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RESUMO

Neste trabalho foi realizada uma revisdo de literatura que tratou do processo de reproducéo de
bovinos no Brasil. Identificou-se que esse processo temsido realizado, principalmente, a partir
de fertilizacdo in vitro, uma técnica que permitiu um grande avan¢o na reproducdo e grande
aumento do rebanho bovino no pais, fazendo com que esse tipo de negdcio se tornasse essencial
para o crescimento daeconomia nacional. Foram identificadas todas as etapas para a realizacao
de uma fertilizacdo in vitro, identificando como deve ser feita a preparacdo do animal e demais
procedimentos essenciais para a realizacdo do mesmo. O entendimento de cada etapa da
fertilizacdo in vitro foi alcancado com o apoio de diversos autores que pesquisam o tema e
identificam qual a maneira ideal de realizar esse procedimento, assegurando 0 maximo de

sucesso possivel.

Palavras-chave: agronegdcio, Fertilizagdo in vitro, reproducdo de bovinos.



ABSTRACT

In this work, a literature review was carried out that dealt with the process of reproduction of
bovines in Brazil. It was identified that this process has been carried out, mainly, from in vitro
fertilization, a technique that allowed a great advance in the reproduction and a great increase
in the bovine herd in the country, making this type of business essential for the growth of the
national economy. All steps for carrying out in vitro fertilization were identified, including how
the animal should be prepared and other essential procedures. The understanding of each stage
of in vitro fertilization was acquired with the support of several authors whose research in the
subject and identification of the ideal ways to conduct the procedures involved in the whole

process of the use of I'VP bovine embryos, ensuring the maximum possible success.

Keywords: agribusiness, in vitro fertilization, bovine reproduction.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, o rebanho
brasileiro atingiu, em 2021, o numero aproximado de 224,6 milhdes de cabecas. Este
levantamento demonstrou o crescimento pelo terceiro ano seguido e chegando a um ndmero
mais alto de todos os tempos de registro. Pelo que consta no ranking municipal de 2020, a
cidade de Sdo Félix do Xingl — PA, possui 0 maior nimero de bovinos no Brasil, com
aproximadamente 2,5 milhGes de cabecas (IBGE, 2021).

Para o desenvolvimento da pecuéria de corte, o conhecimento das diversas areas de
producédo é exigido, desde partes tedricas as partes praticas. Afim de desenvolver as partes
praticas baseado nas partes tedricas que foram desenvolvidas durante a graduacédo, veio a
vontade e oportunidade de realizar estagio na empresa Pecplan ABS, na unidade de Xinguara
- PA.

As biotecnologias aplicadas a reproducdo bovina vém fornecendo ferramentas inovadoras
para o desenvolvimento do trabalho de melhoramento genético da espécie. Dessa forma, a
otimizacdo de ferramentas reprodutivas demanda conhecimento, estudo e dedicacdo para
realizacdo de trabalhos envolvendo procedimento de Aspiragdo folicular/ Ovum Pick-Up
(OPU), Producgédo de Embrides In Vitro (PIVE), Transferéncia de Embrides em Tempo Fixo
(TETF). Por tras de todo sucesso dessas praticas existem a elaboracdo de um planejamento de
estacdo de monta das propriedades atendidas, determinando datas a serem realizados 0s
servicos. A elaboracdo do planejamento exige conhecimento de todo rebanho, envolvendo
manejo sanitario, nutricional e ambiental e também exige o alinhamento com os clientes e seus
colaboradores, para que as atividadessejam realizadas da forma mais produtiva, eficaz e segura
para todos os envolvidos.

Este trabalho de relatério de estdgio supervisionado possui como objetivo descrever
atividades realizadas, bem como explicar sobre protocolos de sincronizacdo da ovulagéo e
avaliacdes de receptoras e doadoras, aspiracdo folicular, transferéncia de embribes e

diagnosticos de gestacdo realizados nas propriedades atendidas pela empresa.

2. DESCRICAO DO LOCAL E PERIODO DO ESTAGIO

A unidadedaempresa Pecplan ABS ondefoi realizado o estagio esta localizada na cidade
de Xinguara, regido sul do estado do Pard, na Avenida Xingu, n°® 268, bairro Centro, CEP
68555-011.
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Na unidade de Xinguara — PA, sdo elaboradas atividades de incremento no progresso
genético para propriedades rurais, a saber: diagndstico de gestacdo, aspiracdo folicular,
transferéncia de embrides e producéo in vitro de embrides.

A empresa ABS Global, pertence ao grupo GENUS que é uma empresa reconhecida
mundialmente pelo trabalho realizado no desenvolvimento da genética bovina, fundada nos
Estados Unidos da América em 1941 e presente, atualmente, em mais de 71 paises. Através do
trabalho realizado pela empresa, cerca de 17 milhGes de doses de sémen sdo comercializadas
por ano, ao redor de todo o mundo, produzindo aproximadamente 450.231 embribes somente
no Brasil. Através do trabalho desenvolvido no avango e melhoramento genético, a ABS
consegue fornecer melhorias tanto ao gado de leite quanto ao de corte.

No ano de 2018 ocorreu a jung¢do com o laboratério especializado em fertilizacdo, In Vitro
Brasil (1'VB), somando ainda mais conhecimento e profissionalismo a linha de desenvolvimento
da empresa, sendo a estrutura presente na unidade de Xinguara oriunda das bases da I VB.

O estdgio ocorreu a campo, acompanhando as equipes de médicos veterinarios no
desenvolvimento de suas atividades. Foram acompanhados ao longo do periodo de estagio
procedimentos de protocolos hormonais para sincronizacdo de ovulagdo, diagnosticos
ginecoldgicos, aspiracdes foliculares, transferéncias de embribes, diagndsticos de prenhez com
30, 60, 180 dias, e sexagem fetal. Assim como, avaliacdo de lotes de doadoras e também de
receptoras.

O estagio supervisionado ocorreu no periodo de 31 de outubro de 2022 a 27 de fevereiro
de 2023. Sob supervisdo do Médico Veterinario Layson Silva de Souza que ocupa o cargo de
Supervisor Técnico de Campo da unidade de Xinguara -PA. Ao longo do estagio foram
realizados atendimentos em diversas propriedades, acumulando um total aproximado de 10.000
(dez mil) animais manejados, dentre estes, doadoras submetidas a aspiracdes e receptoras (de

variadas categorias) submetidas a transferéncias de embrides.

3. INSTALACOES
A unidade possui estrutura fisica composta por recepcdo conjunta com a sala de

administracdo, almoxarifado, local de armazenamento de todos materiais de uso do laboratdrio

e a campo, Sala de armazenamento de botijées e ao fundo laboratério de producdo in vitro.



12

Figura 1 — Fachada do escritério ABS unidade Xinguara — PA

FONTE: Fotografada pélo autor (2023).

Figura 2 — Recepcdo do laboratério e sala de administracdo

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).
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Figura 3 — Almoxarifado de materiais utilizados no laborat6rio e campo

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

Figura 4 — Sala de armazenamento de botijées e ao fundo laboratério para produgdo in vitro

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

Durante periodo de estagio o corpo de colaboradores da ABS na unidade de Xinguara era
composto por sete médicos veterinarios, duas biomédicas, duas secretarias e dois técnicos de
laboratério. Os médicos veterinarios possuem diferentes funcGes, dentre as de supervisores de
campo de TE e OPU, gerente de negdcios e embrides, equipes de OPU e equipes de TE. E
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possui uma equipe de laboratério, responsavel por todo processo de producdo dos embrides in
vitro (PIVE).
As propriedades atendidas se encontram localizadas nos estados do Para, Tocantins e

Maranhao.

Figura 5 — Fazenda localizada no Sul do estado do Para
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FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

Figura 6 — Equipe de transferéncia de embrides em fazenda localizada no distrito de Trés
Poderes — Maraba / PA

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).
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4. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DE ESTAGIO
O estéagio realizado na empresa ABS Pecplan unidade de Xinguara ocorreu no periodo de

31 de outubro 2022 a 27 de fevereiro 2023, totalizando 688 horas.

O escritorio da unidade de Xinguara presta atendimento de segunda a sexta-feira das 8:00
as 18:00 horas, e aos sabados das 08:00 as 12:00 horas. Toda logistica de servicos era alinhada
pela equipe juntamente com os clientes, para que houvesse o melhor alinhamento possivel.

No campo, os trabalhos tinham inicio entre 7:00 e 8:00 horas da manhd e seguiam
conforme servi¢o e numero de animais manejados. Todos servicos realizados contavam com a
supervisao do medico veterinario Layson Souza.

A divisdo dasequipes era feita de acordo com os servigos agendados para cada semana,
sendo todas elas constituidas de pelo menos um médico veterinario. Para os procedimentos de
aspiracdo folicular a equipe era constituida por um médico veterinario, um selecionador e um
estagiario (a), para servicos que demandavam presenca do laboratorio a campo a equipe era
formada pelo médico veterinario, selecionador e dois laboratoristas para envase dos embrides.

As atividades realizadas durante o periodo de estagio englobaram avaliagdo dereceptoras
(avaliagdo ginecologica, manejo sanitario, nutricional e reprodutivo dos animais), protocolos
hormonais para sincronizacéo daovulagdo das receptoras, aspiragéo folicular (Ovum Pick-Up),
Transferéncia de Embrides em Tempo Fixo (TETF), diagnosticos gestacionais precoces e

definitivos, sexagem fetal.

4.1. AVALIAC}AO DAS RECEPTORAS
A avaliacdo das fémeas bovinas direcionadas a recep¢do dos embriGes € indispensavel

para 0 manejo reprodutivo, sendo avaliados a anatomia e status do trato reprodutivo dos
animais. Este exame influencia diretamente na eficiéncia produtiva, amenizando perdas
econOmicas e garantindo aspectos qualitativos.

De acordo com os animais disponiveis para servico na propriedade, os lotes eram
encaminhados ao curral e no tronco de contencdo o médico veterinario realizava exame visual,
avaliando Escore Condicéo Corporal (ECC), inspecao de possiveis lesdes ou desconformidades
anatdbmicas. A anamnese do lote sempre deve ser realizada, buscando informagdes sobre
protocolos sanitarios, reprodutivos e nutricdo das receptoras.

O exame ginecoldgico era realizado na fémea contida de formada adequada, por meio da
palpacdo retal, avaliava-se conformacdo anatémica do trato reprodutivo. Como exame
complementar, a ultrassonografia garantia a avaliacdo detalhada do Utero e ovarios. Eram

avaliados aspectos anatdémicos de vulva, cérvix, corpo do Utero, cornos uterinos e ovarios.
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O registro em planilhas com informagdes dos exames das fémeas era de responsabilidade
dos estagiérios. Todas informac@es recolhidas eram utilizadas ao longo detodo processo, desde

aspiracdo a TETF.

Figura 7 — Avaliacdo ginecoldgica de receptoras destinadas a TETF

3

FONTE: Fotografada pelo autor (023).

4.2. SINCRONIZACAO DAS RECEPTORAS
A sincronizacdo das receptoras consiste na manipulacdo do ciclo estral através de

protocolos hormonais. A aquisicdo dos protocolos ficava sob responsabilidade das
propriedades, utilizando laboratérios de suas preferéncias.

Assim, os protocolos apresentavam alteracdes de acordo com orienta¢Bes dos laboratorios
para seus respectivos horménios, porém, no que diz respeito aos principios ativos, estes se
mantinham os mesmos em todos protocolos. Desta forma, as equipes destinadasaos manejos
de protocolo apenas ajustavam as doses de acordo com a concentracdo orientada por cada
laboratdrio e realizavam os protocolos de sincronizagdo utilizados pela ABS Xinguara. (Figura
8).
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Para a execucdo dos protocolos de sincronizacdo da ovulacédo das receptoras, ficavam sob
responsabilidade dos estagiarios a organizagdo e montagem de todo equipamento. Em alguns
manejos, sob supervisdo dos medicos veterinarios da equipe de campo, os ajustes de dose e

administracdo dos farmacos nas receptoras eram designados aos estagiarios.

Figura 8 — Fluxograma do protocolo de sincronizagdo da ovulagdo em receptoras de 3
manejos com descri¢do dos dias de tratamento e farmacos a serem utilizados

D9

Retirada do dispositivo implantado +
Administracio de Prostaglandina via IM +
Cipionato de estradiol via IM +
ECG via IM

Dias de tratamento

@@@@@@@@@b@@@@@@

Dispositivo de progesterona intravaginal

D18

Inovulacdo dos embrides

v DO

Implante de dispositivo intravaginal
impregnado em progesterona
+
Benzoato de Estradiol via 1M

FONTE: ABS Xinguara (2023).

4.3. ASPIRACAO FOLICULAR (OVUM PICK-UP)

A técnica de recuperacdo de odcitos em fémeas bovinas vivas, guiada por aparelho
ultrassonografico via transvaginal, reconhecida também por “Ovum Pick-Up” (OPU), ¢
amplamente realizada em bovinos (MESQUITA, 2015).

Primeiramente, encaminha-se as fémeas bovinas doadoras de odcitos ao tronco de
contencdo, garantindo o bem estar, evitando-se 0 maximo possivel de estresse. Apds a correta
contencéo, aparelhos devidamente organizados e operantes, 0 medico veterinario responsavel,

realizava palpacéo retal para exame dos ovarios, seguindo de lavagem da regido perianal com
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agua. Posteriormente, era realizado o bloqueio epidural baixo com lidocaina a 2,0%, na dose de
1ml/100kg PV (mas sempre se atentando as particularidades das diferentes ragas).

O procedimento de aspiracdo folicular guiado por ultrassom foi realizado utilizando
aparelhos das marcas Sonoscape ®, modelo EV2, e Mindray®, modelo DP50. Ambos possuiam
transdutor micro convexo acoplado a uma guia de aspiracdo folicular da marca WTA®.
Juntamente acoplada ao transdutor, hd& um mandril mével com agulha descartavel acoplada a
sua extremidade. Para o sistema a vacuo as equipes utilizavam duas bombas, uma bomba de
aspiragdo damarca TED®, modelo Touch BA — 06 TRF e outra da marca WTA®, modelo BV
—003D. A pressdo dabomba era ajustada entre 60 e 80 mmHg. O sistema de vacuo é interligado
entre bomba e mandril por um sistema de silicone vedado. O ultrassom € indispensavel para
esta técnica, uma vez que, através de sua imagem, visualizamos e localizamos os foliculos a

serem aspirados, sendo o guia do aspirador durante toda a técnica.

Figura 9 — A) Equipamento de ultrassonografia para realizagdo do procedimento de aspiracao
folicular. B) Aspiragdo folicular guiado por ultrassom. C) Selecionador realizando selecdo dos
odcitos aspirados no procedimento em laborat6rio a campo. D) Odcitos

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).
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Durante a varredura ovariana, através da imagem do ultrassom, o0 médico veterinario
posicionava a guia e através da aspiracdo pela agulha penetrava os foliculos, puncionado os
odcitos para um tubo Falcon de 50ml, contendo 5ml de Solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS).

Os complexos cumulus odcitos (CCO) contidos no tubo Falcon, eram posteriormente
encaminhados ao laborat6rio de campo, onde o selecionador realizava a filtragem e lavado do
conteudo com solugdo PBS e depositava-os em placa Petri, colocada sob lupa, a selecéo era

realizada e classificados por seus graus, de acordo com a avaliacdo das camadas de células no
complexo cumulos odcitos.

Figura 10 — Odcitos selecionados a campo

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

Ap0s etapa de selecdo realizada, os odcitos sdo armazenados em criotubos contendo meio
de maturacdo, isolados e sdo transportados em transportadora portatil eletrénica, garantindo
temperatura estavel até chegada ao laboratorio.

A OPU ¢ a primeira etapa na producdo de embrifes in vitro — PIVE — e este processo
envolve em ordem cronologica: maturagdo oocitaria in vitro, fertilizagdo in vitro e cultivo in
vitro. Todos realizados em laboratorio, por profissionais destinados a cada funcéo. O processo

termina com o envase dos embriGes apos sete dias, e seguinte transferéncia em receptoras (caso
for embriGes a fresco).
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As etapas da PIVE relacionadas ao laboratério da unidade ABS Xinguara ndo foram
acompanhadas, pois ndo faziam parte do quadro de atividades propostas a serem realizadas,

uma vez que o estagio curricular era voltado para as atividades a campo.

4.4, TRANSFERENCIA DE EMBRIOES EM TEMPO FIXO (TETF) - INOVULACAO
A inovulacdo consiste na técnica de depositar o embrido no tergco médio final do corno

uterino ipsilateral ao ovario que apresenta corpo luteo (CL) e é realizada no D18. No dia da
transferéncia o médico veterinario realiza avaliacdo da receptora por exame de palpacéo
transretal, para identificacdo da presenca do CL e assim confirmara que o animal respondeu ao
protocolo hormonal aplicado. Todo procedimento precede com a aplicacéo de bloqueio epidural
baixo, utilizando lidocaina 2%, na dose de 1ml/100kg PV (podendo variar deacordo com raga).

O envase dos embrides ocorre em palhetas francesas finas de 0,25ml com meio H -SOF,
lacrados e colocados em uma transportadora especifica para embrides (TE 200i WTA) na
temperatura constante de 37,1°C. Os embrides sdo identificados e relacionados de acordo com
0s acasalamentos, e através de um inovulador TE 0,25 WTA, realiza-se a transferéncia. Para

diminuir os riscos de contaminacdo utiliza-se camisinha sanitaria no momento da inovulacgéo.

Figura 11 — A) Mesa montada a campo com material utilizado na TE: transportadora,
inovuladores, bainhas, camisinha sanitéria, anestésico, luvas de palpacao

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).
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Figura 12 — Transportadora contendo palhetas envasadas com embrides

FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

A unidade ABS Xinguara realiza em seu laboratdrio o armazenamento de embrides em

trés formas: embrides a fresco, embrides vitrificados e DT (Direct Transfer).

45. DIAGNOSTICO DE GESTACAO
O diagndstico de gestacdo é de suma importancia no manejo reprodutivo das receptoras,

através deste diagnostico pode-se encerrar os trabalhos e realizar o relatério das transferéncias.
Com 23 dias apds a transferéncia pode-se realizar o DGP — Diagnéstico gestacional precoce.
Por meio do uso de ultrassom detecta-se a presenca de prenhez na receptora. Entre 0 56° ao 70°
dia da gestacdo realiza-se 0 DGD — Diagnostico gestacional definitivo, e eventualmente a

sexagem fetal, caso fosse opgéo do cliente.
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Figura 13 — Procedimento de diagndstico de gestacdo sendo realizado por meio da palpacédo
transretal guiada por aparelho de ultrassonografia (US)
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FONTE: Fotografada pelo autor (2023).

De acordo com as atividades mencionadas durante o periodo de estagio, segue abaixo a

tabela de casuisticas.

Tabela 1 — Casuisticas

ATIVIDADE ACOMPANHAMENTO EXECUCAO
DG/ EXAME GINECOLOGICO (DO +
3728 520
DGP + DGD)
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES 2634 -
OPU 493 14
TOTAL 6855 534

FONTE: Elaborada pelo autor (2023).
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5. REVISAO DE LITERATURA
O Brasil é um pais muito dependente de sua pecudria, sendo esse, um dos principais

pilares do Produto Interno Bruto — PIB do pais, por ter um papel tdo fundamental para a
economia do pais, a pecuaria brasileira se encontra em constante desenvolvimento e renovacao.
Dados do IBGE de 2019 mostram que houve uma producdo bruta de 223 bilhdes de reais
relacionados & um rebanho bovino que tinham mais de 214 milhdes de reais (IBGE, 2019)

Essa mesma producdo durante o ano de 2020, teve seu valor bruto de produgdo aumentado
cerca de 6%, 0 que aconteceu em razdo do surgimento da pandemia do COVID-19 que atingiu
um montante de 236 bilhdes de reais (MAPA; 2020). Esse aumento da producgédo continuou
também durante o ano de 2021, principalmente durante o primeiro trimestre do ano,
aumentando 1,2% em comparagdo com 0s trés Gltimos meses do ano de 2020 (CNA, 2021).

A andlise desses numeros e 0 aumento dessas producfes nos Ultimos anos, permite
identificar a importancia que os rebanhos bovinos possuem para a economia brasileira e seu
crescimento. O aumento da producdo de rebanhos bovinos s6 é possivel em razdo do
desenvolvimento de biotecnologia voltada para a reproducéo, o que permite também identificar
a importancia de trabalhos e pesquisas nessa area, que vao propiciar o melhoramento da
reproducéo de rebanhos bovinos e, consequentemente, apoiar o desenvolvimento daeconomia
brasileira.

Apesar de grande importancia para o desenvolvimento da economia brasileira, de acordo
com Viana, Figueiredo e Siqueira (2017) as tecnologias necessarias para o0 avanco da
reproducdo bovina, foram se desenvolvendo aos poucos no pais, quando comparadas com 0
restante do mundo. Esse atraso no desenvolvimento dessas tecnologias, tornou necessario
compreender mais profundamente como se deu cada fase do progresso cientifico, para assim
entender como 0 pais superou esse atraso e passou a ocupar o lugar de destaque mundial no
setor de producéo de bovinos.

Um dos fatores que apoiou 0 desenvolvimento no setor de producao de bovinos no Brasil
foi a implantacdo da técnica de producéo in vitro de embrides — PIVE., Viana, Figueiredo e
Siqueira (2017) afirmam que atualmente essa técnica € a mais procurada quando trata-se desse
tema, e seu progresso passou por um longo periodo de evolugdo que teve inicio na década de
1990, quando ainda ndo existia a técnica de producdo in vitro e o Brasil era responsavel por
somente 6,6% da producdo mundial de embrides bovinos. Com o inicio da implantacdo da
producdo in vitro no pais, esse numero passou para 8,1% na década de 2000 e para 48% da
producdo mundial de embrides bovinos na década de 2010, tendo um aumento muito
significativo (GONCALVES; VIANA, 2019).
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Anteriormente a implantacdo da PIVE, osetor de producgéo debovinos utilizava uma serie
de outros métodos, como: a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF), aformacédo de bancos
de sémen, a superovulacdo (SOV), a transferéncia de embrido (TE), a multipla ovulacéo e
transferéncia de embrido (MOTE). Todos esses métodos foram essenciais para 0 avango
cientifico dessa area, e de acordo com (RUMPF, 2007) sdo possibilidades que ainda estdo
disponiveis nos programas de melhoramento e conservacao de recursos genéticos. Além disso,
esses métodos também foram fundamentais no desenvolvimento da PIVE, que marca a
mudanca para a utilizagdo de ferramentas mais modernas, utilizando a vitrificagdo e
congelamento de embrides, a clonagem e a modificacdo de material genético (transgenia).

A técnica de producdo in vitro foi aos poucos se tornando a mais aplicada na produgéo de
bovinos, e em 2017 observou-se pela primeira vez um maior nimero de embribes produzidos
através datécnica in vitro do que datécnica in vivo. Nesse sentido, no ano de 2017 consolidou-
se a utilizacdo datecnica in vitro para a producao de embrides bovinos no Brasil. A partir desses
dados, o Brasil passou a ser responsavel por 34,8% da producdo mundial de embrides,
utilizando tanto da técnica in vitro como datécnica in vivo, assim o pais se tornou o segundo
maior produtor do mundo, em primeiro lugar estdo os Estados Unidos, responsavel por 45,3%
da producdo mundial (GONCALVES; VIANA, 2019).

Quando foi iniciada a utilizacdo da técnica PIVE no Brasil, foi possivel observar a
predominancia da sua aplicacdo nas ragas zebuinas de corte, 0 que fez surgir o entendimento de
que essa técnica s6 poderia ser aplicada nessas ragas especificamente. Nesse sentido,
inicialmente foi considerado que a PIVE so teve sucesso comercial no pais em razao desse fato
isolado, ndo podendo ser relacionado com o mercado mundial de embrides. De acordo com
Viana e Figueiredo (2016), com a continua aplicacdo da PIVE no pais, essa perspectiva deixou
de ser realidade, e o Brasil aproximou-se do perfil de producdo in vitro no mercado
internacional. Outros autores, como Pereira et al. (2017) também enfatizam essa afirmacao,
garantindo que ndo ha diferenca entre as racas guzera zebuina e holandesa taurina quando se
trata da recuperacao de 00citos.

Em contra partida, também existem outros autores que afirmam existir uma
predominancia maior de odcitos em ragas zebuinas em comparacao as taurinas. Segundo Pinho
(2019) e Cruvinel (2019), esses autores afirmam que existe um aumento expressivo na
quantidade e na qualidade de odcitos de vacas originadas do cruzamento de B. Taurus e B.
Indicus. Buscando entender esses resultados mais profundamente, Guimarées et al. (2020) em
seu trabalho, analisaram o sucesso de gestacdes que foram desenvolvidas por PIVE em ambas

as racas, zebuinas e taurinas. Em seus resultados, analisando as taxas de coleta e de qualidade
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de odcitos e a conversdo para embrido e implantacdo desses embrides, os autores identificaram
que néo existiu diferenga significativa no sucesso das gestagdes entre as ragas.

Com a implantacéo da técnica da PIVE, diversas vantagens passaram a ser observadas
nos programas dereproducdo de bovinos. Entre essas vantagens, Rumpf (2007) cita: 0 aumento
do potencial de multiplicacdo de animais com alto valor genético e zootécnico; o
aprimoramento das técnicas de maturacdo in vitro (M1V); a fertilizacéo in vitro (FIV); a injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI); a utilizacdo de bezerras pré-puberes, de vacas
em inicio de gestacdo, vacas com subfertilidade adquiridas e vacas senis; e otimizacdo no uso
de doses de sémen sexado.

Estarevisdo de literatura objetiva tratar das etapas de producao in vitro de embribes, para
isso, ela foi divididaem seis se¢Oes além da presente introducéo, sendoelas: sele¢do e avaliacdo
de vacas receptoras e doadoras; aspiracdo folicular ou colheita de odcitos; maturacéo in vitro
dos odcitos; fertilizagdo in vitro; cultivo in vitro dos embrides (CIV); e transferéncia dos
embribes para as vacas receptoras. Cadauma dessas se¢des pode ser observada abaixo, tratando

primeiro da selecéo e avaliacdo de vacas receptoras e doadoras.

5.1. SELECAO E AVALIACAO DE VACAS RECEPTORAS E DOADORAS
Como observado na secéo acima, a utilizacdo da técnica de reproducdo in vitro se tornou

um grande apoio para a reproducdo de bovinos no pais, permitindo o aumento da produgdo e
colocando o Brasil como pais essencial para o cenario mundial de producdo de bovinos. De
acordo com Becher et al. (2018), esse sucesso esteve relacionado a diversos fatores, como: a
escolha daraca a ser utilizada como doadora dos gametas femininos e masculinos; a nutricéo e
escore corporal das doadoras de odcitos; o estado reprodutivo e a idade da doadora; a
concentracdo plasméatica do hormdnio anti-mulleriano como indicador de qualidade e
quantidade dosodcitos a serem coletados; o fornecimento de sais minerais integrado a dieta dos
animais, principalmente o selénio que esta diretamente relacionado a qualidade dos odcitos; a
deteccdo de foliculos dominantes ou de corpo luteo que podem interferir na qualidade dos
odcitos; e a inclusdo de fémeas pré-paberes em programas de PIVE como forma de reduzir o
intervalo entre geracOes e acelerar o melhoramento genético.

Honorato et al. (2013) consideram como aspectos essenciais na PIVE: doadoras quanto
receptoras devem estar integradas a um manejo nutricional de qualidade, como o fornecimento
de sal mineral, além do manejo sanitario, por exemplo; a administracdo de vacinas contra IBR,

BVD e leptospirose, que refletem na diminuicdo das perdas por aborto ou absor¢ao embrionéria;
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e 0 bem-estar do animal, verificando se a vaca entra e sai do brete de contengdo correndo e
agitada, ou caminhando e calma, o que também tem impacto nas taxas de concepgao.

Ao mesmo tempo, também existem autores na literatura, que citam as variaveis e fatores
que ndo precisam ser levados em consideracdo durante esse processo. Dantas et al. (2018), em
seu trabalho, trazem algumas dessas variaveis, citando inicialmente, que as vacas receptoras
precisam passar por no minimo quatro avaliagdes no processo de PIVE, tendo cada uma dessas
avaliagdes um objetivo especifico. A primeira avaliacdo € realizada para que seja possivel
realizar a selecdo doanimal que fara parte do processo; a segunda determina o nivel de resposta
da fémea selecionada ap6s a primeira etapa e apos a realizacdo do protocolo hormonal; ja a
terceira etapa é responsavel por diagnosticar a gestacdo; e a Ultima etapa identifica quais
gestacdes realmente chegaram ao parto.

Durante a avaliagdo dessas quatro etapas, Dantas et al. (2018), observaram que nas
matrizes que ndo possuiam a presenca de corpo luteo no exame ginecoldgico preliminar que
acontecia anteriormente ao protocolo hormonal, continham taxas de concepgéo iguais aquelas
em que haviam corpo liteo no mesmo momento. Porém, os autores também afirmam que a
presenca ou ndo do corpo liteo no momento em que ocorre aavaliacdo preliminar ndo pode ser
tratado como determinante. Em razdo disso, torna-se possivel aumentar a quantidade de
receptoras destinadasa biotécnica o que, consequentemente, torna possivel diluir os custos fixos
associados a realizacdo do programa.

Outros autores que também discutem o processo de producdo de embrides bovinos através
da técnica in vitro (Andrade et al., 2012), argumentam que 0 sucesso de um programa de
transferéncia de embrido, so € alcancado quando existe a minuciosa sincronia entre a receptora
e 0 embrido. A partir desse entendimento, os autores enfatizam a necessidade de se fazer
escolhas precisas durante a selecdo do embrido, garantindo que o mesmo esteja na fase ideal
para coincidir com o ambiente uterino da receptora que esta sendo submetida ao protocolo
hormonal (ANDRADE et al., 2012).

Jelonschek et al. (2018), também tratam sobre 0 tema, relatando que a quantidade de vezes
gue o animal foi utilizado previamente em programas de transferéncia de embrides, pode
influenciar diretamente no sucesso dessas tentativas. Além disso, 0s autores também apontam
a relacdo inversa que existe entre a eficiéncia reprodutiva das receptoras e o numero de
transferéncia deembrides prévias. Nesse sentido, quanto mais vezes uma determinada receptora
for submetida ao procedimento, mais ela perdera eficiéncia reprodutiva, sendo necessario que
as vacas que possuem quatro ou mais transferéncia de embribes deixem de ser submetidas ao

procedimento. Outro fator que, de acordo com 0s autores, pode impactar no sucesso da
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transferéncia de embribes € a eventual ma higienizacdo do animal, que pode levar a

contaminacdo do Utero e afetar diretamente o sucesso do procedimento.

5.2. ASPIRAQAO FOLICULAR
Com as atualizacbes tecnoldgicas que foram surgindo no processo de reproducao bovina,

algumas técnicas deixaram de ser aplicadas. Esse foi um processo que aconteceu,
principalmente, naobtencdo de odcitos in vivo. Anteriormente essa obtencdo ocorria a partir da
realizacdo de laparotomia, uma técnica complexa e sujeita a complicagGes, que pode levar até
mesmo a aderéncias ovarianas. Essa técnica deixou de ser aplicada, e passou a utilizar a técnica
mais moderna, que é mais simples, pouca invasiva, de rapida duragdo e com custos mais
inferiores, chamada aspiracdo folicular e reconhecida pela sigla em inglés OPU — ovum pick up,
que na traducao literal significa “pegar o ovo” (LUEDKE et al., 2019).

A obtencdo de odcitos é um dos principais processos dentro da reproducgéo de bovinos, ja
que é o processo que realmente garante essa reproducdo. Em razdo de sua importancia, sdo
muitos os trabalhos na literatura dedicados a compreender mais profundamente as etapas desse
processo, que sdo, a maturacao, a fertilizacéo, a clivagem inicial e o cultivo in vitro de embrides.
Para realizar essas pesquisas, muitos autores, através de matadouros, obtiveram varios ovarios
de vacas post mortem, para que assim pudessem coletar 0 maior numero possivel de amostras
de odcitos de maneira mais facil e rapida, e a partir dessas amostras estudar como ocorre esse
processo (GOTTARDI; MINGOTI, 2009; CROCOMO et al., 2011; CROCOMO et al., 2013).

O processo de coletar os ovarios em matadouros podem ser realizados a partir de duas
principais técnicas, que também podem ser aplicadas para recolher ovarios em animais que
vieram a 6bito por causas naturais, mas que possuem um alto valor genético. A primeira dessas
técnicas chama-se slicing e € realizada em dois momentos, no primeiro é feito o fatiamento da
porcdo mais externa do ovario, e no segundo momento é feito a coleta do liquido folicular. J& a
segundatécnica é feitaa partir de uma aspiracdo mais precisa dosfoliculos. Santos et al. (2016),
em seu trabalho, realizou um experimento a partir do qual comparou as duas técnicas, como
resultado, ele concluiu que a taxa de recuperacdo de odcitos quando realiza-se a técnica de
slicing é maior do que aquela obtida ao utilizar a técnica de aspiragdo. Porém, em sua analise,
Santoset al. (2016), também observou que os odcitos coletados através da técnica de aspiracao
possuem uma maior qualidade do que aqueles que foram coletados pela técnica de slicing, e
como a qualidade dos odcitos € um dos critérios mais fundamentais para o desenvolvimento

dos embrides, entende-se que a melhor técnica a ser aplicada € a de aspiragdo.
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Para compreender como ocorre a realizacdo da tecnica de aspiracdo folicular € preciso
entender o processo de prepara¢do que acontece anteriormente a coleta. Quando a técnica é
realizada para a coleta de od6citos in vivo, Gouveia (2011), afirma que é preciso executar a
higienizacdo na vulva da vaca doadora com agua e sabao neutro, apos a higienizacdo é preciso
fazer a secagem do local, de forma a evitar qualquer contaminacdo ascendente no sistema
produtivo. Renesto (2004), e Gimenes (2010), também estudam a realizacdo da técnica de
aspiracdo folicular, e afirmam que nesse processo também é importante realizar a anestesia
epidural no animal, aplicando-a entre a articulagdo sacro caudal ou entre a primeira e segunda
vértebra coccigeas, utilizando para isso lidocaina 2% sem vaso dilatador com dosagem de 1ml
por 100 quilogramas de peso vivo. Os autores afirmam que esse procedimento é de grande
importancia para impedir a realizacdo de movimentos peristalticos que podem dificultar a
manipulacdo do ovario atraves do reto, alem disso, esse processo pode evitar também traumas
ao animal.

Apos feita a higienizagdo da vulva da vaca doadorae a realizacdo da anestesia epidural
no animal, é realmente iniciada a aspiracdo folicular, para isso, € colocado no fundo do saco
vaginal do animal, uma guia acoplada ao transdutor. Esse € um processo que passou por
mudancas com o passar dos anos e o desenvolvimento datecnologia nessa area. Anteriormente,
0 comum era utilizar o transdutor linear, mas com o desenvolvimento da técnica, passou a
utilizar o transdutor microconvexo ou setorial, o que de acordo com Seneda et al. (2004),
aumentou em cerca de 10% a 20% no total de odcitos coletados.

A aspiracdo folicular, é realizada através de uma bomba de vacuo que é ligada a um tubo
falcon no qual contém 5ml de PBS mais 5,0 Ul/ml de heparina. De acordo com Cruz et al.
(2009), a utilizacdo dessas solugdes é o que vai impedir a coagulacdo do sangue advindo da
microcirculacdo do fundo de saco da vagina ou até mesmo do proprio ovario e, por isso, deve
permanecer aquecida a uma temperatura de 38°C. Dayan (2001) enfatiza que acoplado ao tubo
falcon, é preciso também existir uma linha de aspiracdo por meio de uma rolha, que tem como
objetivo percorrer o interior do mandril da guia intravaginal e fazer a ligagdo com aagulha que
punciona os foliculos. O vacuo que é gerado a partir da puncao nos foliculos, permite que o
liquido se desloque para dentro do tubo, carregando assim, os odcitos de interesse.

Apesar de muito importante para o processo de reproducdo de bovino, a realizacdo da
aspiracdo folicular ndo é um procedimento barato para as fazendas que a realizam. Nesse
sentido, Seneda et al. (2004) desenvolveu em seu trabalho um comparativo entre as bombas de
vacuo utilizadas na aspiracao folicular, com o objetivo de buscar maneiras dediminuir 0s custos

gastos com materiais. Como resultado, os autores identificaram que utilizar uma bomba a
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infusdo ao invés de uma bomba de vacuo seria uma alternativa viavel e eficiente que
possibilitaria uma diminui¢do dos custos.

Porém, outros autores que também discutem essa mudanca de bombas como forma de
diminuir custos, enfatizam a necessidade de ajustar cuidadosamente a pressdo da bomba a
vacuo, de forma que as estruturas dos odcitos coletados ndo sejam comprometidas e,
principalmente, que as células cumulus oophurus sejam preservadas, ja que sdo essenciais para
o desenvolvimento do processo de fertilizacdo (VIANA; BOLS, 2005).

Por existirem diversas possibilidades de bombas que podem ser aplicadas no processo de
aspiracdo folicular, consequentemente, o uso de cada bomba trara resultados diferentes para
esse processo. Nesse sentido, muitos autores identificaram como a pressdo pode variar entre
determinadas faixas, dependendo da bomba que esta sendo utilizada. O uso de cada bomba e a
pressdo gerada pela mesma, pode ser observado na tabela 2 abaixo, relacionadas também com

0 autor que estuda cada uma dessas bombas.

Tabela 2 — Faixa de pressdo por bomba utilizada

FAIXA POR PRESSAO AUTOR
RENESTO, 2004,
GOUVEIA, 2011,

De 72 a 78 mmHg ou vazéo de 15

ml/minuto
DAYAN, 2001
86 mmHg ou vazéo de 16 a 19 ml/minuto GIMENES, 2010
Vazao de 10 ml/minuto CRUZ et al., 2009

60 a 100 mmHg ou vazéo de 10 a 20
) EMBRAPA, 2014
ml/minuto

FONTE: Elaborada pelo autor baseado em RENESTO, 2004; GOUVEIA, 2011; DAYAN, 2001; GIMENES,
2010; CRUZ et al., 2009; EMBRAPA, 2014.

Cadavez mais, observa-se a utilizacdo da aspiracdo folicular realizada in vivo, sendo essa
técnica, muito difundidaao redor do mundo. Existem varios aspectos que permitem essa técnica
ser tdo utilizada, entre eles esta a possibilidade de aplicacdo da técnica também em animais que
adquiriram algumas patologias, e ndo somente nagueles animais que estdo 100% saudaveis.

Na realizagdo de TE e de inseminagdo artificial em tempo fixo — IATF alguns animais
gue possuem aderéncias de tuba e Utero, mucometra e gestacdo em curso, ndo podem participar
dessas técnicas, em razdo de possuir essas patologias ou condi¢Ges. Porém, quando se trata da
aspiracdo folicular — OPU, a EMBRAPA (2014), afirma que essa técnica pode ser aplicada,
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independentemente do animal possuir alguma das condicdes citadas acima, sendo necessario,
somente que 0s OVarios estejam ativos e que possam ser manipulados.

A partir do inicio dos anos 2000, a aspiracao folicular passou por uma série de avangos
que permitiu o aprimoramento e a otimizacdo da técnica, principalmente em relagdo a coleta de
odcitos de qualidade superior. Por ter se tornado uma técnica tdo essencial no processo de
reproducdo bovino, diversos autores passaram a estudar o tema e a definir os aspectos que
podem influenciar no sucesso ou ndo daaplicacdo daaspiracdo folicular. Viana e Bols (2005),
indicam que o sucesso dos programas de producdo de embrides in vitro se da devido ao nimero
e a qualidade dos complexos cimulos-odcitos — CCQO’s advindos da aspiragédo folicular.

Todas essas, séo possibilidades que permitem o melhor desenvolvimento de embriGes e,
consequentemente, o aumento da reproducdo bovina. Essas possibilidades sdo consequéncia de
uma série de pesquisas sobre o tema, que em conjunto permitiram o avan¢o da técnica,
principalmente no Brasil, transformando o pais em um exemplo mundial de reproducdo de

bovinos por embrides.

5.3. MATURACAO IN VITRO - MIV
Ao fim da realizacdo do procedimento de aspira¢do folicular, o contetdo liquido que foi

recuperado dos foliculos e que antes se encontrava no tubo falcon, é transferido para um filtro,
no qual ocorre a coleta de embribes, apOs esse processo, 0 mesmo € lavado com a mesma
solucdo que foi utilizada durante a aspiracdo. De acordo com Renesto (2004), o processo de
lavagem deve ocorrer até que o liquido se torne limpido, e sua realizacdo é de grande
importéncia, ja que pode facilitar a visualizacdo dos odcitos no microscopio.

Para que seja possivel essa visualiza¢cdo no microscépio, o conteudo é colocado em uma
placa petri. Esse processo precisa ser realizado com muito cuidado, ja que de maneira alguma
pode-se perder os odcitos presos a malha do filtro. O mesmo conteudo que foi anteriormente
aplicado, deve ser novamente inserido no fundo do filtro. Para realizar esse processo, o ideal é
utilizar uma seringa de 20ml, apés inserido o conteudo no fundo do filtro, 0 mesmo deve ser
entornado mais uma vez dentro da mesma placa petri. Ao fim do procedimento, a placa deve
ser levada ao microscopio para que seja possivel realizar a localizacdo, lavagem e classificacdo
dos odcitos coletados (DAY AN, 2001).

Existem alguns critérios de classificacdo no qual se baseiam as caracteristicas das células
do complexo cumulus-odécitos. De acordo com Gouveia (2011), esses critérios levam em conta,
principalmente, a morfologia e a quantidade de camadas desses 00citos, que geralmente sao

avaliados como: grau I, grau Il, grau Ill, grau IV, ou desnudos. Durante 0s processos de
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maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario, Luedke et al. (2019), identifica uma
série de aspectos que possuem um papel fundamental para a realizagdo desses processos, como
a celularidade do cumulus e as jungdes GAP-comunicante, que se encontram entre o cumulus e
0s 00citos.

A lavagem dos odcitos é outra etapa de grande importancia para o desenvolvimento do
processo e, por isso, existem uma série de autores que tratam o tema e indicam as possibilidades
de métodos que podem ser utilizados. Cada uma dessas possibilidades pode ser observada na

tabela 3 abaixo.

Tabela 3 — Possibilidades para lavagem dos odcitos

LAVAGEM DOS OOCITOS AUTOR
Lavar os odcitos 3 vezes e utilizar o TCM-
199 HEPES suplementado com 10% de soro RENESTO, 2014

fetal bovino (SFB) e 70mg de amicacina.
Lavar os odcitos 4 vezes, nas duas primeira
utilizar meio de lavagem H199, e nas duas GIMENEZ, 2010
altimas utilizar meio de maturacdo B199.
Utilizar TCM modificado composto por

TCM-199 acrescido de bicabornato de
sodio, sulfato de gentamicina e tampao

ANTONIOLLI, 2005

HEPES.
— - 5
Utilizar TCM-199 suplementado com 10% DAYAN, 2001
de SFB.
Utilizar TCM-199 com sais de Hanks,
tampdo HEPES, antibiotico penicilina e EMBRAPA, 2014

estreptomicina e soro fetal bovino.
FONTE: Elaborada peloautorbaseadoem RENESTO, 2014; GIMENEZ, 2010; ANTONIOLLI, 2005; DAYAN,
2001; EMBRAPA, 2014.

Apds o fim desse processo de lavagem, € feita a transferéncia dos o6citos para 0s meios
de maturacdo. Essa etapa tem como objetivo fornecer aos odcitos um ambiente que se
assemelhe 0o maximo possivel com o liquido folicular. Assim como diversos aspectos
relacionados a reproducdo bovina, 0 processo de maturacdo também é muito discutido na
literatura sobre o tema, e como tal existem diversos autores que trazem diferentes meios para a
realizacdo da maturacdo. Entre as possibilidades, Antoniolli (2005), afirma que se pode utilizar
0 TCM-199 acrescido de gentamicina, piruvato de sodio e bicarbonato de sddio. Ja a
EMBRAPA (2014), indica 0 TCM-199 suplementado com glutamina, antibiotico, bicarbonato
de sdédio, piruvato de sodio, FSH, LH, estradiol e soro fetal bovino. E Montagner et al. (2000)

enfatiza que ao adicionar o tampao HEPES aos meios de lavagem e maturacao, ele passa a ter



32

a funcdo de minimizar a variacdo de pH e fornecer aos 00citos um meio que seja mais propicio
a0 seu desenvolvimento.

Também foram realizadas pesquisas sobre a maturacao in vitro, que tinham como objetivo
buscar maneiras de diminuir os custos daproducao in vitro deembrides. Nesse sentido, Figueird
et al. (2004), constataram que a utilizacdo do soro de éguas em estro, € uma possibilidade que
podesubstituir a adicdo doLH e do FSH durante o processo de maturagéo, sem nenhuma perda.
Mas, ao discutir o mesmo uso para 0 soro de vacas em estro, 0s autores ja ndo observaram essa
possibilidade.

Outra técnica que era bastante utilizada nesse processo, estava relacionada ao transporte
dos od6citos, que somente eram realizados com a adocdo de gases aos 00citos envasados em
tubos. Porém, a partir dos resultados da pesquisa de Leivas et al. (2004), observou-se que ndo
era necessario a realizacdo desse processo em todos 0s casos, ja que odcitos bovinos que se
encontravam em meio de maturagdo TCM+HEPES em uma temperatura de 39°C e que ndo
possuiam controle de atmosfera gasosa, poderiam ser deslocados por um periodo de até 12
horas, sem que suas estruturas fossem comprometidas em qualquer medida.

Observou-se nessa se¢do, que o processo de maturacdo dosoocitos compreende uma série
de reagdes complexas, como as transformagdes nucleares, citoplasmaticas e moleculares. Além
disso, também foi observado a interacdo e a regulacdo que ocorre de forma reciproca entre
odcitos e células foliculares, que sdo responsaveis pela criagdo do ambiente necessario a
capacitacdo dos odcitos.

Porém, outra observacdo que também pode ser feita, € a de que 0s mecanismos exatos
consequéncias dessas reacdes complexas ndo estdo completamente esclarecidos. Esse
entendimento interfere na eficiéncia da producdo in vitro de embrifes, ja& que entende que o
ambiente in vitro, na verdade pode ndo proporcionar as competéncias necessarias para que 0S
odcitos desenvolvam um embrido viavel (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Nesse sentido, de
acordo com Luedke et al. (2019), o que pode afirmar com certeza &, para que seja possivel o
desenvolvimento da maturacéo, € necessario que os odcitos migrem do estagio de dipléteno da
préfase I, que é a primeira divisdo meidtica, para o estagio de metafase 11, entendidacomo a
segunda divisdo meiotica. Para esse processo ocorrer é necessario de 18 a 22 horas, e somente

apos esse periodo, 0s 00citos podem se tornar aptos para o processo de fertilizacéo.

5.4. FERTILIZACAO IN VITRO - FIV
A utilizacdo da fertilizacdo in vitro vem sendo cada vez mais aplicada para a reproducao

de bovinos e pode ser empregada a partir de diversas técnicas diferentes. Porém, a maioria
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dessas técnicas utilizam o sémen congelado, de forma que a dose permanece estocada no
laboratdrio pronto para ser utilizada quando for necessario. O material € mantido congelado em
razdo desse processo otimizar o uso do sémen, o que de acordo com Gimenez (2010) € o ideal,
j& que a concentracdo recomendada para a fertilizacdo in vitro € de 2 milhdes de
espermatozoides por mililitro.

A realizagdo de uma fertilizacdo in vitro € feita a partir de etapas, e anteriormente ao
inicio do procedimento, é necessario realizar o descongelamento da palheta de sémen e
submeter 0 material a um processo de selecdo dos espermatozoides moveis, e apds, submeté-lo
também a um processo de remocdo do diluidor e/ou do plasma seminal, que estd além das
células ndo espermaticas (LIMA, 2018).

Existem trés principais técnicas que apoiam o desenvolvimento dessa série de processos,
sendo elas, lavado espermatico, swim-up, gradiente de Percoll. Entre essas trés possibilidades,
amais indicada pela EMBRAPA (2014), que é também a mais utilizada é atécnica degradiente
dePercoll. Deacordo com Renesto (2004), essa técnica é aplicada em quatro etapas, na primeira
é criado uma solucdo de concentracdo gradual em que a densidade aumenta partindo da cama
superior para a inferior. Na segunda etapa, o sémen é colocado no topo dessa solucdo e
centrifugado. Na terceira etapa, 0s espermatozoides que permanecem Vivos sdo obrigados a
percorrer todas as camadas de solucdo, e isso acontece em razdo da forca centrifuga que é
exercida sobre eles. E na ultima etapa, é obtido um pellet contendo os espermatozoides
selecionados.

A outra possibilidade de técnica que pode ser aplicada € o swim-up. Antoniolli et al.
(2005), explicam que essa técnica possui uma metodologia reversa, ou seja, a amostra seminal
é, primeiramente, depositada no fundo de um tubo que precisa estar previamente aquecido.
Dentro desse tubo, € preciso estar o sperm-TALP, a partir do qual os espermatozoides moveis
vao migrar ate a superficie.

Apos a fase inicial da fertilizacdo in vitro, que consiste em realizar a selecdo espermatica,
entra-se na fase de depositar os gametas em uma placa. A placa em que os gametas serao
depositados precisa ter um meio adequado para a capacitacdo dos espermatozoides e para a
fertilizacdo dos odcitos. O inicio realmente da fertilizacdo in vitro ocorre quando o processo de
capacitacdo dos espermatozoides é iniciado a partir do uso de glicosaminoglicanas que se
encontram presentes no meio da fecundacdo e tem o papel de torné-los capazes de se ligarem
aos receptores da zona pellcida. Essa ligacdo é de grande importancia para o procedimento
como um todo, pois é a ligacdo que promove a liberacdo do conteldo acrossémico e,

consequentemente, a fusdo da membrana vitelinica, o que por sua vez, é responsavel por
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desencadear a liberacdo dos granulos corticais e fazer o bloqueio da polispermia (EMBRAPA,
2014).

O principal objetivo da realizacdo de uma fertilizacdo in vitro é fazer com que a
fertilizacdo e o desenvolvimento de embrides realmente resultem em uma gestacédo. Para isso,
diversas possibilidades podem ser empregadas com a finalidade de aumentar as taxas de
gestacOes, algumas dessas possibilidades que s&o mais frequentemente aplicadas séo, TALP e
TL. Esses meios podem ser suplementados com diversos suplementos, e existem diversos
autores que discutem a aplicagdo de determinadas substancias. Gimenes (2010), defende a
aplicacdo de antibioticos gentamicina ou penicilina, e de albumina sérica bovina. Ja Lima
(2018), acredita que a melhor opcdo é a suplementacdo com piruvato. E Antoniolli (2005),
Renesto (2004), e Dayan (2001) concordam que as melhores opc¢des sdo a hipotaurina, a
epinefrina, e a heparina.

Na aplicacdo da fertilizagdo in vitro, assim como no transporte de oocitos, também se
discute a possibilidade de trabalhar com diferentes atmosferas gasosas. Nesse sentido, Santos
et al. (2018), desenvolveram uma pesquisa comparativa, que tinha como objetivo expor os
odcitos a diferentes tensdes de oxigénio, e a partir dos resultados encontrados, concluiram que
mesmo em baixos niveis de oxigénio, a taxa de producdo in vitro de embriGes continua a
mesma, ndo existindo nesse procedimento, influéncia dos niveis de oxigénio.

Assim como no processo de maturacdo in vitro, na fertilizacdo in vitro, tambeém existe
uma grande busca por técnicas que permitem uma reducdo nos custos desse processo, a0 mesmo
tempo que otimizem os meios que sdo destinados a FIV. Gilardi et al. (2004), é um dos
pesquisadores que buscam essa reducdo de custos, observaram que uma possibilidade é o
impacto do soro fetal bovino na técnica de fertilizagdo in vitro, como a diminui¢do da taxa de
clivagem inicial e o aumento do desenvolvimento embrionario consecutivo. Em seu trabalho,
0s autores observaram que a utilizacdo da albumina sérica bovina possibilita uma melhora na
clivagem dos embrides, resultado esse, que também € afirmado por outros autores, como
Gimenes (2010) e Antoniolli (2005).

5.5. CULTIVO DOS EMBRIOES IN VITRO - CIV
A realizacdo do cultivo dos embrides in vitro é mais uma fase do processo de reproducao

bovino. Nessa fase ocorre o fornecimento de um ambiente que seja adequado para 0
desenvolvimento embrionario, além da realizacdo do acompanhamento das etapas desse
desenvolvimento. De acordo com a EMBRAPA (2014), durante o periodo em que o embrido

esta no ambiente em que sera desenvolvido, ele passa por uma série de importantes mudancas,
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como, a clivagem, a ativacdo do genoma embrionario, a compactacdo dos blastémeros, a
diferenciagdo do trofoblasto e do embrioblasto, a formacéo e a expansdo do blastocele, e o
rompimento da zona pelucida.

Os meios utilizados para o cultivo dos embrides sdo diferentes dos meios utilizados para
a fertilizacdo in vitro, isso porque, 0 ambiente onde ocorre a fertilizacdo in vitro tem como
objetivo proporcionar uma atmosfera para a capacitacdo e manutengdo dos espermatozoides,
enguanto os meios utilizados para o cultivo, visam a nutri¢do e a divisdo das células dos
embrides. Nesse sentido, quando terminado a fase de fertilizag&o in vitro, as estruturas sao
transferidas para outros placa, na qual as células de cumulus séo retiradas com o auxilio da
pipeta e da hialuronidase, e sdo deixados somente os provaveis zigotos desnudos (GIMENEZ,
2010).

No processo de escolha do meio de cultivo a ser utilizado, diversas metodologias estdo
disponiveis, podendo ser aplicadas nesse processo. Esse entendimento também ocorre com
relacdo a frequéncia do feeding, o qual € definido como a mudancga ou renovacdo do meio,
sendo realizado com o objetivo de manter os embrides sempre nutridos nesse ambiente. Entre
as possibilidades de escolha, 0 meio mais utilizado para o cultivo € o0 SOF — fluidos sintéticos
do oviduto. Nesse meio, as variagcbes ocorrem, na grande maioria das vezes, nas substancias
que sdo adicionadas a0 mesmo, como 0s aminoacidos essenciais ou a gentamicina (LIMA,
2018; ANTONIOLLLI, 2005). Outros autores também discutem a escolha do melhor meio para
o cultivo, nesse sentido, Dayan (2001) enfatiza que a melhor escolha é o CR2 suplementado
com soro fetal bovino, enquanto a EMBRAPA (2014) defende o SOF com adicdo de SFB,
albumina sérica bovina — BSA, aminoécidos, piruvato, lactato e glutamina.

Muitos autores discutem também a frequéncia em que deve ocorrer a adicdo no meio do
cultivo, e com o desenvolvimento de suas determinadas pesquisas, encontraram possibilidades
em relacdo a frequéncia da adicdo. Renesto (2014), em seu trabalho, realizou a adicdo no
terceiro e quinto diaapos a fertilizacdo, ja Dayan (2001), vai de encontro com o sugerido pela
EMBRAPA (2014), que recomenda um Unico feeding, realizado ap6s 48 horas da fertilizacdo
in vitro. Durante o processo de adicdo, Dayan (2001), enfatiza ainda a necessidade de realizar,
em conjunto com a adicdo, uma analise de como esta o desenvolvimento embrionario e suataxa
declivagem, identificando quantosembrides atingiram o estado de moérula, blastocisto, ou quais

nao evoluiram.

5.6. TRANSFERENCIA DE EMBRIAO - TE
A Ultima etapa de producéo in vitro do embrido consiste na transferéncia desse embrido.

Esse procedimento é essencial para o sucesso da fertilizacdo in vitro e teminicio ja na contencéo

do animal. Inicialmente deve ser feita uma anestesia epidural baixa com lidocaina a 2%, de
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acordo com Dayan (2001), esse procedimento é realizado visando melhorar a manipulagdo do
Utero através do reto, na sequéncia, é feito a higienizacdo da vulva para que seja evitado o risco
de contaminacdo. Apds essas duas etapas, € feito a introducdo do inovulador na vagina, que
passa a cérvix e deposita o embrido profundamente no utero, no corno ipsilateral ao ovario com
corpo lateo (FILHO, 2018).

Como forma de garantir altas de taxas de implantacdo embrionaria é fundamental que as
receptoras sejam submetidas a boas condi¢des de manejo, como, nutricdo, sanidade e bem-estar,
que de acordo com Demczuk et al. (1998), sdo fatores que podem interferir diretamente no
sucesso da gestacdo. Andrade et al. (2012), ainda enfatiza que esses fatores sdo de grande
importancia para o sucesso da gestacdo em razdo dos embrides produzidos in vitro serem mais
suscetiveis a aspectos como o estresse e variagcbes que podem vir a ocorrer no meio.

Outro aspecto de grande importancia para o sucesso da gestacdo é a sincronia do estagio
do embrido com a fase do ciclo estral da vaca. Dayan (2001) e Filho (2018) afirmam que as
melhores taxas de gestacdo sdo observadas, principalmente, entre o oitavo e décimo dia a partir
do fim do protocolo hormonal. Nesse sentido, € durante esse periodo que o corpo lateo se

encontra ativo e o (tero pronto para conceber.

6. CONSIDERACOES FINAIS
A pecuaria brasileira vem passando nos ultimos anos por um grande periodo de ascensao,

a partir do qual esse tipo de negocio sé cresce e, cada vez mais, conquista um importante lugar
na economia brasileira e no desenvolvimento nacional, sendo responsavel por grande parte do
Produto Interno Bruto — PIB do pais. A partir desse entendimento, cadavez mais, pesquisadores
buscam novas ferramentas e novos procedimentos mais atualizados e mais modernos que
podem apoiar o desenvolvimento da pecuaria brasileira.

Dentro dapecuaria, enfatiza-se ainda aimportancia da reproducao bovina para o negdcio,
identificando a importancia também de técnicas cientificas da medicina veterinaria que
contribuem para o desenvolvimento dessa area. Nesse sentido, identificou-se a produgao in vitro
de embriGes, apresentando como essa técnica pode otimizar o uso do sémen sexado, a0 mesmo
tempo que permite uma melhora no aproveitamento das fémeas, o que faz com que a producao
in vitro de embriGes passe a ter um papel fundamental para a evolucdo da medicina veterinaria
brasileira.

Foram identificados diversos fatores que influenciam no sucesso da producdo in vitro de
embriBes, e quais acdes os profissionais da medicina veterinaria devem realizar para garantir o

sucesso da técnica. Entre esses fatores, € citado a importancia da fase inicial do processo,
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minimizando danos e estresses que podem impactar nos odcitos, e a importancia da fase
posterior, que acontece durante o cultivo do embrido, no qual é preciso desenvolver um
ambiente que seja favoravel ao desenvolvimento desse embrido.

Por ser uma area que vem crescendo e tomando cada vez mais espago, e entendendo a
importancia da mesma para a economia brasileira, torna-se necessario manter o estudo e
pesquisa sobre seu desenvolvimento e os fatores que podem impacté-la, para que assim seja
possivel manter um constante aprimoramento datécnica, melhorando a qualidade dos o6citos
captados por meio da aspiragédo folicular, elucidando os processos de maturacao, e otimizando

0 uso das receptoras.
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