclear ocorre com a
passagem da fase de dipléteno da profase | da primeira divisdo meidtica para o estadio de
metéfase Il, essa diferenciacdo dura aproximadamente entre 18 a 22 horas (THOMPSON et
al., 2000). Também ocorrem modificagdes nas células somaticas que envolvem o odcito,
responsaveis por funcdes importantes na maturacdo nuclear e citoplasmatica, como a
passagem de nutrientes e proteinas reguladoras através das juncoes tipo gap (NAGAI et al.,
2001).

A maturacdo oocitaria in vitro sé sera possivel se todos os meios utilizados durante o
processo mimetizem as condicdes encontradas durante o processo de maturagcdo in vivo
(SANGILD, 2000). A grande maioria dos laboratorios tem optado pelo método de
suplementacdo do meio de maturacdo com soro fetal bovino (SFB) e gonadotrofinas (FSH,
LH e estradiol) em condi¢cdes controladas de atmosfera gasosa e temperatura (RODRIGUES
et al., 2000). A atmosfera gasosa geralmente utilizada em sistemas de MIV é de 5% de CO; e
20% de O2 com umidade saturada. O CO- é utilizado para controlar o potencial de hidrogénio
(pH) dos meios tamponados com bicarbonato, portanto, alguns sistemas de PIVE ja utilizam
mistura de gases contendo 5% de COz, 5% de Oz e 90% de N2. Apds o tempo de incubacéo da
MIV, os odcitos completam a maturacdo com a extrusdo do primeiro corpusculo polar,

encontrando-se apto para fecundacdo (AVELINO et al., 2002).

3.5 Selecdo e classificacdo dos o06citos
A selecdo é baseada em caracteristicas do cumulus e do citoplasma do odcito, eles

podem ser classificados em grau I, Il, Il e 'V como mostra a figura 14.
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Figura 14 - Classificagdo dos 00citos

Qualidade Descricéo

Grau | Qdcitos com mais de trés camadas de células compactas do cumulus, e
citoplasma regular.

Grau Il Odbcitos com uma a trés camadas de células do cumulus, citoplasma regular ou
apresentando granulacoes finas.

Grau Il Odcitos apresentando menos de trés camadas do cumulus ou parcialmente
desnudos, citoplasma irregular.

Grau IV Desnudos (odcitos sem células do cumulus) ou em degeneracao (com cumulus

expandido e citoplasma heterogéneo apresentando granulacées severas).

Fonte: EMBRAPA (2014).

3.6 Fecundagéo In Vitro (FIV)

O processo de fertilizagdo in vitro requer o uso de espermatozoides de palhetas de
sémen congelado que geralmente € obtido pelo sistema de separacdo pelo gradiente de Percoll
apos o descongelamento (GALLI, 1996). Para ocorrer a fecundagdo, € necessario que o
espermatozoide passe pelo processo de capacitacido espermatica que in vitro, € desencadeado
por glicosaminaglicanas, como a heparina, que sdo adicionadas nos meios de fecundagdo. A
concentracdo utilizada para fertilizagdo in vitro, em geral, é de 2x10° espermatozoides/ml,
levando em consideracdo a motilidade e concentracdo da fracdo viva de espermatozoides
obtida apos a centrifugacdo em gradiente de Percoll, que é composto por particulas de silica
coloidal coberto com polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentracdes para formar
um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e 30%) para separacao espermatica
(YOUNG, 1998).

3.7 Cultivo in vitro

Apos a fertilizagcdo do odcito se inicia 0 processo de cultivo in vitro, que corresponde a
etapa de desenvolvimento do odcito fertilizado até o estadio de blastocisto (SANGILD et al.,
2000). Nesse periodo ocorrem o0s eventos como ativacdo do genoma embrionario, processo de
divisdo celular, compactacdo dos blastbmeros no estadio de moérula e inicio da diferenciacdo

embrionaria com a formacéo da blastocele (HOSHI, 2003).

Processos como clivagem, diferenciacdo do trofoblasto e embrioblasto, formacdo e
expansdo da blastocele e rompimento da zona pellucida acontecem nesse periodo pré-
implantacdo, e podem ser afetados por diferentes formas de cultivo in vitro, o ponto mais
critico se da por volta do estaddio de 8 a 16 células, quando ocorre a ativacdo do genoma
embrionario (MEMILI e FIRST, 2000).
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As condicdes de cultivo in vitro séo consideradas muito importantes para alcangar
bons indices de producgdo de embrides, sabendo disso, inlmeras pesquisas tem sido realizadas
visando avaliar o efeito que diferentes fatores possam exercer sobre o metabolismo e
capacidade de desenvolvimento desses embries, como a composi¢cdo dos meios de cultivo e
condicbes de temperatura e atmosfera gasosa, adicdo de aminoécidos, vitaminas,

macromoléculas e fatores de crescimento (NAGAI, 2001).

3.7.1 Desenvolvimento embrionario em bovinos

Nos primeiros estadios de desenvolvimento, onde ainda ndo apresenta formas
anatémicas visiveis da espécie, o organismo é denominado, embrido. Apds apresentar formato
e possivel identificacdo da espécie € denominado, feto. A formacdo desses organismos se da
apos a fecundacdo do oocito pelo espermatozoide, chamado de singamia, que ocorre na
ampola da tuba uterina em bovinos dando formagéo ao zigoto (WATSON & BARCROFT,
2001).

Apos a formacéo do zigoto, ocorre sucessivas clivagens, que sao as divisdes mitoticas
da célula, passando por 2, 4 e 8 células totipotentes que posteriormente vao dar origem aos
componentes fetais e placentarios, as células embrionarias sdo denominadas blastdmeros
(SENGER, 2003).

Nos estadios com 16 a 32 células passa a ser chamado de morula, é quando surge as
juncdes tipo GAP nas células internas fazendo com que elas permanecam fortemente unidas,
devido a sua compactacdo, se torna dificil a contagem dos blastomeros, a formacdo da
blastocele se da devido ao sodio que € bombardeado para espacos intercelulares, com isso a

agua entra por osmose e se acumula nesses locais (STANTON et al, 2003).

Apo6s o acumulo de liquido e a blastocele serem estabelecidos, é formado a por¢édo
embrionaria dos blastocistos, com a diferenciacdo as células externas passam a ser
trofoblasticas e dardo origem a porcdo embriondria da placenta. As celulas internas

constituirdo o endoderma primitivo e mais tarde o saco vitelino (SENGER, 2003).

Para que haja a implantacdo embriondria, é preciso que o blastocisto aumente o
namero de células e acumule liquido suficiente para exercer pressao sobre a zona pelicida até
ocorrer a eclosdo deste, apds este processo as células do embrido entra em contato direto com
as células uterinas, dando inicio ao processo de implantacdo embrionaria (WATSON et al.,
2004).
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3.7.2 Avaliacéo e classificagdo dos embrides

No 6° dia de cultivo é realizada a avaliacdo dos embrides, visualizando se houve
compactacdo dos blastdmeros e inicio da formacdo da blastocele, e no 7° dia € feita a selecéo
final, para designar se serd feita a transferéncia a fresco ou para o congelamento
(THOMPSON, 2000). Essa selecdo é realizada através da avaliagdo morfoldgica, visando
estruturas que se apresentam aptas ao desenvolvimento pds-implantacional e com maior
tolerancia ao congelamento s&o estruturas bem desenvolvidas morfologicamente (OLIVEIRA
et al., 2014).

Os critérios para classificagdo morfolégica dos embriGes bovinos produzidos in vivo
foram normatizados pela IETS (Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides), que
se da em codigos numericos que vao de 1 (odcito ndo fecundado) até 9 (blastocisto eclodido e
expandido). J& a classificacdo em relacdo a qualidade do embrido vai de 1 (embribes de
qualidade excelente) a 4 (embrides mortos ou degenerados) (IETS, 1998).

Vale ressaltar que a avaliacdo da qualidade embrionaria é apenas um dos parametros
para uma boa taxa de gestacdo apds a transferéncia, também deve-se levar em consideracao
diversos fatores que influenciam, como, manipulacdo das estruturas, habilidade do técnico
responsavel, grau de sincronia entre o estadio de desenvolvimento embrionario e a fase do

ciclo das receptoras.



Figura 15 - Classificagdo morfoldgica dos embrides bovinos produzidos in vivo.
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Figura 16 - Classificacdo de acordo com a qualidade dos embrides produzidos in vivo.
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Fonte: IETS (1998).

3.8 Métodos de criopreservacao

Existem dois métodos mais utilizados para criopreservacdo de embrides:
congelamento lento ou classico e vitrificacdo. O congelamento classico utiliza baixas
concentracdes de crioprotetores, porém, permite a formacdo de cristais de gelo que podem
resultar em lesdes as membranas e organelas. A queda da temperatura deve ser controlada
mantendo-se uma curva constante até atingir a temperatura de -32°C, posteriormente as
palhetas com os embrides sao mergulhadas no nitrogénio liquido (VAJTA E NAGY, 2006).

Ja no método de vitrificacdo, utiliza-se altas concentracdes de crioprotetores que
formam uma solucéo viscosa que faz com que a dgua da célula se solidifique em estado vitreo
durante o resfriamento, evitando a formacao de cristais de gelo. Contudo, a toxicidade dos
crioprotetores € tao alta que as células s6 podem ficar expostas a essa solucdo por um periodo

de tempo muito curto ou um volume minimo de solu¢do (VAJTAET AL., 1998).

Estudos compararam os dois métodos de criopreservagdo dos embrides e mostraram
que houve efeito na qualidade dos embriGes em nivel molecular, que causou alteracdo na
expressdo de alguns genes, na vitrificagdo esses efeitos foram menores do que no
congelamento cléssico (STINSHOFF ET AL., 2011).
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3.9 Transferéncia de Embrides em Tempo Fixo

A técnica de TETF tem ganhado destaque no manejo reprodutivo, pois possui
vantagens como maximizacao da reproducdo do rebanho com alto ganho genético e também
garante um grande numero de nascimento (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

De acordo com o Jornal O Embrido (2019) a partir do ano de 2000 houve um
crescimento acelerado do mercado nacional de embrifes bovinos (Figura 1). Porém o
mercado de embrifes ainda ndo est4 no seu maior potencial, considerando a importancia da

pecudaria para o pais, de acordo com os dados compilados pela SBTE (Figura 2).

Figura 17 - Producdo de embrides bovinos no Brasil no periodo 1996-2018, total e por
tecnologia adotada (in vivo ou in vitro).
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Fonte: EMBRAPA (2019).
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Figura 18 - Producéo de embriGes bovinos no Brasil em 2018, estratificada por segmento e
por tecnologia adotada (in vivo ou in vitro).
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Fonte: EMBRAPA (2019).

4 Avaliacdo e Sincronizagdo das receptoras

As vacas que serdo utilizadas como receptoras devem ser bem selecionadas pois
qualquer disturbio no trato reprodutivo pode causar aborto, reabsorcdo embrionaria e partos
distocicos, o ideal é a utilizacdo de fémeas do prdprio rebanho, elas podem ser da mesma raca
ou de racas diferentes do embrido a ser transferido, devem ter condicdes reprodutivas

adequadas, ndo apresentar disturbios de pelve e nutricionais (SCANAVEZ et al., 2013).

A sincronizagdo de cio e ovulacdo de um grupo determinado de fémeas permite a
estimacdo do momento do cio com razoavel precisdo. O uso de protocolos de sincronizacao
de ovulacdo e TETF tem colaborado para aumentar as taxas de aproveitamento dos animais
tratados (BARUSELLI et al., 2000).

O estagio de desenvolvimento do embrido deve estar sincronizado com o trato
reprodutivo da receptora, que se obtém a partir da selecdo de receptoras que estavam no cio ao
mesmo tempo que a doadora. Para ter resultados considerados 6timos, a receptora deve estar
em cio dentro de 12 horas em relacdo a doadora (HAFEZ, E.S.E; HAFEZ, 2004).

Um dos métodos mais utilizados para a sincronizacdo do estro em doadoras e
receptoras é o protocolo hormonal desenvolvido para Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
(IATF) que também sdo utilizados mais recentemente para TETF, os quais utilizam a
associacdo dos hormonios estradiol e progesterona (BO, G.A; BARUSELLI, P.S;
MAPLETOFT, R.J, 2012).



38

As receptoras que repetirem cio ap6s a primeira transferéncia podem ser aproveitadas
para as transferéncias posteriores, porém, aquelas que ndo confirmarem prenhez na terceira
tentativa devem ser descartadas ou substituidas no rebanho (GONGCALVES, P. B. D,
FIGUEIREDO, J. R.; FREITAS, V. J. F, 2008)

4.1 Inovulagdo

Os embrides aptos a serem transferidos para as receptoras devem ser o0s classificados
entre 1 e 3 segundo os parametros da IETS. O embri&o deve ser acomodado no centro de uma
palheta contendo meio de cultivo, contendo uma coluna central separada das colunas de
cultivo das extremidades por duas colunas de ar. Antes da inovulacdo, a receptora deve ser
avaliada por palpacdo retal para determinar qual ovario tera o corpo luteo. Apos a
identificacdo do CL, deve-se realizar anestesia epidural baixa para evitar movimentagdes
durante o procedimento. A receptora deve ser higienizada ao redor da vulva, anus e insercéo
da calda com &gua. Apos a higienizacéo correta, a palheta que contém o embrido é colocada
em um inovulador, revestida por uma bainha estéril e uma camisa sanitaria, a fim de evitar
contaminacdes que influenciam nos resultados de taxas de gestacdo. Em seguida, o inovulador
sera introduzido via transcervical, na entrada da cérvix se rompe a camisa sanitaria e pela
manipulacdo retal devera ser guiado até o corno uterino ipsilateral do CL ciclico onde o
embrido devera ser depositado (HAFEZ, E.S.E; HAFEZ, B, 2004).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo do estdgio supervisionado na ABS Pecplan foi muito importante e de
grande enriquecimento na minha formacdo, tanto pessoal quanto profissional. O
acompanhamento das atividades a campo e laboratoriais me proporcionou enormes

aprendizados sobre a reproducéo animal e suas biotecnologias.

Foi possivel conhecer todos os procedimentos da PIVE, realizadas em instalacdes
proprias e modernas, assim como a TETF em diferentes fazendas, com diferentes estruturas,

contendo desafios a serem resolvidos nos manejos.

O estagio me propiciou conhecimento préatico e agilidade para resolver problemas em

momentos de pressdo em diferentes ocasides.

Acompanhou-se o0s resultados de producdo da empresa que mais produz embrides no

pais, permitindo o entendimento da importancia da reproducao animal para 0 mundo.
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Por fim, o estégio e a elaboracdo deste trabalho contribuiram imensamente para minha
formacdo académica, concluindo com orgulho a graduacdo no curso de Zootecnia na

Universidade Federal de Lavras.
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