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RESUMO

Este relatorio descreve as atividades realizadas na disciplina estagio supervisionado (PRG107),
ofertada no ultimo periodo do curso de Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Lavras. O estagio foi realizado em duas empresas de biotecnologia de embrido, no periodo de
01 de junho a 09 de setembro de 2022, com uma carga horéria total de 520 (quinhentos e vinte)
horas. A primeira etapa foi realizada na PECPLAN ABS em Mogi Mirim-SP, sob a supervisio
do médico veterinario Raphael Martins Cezaro. Nesta empresa acompanhei a rotina da
producdo de embrides em laboratorio e realizamos a anélise da producdo de embrides por
categoria de animais do ano fiscal de 2021. Baseado nesse assunto foi realizada uma reviséo de
literatura. A segunda etapa do estagio supervisionado foi realizada na empresa REPRODUZA
em Oliveira-MG, sob a supervisdo do médico veterinario Fernando Frangueira de Melo, onde
acompanhei as atividades a campo e laboratoriais envolvidas nos protocolos e metodologias de

transferéncia de embrido.

Palavras-chave: Aspiracao folicular, transferéncia de embrido, FIV, bovinos, reproducéo
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INTRODUCAO

A disciplina estagio supervisionado (PRG107) é ofertada no ultimo periodo do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras, com uma carga horaria total de 520
(quinhentos e vinte) horas. Essa disciplina consiste na realizacdo do estagio obrigatdrio em area
(s) de sua maior afinidade, pelos alunos sendo sua execucdo obrigatoria para a obtencdo do
titulo de Médico Veterinario. O estagio supervisionado é a etapa da graduacdo que consolida a
formacdo do estudante, colocando em préatica todo o aprendizado obtido nos quatros anos e
meio do curso de Medicina Veterinaria. Além disso, possibilita o aperfeicoamento técnico
mediante a execucdo de atividades desempenhadas na area de escolha. Esse trabalho consiste
no relatdrio de estagio, o qual foi realizado no periodo de 01 de junho a 09 de setembro de 2022,
dividido em duas etapas, sob a orientacdo da Profa. Mary SuzanVaraschin.

A primeira etapa foi realizada na PECPLAN ABS em Mogi Mirim-SP, sob a supervisao
do médico veterinario Raphael Martins Cezaro, durante o periodo de 01 de junho a 30 de julho
de 2022, totalizando uma carga horaria de 344 horas de atividades. Nesta empresa, que € um
laboratorio especializado em produg6es de embrides, acompanhamos a rotina da producao de
embriGes em laboratdrio, que inclui desde a conferéncia do material recebido, auxilio nas
anotacOes, preparacdo dos materiais a serem utilizados, acompanhamento da fertilizagdo in
vitro (FIV), criopreservacdo dos embrides sendo por meio da vitrificacdo (VIT) ou Direct
Transfer ou OneEstep (DT).

A segunda etapa do estagio supervisionado, foi realizada na empresa LLD Pesquisa e
Desenvolvimento em Producdo Animal LTDA ME, REPRODUZA, localizada em Oliveira-
MG, sob a supervisdao do médico veterinario Fernando Franqueira de Melo, no periodo de 08
de agosto a 09 de setembro de 2022, totalizando 200 horas de atividades. Na REPRODUZA,
acompanhamos as atividades que englobam os protocolos realizados nas fémeas receptoras,
assim como a definicdo de quais sdo aptas para a atividade, a aspiracdo folicular das doadoras,
escolha do acasalamento, transferéncia do embrido, diagndstico de gestacdo e a sexagem fetal.

Diante disso, este relatorio tem como objetivo relatar as atividades executadas durante

todo o periodo de estagio supervisionado.
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CAPITULO 1

1 PECPLAN ABS IMPORTACAO E EXPORTACAO LTDA

1.1 Descricéo do local de estagio

A ABS € uma empresa multinacional com sede em De Forest, Wisconsin, nos
Estados Unidos da América, sendo considerada a lider mundial em fornecimento de genética
bovina, comercializando seus produtos em 70 paises ao redor do mundo. Sua fundagédo ocorreu
em 1941 e foi a empresa pioneira no desenvolvimento da técnica de congelamento de sémen
em palhetas, tecnologia esta, que s6 chegou ao Brasil em 1959 com a empresa Pecplan em
conjunto com grupo Bradesco. Essas empresas realizaram, em 1970, a divulgacédo da técnica de
IA associado ao treinamento de mao-de-obra. Em 1996 a ABS comprou a Pecplan, tornando-

se a Unica empresa.

No Brasil a sede da Pecplan esta situada em Delta, microrregido de Uberaba, Minas
Gerais. Porém héa representantes em todos os estados brasileiros e cinco laboratorios produzindo
embrides, os quais estdo localizados em Uberaba-MG, Mogi Mirim-SP, Xinguara-PA, Cuiaba-
MT e Sinop-MT.

O estagio supervisionado foi realizado na unidade de Mogi Mirim-SP (FIGURA 1), a
qual conta com oito técnicos, trés auxiliares de laboratorio, dois funcionarios responsaveis
exclusivamente pelo processamento do sémen e estocagem e um supervisor do laboratorio. Ha
ainda trés pesquisadoras que ficam em um laboratério separado e um coordenador de pesquisa,
duas responsaveis pelo meio, uma coordenadora de meios, um coordenador da unidade de Mogi
Mirim, uma faxineira, um funcionario responsavel por digitalizar todas as fichas, uma técnica

responsavel pela esterilizacédo e 8 pessoas no setor administrativo.
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Figura 1 Localizac&o da filial ABS Pecplan em Mogi Mirim-SP
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1.2 Instalacdes

A filial onde o estagio foi realizado é composta por uma sala de transicdo e
paramentacdo (FIGURA 2 A e B), sala de producéo in vitro de embrides e laboratorio comercial
(FIGURA 3 A e B), sala de congelamento de embrides (FIGURA 4), sala de producéo de meios
de cultivo (FIGURA 5), sala de producéo in vitro de embriGes e laboratorio de pesquisa, uma
cozinha (FIGURA 6), trés salas de reunides, sala de campo (FIGURA 7), sala de armazenagem
de sémen (FIGURA 8) e sala de esterilizagdo. Dentro do laboratério comercial tem seis fluxos
de trabalho, oito estufas. A sala de congelamento contém duas méaquinas para congelamento,

dois computadores, uma estufa e uma lupa.

Figura 2— Sala transi¢do e paramentacao da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP.

Fonte: Do autor (2022)
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Figura 3— Sala de producéo in vitro de embrides e laboratorio comercial da filial PECPLAN
ABS, Mogi Mirim-SP

A |y

Fonte: Do autor (2022).

Figura 4— Sala de congelamento de embrides da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP

Fonte: Do autor (2022).

Figura 5— Sala de produgéo de meios de cultivo da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP

Fonte: Do autor (2022).



Figura 6— Cozinha da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP

———

-

Fonte: Do autor (2022).

Figura 7— Sala de campo da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP

Fonte: Do autor (2022).

Figura 8— Sala de sémen da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP

Fonte: Do autor (2022).

17
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio foram acompanhadas as atividades do laboratério de
embrides comercial, sendo nossa funcdo o preenchimento das planilhas de producao, bem como
seus calculos, confecgdo de placas, tubos de previséo, lacradores de palheta, organizagdo do
laboratorio, conferéncia de estoque, auxilio na fertilizacao in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV)
e preenchimento das fichas de transferéncia a fresco, vitrificagao e Direct Transfer ou One Estep
(D).

2.1.1 Fertilizagdo in vitro

De segunda-feira a quinta-feira, por vezes as sextas-feiras, os técnicos recebem
fotografias das fichas de aspiracdo folicular para que possam transcrever para o caderno de FIV
o0s acasalamentos e a quantidade de gotas por vaca, sendo que cada gota alberga no maximo 30
odcitos (FIGURA 9). Além disso, calculam a quantidade de meios e desenham as placas de FIV
e CIV. O horério do inicio da rotina é determinado de acordo com as atividades que precisam
ser executadas, sendo o horéario da FIV um fator de extrema importéncia para essa definigdo. A
fertilizac&o ocorre em 22 a 24 horas depois da aspiracao folicular, tempo necessario para que o

o0cito permaneca no meio de maturacgéo.

Figura 9— Caderno de FIV da filial PECPLAN ABS, Mogi Mirim-SP.

Proprietario

Fonte: Do autor (2022).

Através da ficha recebida € possivel definir o horario de inicio da rotina e a quantidade
de placas necessarias para a producdo, onde cada placa tem capacidade para 5 gotas. Para
padronizar o processo foi definido que cada placa pode conter sémen de apenas um touro
facilitando a fertilizacdo. Quando a vaca tem a producdo acima disso, h& necessidade de divisdo
dos odcitos, sendo necessario separar mais de uma gota, de acordo com a selecdo realizada no

campo.
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A fertilizacdo in vitro é realizada diariamente. A FIV se inicia com a montagem das
placas uma hora antes, as quais sao colocadas na estufa incubadora com temperatura de 39,5 °C,
5% de CO em ar atmosférico e 95% de umidade. Na sequéncia, 0s técnicos passam 0S 00citos
para a placa de FIV enquanto os estagidrios fazem a conferéncia dos tubos de maturacéo
(FIGURA 10) para averiguar se existe alguma odcito ainda no tubo. Em caso negativo os tubos

sdo descartados.

Figura 10— Conferéncia dos tubos de maturacédo

Fonte: Do autor (2022).

No horéario determinado da FIV, os técnicos solicitam o descongelamento no setor de
sémen e iniciam a preparacdo do sémen, o qual consiste na sua lavagem com duas
centrifugagdes, sendo a primeira com Percoll, que é composto por particulas de silica coloidal
coberto com polivinilpirrolidona, e a segunda em solucdo denominada TL-Sémen.

Para centrifugacdo em Percoll esse coloide é preparado em concentracdes distintas para
que forme gradiente descontinuo de duas ou trés fases (45 e 90%), sendo denominado com
Percoll baixo e Percoll alto respectivamente, a fim de realizar a separacdo espermaética, ndo
tendo distincdo ao volume da palheta de sémen. Para isso, apds descongelar a palheta, seu
conteddo é colocado em um eppendorf de 5 mL com a solucéo de Percoll e centrifugado a 5
minutos com rotagdo de 10.000 rpm, quando o sémen € sexado, ou a 5 minutos a 9.000 rpm, no
caso de sémen convencional. Na sequéncia é retirado o sobrenadante (1.000 pl) e adicionado a
mesma quantidade de TL-Sémen, seguido com a segunda centrifugacao, a qual era de 3 minutos

a 4.000 rpm, para sémen sexado, e 3 minutos a 2.000 rpm para 0 sémen convencional.
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Concluido o processo, retira-se o volume em pl necessarios do pellet para fertilizar a
producdo, a qual era dependente do tipo de sémen e quantidades de gotas da FIV. No caso do
sémen sexado o volume é determinado apds multiplicar a quantidade de gotas por touro por 10
e somar esse resultado com 10, conforme exemplificado na sequéncia:

Touro Beemer tem 5 gotas
5x10=50
50+10= 60 pl

J& quando se trata de sémen convencional a conta realizada € outra, devido ao fato da
dose ser mais concentrada. Pensando nisso, o nimero de gotas por touro é multiplicado por 5 e
soma-se 5 no resultado final, como o exemplo a seguir:

Touro Captivating tem 2 gotas
2x5=10
10+5= 15 pl

Depois das contas realizadas, retira-se a quantidade necessaria do pellet que sera
transferido para um eppendorf de 1,6 mL vazio para a fecundacéo das gotas. Durante o processo
de FIV ndo era feita a analise da concentracéo, era observada a motilidade e classificado pelo
técnico responsavel seguindo seus proprios padrdes. Quando finalizado todo processo, as placas
sdo levadas a incubadora com temperatura de 39,5 °C, 5% de CO2 em ar atmosférico e 95% de
umidade por 18 a 22 horas. Entretanto, quando é uma producdo das racas senepol e sindi,
padronizou um tempo de cultivo de 24 horas, para facilitar o processo seguinte de

desnudamento.

2.1.2 Cultivo in vitro (CIV)

A fase de cultivo do embrido ocorre entre 18 e 22 horas ap6s a realizacdo da fertilizacao,
porém, cerca de 24 horas antes, é realizada a montagem das placas em que o embrido
permanecera pelos proximos 6 dias. A montagem ¢ realizada com 100 pL do meio de cultivo
in vitro, denominado como 12 CIV e recoberta com 6leo mineral. E segredo empresarial sobre
0s produtos que constituem o CIV, mas de acordo com o documento 175 da EMBRAPA,
produzido para minicursos em 2014, os meios de CIV devem conter Synthetic Oviductal Fluid
(SOF) suplementado com soro fetal bovino, albumina sérica bovina, aminoécidos, piruvato,

lactato e glutamina.
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Antes de transferir os presumiveis embrides para a nova placa, realiza-se o
desnudamento das estruturas em uma placa petri de 90 mm contendo 3 gotas de 100 puL do 1°
CIV, onde a primeira gota contém as estruturas recém retiradas da placa de FIV. Na sequéncia,
com o auxilio de uma pipeta de 100 pL ¢é realizada a lavagem das estruturas, pipetando-as por
10 vezes. Estas sdo passadas de gota a gota, visando remover qualquer estrutura ou sujeira que
ndo seja o possivel zigoto. Ap6s o fim do processo, 0s possiveis zigotos sdo transferidos para a
placa de 12CIV, a qual ficard na incubadora por 48 horas até a realizacdo do C3, onde é analisado
e contado as estruturas que clivaram e retirada 50 uLL do meio ¢ adicionado a mesma quantidade
do meio 2° CIV, no qual, segundo a EMBRAPA é usado o meio SOF (IMAGEM 11).

Figura 11— Estruturas clivadas

Fonte: Do autor (2022).

No sexto dia do processo, € possivel fazer a previsdo de quantos embriGes foram
produzidos. Nesse momento também é avaliado a formacdo do blastocisto e contado aqueles
que tem chance de seguirem para transferéncia (IMAGEM 12). Ap6s a contagem as estruturas
séo transferidas para um tubo contendo 400 uL de H-SOF e 300 uL de 6leo mineral para a

finalizacdo de seu desenvolvimento.
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Figura 12— Embrides em D6

Fonte: Laboratorio Apoyar (2022).

No sétimo dia € realizada a classificagdo dos embrifes quanto a sua morfologia
embrionaria, observando a expansao do blastocele (TABELA 1), selecionando os que estardo
aptos para a transferéncia ou congelamento.

Tabela 1- Classificagdo dos embrides por morfologia embrionéria

Imagem Classificagéo Caracteristicas

Bl Blastocito  inicial, inicio da
formagé&o do blastocele

BL Blastocito intermediéario, apresenta
y a mesma quantidade de massa por
volume do blastocele

blastocele é maior que tamanho da
massa embrionaria

. BX Blastdcito expandido, volume do

BN Blastécito em eclosdo, embrido se
desprende da zona pellcida

BE Blastocito eclodido, embrido fora
da zona pellcida e pronto para se

fixar no endométrio

Fonte: Do autor (2022).
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Uma vez finalizada esta etapa, os embrides podem ser destinados para a criopreservagao
(DT ou VIT) ou para a transferéncia a fresco. A transferéncia a fresco é realizada para uma
receptora no dia D8 com embrides todos embrides em estagio de blastocito podem ser utlizados,
sendo os BN e BX, os preferenciais. Os embrides BE sdo evitados por poderem ficar presos na
parede da palheta, e os Bl, quando comparados com os demais, apresentam atraso no seu
desenvolvimento. Dessa forma, os melhores resultados sdo obtidos com os embriGes BN, BX e
por vezes BL. Agueles embrifes que nao sao envazados sdo descartados.

Apoés a separagdo dos embrides, é realizado o envase em palheta com o meio de
conservacao TE, estes, podem ficar nas palhetas por até 24 horas, porém deve-se ter em mente
que estardo em desenvolvimento durante todo tempo. Na palheta, 0s constituintes sdo
distribuidos na seguinte sequéncia: na ponta inicial o meio TE, seguido de ar, depois embrido
em uma coluna grande central com o meio TE, seguido por ar e do meio TE na extremidade
final (FIGURA 15). Essa distribuicdo € feita para proteger o embrido, pois caso haja
contaminacdo nas pontas, o ar dificulta que esta atinja o embrido. Para finalizar o processo é
colocado um lacrador, enumerado de acordo com a ordem do envase, € anotado em uma ficha
a identificacdo do embrido com nome e RGD (registro genealogico definitivo) dos pais, além
de sua classificacdo, permitindo a escolha de melhor conveniéncia para o proprietario ou
médico veterinario. As palhetas sdo organizadas em uma transportadora (FIGURA 16) com
temperatura de 37°C ou em caixas de isopor com luvas aquecidas para manter a temperatura de
37°C. O preenchimento das fichas, o lacre das palhetas e guardar os embrides na transportadora
é de responsabilidade do estagiario.

Figura 13 — Modelo de envase para TE

< MEIO JARJEMBRIAO + meio TE JARf MEIO >
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 14 — Transportadora de embribes

Fonte: Do autor (2022).

A criopreservagdo de embrides é uma biotecnologia que conserva o embrido no estadio
de blastocisto, 0 que permite uma maior programacdo do produtor quanto a data de sua
transferéncia, além de poder ser guardado por anos. Outro beneficio da criopreservacédo é a
forma de transporte, uma vez que os embrides a fresco necessitam ser transportados em uma
temperatura de 37°C e transferidos no mesmo dia, j& os criopreservados ndo tem essa exigéncia
e podem ser transportados de forma semelhante ao sémen. Todos esses fatores, facilitam a
venda e melhoria genética do rebanho em uma mesma geracao, pois o transporte € mais simples
e ndo ha exigéncia de data quanto a sua producao.

A criopreservacdo dos embrides pode ser realizada pela metodologia do Direct
Trasnsfer (DT), a qual era realizado apenas por técnicos de nivel 2, ou pela vitrificacdo, a qual
é executada por técnicos de nivel 1 e 2. Por vezes os treinees realizavam a criopreservagao, mas
acompanhados dos técnicos ou do supervisor de laboratério, e apenas quando o volume de
trabalho era menor. Durante os procedimentos, é funcdo do estagiario anotar nas fichas,
adicionar nitrogénio nas maquinas ou no isopor, fazer os lacradores e montar as raques que

serdo guardadas, lacrar as palhetas, e fazer as marcacGes do seeding no DT.

2.1.3 Direct Transfer ou One Step (DT)

O Direct Transfer ou One Step é uma técnica de criopreservacdo lenta, na qual os
embriGes BX sdo selecionados no meio DT1 e o envase é feito em meio DT2. A disposi¢édo é
realizada conforme a figura 17, intercalando o meio DT2 com ar e com o embrido disposto ao
centro, envolvido com pouco meio de conservacdo. As regides preenchidas por meio que estao

préximas ao embrido recebem uma marcagdo, com o objetivo de facilitar a visualizacdo na
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proxima etapa. O embrido deve permanecer no meio DT2 por20 minutos, devido a isso 0
processo de envase se inicia e todos embrides selecionados devem ser envasados nesse periodo
de tempo.

Em cada palheta é colocada apenas um embri&o e s&o feitos lacradores individualizados,
contendo o nimero de inspecdo do MAPA (Ministério da Agricultura e Pecuaria), o nimero do
embrido, o acasalamento e grau de sangue quando se trata da raca girolanda. O estagiario realiza
a confeccédo dos adesivos dos lacradores (FIGURA 18) e o preenchimento da ficha que contém
a quantidade de embrido e quantas raques foram necessarias para guardar as palhetas dos
embrides congelados.

Figura 15 — Modelo de palheta de DT

< woT2 | AR[mbT AR[EMBRIAO+MDTAR[VDT2[ AR MDT2 >

Fonte: Do autor (2022).

Figura 16 — Impressdo dos adesivos do DT

Os embrides envasados eram entdo submetidos a curva de resfriamento, inicialmente o

Fonte: Do autor (2022).

nitrogénio é colocado na maquina de congelamento, e, apos a temperatura estabilizar para -7°C,
seguia-se com a colocacdo das palhetas. Dois minutos apos, inicia-se 0 seeding, que consiste
no inicio do congelamento, realizado com o auxilio de uma haste flexivel banhada em
nitrogénio, colocada em contato com as marcacdes prévias nas paletas. Na sequéncia, inicia-se
a curva gradual de resfriamento controlado, que, dependendo da maquina, baixa a temperatura
de 0,3 a 0,5° a cada minuto, até alcancar a temperatura final de -37°C, ap6s € colocado as
palhetas em contato direto com o nitrogénio e armazenados nas raques e encaminhados para o
estoque. Para que ndo ocorra significativa formacéo de cristais de gelo no interior das células o
resfriamento deve ser controlado para que ocorra a desidratacdo gradual e completa da matriz

intracelular.
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2.1.4 Vitrificacéo (VIT)

A vitrificacdo é o congelamento rapido, que promove a desidratagdo do embrido seguido da
diminuicdo drastica da temperatura, evitando desta forma, a formacao de cristais de gelo no
interior das células. Esta ¢ realizada pela técnica “open pulled straw" (OPS), que consiste em
uma permanéncia de 30 segundos do embrido com crioprotetores, que na sequéncia é colocado
em contato direto com nitrogénio, sendo que essa mudanca busca de temperatura evita injurias
nas células pelo frio, danos toxicos e osméticos.

Para realizacdo da técnica é necessario uma caixa de isopor contendo nitrogénio para
realizacdo do congelamento rapido, sendo utilizada uma palheta cortada em forma de bisel.
Para isso, embrides selecionados em BX eram lavados com meio de SOF enriquecido por SFB,
e depois colocados em um meio com 7,5% de etilenoglicol (EG) e 7,5% de DMSO por 3
minutos. Apos esse tempo, os embrides sdo transferidos para uma outra gota com o meio de
16,5% de EG e 16,5% de DMSO por 30 segundos, envasados em até 5 embrides em uma OPS,
antes do término dos 30 segundos. A OPS contendo os embrifes sdo levados em contato com

0 nitrogénio disposto na caixa de isopor.

3 Andlise das categorias por embrides produzidos no ano fiscal Pecplan ABS

O ano fiscal esta relacionado com as contas das empresas, as quais realizam a avaliacao
financeira e producéo geral.

Na sequéncia faremos uma breve revisao de literatura sobre os fatores que influenciam
a qualidade dos odcitos e consequentemente a producdo de embrides, seguido da analise dos
dados da producéo de embrides por categorias do ano fiscal de 2021 da Pecplan ABS, referente
ao periodo de 01 junho 2021 a 31 maio de 2022.

3.1 Producéo de embrido por categoria de animais

3.1.1 Revisao de literatura

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma técnica que possibilita maiores ganhos

genéticos quando comparado a outras técnicas como inseminacdo artificial (1A), inseminacéo
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artificial em tempo fixo (IATF), superovulacdo e monta natural, uma vez que na PIV a producéo
de bezerro por ano é maior (RUMPF, 2007). Além disso, as fémeas podem gerar prole por toda
vida, desde a idade infantil até a idade senil (DAYAN et al., 2000), desde que apresentem
reserva folicular. Outro beneficio da técnica é o maior ganho genético devido a diminuicao do
intervalo de tempo entre geracGes, pois permite a utilizacdo de odcitos de bezerras (TANEJA
et al., 2000).

Os odcitos para a PIV sdo adquiridos mediante aspiracao folicular dos ovarios de fémeas
doadoras realizados pela técnica de coleta transvaginal guiada por ultrassom, do inglés Ovum
pick-up (OPU) ou aspiracdo folicular. Porém antes da realizacdo da OPU, a extracao dos 006citos
era realizada através de laparotomia ventral mediante realizacdo da superovulacdo ou pela

coleta post mortem mediante puncéo folicular (WANI et al, 2000).

A técnica OPU se consolidou devido aos beneficios que apresenta, sendo menos
invasiva que as demais, possibilita a aspiragdo de fémeas com 6 meses de idade, com até 3
meses de gestacdo e a partir de 3 semanas no pos-parto (VIANA; BOLS, 2005). Outra vantagem
€ a ndo exigéncia da utilizacdo de hormonios e a possibilidade de refazer todo processo em até
15 dias, alem deste método se mostrar mais eficiente e lucrativo quando comparado com o
método da superovulacdo (VARAGO, 2008)

Apesar da possibilidade de realizar a OPU em todas as categorias, algumas variaveis
podem influenciar na qualidade dos o0citos e consequentemente na producdo de embries,
como araca das doadoras (GIMENES et al., 2015), a dieta utilizada (BARUSELL et al., 2016),
0 estresse térmico, o estado fisiolégico como a lactacdo (FERREIRA et al., 2016) e a idade do
animal (GIORGIO, 1997).

Quando se compara as racas Bos taurus e Bos indicus, observa-se que as fémeas Bos
indicus apresenta trés ondas foliculares e Bos tauros duas ondas foliculares (BARUSELI et al.,
2007). Batista et al. (2014) afirmam que a raca Bos indicus apresenta mais 00citos viaveis para
a CIV devido a maior quantidade de foliculos antrais quando comparado com Bos taurus. Desta
forma, é importante ter consciéncia das diferencas fisiol6gicas raciais para realizagdo da OPU
e PIV, sendo possivel prever a probabilidade de producdo de embriGes para cada aspiracao

realizada.

A dieta fornecida para as doadoras € algo a ser observado, pois a concentragdo de

insulina esta associada a qualidade dos odcitos (BARUSELLI et al., 2016). A insulina é um
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horménio envolvido na regulacéo da concentracédo da glicose sanguinea (FOULADI-NASHTA
& CAMPBELL, 2006) e nos ovarios atua como moduladora folicular, aumentando a quantidade
de foliculos primarios e diminuindo a atresia folicular (ALMEIDA et al., 2001). Diskin et al.
(2003) comprovou que animais com restricdo alimentar apresentam menor produgdo de
hormdnios sexuais o que compromete a producao de receptores do horménio luteinizante (LH),
gue por sua vez sdo influenciados pela presenca da insulina. Batista et al. (2020) relatou que
animais com dieta rica em matéria seca apresentam maior liberacdo de insulina e em
consequéncia apresentam um aumento da taxa de crescimento folicular e da concentragdo de
LH. Porém, dieta com excesso de energia e consequentemente alta concentracdo de insulina,
principalmente para animais em final de lactacdo, os quais sdo predispostos a resisténcia a
insulina, pode levar a baixa qualidade de o6citos (BARUSELLI et al., 2016).

O estresse térmico é outro fator de influéncia na vida reprodutiva dos animais, pois
quando ndo h&a homeostasia, a fertilidade é reduzida (LIMA et al., 2013). Roth (2000) relatou
que o estresse por calor causa depressdo na dominancia folicular pois aumento cortisol e causa
diminuicdo da inibina e aumento do horménio foliculo estimulante (FSH), que em excesso
altera a dinamica folicular. Segundo Leite da Silva et al (2020), animais criados no sistema
lavoura-pecuaria-floresta apresentam maior producdo de embrides in vitro, devido a
homeostasia que este sistema produz para os animais. Desta forma, sabendo-se que o estresse
por calor tem grandes influéncias sobre a qualidade dos odcitos, deve-se proporcionar o

conforto térmico para as doadoras, visando maximizar sua produgdo (OLIVEIRA et al.; 2011).

Quando é feita a analise de acordo com o estado fisioldgico, observa-se que animais ndo
lactantes apresentam melhor resposta quando comparados a animais pré-pubere, novilhas e
vacas lactantes (GUERREIRO et al., 2014). Isso ocorre porque a vaca em lactacdo vazias
apresenta uma queda na progesterona (P4) e estradiol (E2) o que compromete a qualidade dos
odcitos e consequentemente sua fertilidade (BRITT 1992; LEROY et al., 2011). Além disso,
esses animais sdo mais suscetiveis ao estresse térmico pela alta producéo de calor metabdlico
(WEST, 2003), uma vez que sua dieta é mais rica em energia quando comparada a das vacas
ndo lactantes. Além disso, esse excesso de energia pode comprometer o desenvolvimento dos
odcitos (ADAMIAK, et al, 2005).

Ao analisar o fator idade, observa-se que a qualidade dos odcitos aumenta com o avango
da idade, com excegéo a animais senis. Segundo Giorgio (1997), bezerras com 5 a 7 meses de

idade apresentam menor qualidade de clivagem quando comparado aos animais adultos e com
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melhora significativa da qualidade aos 9 meses, porém a taxa de clivagem so6 foi semelhante ao
das adultas aos 11 meses de idade. Ja Snel-Oliveira et al. (2003) observou que a quantidade de
odcitos recuperados em animais de 10 meses € semelhante a de adultos, indicando a aspiracdo

a partir de 10 meses de idade.

3.1.2 Anélise dos dados

Apos o fechamento do ano fiscal na empresa PECPLAN ABS, filial Mogi-Mirim, foi
realizado a coleta e analise dos dados referente as seguintes categorias de fémeas: bezerra,
novilhas, vaca lactante e vaca secas. Os dados coletados foram referentes a producéo total de
embrides, a média de producdo e embrides por doadora. Os célculos foram realizados no
programa Excel e repassados para discussdo no presente trabalho.

O dado, producéo total de embrides, foi coletado mediante 0 somatério de embrides
produzidos por cada doadora em sua categoria. Ja a média de producéo foi realizada através da
divisdo da quantidade de embribes produzidos por nimero de odcitos coletados. Para calcular
a producdo de embrides por doadora, dividiu-se a quantidade de embrides pelo nimero de
doadoras. Vale salientar que a producgéo total da empresa foi superior aos dados apresentados,
pois ndo foram incluidas na anélise as fichas/anotacGes sem a defini¢do correta das categorias
de animais.

Tabela 2- Tabela das andlises da producdo de embrides no ano fiscal de 2021 obtidos na
PECPLAN ABS, filial Mogi-Mirim.

Categoria Total de Meédia por producéo Embrides por
embrides doadora
Bezerra 129 16% 4,6
Novilhas 10.312 22% 55
Vacas lactantes 14.221 24% 4,86
Vaca seca 56.663 30% 6,58

Fonte: Do autor (2022).

Ao observar a tabela é possivel constatar que a producdo de embriGes em bezerras, no
periodo de um ano, foi inferior ao das demais categorias. Esses resultados ja eram esperados,
uma vez que os produtores ja sabem da baixa producdo de embriGes em bezerras, preferindo
realizar a OPU em animais mais velhos. Os demais dados também se apresentaram inferiores,
com a média de producdo de 16% e de 4,6 embrides produzido por doadora. Esses dados

corroboram com os achados de WARZYCH et al. (2017), o qual verificou que a producédo de
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blastdcitos de bezerras é menor quando comparada as demais categorias, justificado pelo menor
diametro dos foliculos e baixo teor de proteina citoplasmatica.

A producdo média de producéo de novilhas foi semelhante as de vaca lactante, porém a
quantidade de embrides por doadora foi superior. Isso ocorre pelo fato de que as novilhas
produzem mais o0citos vidveis quando comparado com vacas lactantes, porem a formacao de
blastdcito é menor (BARUSELLI, 2016).

Os animais lactantes apresentaram a segunda maior média de producdo, porém a
quantidade de embrides por doadora € menor que de novilha e vaca secas. A menor producao
de hormdnios na lactagdo compromete a qualidade dos odcitos e consequentemente a qualidade
dos embrides (WALSH et al., 2011).

Quando comparamos vacas secas com as demais, observamos que é a categoria que tem
maior média de producdo e maior producdo de embrides por doadora. Vacas lactantes tem maior
exigéncia metabolica e consequente diminuicdo da fertilidade (WALSH et al., 2011), o que
pode justificar uma reducdo na média de producdo. Esses achados sdo semelhantes os descritos
por VIEIRA et al. (2014) e BARUSELLI (2016), em que vacas ndo lactantes produziram mais
embrides aptos a transferéncia quando comparado com animais em lactagdo, novilhas puberes
ou pré-puberes.

Portanto, os resultados demonstram que vacas ndo lactantes sdo doadoras mais
eficientes para a PIV, por apresentarem um maior rendimento de embrides, uma maior média e
maior conversdo de embrido por doadora. Apesar da aspiracdo de oocitos de bezerras ser
indicada para promover maiores ganhos genéticos, deve-se levar em consideracdo a baixa
producdo desta categoria no calculo da média de odcitos selecionados para a quantidade de

embrido desejados.

CAPITULO 2

1 LLD Pesquisa e Desenvolvimento em Produgéo Animal LTDA ME, REPRODUZA

1.1 Descricéo do local de estagio

A empresa Pesquisa e Desenvolvimento em Producdo Animal, fundada em 2013, tem
como sede a cidade de Oliveira - MG, porém atua como prestadora de servi¢o nas regides
Central, Centro-Oeste, Alto Paranaiba, Sul e Norte de Minas Gerais. A equipe de trabalho do

laboratorio de producéo in vitro (FIGURA 19) é constituida por uma técnica de laboratorio, trés
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veterinarios de campo (sendo um aspirador de foliculos e dois transferidores de embrides), um

técnico de laboratdrio, um selecionador de odcitos e duas pessoas no setor administrativo.

Figura 17 — Localizacdo da empresa REPRODUZA em Oliveira- MG.
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Fonte: Google Maps

1.2 Instalacdes

As instalagdes da REPRODUZA possuem uma sala de recepgéo (FIGURA 20), cozinha
(FIGURA 21), uma sala da administracdo que também é a sala de reunido (FIGURA 22), sala

de preparagdo em conjunto com estoque de sémen (FIGURA 23), um laboratdrio de FIV, que
contém um fluxo laminar e duas incubadoras (FIGURA 24) e uma sala de estoque de material

de campo (FIGURA 25).
Figura 18 — Sala de recepcéo da empresa REPRODUZA em Oliveira- MG
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Fonte: Do autor (2022).



Figura 19 — Cozinha da empresa REPRODUZA em Oliveira- MG.

Fonte: Do autor (2022).

Figura 20 — Administraco e sala de reunies da REPRODUZA em Oliveira- MG.
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Fonte: Do autor (2022).

Figura 21 — Sala de preparacéo e estoque de sémen da REPRODUZA em Oliveira- MG.
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Fonte: Do autor (2022).

Figura 22 — Laboratdrio de FIV da REPRODUZA em Oliveira- MG.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 23 — Sala de material do campo da REPRODUZA em Oliveira- MG.
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Fonte: Do autor (2022).

2 Atividades desenvolvidas

Durante o periodo de estagio, foram acompanhadas as atividades do laboratorio de
embriBes com a rotina e afazeres semelhantes aos desenvolvidos na PECPLAN ABS, porém
nesta empresa era permitido a participacdo efetiva do estagiario em todo o processo da
producdo, por vezes executando o servico sob a supervisdo da técnica. Além disso, participamos
das atividades a campo, observando a aspiracao folicular, bem como a sele¢do dos odcitos,
selecdo das receptoras quanto ao escore corporal e avaliacdo dos ovarios quanto a resposta do
protocolo. Algumas vezes executando estas atividades. Também foi acompanhado o
diagndstico de gestacdo, sexagem e a transferéncia de embrides. Em todo processo, era funcéo

do estagiario auxiliar na montagem dos equipamentos e anota¢des nas fichas.

2.1.1 Protocolo em receptora

Na fase inicial da producdo de embries em uma fazenda, ocorre a selecdo das
receptoras 18 dias antes da data da transferéncia, primeiramente pelo proprietério e depois pelo
veterinario que avalia o escore de condi¢do corporal (ECC) (FIGURA 26), Utero e ovarios das
selecionadas. Essa avaliacdo é importante tendo em vista que ECC abaixo do ideal reduz a
fertilidade devido ao comprometimento da dinamica folicular. O ECC ideal para obtencdo de
melhores resultados reprodutivos é de 3 a 4, caracterizado por uma boa condicdo fisica e
deposicao de gordura desejavel. A figura 27 demonstra as novilhas que ndo foram selecionados

e na figura 28 as selecionadas como receptoras.



Figura 24- Escore de condi¢édo corporal

ECC-3,5 ECC-4
Fonte: Maciel (2006).
Figura 25- Animais ndo selecionados para protocolo de receptora

Fonte: Do autor (2022).
Figura 26- Animais selecionados para protocolo de receptoras

Fonte: Do autor (2022).
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Eram descartadas do protocolo, as fémeas com CL (corpo IUteo) e que pudessem ter tido
contato com macho, pois poderiam estar prenhas e as com pouco tempo de paridas, com ovarios
estacionarios sem qualquer indicio de resposta. Ao analisar cada animal individualmente, era
feito o protocolo naqueles que se mostram aptos a responde-lo.

O protocolo para receptoras inicia-se com a administragdo de 2 mL de Benzoato de
estradiol, via intramuscular e com o implante de progesterona (P4) (FIGURA 29 A, B, C). Apos
8 dias o proprietario retira o P4 e aplica 0,5 mL de Cipionato de estradiol em vacas e 0,3 mL
em novilhas, 2 mL de Gonadotrofina coridnica equina (eCG) para vacas e 1,5 mL para novilhas,
2 ml de Cloprostenol para vacas e 1,5 mL para novilhas. E funcdo do estagiario realizar a
anotagdo dos brincos dos animais, montagem do implante e a preparacdo da dose do

medicamento, por vezes é permitido que faca avaliacdo, bem como todo processo do protocolo.

Figura 27- Inicio do protocolo com uma dose de 2 mL de Benzoato de estradiol (A) e
implante de P4 (B e C)

Fonte: Do autor (2022).

2.1.2 Aspiracao folicular (OPU)

As doadoras sdo selecionadas pelos proprietarios de acordo com a genética do animal
seguido da avalicdo pelo veterindrio da qualidade dos foliculos, mediante exame
ultrassonografico. O processo de aspiracdo inicia-se 8 dias antes da data programada para
transferéncia e 9 dias depois do inicio do protocolo. O primeiro passo € a montagem do
equipamento (FIGURA 30), seguido da limpeza da vulva com agua, sabdo neutro e secagem
com papel toalha. E realizado uma anestesia epidural com lidocaina na articulago sacro caudal,
visando evitar traumas no animal e diminuir os movimentos peristalticos. Quando o animal ja
esta sob efeito do medicamento ¢ introduzido na vulva um transdutor micro convexo com uma

agulha de 18 G acoplada a uma linha de aspiracdo e bomba a vacuo. O veterinario guia 0s
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ovarios com a mao esquerda, via reto, até a probe e com a imagem no ultrassom realiza a
aspiracdo dos foliculos existentes.

Apos a aspiracado ser realizada, o material aspirado é levado até o selecionador que se
encontra em uma sala fechada, com pouca luz, limpa, onde é montado a lupa, mesa aquecida e
um aquecedor de tubos em banho maria para manter os odcitos a temperatura de 37°C
(FIGURA 31). Ao receber o material, o rastreador faz a lavagem do material com auxilio de
um filtro em uma solucdo de Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS), que é a solucéo
tampéo salina fosfato modificado, sem calcio, sem magnésio e sem bicarbonato de sédio. Esta
permite a visualiza¢do de quantos odcitos foram aspirados. Apds selecionar os odcitos viaveis,
avaliando a coloragdo do nucleo e a presenca de células do cumulus (FIGURA 32), estes sdo
colocados em um tubo com meio de maturacéo, sendo que cada tubo deve conter no maximo
30 odcitos. Ao final, os odcito sdo encaminhados ao laboratério para iniciar a producao de

embrides.

Figura 28 — Material para OPU.

Fonte: Do autor (2022).

Figura 29 — Material para selecionar odcitos.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 30 — Odcitos selecionados.
F

Fonte: Do autor (2022).

2.1.4 Laboratério de embrides

As atividades desenvolvidas no laboratério de producgdo de embrides da REPRODUZA
sdo semelhantes as descritas anteriormente na empresa PECPLAN ABS, porém com pequenas
diferencas quanto ao meio utilizado. Na Reproduza utiliza-se todos meios referentes a producéo
de embrides confeccionados pela empresa Cenatte, sendo necessario a adicdo de soro fetal
bovino e outras substancias nao reveladas pelo laboratério de meios, antes de sua utilizacdo e
com validade de apenas 15 dias. Como na ABS, a empresa Cenatte ndo revela sua composicao
e cada frasco vem etiquetado com uma letra do alfabeto.

Além disso, outra diferenca observada foi a rotacdo utilizada para lavagem do sémen,
sendo que ndo ha diferenciacdo quando a categoria do sémen, sexado ou convencional, sendo
que em ambos a primeira rotacdo é de 5 minutos a 5.000 rpm e a segunda com 3 minutos a
5.000 rpm. Nao foi observado diferenca na qualidade do sémen com essa mudancga e em ambos

os preparados ha uma boa resposta na producao.

2.1.5 Transferéncia de embrides

A transferéncia de embrides (TE) ocorre oito dias ap0s a aspiracdo folicular, no D7 de
vida do embrido, momento em que estara na fase de blastécito e apto para ser implantado no
atero. Antes de iniciar a transferéncia, e feita a montagem dos equipamentos, onde coloca-se

uma toalha envolvida com pléastico em cima da mesa. para forrar e evitar possiveis
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contaminacg0es, seguido da limpeza da toalha e dos inovuladores com alcool 70%, os quais séo
colocados na transportadora para seu aquecimento. Em uma luva de palpacdo limpa é
armazenado as bainhas envolvidas com a camisas higiénicas, visando facilitar o trabalho
durante a TE (FIGURA 33).

O veterinario realiza uma nova avalia¢do nos animais protocolados, para identificacéo
dos que apresentaram cio e a presenca de um corpo luteo (CL). Isso ocorre devido ao fato de
gue quando o animal apresenta cio, 12 horas apos o foliculo se rompe e da origem a uma nova
estrutura denominada corpo lGteo que secreta progesterona, hormoénio responsavel pela
manutenc¢éo da gestacéo.

Ap0s a verificacdo que receptora esta apta para a transferéncia, ou seja, que apresenta
CL no ovario, o veterinario realiza a anestesia epidural, feita no espago sacrococcigeo com
lidocaina. Durante o processo, é de escolha do produtor qual o cruzamento de maior interesse,
sendo esses sdo transferidos primeiro. A transferéncia é feita no corno ipsilateral ao CL
(FIGURA 34). O estagiario € responsavel pelas anota¢cdes de qual embrido foi implantado e em

qual receptora e pela montagem dos equipamentos.

Figura 31 - Equipamento de transferéncia de embriéo
o e - .2

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 32- Realizacéo da transferéncia de embrido

Fonte: Do autor (2022).

2.1.6 Diagnostico de gestacdo e sexagem

O diagnostico de gestdo era realizado mediante o uso de ultrassom, e ocorria 35 dias
depois apds a transferéncia do embrido, onde as vacas ndo gestantes sdo protocoladas. A
sexagem ocorre cerca de 60 dias depois da transferéncia, podendo ser realizada com 55 dias.
Nesta é avaliado a presenca e posicao do tubérculo genital, sendo que nos machos o tubérculo
localiza-se na regido retro umbilical e ja nas fémeas caudal aos membros posteriores e abaixo
da cauda. A sexagem é importante ndo sé apenas para saber o sexo do feto, mas também para
identificar que ndo houve absorgéo fetal. A figura 35 demonstra o tubérculo circulado na cor
vermelha, a cauda em verde e o corddo umbilical em azul. O estagidrio faz as anotagdes
pertinentes ao processo e por vezes realiza o exame.

Figura 33- Sexagem de fémea realizada com 65 dias de vida do feto

Fonte: Do autor (2022)
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CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado obrigatério é de extrema importancia para o graduando em
Medicina Veterinaria, pois permite que este obtenha novos conhecimentos praticos e que
conviva com a realidade do mercado de trabalho, além da oportunidade de colocar em préatica
0 conhecimento adquirido durante a graduacdo. A realizacdo do estagio supervisionado deu
oportunidade ao graduando de acompanhar a rotina de trabalho de dois laborat6rios renomados
de FIV, bem como conhecer de perto todo o processo necessario para producdo de embrides,
desde a aspiracdo, preparacdo das receptoras a transferéncia e confirmacdo de gestacdo. Essa
experiéncia a campo e laboratorial adquirida pelo graduando, proporcionou uma maior
compreensdo da cadeia produtiva.

Portanto, os estagios realizados na PECPLAN ABS e na REPRODUZA contribuiram

para formacéo pessoal e profissional, preparando o aluno para o mercado de trabalho.
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