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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA VETERINARIA -
AREA DE BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO

O presente relatorio visa descrever as atividades acompanhadas e/ou realizadas no periodo de
execucdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV), na area
de biotecnologias da reproducdo. No periodo reservado ao estdgio foi possivel realizar
atividades em dois setores da empresa, laboratorio e campo contemplando Vvérias etapas do
processo de producdo in vitro de embrides (PIVE). O local escolhido foi a empresa IN
VITRO BRASIL/SA (IVB), com matriz localizada em Uberaba, no estado de Minas Gerais -
BR, com mais filiais no Brasil, como Mogi Mirim — SP e Xinguara — PA. O ECSMV teve
orientagdo do professor Dr. Fabricio Desconsi Mozzaquatro e supervisdéo do Médico
Veterindrio Eduardo Trevisol CRMV-22739/SP durante o periodo de 05 de Janeiro a 25 de
abril de 2018, totalizando 624 horas. O setor de biotecnologia da reproducdo estd em
constante transformacdo sendo uma das areas em maior evidéncia no pais e no mundo,
apresentando varias oportunidades no mercado de trabalho. A escolha do local de estagio foi
pautada na exceléncia dos trabalhos prestados pela IVB o que atualmente coloca a empresa
como uma das maiores no ramo de biotecnologia animal. Dentro da empresa pude
acompanhar todas as etapas da Producdo in vitro de Embrides na unidade de Mogi-Mirim SP,
onde atendia varias propriedades espalhadas por todo Brasil. Esta biotecnologia vem
apresentando grande expansdo na reproducdo bovina, mostrando ser uma boa opc¢do para
melhoramento genético e aumento da producdo leiteira e de carne. O estagio foi muito
importante para minha formacao profissional, pois tive a oportunidade de acompanhar a rotina
de aspiracdo folicular, selecdo de doadoras e receptoras, maturacdo in vitro, fertilizacdo in
vitro, cultivo in vitro, avaliacdo e envase de embrides, vitrificacdo de embrides, diagndstico
de gestacdo e sexagem fetal, e breve discussdo sobre selecdo e sincronizacdo de
doadoras/recetoras e aspiracdo guiada por ultrassonografia, em uma empresa do porte da VB,

vivenciando as diversas realidades onde o médico veterinario pode estar inserido.

Palavras chaves: PIVE, Embrido, Biotecnologia, OPU.
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1 - INTRODUCAO

O crescimento populacional, de renda per capita e da urbanizacdo observados nos
ultimos anos associados as previsdes para as proximas décadas ampliam as necessidades de
producdo de alimentos no mundo para o futuro (SAATH, FACHINELLO, 2018).

Ultimamente a produtividade dos rebanhos bovinos vem aumentando, e isso é
atribuido a intensa selecdo de caracteristicas genéticas e do aperfeicoamento de biotécnicas de
manejo reprodutivo visando maximizar a qualidade dos sistemas de produgéo (MELLO et al.,
2016).

Os sistemas de melhoramento genético juntamente com nutricdo, sanidade e
biotecnologias da reproducdo podem levar a promocdo de resultados melhores dentro das
propriedades e com isso proporcionar maiores lucros. Devido a isso, 0s produtores investem
nestes setores aumentando a procura por estas técnicas. E nesse cenario que as biotécnicas da
reproducdo, veem se fortalecendo no mercado agropecuario, como uma ferramenta de apoio
para bovinocultura. Existem vérias biotecnologias ligadas a reproducdo como inseminagdo
artificial, IATF, superovulagdo, coleta e transferéncia de embrides, Producdo in vitro de
Embrides (PIVE) e clonagem. Dentre estas, a PIVE, destaca-se pela capacidade de
multiplicacdo de matrizes de alto valor genético em um curto intervalo de tempo em larga
escala (SILVA et al., 2015).

Em 2014 o Brasil foi considerado o maior produtor mundial de embrides com 366.517
unidades produzidas por ano, 70% da producdo mundial. A Fertilizagéo in vitro (FIV) nos
ultimos 15 anos, teve um crescimento de 300%, saindo de 160.695 embrifes produzidos em
2002 para 666.215 em 2016, sendo que neste mesmo ano, ultrapassou pela primeira vez o
volume de embribes produzidos in vivo (IETS, 2015; MELLO et al., 2016). Na PIVE o Brasil
possui uma posicdo importante no cenario mundial, onde 57,7% dos embribes produzidos no
mundo em 2015 foram de empresas brasileiras, representando um montante de 353.539 do
total de 612.709 embrides produzidos no mundo (IETS, 2015). Estes numeros estdo
relacionados com projetos de producdo de embrides em alta quantidade que levam a
diminuicdo de custos, aumentando a producéo.

O emprego desta biotecnologia para programas de melhoramento genético possibilita
otimizar o potencial de matrizes dentro dos rebanhos, promovendo multiplicacdo de animais
melhores em pouco tempo, quando se é comparado as biotécnicas mais comumente utilizadas
(1A e TE).
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Neste cenério, atualmente a IN VITRO BRASIL (IVB) é a maior empresa prestadora
de servicos em Producdo in vitro no Brasil. A IVB, é uma empresa multinacional
especializada em PIVE de bovinos e equinos e clonagem. Hoje é constituida de nove
laboratorios localizados no Brasil, Estados Unidos, Russia, Colémbia, México e
Mocambique. Sua matriz estd localizada em Uberaba — MG/Brasil. Além disso, a empresa
possui diversas franquias, presentes em diversos paises, onde sdo comercializados meios de
cultura e protocolos de producéo in vitro. A IVB trabalha oferecendo servicos de aspiragdo
folicular guiada por ultrassonografia (OPU), PIVE, transferéncia de embriGes (TE),
diagndstico de gestacao, sexagem e clonagem.

Devido a todas estas atividades desenvolvidas pela empresa e do grande interesse
pessoal em biotecnologias da reproducdo a IVB foi escolhida para realizar o Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV).

O presente relatério tem o objetivo de apresentar a descricdo das atividades
acompanhadas durante o ECSMV, discutindo a selecdo de doadoras e receptoras e o

procedimento de aspiracdo folicular.
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2 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O ECSMYV foi realizado na IN VITRO BRASIL S/A (IVB), criada em 2002 e hoje a
maior empresa de producdo de embrides in vitro em atividade no Mundo. No Brasil conta
com trés laboratdrios localizados em Uberaba — MG, Xinguara — PA e Mogi-Mirim — SP.
Hoje no total sdo 37 laboratérios entre proprios e afiliados dispostos em 17 paises (FIGURA
1). Por tudo que construiu e a dimensdo que a empresa alcancou durante esses anos, levantou
interesse do grupo Genus PLC que em 2015 comprou 51% de suas acdes e desde entdo
continua a fornecer as melhores solugfes genéticas para seus clientes.

A empresa também oferece o servico de compra e venda de genética, onde o produtor
disponibiliza a receptora para embrides de alta genética tanto de producédo leiteira quando de
carne, a partir de varios acordos comercias e projetos em grande escala. A IVB hoje produz
uma media de 10.000 embrides somente para testes de producdo de seus meios de cultura.
Estes sdo feitos na filial da VB em Mogi Mirim/SP. Os meios sdo utilizados para a producéo
comercial da propria empresa e vendidos para laboratérios franqueados ao redor do mundo
(IN VITRO BRASIL, 2018).

A VB (unidade Mogi-Mirim/SP) foi a escolhida para a realizagdo do ECSMV.
Embora seja uma filial, tem grande importancia, pois apresenta maior nimero de clientes e a
maior producdo anual da empresa. Esta é composta por 32 veterinarios entre a area de
laboratdrio e profissionais do campo. A unidade dispde de um local alugado dentro de uma
fazenda. Este local é composto de um laboratério devidamente, credenciado no MAPA, e
adequado para a realizacao de todas as etapas da Producéo in vitro de embrides (PIVE) como
a Maturacdo in vitro (MIV), FIV, Cultivo in vitro (CIV), Envase e Vitrificagdo de embrides.
Apresenta 1 bancada, 8 incubadoras reguladas com fluxo de gas (FIGURA 2B), 5 capelas de
fluxo laminar continuo (FIGURA 2E), 2 geladeiras (FIGURA 2C) para armazenamento de
meios. Ainda consta com uma sala separada com 4 incubadoras e 1 capela de fluxo laminar
continuo, somente para testes dos meios de cultivo. O laboratdrio consta ainda com salas
individuais para producdo de meios, estoque de botijoes (FIGURA 2D), estoque de materiais,
esterilizacdo de materiais, armazenamento de materiais utilizados a campo, sala de
computadores para organizacao da logistica e rotina dos veterinarios que atuam no campo e
no laboratério e um escritorio com 9 computadores para realizar toda burocracia de
administracdo da empresa.

A unidade atende varios clientes em todo o territério nacional e um cliente na Russia.

A rotina era baseada conforme a demanda de embrides conforme contrato feito pela empresa
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e cliente. Desta forma eram organizadas datas para protocolo de sincronizacao das receptoras,
Aspiracdo Folicular e Transferéncia Embrionaria. Assim era lancada a agenda para todos 0s
profissionais da empresa. Os laboratoristas comegavam sua rotina baseado no dia de OPU,
para assim dar sequéncia aos procedimentos de PIVE.

O ECSMV teve carga horéria total de 624 horas sob a supervisdo da Bidloga Junia
Carvalho e do Médico Veterinario Eduardo Trevisol. O ECSMV foi dividido em um periodo
realizado acompanhando as atividades dos veterindrios nas fazendas e um periodo

acompanhando a rotina do laboratério de PIVE.

FIGURA 1 - Mapa com destaques onde a IVB esta presente no mundo.
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FIGURA 2 — Salas e materiais presentes no laboratério de PIVE da IVB/Mogi-Mirim/SP. A:
Fyrite, medidor de gas; B: Incubadoras; C: Geladeira de meios; D: Sala de botijdes; E: Fluxo

para realizar procedimentos da PIVE.

As tabelas a seguir demonstram as atividades acompanhadas e/ou realizadas durante o

ECSMV.

TABELA 1 - Atividades acompanhadas a campo no ECSMV.

Descrigdo da atividade N° de Atividades  N° de Animais %

Selecdo e protocolo de 20 650 11,4
receptoras

Aspiracao folicular 22 594 12,6

Transferéncia embrionaria em 20 1.150 114
tempo fixo

Diagndstico de gestacao 45 1.110 25,8

Sexagem 8 250 4,5

Total 174 25.706 100
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TABELA 2 - Atividades acompanhadas dentro do laboratorio da empresa.

Descricdo da atividade N° de Atividades N° de %
oocitos/embrides

Maturacdo in vitro 13 594 20,9
Fecundacéo in vitro 12 12.505 19,3
Cultivo in vitro 12 8.342 19,3
Avaliacdo/Envase de embrides 17 845 27,4
Vitrificagdo de embrides 8 247 12,9
Total 62 22.533 100

2.1 Selecéo de doadoras

A selecdo das doadoras era uma etapa de grande importancia dentro da técnica de
PIVE, visto que as mesmas transmitem todas as caracteristicas genéticas que seriam herdadas
pela proxima geragéo.

De maneira geral a selecdo de doadoras era feita por equipes especializadas, com
médicos veterinarios da empresa. Desta forma estes técnicos realizavam exame ginecoldgico
através de palpacao transretal com auxilio do ultrassom.

As doadoras que apresentassem gestacdo avangcada com mais de 4 meses, ou OVarios
com pequena populacao folicular ou aderéncias/patologias ovarianas ndo eram aspiradas. As
doadoras também eram avaliadas conforme sua saude reprodutiva, escore de condicdo
corporal, calendéario de vacinacdo em dia e auséncia de patologias do trato reprodutivo.

Em outros casos o proprio pecuarista ou técnico da fazenda, realizava a escolha das
doadoras, levando em conta o valor monetario, zootécnico, historico de premiacfes e procura

por aquela determinada genética.
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FIGURA 3 — Doadoras sendo selecionadas para um programa de OPU em um curral na

Fazenda Segredo localizada no municipio de Bataguassu/MT.

2.2 Selecdo e protocolo de sincronizagao de receptoras

A selecdo de receptoras eram um dos desafios para o sucesso da PIVE pois sdo estas
fémeas que levardo a gestacdo a termo. Assim, estas fémeas, deviam ser devidamente
avaliadas através de exame ginecoldgico completo para identificacdo dos individuos que
estavam aptos para a reproducéo.

A VB seguia alguns critérios neste processo de selecdo. Sendo realizado quase que
um pré avaliacdo antes do processo de sincronizacdo. Dentre estes a escolha de animais
saudaveis, que apresentavam vacinas reprodutivas em dia, escore de condi¢do corporal (ECC)
adequado (3), onde era seguida uma escala de 1 a 5 (1- animal magro e 5 - animal gordo).

Além disso, no exame ultrassonografico, eram avaliados a presenca de corpo lGteo
(CL), foliculo dominante e o aspecto uterino. Estes eram com o objetivo de incluir no
protocolo de sincronizacao, receptoras que estivessem ciclando. Esta préatica propiciava com
que um maior nimero de fémeas respondesse ao protocolo.

Os veterinarios da empresa orientavam os produtores que utilizassem boas condigdes
nutricionais para as receptoras com uma oferta de suplementacdo adequada, para melhorar

sueu aporte energético e otimizar os resultados.



20

Nos servicos prestados pela empresa as receptoras eram avaliadas no dia 0 (DO) e no
diada TE, dia 17 (D17), deixando o proprietario orientado da aplicacdo dos hormonios para o
protocolo de sincronizacéo.

O protocolo era orientado da seguinte forma: No DO, as fémeas destinadas para
receptoras, consideradas aptas, recebiam o implante intravaginal de progesterona (P4) e 2 mL
de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (IM). No dia 8 (D8) o implante de P4 era
retirado e o animal recebia 2 mL de prostaglandina (PGF20) IM que tem funcéo de promover
lutedlise. Neste momento administrava-se ainda 1 ou 0,5 mL de Cipionato de Estradiol (CE)
IM, e mais 2 mL de Gonadotrofina coriénica equina (eCG) IM. No Dia 10 (D10) era
recomendado, quando possivel, observar a manifestacao de estro.

A TE era realizado no D17 nas receptoras que apresentassem CL, caso o CL estivesse
presente era classificado em uma escala de 1 a 3 (1 — regular e 3 — 6timo) para assim realizar
a T.E. Embora os veterinarios realizassem esta classificacdo, todas as receptoras com CL
eram inovuladas, ndo sendo um critério de descarte.

Ao fim desta etapa, realizava-se uma estimativa percentual dos animais que
responderam ao protocolo hormonal em cada cliente. Esta pratica era realizada para adequar a
quantidade de embrides a serem transferidos em servicos futuros na propriedade. No geral a
empresa trabalhava com uma estimativa de 80% de resposta nas receptoras.

FIGURA 4 - Receptoras avaliadas na Fazenda Varjao localizada no municipio de

Bambui/MG para iniciar protocolo hormonal de sincronizacéo.
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2.3 Aspiracao folicular guiada por ultrassonografia

A aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU), consistia na aspiragdo dos
dois ovarios da doadora e em seguida a selecdo dos odcitos recuperados. Esta etapa era
realizada na propriedade, com o animal em um tronco de contencédo e o selecionador em uma
sala retirada com os equipamentos laboratoriais necessarios.

O procedimento de OPU era realizado independente da fase do ciclo estral. Durante o
ECSMV néo foi observado nenhum protocolo hormonal para de sincronizagcdo de onda
folicular nas doadoras.

A rotina diaria da empresa se dava da seguinte forma: Por volta das 4:30 a 5:00h era
separado o material a ser utilizado, sendo carregados em um automovel para deslocamento da
equipe técnica. Na propriedade era entdo montado o laboratério de campo em sala fechada e
no tronco de manejo era organizado os equipamentos da OPU. No primeiro momento apos
contencdo dos animais, realizava-se tricotomia da regido sacrococcigea e aplicacdo de
anestesia epidural baixa com lidocaina 2% (FIGURA 5) entre espago S5-C1, o volume
aplicado variava de 1-5 mL/animal, variando conforme a raca e ECC. Ap0s era realizada a
limpeza do reto e iniciava-se o procedimento de OPU. O técnico introduzia a guia de
aspiracdo juntamente com madril via transvaginal, até chegar ao fundo de saco vaginal.

A guia de aspiracdo é composta por uma estrutura de acrilico onde esta acoplado o
transdutor micro-convexo do aparelho de ultrassonografia. Na porcdo superior, estava
posicionado o mandril com um cateter (18G, 1,2mm). Este catéter estava acoplado a um
sistema de mangueiras que via pressao negativa (vacuo) conduzia o liquido aspirado para um
tubo de coleta cénico de 50 mL. Estes tubos continham uma solu¢cdo DPBS com 400 pL de
heparina e ficavam em um aquecedor de bolso em temperatura de 36°C, junto ao Médico
Veterinario.

Com a méo no reto da doadora o técnico posiciona o ovario no transdutor de forma
gue possa Vvisualizar os foliculos que serdo aspirados. Apos era acionado o sistema de vacuo e
0 procedimento de OPU era realizado. Eram aspirados todos os foliculos visiveis no campo
ultrassonografico, independente do tamanho. O liquido folicular aspirado é conduzido até um

tubo conico.
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Na mesma bomba de vacuo (FIGURA 6A) existia um espaco reservado para banho-
térmico seco, onde ficavam localizados os tubos que seriam utilizados a cada vaca e o tubo
com 40 mL de solucéo de lavagem (solucéo de DPBS) aquecidos a 36°C.

Apos o fim da aspiracdo o Médico Veterinario removia a guia da vagina da doadora,
retira de dentro da guia o mandril, pega o tubo contendo a solucdo de lavagem e aspirava
algumas vezes a solucdo aumentando a pressdo da bomba de vacuo. Este procedimento era
realizado para evitar que algum odcito recuperado pela aspiracao, ficasse aderido no sistema.

A lavagem tinha funcdo também de remocdo dos codgulos que podiam obstruir o
sistema e diminuir a quantidade de odcitos aspirados. Apo6s, os tubos eram identificados
através do registro da associacdo da doadora (RGD), e entdo encaminhados ao selecionador.
Os odcitos sempre eram transportados com muito cuidado, evitando agitac6es e incidéncia de
luz solar.

No laboratério da fazenda, o selecionador preparava previamente, uma placa de petri
90mm com gotas de lavagem com solucéo de DPBS. O contetdo folicular era depositado em
um filtro, sendo lavado vérias vezes com solucdo DPBS para retirada de sujidades e conteido
sanguinolento. Este conteudo retido no filtro era depositado em outra placa de petri 90mm e
com o auxilio de uma lupa estereomicroscopica iniciava o procedimento de selecdo e
classificacdo com posterior coleta do odcitos.

Apo0s todos os odcitos terem sido selecionados e classificados eram lavados em uma
sequéncia de cotas conforme protocolo: uma gota de Meio de lavagem + Meio MIV
(MLMIV) ap6s em mais 2 gotas de MLMIV por fim em uma gota contendo somente meio
MIV.

Apos a lavagem eram classificados da seguinte forma- Grau I: com células do cumulus
compacta e mais de trés camadas de células e ooplasma com granulacdes finas e homogéneas,
Grau Il: com menos de trés camadas de células do cimulus e ooplasma com granulacdes
distribuidas heterogeneamente, Grau I1l: com células do cimulus presente porém expandida e
ooplasma contraido, com espago entre a membrana celular e a zona pellicida, Desnudos,
Citoplasma irregular e Degenerados (FIGURA 7).

Apos a classificagdo os oocitos eram armazenados em criotubos contendo 400ul de
meio de maturacdo (M-MIV) e 300pL de 6leo mineral previamente caseificados em estufa a
5% de CO,. Estes tubos contendo os oo6citos eram acondicionados na transportadora de
odcitos (FIGURA 6C) para serem remetidos ao laboratério. O processo de MIV ja era
iniciado durante o periodo do transporte. Ao chegar no laboratorio estes microtubos eram

acondicionados em raques identificadas e ficam dentro de incubadoras até 0 momento da FIV.
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Todas as informagfes contidas no tubo, feitas pelo técnico eram registradas em uma ficha de

controle assim como o touro que seria usado para o acasalamento.

FIGURA 5 — Equipamentos para coleta e transporte de odcitos utilizados para realizar a
OPU. A: Bomba de vacuo; B: Bomba de vacuo; C: Transportadora de odcitos; D:

Transportadora de o6citos.

FIGURA 6 — Ficha de campo com dados da doadora, acasalamento e classificacdo dos
00citos.
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2.4 Maturacao in vitro (MIV)

O processo da MIV inicia quando os odcitos entravam em contato com os meios de
transporte (meio MIV adicionado de FSH e LH). Em cada criotubo eram armazenados 35
odcitos, em situacdes que uma doadora produzia mais odcitos, estes eram divididos em mais
de um criotubo. Na chegada ao laboratério 0 mesmo técnico que selecionou os odcitos, realiza
a recepgdo dos mesmos com a retira dos criotubos da transportadora, acondicionando em uma
raque identificada com o nome da propriedade, sendo levada a incubadora que estd em uma
temperatura média de 38°C (FIGURA 8).

A etapa de MIV era concluida quando atingia-se o periodo de 24h dos odcitos em
meio MIV, contadas desde a colocacdo dos od6citos no criotubo acondicionados na
transportadora ainda na fazenda, e posteriormente seguiriam para a realizacdo da etapa de
FIV.

FIGURA 7 — Incubadora com raques onde ficavam armazenados os Criotubos com meios

MIV ao chegar das propriedades.
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2.5 Fertilizagéo in vitro (FIV)

A FIV caracteriza-se pela deposicdo do sémen na gota de meio de fecundacdo onde
estavam os odcitos. Esta etapa inicia-se com a identificacdo das placas para FIV (FIGURA
9A), com data, nimero das vacas e touro a ser utilizado no processo de fecundagdo. Apos
preparava-se a quantidade de meio FIV (M-FIV) que seriam utilizado no dia para todos 0s
animais. Para isso era calculado a quantidade de M-FIV para a rotina diaria, sendo adicionado
e 11pL de heparina , 44pL de PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina) e 5uL de
antibidtico pra cada mL de M-FIV. Este meio fica estabilizando na estufa por pelo menos 2
horas.

Apds isso os odcitos eram transportados do meio miv para o meio FIV sendo alojados
30 odcitos/gota. Cada placa continha 6 gotas de 90 puL de Meio FIV caso o sémen utilizado
fosse o convencional e gotas de 25uL caso o sémen utilizado fosse 0 sexado. O preparo do
sémen levava em consideracdo se era sexado ou nao.

Para sémen sexado, depositava-se 400 pL de Percoll 90% e logo acima 400uL de
Percoll a 45%. Com o tudo pronto era descongelada a dose de sémen de palhetas com
0,25mL, a uma temperatura de 37°C por 30 segundos e adicionava-se 0 sémen no tubo sob o
liquido. Apds o tubo era levado a uma centrifuga a 10.000 rpm por 5 min. ApGs era retirado o
sobrenadante e adicionado 1mL de M-FIV, realizava-se nova centrifugacdo a 4.000 rpm por 3
min (FIGURA 9C). Pipetava-se 90 uL do pellet formado no fundo do tubo, por fim era este o
volume usado para a fecundacdo. Era utilizada uma dose padrdo de no minimo 10uL para
cada gota. Ndo era realizada a concentracdo espermatica. Apo6s adicdo do sémen na gota o
técnico avaliava através da lupa a motilidade e se achasse necessario aumentava a dose por
gota, que no sémen sexado geralmente era usado 10 a 15uL por gota.

Para o preparo do sémen convencional, utilizava-se um tubo de 2mL adicionado de
500uL de Percoll a 45% no fundo500uL de Percoll 90%. Com tudo pronto era descongelada
a dose de sémen de palhetas 0,25mL, a uma temperatura de 37°C por 30 segundos.
Adicionava-se 0 sémen no tubo e era levado a centrifuga a 9.000 rpm por 5 min. Apéds era
retirado o sobrenadante e adicionado 1mL de M-FIV, realizava nova centrifugacdo a 1.000
rpm por 3min. Pipetava-se 30 pL do pellet e diluia-se em 30 pL de M-FIV em outro tubo, por
fim era usado este volume para fecundacdo. N&o era realizado a concentragcdo espermaética

sendo o dose de 3pL ajustado para cada gota. O técnico avaliava através da lupa a motilidade.
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Depois de realizado todo o processo de FIV as placas ficavam mantidas por 24hs em
incubadora, sobre garrafas identificadas (FIGURA 9B), com temperatura e atmosfera

controlada (39°C, 5% CO- respectivamente) e umidade saturada.

FIGURA 8 — Materiais utilizados na rotina laboratorial para o procedimento de FIV. A: placa
de petri identificada para FIV; B: Garrafas identificadas onde eram acondicionadas as placas;

C: Centrifuga para preparagdo do sémen na FIV.

2.6 Cultivo in vitro (C1V)

A CIV era a etapa mais longa da PIVE. Tinha duracéo de 6 dias que eram contados a
partir do primeiro dia do cultivo. Os protocolos de cultivo variavam conforme o padréo racial
das doadoras e a logistica da empresa. Antes de comecar o cultivo, eram preparadas as placas
de petri com as mesmas identificacbes da FIV e preparados os meios de cultivo que seriam
utilizados no dia. A empresa tinha dois protocolos para o cultivo de seus embrides, um com
meio SOF (Fluido Sintético de Oviduto) e outro com meio C4 (meio de cultivo), isto vai

depender da logistica que seré feita para envase destes embrides produzidos.
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O preparo dos meios de cultivo era realizado uma hora antes de comegar 0 processo,
pois estes ficam armazenados em incubadora a 37°C para aquecimento.

No momento do cultivo os odcitos fecundados sofriam o desnudamento que era a
retirada do excesso de células do cUimulus presentes. O proximo processo consistia em
preparar uma placa com trés gotas para a passagem das estruturas antes de serem adicionadas
ao meio de cultivo que permaneceriam, estas gotas eram compostas respectivamente de
100puL de meio-TL, 50uL de meio-TL mais 50uL de meio SOF e/ou C4 e 100uL somente do
meio que seria utilizado para o cultivo. Estas estruturas eram acondicionadas em placas que
ficardo em uma incubadora estritamente controlada com temperatura a 39°C e atmosfera de
5% CO2,5% O2e 90% de Na.

No dia do cultivo era considerado o dia 1 (D1), tanto o cultivo em meio SOF quanto
em meio C4, a partir dai para cada processo seguia-se um protocolo diferente. Para 0 meio
SOF era realizado dois feeding, o primeiro no dia 3 (D3) do cultivo e o segundo no dia 5
(D5), no D3 era retirado 50% do meio SOF e adicionado novos 50% com meio SOF rico em
fonte de glicose, este tem o objetivo de reestabelecer reservas energéticas dos embrides para
manter o desenvolvimento. Concomitante a este processo também era realizada a taxa de
clivagem gota por gota, equivalente a cada doadora. No D5 era realizado o0 mesmo protocolo

Quando o meio de cultivo era o C4 o protocolo consistia de uma troca de meio no D4
onde estes embrides passavam do meio C4 para o meio C5 e no D7 os embribes eram
destinados ao envase ou vitrificagdo. Nos dois meios de cultivo era realizada a previsao de
envase, onde era feita a contagem de morulas presentes em cada gota. Assim 0 veterinario
tinha um valor estimado de embrides que seriam transferidos no dia seguinte.

No D7 era realizado o envase, sendo priorizados os embrides nos estadios de
blastocistos (BL), mas também eram envasados blastocisto expandido (Bx) e Blastocisto em
eclosdo (Bn) para TE a fresco.

Estes embrides eram classificados previamente conforme normas estabelecidas pela
IETS (2015). Esta avaliagdo era realizada por um técnico do laboratério com auxilio de uma
lupa, sendo levado em conta a quantidade de células extrusas, blastocele bem formada,
diferenciacdo bem evidente das células do trofoblasto e botdo embrionério, porcentagem
ocupada pelo embrido no espaco perivitelinico, zona peltcida bem formada e tamanho do
embrido.

Outra opcéo no D7 oferecida pela empresa era a vitrificagédo (VIT) destes embrides

que também passam por avaliacdo do técnico do laboratorio, porém para a vitrificacdo esta
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avaliacdo é muito rigorosa, onde sé estruturas bem formadas sdo vitrificadas, levando em

conta todo o processo e desafios que estes embrides seriam submetidos.

Esquemas dos métodos de como eram realizados os cultivos in vitro.

Meio SOF:
D-1 DO D1 D3 D5 D6 [37
MIV FIV Clv 1°feeding 2°feeding Previsio  Envase/VIT
Meio C4/C5:
D-1 DO D1 D4 D6 D7
MIV FIV Clv C5 Previséo Envase/VIT

FIGURA 9 — Etapas do cultivo in vitro de embrides. A: Diferentes estadios de embrides;

B: Transportadora com embrides ja envasados com palhetas devidamente acondicionadas.



29

2.7 Vitrificacao

Na vitrificacdo os embrides sofrem desidratacdo intensa onde boa parte do liquido
intracelular era substituido por crioprotetor formando um estado vitreo. Esta troca era
extremamente rapida e a temperaturas muito baixas. Em virtude disso, os embrifes que eram
vitrificados passavam por uma rigorosa classificacdo laboratorial, onde somente embrides
bem formados sem células extrusas, com blastocele bem formada e zona pellcida integra,
eram escolhidos para o procedimento.

O protocolo de vitrificagdo consistia de: Numa placa NUNC, onde no Pogo 1, 400uL
de solucdo de manutencdo, 50uL de DMSO e 50uL de etilenoglicol. No Poco 2, 300uL de
S1M, 100uL de DMSO e 100uL de etilenoglicol. No Pogo 3 e 4 colocava-se apenas 400uL de
solucdo de manutencéo.

Os embrides eram depositados no poco 1 onde permaneciam por 1min. Apds 0s
embrides eram adicionados no poco 2 por 20s rigorosamente cronometrados. Dentro destes
20s os embrides eram pipetados com ajuda da lupa para a extremidade de open pulled straw
(OPS) que tem o formato de um bisel, era retirado 0 maximo de meio possivel, pois este pode
levar danos ao embrido. Imediatamente esta OPS é mergulhada no nitrogénio e condicionada

em uma raque identificada, armazenada no botijéo por tempo indeterminado.

FIGURA 10 — Processo de vitrificagdo dos embrides. A: Indetificacdo das OPS; B:

Deposi¢do dos embrides nos po¢os com meios de vitrificacdo. Fonte: In vitro Brasil.
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2.8 Desvitrificagdo

Este procedimento era o reverso do citado acima, esta etapa consiste em retirar o
embrido do estado vitrio e manté-lo em condi¢gdes adequadas para a transferéncia nas
receptoras. A empresa apresenta uma taxa de sobrevivéncia de embrides desvitrificados de 80
a 85% em média, e uma taxa de prenhes de 33 a 35% em media.

O processo iniciava com 0 aquecimento dos meios previamente preparados e com
auxilio da placa NUNC de 4 pocos. No pogo 1 era colocado 400uL de solugdo de manutencéo
e 200uL de solucdo SM. No pogo 2 era utilizado 0s mesmos meios com as mesmas
quantidades do po¢o um, no poco 3 colocava-se 400puL de solucdo de manutengdo e 100uL de
solucdo SM e no poco 4 coloca-se somente 400uL de solucdo de manutencéo.

Mergulhava-se a ponta da OPS no meio do poc¢o 1 e com ajuda da lupa acompanhava-
se a decida dos embriGes da OPS. Apss os embrides eram pipetados para 0 poco 2 onde
permaneciam por 5 min para. E finalmente eram transferidos para o poco 3 onde
permaneciam por mais 5 min. Somente depois desses processos 0s embrides eram passados

para 0 pogo 4 onde permaneciam até o envase em palhetas de 0,5mL com meio HSOF.

2.9 Transferéncia embrionaria em tempo fixo (TETF)

Esta etapa muitas vezes é uma das Ultimas feitas pela equipe da empresa, pois muitos
produtores realizam o diagndstico através de um técnico particular. Este processo também
chamado de inovulacdo embrionaria comeca no laboratorio com o envase dos embrides.

Os veterinarios saiam do laboratério com todos os embrides envasados, acompanhado
pelas fichas laboratoriais devidamente preenchidas. Nestas fichas contiam a descricdo do
acasalamento e os estagios que cada embrido foi envasado.

O envase era realizado por um técnico do laboratério da seguinte forma: com o auxilio
da lupa, este aspira com uma palheta de 0,5mL meio HSOF, ar e meio com embrido
(FIGURA 12).
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HSOF Ar |HSOF | Ar | Embrido + HSOF [ Ar | HSOF | Ar | HSOF

FIGURA 11 - Sequéncia de envase dos embrifes na palheta de 0,5mL.

Apos estas palhetas eram devidamente acomodadas em uma transportadora de embrido
com temperatura de 36°C e desta forma levados a propriedade. Na propriedade o Médico
Veterinario avaliava as receptoras sincronizadas uma a uma através de palpacdo transretal,
Neste momento o mesmo vai classificar esta receptora como apta ou nao a receber o embrido,
a principal estrutura avaliada é o ovério e se este tem a presenca de CL, pois sem essa
estrutura é inviavel esta receptora manter uma gestacéo. Este CL € classificado em uma escala
que vai de 1 a 3 conforme seu tamanho, 1-CL com leve proeminéncia a palpacdo e massa
pequena vista através de imagem ultrassonografica, 2-CL proeminente, porém discreto a
palpacdo e massa moderada visto pela ultrassonografia transretal, 3-CL bem proeminente a
palpagdo com grande massa vista pelo exame de ultrassonografia transretal, levando em conta
gue quanto maior o CL maior a producdo de progesterona, esta responsavel por manter a
gestacao.

Nas fémeas com CL era realizada a TE da seguinte forma, tricotomia na regido
sacrococcigea, a assepsia com alcool 70% e realizada a anestesia epidural.

Concomitantemente era preparado o inovulador, pelo auxiliar, com a palheta de 0,5mL
com o embrido, bainha e a camisinha sanitaria e entregue ao técnico. O veterinario ira
introduzir o inovulador via transvaginal e com a m&o oposta localizar a cérvix via transretal,
apos a passagem do primeiro anel a camisinha era rompida evitando levar contaminacao para
dentro do Utero. Prossegue com cuidadosa passagem da cérvix, quando chega ao corpo do
utero ele direciona o inovulador para o corno uterino ipslateral do ovario que tem a presenca
do CL, e deposita 0 embrido o mais cranialmente possivel.

Todas as informacdes sdo anotadas na ficha laboratorial, juntamente com identificacdo
da receptora, o embrido que foi inovulado e a classificacdo do CL dada pelo veterinario. Ao
término do servico era orientado a proprietario realizar um manejo diferenciado para estas
receptoras, evitando trazer para o curral, fornecendo pasto de qualidade e ndo provocando

estresse.
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TABELA 3 — Média mensal de producéo de embrides. Fonte: In Vitro Brasil S/A

Producdo Embrides
Descrigéo da atividade

Fresco 10.000
Vitrificado 6.000
Total 16.000

2.10 Diagnéstico de gestacdo (DG)

O DG era realizado em duas etapas, a primeira aos 23 dias e a segunda aos 60 dias
apos a TE. Para estabelecer estas datas os veterinarios levavam em consideracdo a idade
embrionaria, ou seja, no dia da T.E o embrido estava com 7 dias de desenvolvimento, entdo a
equipe retorna a propriedade para realizar o DG aos 30 dias do desenvolvimento embrionario.
As receptoras iam sendo presas no tronco de contencdo, e 0 Médico Veterinario realizava
primeiramente fazia uma avaliacdo ginecoldgica e apds a palpacdo transretal com ajuda do
ultrassom, dando assim o diagndéstico de prenhe ou vazia.

A sequéncia de palpacéo era realizada da seguinte forma, primeiro percorrendo o0s dois
cornos uterinos para ver se tem ou ndo a presenca de liquido amini6tico/presenca do embrido
e ap6s avaliados os ovarios para observar a presenca de CL, também avaliava-se a assimetria
dos cornos. Durante os diagnosticos eram anotados em uma ficha de controle o nimero de
cada receptora, para que na proxima visita pudesse ser calculado a taxa de perda embrionéaria
e 0 numero de receptoras que retornavam para a sexagem fetal.

O DG era realizado também em doadoras no dia da OPU, pois doadoras com prenhez
muito adiantadas, mais de 4 meses, 0s veterinarios ndo realizavam a aspiracao por motivos de
ndo ser possivel posicionar os ovarios e por levar riscos a saude gestacional da doadora. J& o
DG no DO do protocolo de sincronizacao das receptoras tem a finalidade de descartar as vacas
que ja estdo prenhes.

Nestas avaliagbes era considerada a categoria das receptoras, sendo estas novilhas,
vacas solteiras, vacas paridas e multiparas. O padrdo racial era levado em consideracéao, tendo

em vista que cada raca tinha particularidades de tamanho e consisténcia uterina. A empresa
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trabalha com uma estimativa de taxas de prenhes de embrides fresco na média de 45% e

desvitrifcados em média de 35%.

TABELA 4 — Porcentagem da taxa de Prenhez de embrides transferidos a fresco e
desvitrificados em experimento realizado pela empresa na Fazenda Santa Luzia/MG, cliente
IVB. Fonte: In Vitro Brasil S/A.

Embrides Taxa de Prenhez 30 dias de
Descricdo da atividade transferidos gestacdo
Embrides frescos 259 51,4%
Embrides desvitrificados 234 34,5%
Total 493 85,9%

2.11 Sexagem Fetal por Ultrassonografia / Confirmacao de Prenhez

Esta era a ultima etapa do DG e finaliza o processo da PIVE. Ainda possibilitava que
os resultados de todo o servico prestado podiam ser tabulados e organizados para expressar 0s
indices de producédo da empresa.

A sexagem era realizada através do auxilio de ultrassom onde eram feitas varias
imagens do feto para a identificacdo da posicdo do tubérculo genital. Este exame era
preconizado pela empresa para ser realizado no D60 de gestacdo. Devido a logistica e as
distdncias das fazendas este exame podia ser adiado sendo realizado até os 90 dias de
gestacao.

Durante o exame ultrassonogréafico tentava-se posicionar o feto de forma que pudesse
ser observado a posicdo do tuberculo genital (FIGURA 11). Quando esta estrutura
apresentava-se em sentido caudal proxima a cauda do feto e entre os membros pélvicos era
diagnosticado como fémea. J& 0s machos este tubérculo ficaria posicionado na regido ventral
proximo ao corddo umbilical do feto. Ao fim os nimeros eram apresentados ao proprietario

como a concluséo do servigo.
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FIGURA 12 — Imagem ultrassonografica realizada para confirmacdo de prenhes aos 60 dias

com a evidéncia do tubérculo genital para a sexagem fetal de um macho.
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3 - DISCUSSAO

3.1 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

Ultimamente a PIVE vem sendo usada para auxiliar no crescimento que os desafios da
produtividade vem mostrando, como a sustentabilidade da producéo, reproducao e sanidade
dos rebanhos atualmente (CHOUDHARY et al., 2016). A PIVE vem sendo uma ferramenta
utilizada para aumentar a disseminacdo do alto potencial genético de fémeas bovinas e
melhorar a qualidade tanto na producdo de carne quanto producdo leiteira (SILVA A, et al.,
2015).

Nos bovinos a PIVE é uma etapa que consiste em maturacdo de odcitos, fertilizacdo de
o0citos e cultivo in vitro de embriGes, onde sabe-se que 30-40% desses embriGes chegam ao
estadio de blastocisto, para transferéncia ou congelamento (LONERGAN, 2007).

Na rotina do laboratério da empresa realizava-se, as etapas de OPU, MIV a campo,
dentro das propriedades, e junto a esses as etapas de FIV e CIV, e era finalizado o servico

com o diagndstico de gestacao desses embriBes transferidos.

3.2 Selecdo de doadoras e receptoras

O processo de selecdo de doadoras e receptoras é uma das etapas mais importantes na
hora de montar um programa de producdo in vitro de embrides. Se estas ndo estiverem aptas
reprodutivamente e com ECC bom, com certeza a técnica ndo vai obter sucesso, por isso a
importancia de uma avaliagdo criteriosa.

A selecdo das doadoras era realizada durante visitas técnicas nas propriedades
atendidas pela IVB. Os critérios de sele¢do estavam pautados da condigdo geral do animal,
salde genital e uterina, auséncia de anormalidades ovarianas, estado gestacional, tipo racial,
valor zootécnico e producdo leiteira.

Em relacdo a condicdo geral da doadora para se ter melhores taxas de recuperacéo
oocitaria e produgdo embrionéria era importante que esta fémea tinham um ECC superior a 3
(GRIMARD et al., 2013). Durante o estagio curricular os veterinarios da IVB aspiravam

vacas com ECC variado. Isso impactava diretamente na recuperagao.
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A salde reprodutiva da doadora esta relacionada com sua satde nutricional fator que
influencia na qualidade dos odcitos recuperados na técnica de OPU. Esta ndo devia
apresentar nenhuma patologia reprodutiva durante o exame ginecoldgico, principalmente se
for de cunho genético que possa ser transmitido a progénie. O historico reprodutivo da
doadora deve ser analisado, e ndo deve constar nenhuma caracteristica indesejavel. Estas
doadoras geralmente tem valor genetico e devem apresentar intervalos regulares de
ciclicidade (ALBERIO, BUTLER 2001).

Estas fémeas devem estar livres de qualquer doenca infecciosa relacionada a
reproducdo como brucelose, IBR, leptospirose, dentre outras. Pois isto impacta diretamente
em sua progénie, disseminando estas patologias em grande nimero e afetando o sucesso da
TE (JUNQUEIRA, ALFIERI, 2006).

Dentro da rotina da empresa 1VB, os médicos veterinarios buscavam trabalhar com
doadoras livres de alteracfes patoldgicas reprodutivas e orientavam para que 0s produtores
realizassem as vacinas para enfermidades infectocontagiosas que pudessem interferir no
resultados de producdo. Porém nao havia um controle mais rigoroso deste processo. Uma
grande populacédo folicular era necessaria para se obter uma maior quantidade de odcitos de
qualidade e viaveis, para isto € necessario avaliacdo da condi¢cdo ovariana destas doadoras.
Aderéncias e tamanho dos ovarios sdo fatores que impactam negativamente na realizacdo da
técnica da OPU, levando a recuperacdo de odcitos com baixa quantidade (LOONEY et al.,
1994).

A realizacdo do DG das doadoras deve ser feito sempre antes da realizacdo da técnica
da OPU, pois gestacdo muito avancadas prejudicam o sucesso da técnica e também o bem
estar uterino desta fémea. A manipulacdo do Utero e ovarios causam lesdes que levam ao
aumento da producdo de prostaglandina, podendo levar ao aborto (BOOTH, MCDONALD,
1992). O DG era realizado em todas as doadoras por Médicos Veterinarios da empresa IVB, e
somente eram aspiradas fémeas com gestacdo menor a 4 meses, € sendo possivel a
manipulacéo via transretal dos ovarios.

Na selecdo de receptoras deve ser levado em conta sua idade, salde reprodutiva,
condicgéo e tamanho corporal, ciclo estral regular e disposicao racial (ALBERIO, BUTLER,
2001).

As receptoras sdo fémeas de baixo valor genético, porem deviam apresentar algumas
caracteristicas, como habilidade materna, boa fertilidade e adaptacdo ao clima. O controle de

doencas reprodutivas devia ser muito bem avaliado para esta categoria.
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A manutencdo de receptoras aptas para programas de TE representam 0s maiores
custos dentro do processo da PIVE. Sendo, sem duvida, um grande entrave para a aplicacdo
da técnica (ALBERIO, BUTLER 2001).

A utilizacdo de novilhas como receptoras pode ser uma opc¢do, porém estas devem
passar por uma avaliacdo ginecoldgica. Novilhas podem ser consideradas aptas para
receberem um embrido se tivessem a presenca de corpo liteo (BARUSELLI et al., 2000). As
novilhas apresentam taxas de prenhez superiores a vacas multiparas, porém estas apresentam
mais problemas ao parto e de lactacdo levando assim a resultados inferiores (ALBERIO;
BUTLER 2001).

Vacas multiparas eram melhores op¢des para receptoras de embrido, pois elas ja
apresentam um historico reprodutivo e de partos, assim podiam ter uma melhor garantia de
gestacdo saudavel e habilidade materna para manter seu produto, porém estas deviam
responder devidamente ao protocolo de sincronizacdo e ndo apresentarem patologias
reprodutivas.

As receptoras deviam estar em uma Otima condicdo corporal e serem selecionadas
conforme a raca do embrido que serd inovulado, pois 0 peso ao nascimento era determinado
geneticamente. Por isso deve-se transferir embrides que serdo mais pesados ao nascer em
receptoras com pré-disposicdo racial para manter terneiros maiores, assim teriam menos
riscos de problemas ao parto. Estas devem receber nutrientes suficientes para que possa criar
0 terneiro e este consiga expressar seu valor genético (ALBERIO, BUTLER 2001). A selecédo
de receptoras era realizada pela equipe da IVB, por técnicos experientes. Estes realizam a
avaliacdo visual da receptora, levando em conta se estas eram novilhas ou vacas multiparas,
realizavam o exame ginecol6gico para descartar problemas reprodutivos e confirmar se estas
fémeas estavam ciclando para serem selecionadas ao protocolo de sincronizacdo. Os
veterinarios orientavam os produtores a fornecer sal mineral para reproducdo para o lote das

receptoras.

3.3 Protocolos de Sincronizacdo Doadora/Receptora

Os protocolos de OPU vistos durante o estagio eram realizados em momento aleatorio
do ciclo estral. HENDRIKSEN et al., (2004) observaram que melhores taxas de recuperagéo

de odocitos foram observadas quando as doadoras foram aspiradas no inicio da emergéncia da
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onda folicular. Foliculos que estdo em graus de atresia apresentam o0citos de qualidade
inferior. Protocolos hormonais para sincronizagdo de doadoras e inducdo da emergéncia
folicular podem ser utilizados e facilitam a aplicacdo de biotecnologias da reproducio (BO et
al., 2002). Inameros protocolos sdo realizados para controlar a fase do ciclo estral das
doadoras para obter maior sucesso na OPU, como aplicagdes de prostaglandia, FSH, eCG
para sincronizar uma nova onda folicular (SIRARD, 2012). Durante todos os protocolos de
OPU acompanhados no ECSMV nédo foi observada nenhuma técnica de sincronizacdo da
onda folicular. Ja a sincronizacao de receptoras de embrides consistia na observacéo de cio e
protocolos hormonais. O protocolo P36 consiste na aplicagcdo de horménios em trés manejos
com o objetivo de sincronizar a ovulacdo de fémeas e apresenta resultados satisfatorios
(BARUSELLI et al., 2006).

A aplicacdo do implante de progesterona (P4) no DO tinha finalidade de inibir o pico
de hormonio luteinizante (LH) e consequente ovulacao, ja a aplicacdo de 2 mL de benzoato de
estradiol (BE) intramuscular (IM) tinha funcdo de promover atresia folicular e iniciar uma
nova onda folicular, que ocorria por volta do dia 3 (D3) do protocolo hormonal. No D8 era
retirado implante de P4 e aplicado 2 mL de PGF2a IM, com a fungéo de realizar lutedlise e
diminuir niveis de P4 circulante favorecendo um aumento gradual de LH até o seu pico. O
cipionato de estradiol (CE) era administrado também no D8 com finalidade de estimular a
liberacdo de LH pelo feedback positivo sobre GnRH. No D17 era realizada a TE.

Para ter melhor aproveitamento das receptoras a IVB utilizava suplementacédo
hormonal de eCG com a finalidade de melhorar as taxas de concepcao das receptoras. Estudos
apontaram efeitos positivos de eCG em protocolos de TETF demonstrando um aumento nas
taxas de aproveitamento das receptoras (BARUSELLI et al., 2004). Esta gonadotrofina era
bastante utilizada em protocolos de TETF para receptoras, pois tem o objetivo de promover
um crescimento final ao foliculo dominante e aumentar o diametro do CL formado (BO et al.,
2006).

Os Médicos Veterinarios da IVB realizavam o protocolo de sincronizagdo de
receptoras conforme preconizado por BARUSELLLI et al., (2006). Na experiéncia pratica dos
veterinarios da IVB, o proprietario era sempre orientado a realizar a adigdo de eCG com a
justificativa de que melhora o aproveitamento das receptoras e também melhora as taxas de
prenhes. Estudos mostraram que a aplicacdo do eCG em fémeas, melhoraram sua resposta
ovulatéria (RIBAS, 2017).
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3.4 Aspiracao folicular Guiada por ultrassonografia

Existem fatores mecanicos e biologicos que interferem na producdo oocitaria e
embrionaria, como didmetro da agulha, pressdo de aspiracdo, operador, momento do ciclo
estral, Escore de Condicdo Corporal e a estimulacdo do crescimento folicular.

Dentre eles destaca-se a raca, clima, nutricdo, fase do ciclo estral que a doadora se
encontra, calibre de agulha e pressdo exercida pela bomba de vacuo (MELLO et al., 2016).
Estes sdo fatores que interferem diretamente na quantidade e qualidade dos odcitos
recuperados (BARUSELLI et al., 2015).

A disposicdo racial da doadora impacta diretamente na recuperacédo de odcitos, sabe-se
que racas Bos taurus quando comparadas a Bos indicus apresentam menores taxas de
recuperacdo. Racas Bos indicus recrutam foliculos menores (5mm) e em maior quantidade
(PONTES et al., 2011).

No periodo de estagio a empresa realizava aspiracdo em grande quantidade de
doadoras. Estas fémeas, eram na grande maioria, Bos indicus e apresentavam uma grande
quantidade de foliculos. Em algumas ocasiGes eram aspiradas doadoras meio sangue
(girolando). A populagdo oocitéria destas fémeas geralmente era maior e apresentava uma
maior taxa de recuperagao.

Outros fatores ainda podem interferir na qualidade dos odcitos. Dentre estes, destaca-
se a condicdo nutricional da fémea e também o estresse térmico. Rocha et al., (1998), ao
aspirar vacas Bos taurus e Bos indicus durante o verdo, verificaram que 0s odcitos
recuperados das vacas taurinas foram de baixa qualidade ndo produzindo embrifes. Porém
esta influéncia ndo foi verificada em vacas zebuinas. Durante o0 estagio, a questdo climatica
ndo era levada em conta pela empresa IVB. Assim vacas taurinas eram aspiradas embora a
producdo embrionaria fosse um pouco menor. Esta pratica era preconizada devido a alta
demanda comercial.

A questdo nutricional era sempre levada em consideragcéo na hora de se realizar um
programa de aspiracdo folicular. DISKIN et al., (2003) relatam a importancia de um balanco
energetico positivo para um desenvolvimento folicular e oocitario. Porém o excesso ou a falta
de nutricdo afeta a fertilidade, causada pelo balanco energético negativo das doadoras
(CHAGAS et al.,, 2007). Em servicos prestados pela empresa IVB 0s técnicos sempre
buscavam doadoras com ECC 3, porém por motivos de producdo e acordo/contrato com o

proprietario era realizada a OPU em doadoras de escores variados.
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A nutricdo estd diretamente ligada a regulacdo da vida reprodutiva das fémeas, tanto
para a manutencdo da gestacdo quanto para a ciclicidade. Fémeas com ECC muito baixo
geralmente se apresentam em anestro ou ndo tem suporte para levar uma gestacéo a termo.

O ciclo estral é o fator que mais interfere sobre o sucesso da OPU, pois este influencia
no tamanho folicular, e consequentemente na taxa de recuperacdo dos odcitos, qualidade e
producdo embrionaria (CHAUBAL et al., 2006). A melhor fase do ciclo estral para um bom
resultado na aspiracdo é no periodo entre a emergéncia de uma onda folicular e antes da
dominéancia folicular. Ocasido onde se encontra maiores foliculos para serem aspirados
(GINTHER et al., 1996). Porém no periodo de estagio as doadoras aspiradas ndo sofreram
nenhum protocolo hormonal para sincronizacdo, devido a logistica e a alta producdo que a
empresa mantém.

Outros fatores mecanicos influenciam na recuperacdo oocitaria, o calibre da agulha
acoplada ao mandril e a pressao exercida pela bomba de vacuo no sistema. Estudos mostram a
relacdo entre a pressdo por mmHg e diferente tamanhos de agulha. A melhor relagdo de
pressdo e calibre de agulha mostrou-se entre 90-110mmHg com uma agulha de calibre 18G,
onde apresentou maior porcentagem de 00citos recuperados com maior porcentagem de
células do cimulus e maior producdo de embrides em estadios de blastocisto. Estudos
mostraram também a influencia da largura do bisel da agulha para aspiracdo, onde um bisel
mais largo apresentou uma maior porcentagem de o6citos desnudos (BOLS, 2001).

Portanto o calibre da agulha, a pressdo exercida pela bomba de vacuo e a largura do
bisel tem grande importancia na prevencdo do desnudamento das células do cumulus que
rodeiam as estruturas recuperadas. Dentre os procedimentos de OPU acompanhados no
estagio, os Médicos veterinarios da empresa realizavam a aspiracdo com uma agulha de
calibre 18G de bisel curto. Sempre buscavam manter uma pressdo da bomba de vacuo entre
90-110mmHg, porém esta pressdo era variavel e muitas vezes aumentada para destravar o

sistema podendo levar a uma alta taxa de odcitos desnudos.
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4 — CONCLUSAO

As pesquisas na area de tecnologia da reproducdo estdo em grande expansao atraves
do desenvolvimento e emprego de novas biotecnologias, com a possibilidade de aplicacao
pratica em larga escala, em varios setores da pecuaria brasileira. Dentro deste contexto o
Médico Veterinario estd inserido para o melhoramento e aplicagdo dessas técnicas,
espicificamente a producdo in vitro de embribes, onde este pode atuar em todas as etapas
inclusas nesse processo.

Com base no conhecimento adquirido durante a graduacdo e no ECSMV, pude
acompananhar diversas etapadas da PIVE sendo possivel melhorar meu embasamento teérico
e pratico. Tive a oportunidade também de adquirir novos conhecimentos e ampliar minha rede
de contatos através da grande rotina realizada na empresa, onde pude conhecer todo o Brasil e
seus mais diversos rebanhos com variadas producgdes pecuarias. Destaca-se as etapas da PIVE
realizadas a campo que foi a maior parte que pude acompanhar dentro do periodo de estagio,
onde tive meu primeiro contato com uma rotina intensa e de larga escala na producdo de
embrides in vitro.

O estdgio na IVB me oportunizou varias experiéncias e conhecimento para meu

crescimento profissional, onde superou todas minhas expectativas relacionadas ao estagio.
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