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“Ando devagar porque ja tive pressa

e levo esse sorriso, porque ja chorei demais

Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe

eu so levo a certeza de que muito pouco eu sei, eu nada sei
Conhecer as manhas e as manhas,

0 sabor das massas e das macas,

é preciso amor pra poder pulsar,

é preciso paz pra poder sorrir,

é preciso a chuva para florir.

Penso que cumprir a vida seja simplesmente
compreender a marcha, e ir tocando em frente
como um velho boiadeiro levando a boiada,

eu vou tocando os dias pela longa estrada eu vou,
de estrada eu sou

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora,

Um dia a gente chega, no outro vai embora

Cada um de ndés compde a sua historia,

e cada ser em si, carrega o dom de ser capaz,

e ser feliz...”

(Almir Sater e Renato Teixeira)



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

O presente relatorio descreve as principais atividades acompanhadas e desenvolvidas
durante a realizacdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinéria
(ECSMV) realizado na area de biotecnologia da reproducédo. Durante 0o ECSMV, foi possivel
acompanhar biotécnicas reprodutivas utilizadas atualmente em bovinos, como ovum pick up,
produgdo in vitro e transferéncia de embrides, clonagem por transferéncia nuclear e
ultrassonografia aplicada a reproducdo. Como local de estagio optou-se pela unidade do
Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), vinculada ao Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) na cidade de Brasilia, DF. O estagio curricular
supervisionado foi realizado sob supervisédo da pesquisadora Doutora Margot Alves Nunes
Dode e orientacdo da professora Doutora Daniela dos Santos Brum, entre os dias 23 de

fevereiro e 05 de junho de 2015, perfazendo um total de 600 horas.
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1- INTRODUCAO

Atualmente o Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 206 milhGes de cabecas (IBGE, 2010), onde cerca de 80% do rebanho é
composto por animais de ragas zebuinas (Bos taurus indicus) e apenas a raca Nelore
representa 90% dessa parcela (ABIEC, 2015). Nesse cenario as biotécnicas aplicadas a
reproducéo estdo em plena ascensdo no pais, logo que podem contribuir enormemente com 0s
programas de melhoramento animal (FRANCO e MELO, 2006). Entre as biotecnicas
reprodutivas difundidas comercialmente no cenério nacional encontram-se a Mudltipla
Ovulacéo e Transferéncia de Embriées (MOET) e a producdo in vitro de embribes (PIVE). A
MOET representa uma excelente ferramenta de multiplicacdo de animais geneticamente
superiores e ocupa em todo o mundo uma posicao de destaque, ja a PIVE apresenta resultados
inconstantes, principalmente quanto a producdo e qualidade embrionéria. No entanto, apesar
destes entraves, atualmente sdo produzidos mais de 450 mil embrides in vitro ao redor do
mundo (STROUD, 2012), sendo o Brasil, em 2013, responsavel pela producdo de 366.510
desses embrides (VIANA e FIGUEIREDO, 2015). Conforme Pontes e colaboradores (2011),
0 sucesso da PIVE no Brasil advém do elevado nimero de ovécitos obtidos da aspiracao
folicular guiada por ultrassom (ovum pick up-OPU) em doadoras de racas zebuinas,
principalmente da raca Nelore, permitindo assim a aplicacdo comercial em programas de larga
escala. Porém, apesar da ascensdo e do aumento na taxa embrionéria conseguido com a PIVE
nas ultimas décadas, sua eficiéncia ainda é muito baixa, sendo a taxa maxima obtida de
blastocistos raramente superior a 40% e com indices de gestacdo em torno, também, de 40%
(NEVES et al., 2010). Além disso, outro fator limitante para a técnica é a alta sensibilidade
dos embriBes ao resfriamento e baixa tolerancia a criopreservacdo em relagdo a produgdo in
vivo (GEORGE et al., 2006). Conforme Enright e colaboradores (2000), os embrides
produzidos in vitro (PIV) tém maior sensibilidade a crio injurias em relagdo a embrides
produzidos in vivo. Outra importante biotecnologia que ainda é pouco difundida no pais ¢é a
clonagem por Transferéncia Nuclear (TN). A TN esta sendo implantada e desenvolvida com
0s objetivos de modelo cientifico para diferentes estudos basicos, regeneragdo de
racas/espéecies em vias de extin¢do, melhoramento animal, e sem davida, com o objetivo de

dar suporte a producdo de animais transgénicos (RUMPF, 2007). A bezerra Vitoria, produzida
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em 2001, pela EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, foi o primeiro animal
produzido a partir da transferéncia nuclear na América Latina e apds 14 anos de seu
nascimento, os resultados da clonagem ainda séo insatisfatérios. A possivel causa para a baixa
eficiéncia da PIVE e da clonagem por TN sdo as etapas de reprogramacdo epigenética,
principalmente no &mbito da clonagem (FERREIRA, 2013). Nas ultimas décadas ocorreram
avancos nas biotécnicas reprodutivas, os quais se originaram de pesquisas realizadas por
empresas comerciais e instituicbes de ensino e pesquisa, como universidades e 0rgaos

governamentais como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

Fundada em 1973, a EMBRAPA possui 46 unidades distribuidas em 23 estados
brasileiros e no Distrito Federal. Entre essas unidades, estd o Centro Nacional de Recursos
Geneéticos e Biotecnologia (CENARGEN), situado na cidade de Brasilia no Distrito Federal.
Localizada a 15°50°16" de latitude sul e a 47°42°48" de longitude oeste, a uma altitude de
1000 a 1200 metros acima do nivel do mar no chamado Planalto Central, Brasilia possui uma
populacdo de aproximadamente 3 milhGes de habitantes (IBGE, 2010). Com um relevo em
sua maior parte plano, a capital federal tem uma vegetacdo tipica do cerrado, com
climatropical com estacdo secae temperaturas médias mensais superiores a 18°C
e precipitacdo média de 1.540 mm anuais, concentrados entre 0s meses de outubro e abril.
Em meio ao centro administrativo do pais, a EMBRAPA/CENARGEN possui dois locais
para o desenvolvimento de pesquisas voltadas as biotecnologias reprodutivas, o Laboratorio
de Reproducgdo Animal | (LRA 1) e 0 Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem
(CES), também chamado de “Fazenda Sucupira”. O LRA | € destinado as pesquisas e
atividades rotineiras da area laboratorial aplicadas as biotecnologias reprodutivas tais como
PIVE, TN, transgenia, biologia molecular, criopreservacéo e coloragdo de espermatozoides,
ovécitos e embrides, entre outras. Para isto, conta com uma infraestrutura composta pelos
seguintes laboratorios: Laboratério de Genética molecular animal | e Il, Laboratério de
cultivo de células, Laboratorio de Criobiologia, Laboratério de PIVE, Laboratério de
Micromanipulacdo, além das salas de Lavagem e Esterilizacdo de Materiais, de Preparo de
Meios, de Fixacdo e uma sala para a estocagem de botijdoes criogénicos que contem uma
camara fria mantida a 10°C para o armazenamento dos meios utilizados no LRA-1. O CES
possui uma area total de 1.763,118 ha e além de desenvolver suas pesquisas na area de
biotecnologia, possui 0 setor de recursos geneticos com a conservagao in situ e ex situ de
espécies domésticas em risco de extingdo. Fisicamente o CES é composto pelo Laboratério

de Reprodugdo Animal (LRA-II), chamado de “Laboratério da Fémea”, no qual biotécnicas
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como protocolos de inseminacéo artificial (1A), inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)
e superovulagdo (SOV), OPU, PIV e transferéncia de embrides (TE) sdo realizadas. As
biotécnicas relativas aos machos como, exame andrologico, coleta, envase e criopreservacao
de sémen sdo realizados no Centro de Treinamento (CT), também denominado de
Laboratorio do Macho. No mesmo prédio funciona o Banco Brasileiro de Germoplasma
Animal (BBGA), responsavel por pesquisas e pela conservacdo de material genético de
diferentes espécies e racas de animais domésticos que podem estar em risco de extin¢ao
(conservacao ex situ). Outro setor do CES é composto por um capril e uma granja de suinos
com baias separadas por categoria e sexo, com balanga, um aprisco e piquetes de pastagens.

A escolha do local para a realizacdo do estdgio curricular supervisionado em
Medicina Veterinaria (ECSMV) foi motivado pela exceléncia em pesquisas que a
EMBRAPA/CENARGEN realiza e pelo interesse pessoal na area cientifica e de biotécnicas
reprodutivas, contribuindo dessa forma com a minha formacdo. Assim, 0 objetivo deste
relatério € apresentar as principais atividades desenvolvidas na EMBRAPA/CENARGEN
com énfase na producéo in vitro de embrides, ovulaces multiplas seguidas por transferéncia
de embribes, vitrificacdo de embribes e clonagem por transferéncia nuclear, realizadas
durante ECSMV sob supervisdo da Dra. Margot Alves Nunes Dode e orientacdo da Dra.
Daniela dos Santos Brum no periodo de 23 de fevereiro a 05 de junho de 2015 totalizando
uma carga horaria de 600 horas.
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2- ATIVIDADES ACOMPANHADAS/DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio pode-se acompanhar as principais atividades que tangem
as biotécnicas reprodutivas aplicadas aos bovinos, como a PIVE, a clonagem por TN,
métodos de avaliacdo e criopreservacdo de sémen, ovécitos e embrides, ultrassonografia,
OPU e Biologia Molecular. Todas as atividades estavam vinculadas a rotina do LRA-I e do

CES e de projetos de pesquisa realizadas por alunos da p6s-graduagdo (TABELA 1 e 2).

TABELA 1- Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas no Laboratério de Reprodugdo Animal I, durante a

realizacdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria.

Atividades Numero %
Producéo in vitro de Embries Bovinos 15 16,9
Acompanhamento da Clonagem por Transferéncia Nuclear 12 13,5
Preparacdo de SolucGes e Meios 11 12,4
Maturagdo de Ovécitos Suinos 10 11,2
Participagé@o no Journal Club 8 9,0
Lavagem e Esterilizacdo de Materiais 5 5,6
Avaliacdo da Cinética de Maturacdo Ovocitaria 5 5,6
Treinamento no Citdmetro de Fluxo 4 4,5
Coloracdo de EmbriGes Bovinos 4 4,5
Acompanhamento das Técnicas de Biologia Molecular 4 45
Bidpsia de Ovdcitos Imaturos 3 3,4
Vitrificagdo de Embrides Bovinos 2 2,2
Avaliacdo Espermatica em Sistema Computadorizado 2 2,2
Avaliacéo da_lntegridade de Membrana Plasmética e Acrossoma de 9 29
Espermatozoides '
Sexagem de EmbriGes Bovinos 1 1,1
Participacdo em Defesas de Mestrado 1 1,1

Total 89 100,0
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TABELA 2: Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas no Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de
Bem, durante a realizagdo do Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria

Atividades NUmero %

Ultrassonografia em Bovinos 434 42,8
Coleta de Sangue em Bovinos 326 32,1
Protocolo de Sincronizacdo de Estro, IATF e Superovulacao 67 6,6
Aplicacdo de Vacinas para Raiva e Febre Aftosa 46 4,5
Coleta de Embrides Bovinos 26 2,6
Exame Ginecoldgico em Ovelhas 22 2,2
Transferéncia Intrafolicular de Ovocitos Imaturos 16 1,6
Coleta de Embribes Suinos 10 1,0
Ultrassonografia em Ovelhas 9 0,9
Aspiracdo Folicular guiada por Ultrassom em Bovinos 9 0,9
Inseminacdo Artificial em Bovinos 9 0,9
Diagnostico de Gestacdo em Bovinos 8 0,8
Inovulagéo de Embrides Bovinos 8 0,8
Selecéo de Vacas Doadoras e Receptoras de Embrides 6 0,6
Producéo in vitro de Embries Bovinos 6 0,6
Vitrificacdo de Embrides Suinos 4 0,4
Atendimento Clinico em Bovinos e Ovinos 4 0,4
Vitrificacdo de Ovocitos Bovinos 3 0,3
Coleta e Congelamento de Sémen Bovino 2 0,2

Total 1015 100,0
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2.1 Producdo in vitro de embrides

A producdo in vitro de embrides (PIVE), consiste na maturacao in vitro (MIV) de
ovocitos, fecundacéo in vitro (FIV) de ovdcitos e cultivo in vitro (CIV) de embribes a partir
de ovocitos imaturos até a fase de morula ou blastocisto, quando os embriGes podem ser

transferidos as receptoras ou criopreservados.

2.1.1 Maturacdo in vitro

Os ovdcitos utilizados para a PIVE e para a clonagem por TN em bovinos na
EMBRAPA/CENARGEN durante 0 ECSMV foram obtidos de ovarios coletados em um
abatedouro localizado na cidade de Luziania-GO. Foram utilizados ovarios de fémeas
cruzadas (Bos Indicus x Bos Taurus) logo apds o abate. O transporte dos ovarios ao
laboratério de FIV foi realizado em solugdo salina (0,9% de NaCl) suplementada com
Penicilina G (100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (100 ug/mL) em temperatura média de
34°C em caixa isotérmica. Ao chegar ao laboratdrio, foram registradas a temperatura da
solucdo salina e o horario do inicio e final da coleta dos ovarios, sendo que o tempo entre o
inicio da coleta dos ovarios no abatedouro e o inicio da MIV ndo devia ser superior a seis
horas.

No laboratério de FIV, os ovérios foram lavados novamente em solugdo salina pré-
aquecida a 32-36°C e os foliculos com diametro entre 3 e 8 mm aspirados com uma agulha de
40x12mm acoplada a uma seringa de 10 ou 20 mL. O contetdo aspirado foi depositado em
tubos conicos de 15 mL mantidos em banho-maria a 32-36°C. Ap6s 0 preenchimento dos
tubos com o liquido folicular contendo os complexos cumulus-ovocitos (CCOs) os tubos
foram mantidos por 10 minutos para a sedimentagdo dos mesmos. Em seguida, 10 a 12 mL do

sobrenadante foram transferidos, com o auxilio de uma pipeta soroldgica, para um tubo
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conico estéril de 15 mL, e centrifugados por 5 minutos a 700 x g. O liquido folicular
centrifugado foi depositado em placas de Petri (100x20mm), previamente riscadas,

juntamente com o pellet contendo os CCOs a serem rastreados.

Os CCOs foram rastreados sob estereomicroscopio com aumento de 16X e
depositados em uma placa de Petri (35x10mm) contendo 2-3 mL do liquido folicular
centrifugado. Em seguida, os ovocitos rastreados foram classificados sob estereomicroscopio,
com aumento de 50X (FIGURA 1) de acordo com a homogeneidade de seu citoplasma e o
namero de camadas das células do cumulus, conforme Stojkovic et al. (2001; QUADRO 1).

QUADRO 1- Classificagdo morfologica dos complexos cumulus-ovécitos bovinos

Categoria CCO

COCs com citoplasma homogéneo e granulagdes finas;

: Multiplas, completas e compactas camadas de células do cumulus.
Ooplasma com pequenas areas com pigmentacdes irregulares;

2 Cumulus compacto, menor que 0s ovdcitos de grau 1, mas com pelo menos 5
camadas completas;
Citoplasma heterogéneo/vacuolizado

3 Cumulus com ao menos trés camadas de células e/ou com pequenas areas
desnudas;
Ovacito com citoplasma heterogeneamente pigmentado;

) Cumulus completamente/parcialmente ausente ou expandido.

Fonte: Adaptado de Stojkovic et al. (2001).

=
FIGURA 1-Rastreio e sele¢do de ovocitos bovinos destinados a maturagao in vitro. Fonte: Arquivo Pessoal
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Apos a selecdo dos ovacitos de grau 1 e 2, os mesmos foram lavados em uma gota de
meio MIV (TCM-199 com sais de Earl’s, suplementado com amicacina, soro fetal bovino, L-
glutamina, hormonio foliculo estimulante e horménio luteinizante) e depositados em gotas do
mesmo meio sob 6leo siliconado, mantidos durante 22-24 horas em estufa a 39°C e 5% de
CO; em ar e umidade saturada. O volume e a quantidade de gotas a serem utilizadas para a
PIVE variou de acordo com o numero de ovdcitos e foram iguais durante a MIV, FIV e CIV.

2.1.2 Fecundagcdao in vitro

A fecundacdo é um processo complexo resultado da unido do ovécito com o
espermatozoide, ela assinala o inicio da transicdo de ovécito para embrido, onde o ovocito é

ativado e tem o material hereditario do pai introduzido em si mesmo (GORDON, 2003).

O meio utilizado para a FIV dos ovocitos maturos na EMBRAPA/CENARGEN é
denominado FEC final, ele consiste no meio FERT-TALP acrescido de penicilamina,
hipotaurina e epinefrina (PHE) e heparina. O mesmo foi preparado no dia da FIV e

estabilizado por no minimo 2 horas a 39°C e 5% de CO, em ar e umidade saturada.

A preparacdo dos ovocitos a serem fecundados, consistiu na retirada dos mesmos da
gota de maturacdo e lavagem em uma gota de FEC final. Em seguida os ovdcitos foram
depositados em gotas de FEC final, sob éleo siliconado e mantidos na estufa a 39°C e 5% de

CO; em ar até 0 momento da inseminag&o.

2.1.2.1 Selegdo espermatica
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Para a realizacdo da FIV, além da preparacdo dos ovocitos € necesséria a realizacdo da
selecdo espermatica. Na EMBRAPA/CENARGEN preconiza-se para a selecdo o gradiente
descontinuo de Percoll, sendo que durante o estagio foi utilizado o mini-Percoll 90 e 45%.
Para a realizacdo do mesmo, em um microtubo, foram adicionados 400 pL de Percoll a 90% e
sobre ele 0 mesmo volume do Percoll 45%.

O sémen congelado utilizado para a FIV era proveniente de um touro Bos indicus com
fertilidade comprovada. Para a selecdo o sémen foi descongelado a 36°C por 30 segundos.
Uma aliquota do mesmo foi colocada entre lamina e laminula, previamente aquecidas, e
avaliada quanto a motilidade e vigor em microscopio 6ptico com aumento de 100X. A
amostra apenas foi submetida ao gradiente descontinuo de mini-Percoll quando apresentasse
motilidade > 30% e vigor >2. Para 0 método de gradiente de Percoll, o sémen foi depositado
sobre o gradiente previamente aquecidos e centrifugado por 5 minutos a 700 x g (9000 rpm).
Em seguida, o pellet formado foi resuspendido em 1 mL de meio sp-TALP e centrifugado
novamente por 5 minutos a 700 x g. Apo6s a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi
removido e adicionado ao pellet até 100 uL do meio FEC final. Posteriormente, retirou-se
duas aliquotas de 5 pL, uma para a avaliacdo da motilidade e do vigor apds a passagem pelo
gradiente de Percoll e outra para a realizacdo da diluicdo para a concentracdo espermatica, a
qual foi realizada em Camara de Neubauer.

Com a selecdo espermatica realizada, fez-se o célculo da dose inseminante, sendo a
concentracéo final/gota ajustada de modo a alcancar a concentracdo final equivalente a 1x10°
espermatozoides/mL. Em seguida, os ovdcitos foram inseminados sobre estereomicroscopio e
coincubados com os espermatozoides por 18 a 20 horas a 39°C e 5% de CO, em ar e umidade
saturada. O dia da FIV foi considerado o dia 0 (D0) do desenvolvimento embrionario.

2.1.3 Desenvolvimento e cultivo embrionério in vitro

Na EMBRAPA/CENARGEN 18 a 20 horas apds a FIV, os possiveis zigotos foram
levemente pipetados para leve desnudamento e lavados em 2 ou 3 gotas de fluido sintético de
oviduto (SOF) suplementado com aminoacidos essenciais e ndo essenciais, sodio tri citrato,

myo-inositol e soro fetal bovino (SOFaaci; HOLM et al., 1998), sendo em seguida
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transferidos para gotas contendo o mesmo meio, sob 6leo siliconado e mantidos em estufa a
39°C, com 5% de CO; em ar e umidade saturada.

Os embribes foram avaliados sob estereomicroscopio quanto a clivagem em D2 (48
horas apos a FIV) e em D6, D7 e D8 para as taxas de blastocistos. As avaliacOes realizadas
em diferentes dias do CIV possuiam como objetivo predizer a viabilidade do embrido, através
do seu correto estagio de desenvolvimento e de sua morfologia. De acordo com o estdgio de
desenvolvimento os embrides receberam diferentes denominagdes e conforme o Manual da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), elaborado por Stringfellow e
Givens (2010) foram classificados nos seguintes estagios (FIGURA 2):

e Mdrula (Mo): é possivel distinguir individualmente os blastdmeros e sua massa ocupa
quase todo o espaco perivitelino. A massa embrionaria possui no minimo 16 células.

e Mérula compacta (Mc): D5-D6, possui aproximadamente 32-64 blastdbmeros. Seus
blastdmeros estdo unidos e constituem uma massa compacta que ocupa de 60-70% do espacgo
perivitelino, sendo a compactacdo considerada com um dos sinais da diferenciacdo
embrionaria embora os blastdmeros conservem sua capacidade totipotente.

e Blastocisto inicial (Bi): D7, possui 100-200 células. Caracteriza-se pelo come¢o do
transporte do fluido das células trofoectodérmicas e pela formacéo da blastocele no interior do
embrido. O Bi ocupa de 70-80% do espago perivitelino, sendo possivel diferenciar o
trofloblasto da massa celular interna.

e Blastocisto (Bl): D7-D8, contém 100-200 células. Existe uma evidente diferenciacéo
entre as células do trofloblasto e a massa celular interna (disco embrionério) mais escura. A
blastocele é evidente e 0 embrido ocupa a maior parte do espaco perivitelino, nesta fase,
também é possivel a diferenciacdo visual da massa celular interna e do trofoblasto.

e Blastocisto expandido (Bx): D7-D8, o embrido contem mais de 200 células, nesse
ponto o didmetro aumenta consideravelmente com o consequente adelgacamento da zona
pelucida (ZP), que chega a atingir um terco de sua espessura inicial. A pressdo crescente do
blastocisto em crescimento provoca a ruptura da ZP, através da qual ocorre a eclosao.

e Blastocisto eclodido (Be): D8-D9, com 200-800 células, os embrides sdo liberados da
ZP. Podendo estar parcialmente fora da ZP (blastocisto em eclosédo- Bn) ou totalmente

eclodidos.Embrides nesta fase sdo extremamente frageis.
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FIGURA 2: Classificagdo embrionéaria conforme o estidgio de desenvolvimento. A- Morula; B- Moérula
compacta; C-Blastocisto inicial; D-Blastocisto; E-Blastocisto expandido; F- Blastocisto em eclosdo; G-
Blastocisto eclodido. Fonte: Adaptado de B6 e Mapletoft (2013).

Além do estagio de desenvolvimento, outro ponto extremamente importante é a
morfologia do embrido. Conforme Stringfellow e Givens (2010), um embrido ideal deve ser
esférico e compacto. Os blastdmeros devem ter tamanho, cor e textura similar. O citoplasma
ndo deve apresentar vesiculas ou granulacGes. O espaco perivitelino deve ser claro e ndo
conter debris celulares. A ZP deve ser uniforme, ndo sendo colapsada ou contendo debris em
sua superficie. Assim, o conceito de qualidade embrionaria pode variar de 1-4 e sdo descritos
abaixo:

eGrau I: excelente ou bom. Os embrides tém uma massa esférica e simétrica e com
blastdbmeros individuais que sdo uniformes em tamanho, cor e densidade. Este embrido é
consistente com o0 estado de desenvolvimento esperado. Irregularidades devem ser
relativamente menores, e, a0 menos, 85% da massa celular deve estar viavel. Este julgamento
deve basear-se na percentagem de células embrionarias representados pela material extruso no
espaco perivitelino. A ZP deve ser lisa e ndo ter superficies concavas que podem causar a
aderéncia do embrido na Placa de Petri ou nas palhetas. Embrides de grau I resistem bem ao
congelamento/descongelamento e sdo chamados de “embrides congelaveis", além de serem os
recomendados para o comércio internacional.

eGrau Il: Regular. Estes embrifes tém moderada irregularidade na forma global da
massa embrionaria ou em tamanho, cor e densidade das células individuais. Pelo menos 50%
da massa embrionaria deve estar intacta. A resisténcia destes embrides ao
congelamento/descongelamento é inferior aos embrifes de Grau |, mas as taxas de prenhez
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sdo adequadas se os embriBes sdo transferidos frescos as receptoras. Portanto, esses embriGes
sdo frequentemente chamados de "transferiveis", mas ndo "congelaveis".

eGrau Ill: Pobre. Estes embrides tém mais irregularidades no formato da massa
embrionaria ou em tamanho, cor e densidade dos blastdmeros. Ao menos 25% da massa
embrionaria deve estar intacta. Estes embrides ndo resistem ao congelamento/
descongelamento. As taxas de prenhez séo inferiores as obtidas com embrides de Grau Il se
transferidos a fresco as receptoras.

e Grau IV: Morto ou degenerado. Estes podem ser embrides, ovicitos ou embribes com
uma célula. Eles ndo séo viéveis e devem ser descartados.

Durante 0 ECSMV, o LRA-I produziu 295 blastocistos (23,89%) no D7, porém 0s
embribes produzidos a partir da PIV ndo foram utilizados para a transferéncia a fresco ou
criopreservados. De acordo com as pesquisas desenvolvidas, os embrides foram congelados

para expressao génica ou corados para a contagem do nimero de celulas.

2.2 Multipla Ovulacéo e Transferéncia de Embrides (MOET)

A MOET (do inglés, multiple ovulation and embryo transfer) € um processo que
permite recolher embrides de uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras que
serdo responsaveis por gesta-los. A MOET pode ser caracterizada por trés etapas: inducdo da
superestimulacdo ovariana ou superovulacdo (SOV) da doadora; coleta, identificacdo e
classificacdo dos embrides e transferéncia para a receptora.

2.2.1 Selecéo de vacas doadoras e receptoras de embrides
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A selegéo das vacas a serem doadoras e receptoras, durante o ECSMV, foi realizada
através do escore de condicdo corporal (ECC) que deveria ser superior a 3, em uma escala de
1 a 5, das condi¢bes do trato reprodutivo da fémea e de sua ciclicidade, sendo esta avaliada

com auxilio da ultrassonografia.

2.2.2 Superovulagéo das doadoras

Para a producdo in vivo de embrides, as doadoras foram superestimuladas atraves de
protocolos de SOV e consequentemente inseminadas em tempo fixo. A emergéncia da onda
folicular foi sincronizada através da administracdo intramuscular de benzoato de estradiol
(BE) e insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona (P4) em DO. Entre D4 e D7
realizou-se um tratamento superestimulatério com Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH), o
qual foi aplicado 160 mg em doses decrescentes, duas vezes ao dia, totalizando oito
aplicacdes. Em D6 foi administrada Prostaglandina F2a (PGF2a), a fim de realizar a lutedlise
do corpo lateo (CL) do ciclo anterior. Na sétima aplicacdo de FSH (D7), realizou-se a
remocao do implante de progesterona. Apds 12 horas da aplicacdo da Gltima dose de FSH foi
administrada via intramuscular uma dose de Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH).
A IATF foi realizada 12 e 24 horas ap06s a utilizacdo do GnRH, utilizando sémen congelado
Bos indicus. A coleta dos embribes foi realizada 16 dias apds o inicio do protocolo de

superestimulacdo ou em D7 do desenvolvimento embrionario (FIGURA 3).

PGF
GnRHIATE
Pa+BE| | GnRH +IATF | [Coleta de Embrides |
= [TATF |
01 2 3456 7 8 9 16

P4 [

Dias de Tratamento

FIGURA 3: Protocolo de superovulacdo (SOV) realizado em doadoras de embrifes. Fonte: Arquivo Pessoal.
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2.2.3 Coleta de embrides

Em D7 de desenvolvimento embrionario, realizou-se a coleta de embriGes nas vacas
doadoras. Antes de iniciar a coleta propriamente dia, realizava-se a ultrassonografia nos

animais para visualizar o nimero de CL nos ovarios.

A coleta de embrides foi realizada através do método ndo cirargico em sistema
fechado (FIGURA 4A) ap6s o prévio processo de contencdo fisica, anestesia epidural
realizada com o uso de lidocaina a 2% e antissepsia da regido perianal. Guiado por palpacdo
retal, foi inserido o dilatador cervical na vagina, sendo em seguida 0 mesmo removido e
inserido a sonda de Foley de duas vias com auxilio de um mandril de aco inoxidavel. O baldo
da sonda foi inflado com 3 a 5 mL de PBS (do inglés, Phosphate Buffered Saline) e o mandril
removido. Apds, foi conectado na sonda um equipo em Y, sendo uma das extremidades
conectada ao PBS aquecido a 37°C e a outra ao copo coletor com filtro. Por gravidade, 1 a 2L
da solucéo de PBS fixada acima na altura da cabega do técnico, foram utilizados para lavagem
uterina por infusdo e sifonagem, manipulada através de palpacdo retal. Apds a lavagem
uterina, o baldo da sonda era desinflado e a mesma retirada e lavada com o PBS do sistema
dentro do copo coletor. Em seguida, o filtro era removido do equipo e encaminhado ao

laboratorio.

ANLSTESIA
EFDURAL

SONDA

FOLEY
&Lmao !
Y /

oo
e

1 3 =
P4

N e
% -_\: P
! OVARIDS

CERVIX

FIGURA 4: Coleta de embries bovinos. A: Esquema do método ndo cirlrgico de coleta em sistema fechado.
Fonte: Adaptado de Fernandez et al. (2015). B: Coleta de embriGes em D14. Fonte: Arquivo Pessoal.
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No laboratorio o filtro foi lavado com PBS aquecido e o contetdo do mesmo
depositado em uma placa de Petri (100x20mm), previamente riscada. Os embrides foram
rastreados sob estereomicroscépio com aumento de 20X e colocados em uma placa de Petri
(35x10mm) contendo meio de manutencdo pré-aquecido. Em seguida, os embrides foram
classificados quanto ao estigio de desenvolvimento e qualidade, como recomentado pela
IETS e descrito anteriormente. De acordo, com os parametros de classificagdo, os embrides
foram envasados em palhetas para transferéncia imediata ou congelados a -20°C em RNA
Later para posteriormente ser realizada a expressdo génica. Para o envase, 0os embrides em
estagio de Bi, Bl e Bx foram lavados em gotas de PBS contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) e transferidos para gotas de meio de manutengdo, sendo em seguida envasados nas
palhetas, de modo que a coluna central de meio de manutencdo contendo os embribes

encontrasse separada das colunas das extremidades por uma bolha de ar de cada lado.

Em todas as vacas doadoras, se realizou o sistema de recoleta de embrides e ao final

do procedimento foi realizada a administragdo de PGF2a nos animais.

2.2.4 Transferéncia de embrides

As receptoras utilizadas para a TE foram previamente sincronizadas, sendo o
protocolo iniciado no dia anterior ao inicio do protocolo das doadoras. O protocolo consistiu
da administracdo de BE e insercdo do dispositivo de P4 intravaginal em DO. Em D8 foi
administrada uma dose de PGF2a e removido o implante de P4. Em D9 aplicou-se uma dose
de BE e no D17 foi feitaa TE.

Antes do procedimento de inovulagdo dos embrides foi realizada a ultrassonografia, a
fim de verificar em qual ovario se localizava o CL. A TE propriamente dita, também chamada
de inovulacdo, foi realizada apOs anestesia epidural e antissepsia da regido perineal da
receptora. Auxiliado por palpacao retal, a cérvix foi transpassada pelo inovulador e o embrido
depositado na por¢do média do corno uterino ipsilateral ao ovario em que o CL estava

presente.
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O procedimento de MOET acompanhado durante o ECSMV fazia parte de um
experimento para coleta de embrides com 14 dias de desenvolvimento. Assim, 0S mesmos
apos inovulacdo em D7 foram coletados em D14, sendo que as Unicas diferencas no
procedimento de coleta foram a adicdo de SFB ao PBS e a substituicdo do filtro pela proveta
(FIGURA 4B).

2.3 Criopreservacdo de embrides: Vitrificacdo

A criopreservacdo de embrides tem se tornado uma parte integrante das biotécnicas
reprodutivas nos animais domesticos. Com o intuito de manter o metabolismo celular em
estado quiescente a criopreservacdo permite a conservagdo de tecidos e/ou células por tempo
indeterminado. Conforme Gongalves e colaboradores (2008) h& trés métodos de
criopreservacao: o metodo de congelamento convencional (lento, rapido, procedimento one-
step e multiple-step), o método de congelamento ultrarrdpido e a vitrificagdo. Durante o
ECSMV acompanhou-se a técnica de vitrificagdo para o congelamento de embriGes bovinos.

A Vvitrificagdo é um processo termodindmico, no qual um fluido incrementa sua
viscosidade durante o resfriamento, adquirindo propriedades de um sélido (BAUTISTA e
KANAGAWA, 1998). Na EMBRAPA/CENARGEN o método de vitrificacdo utilizado foi o
cryotop. Tal técnica consiste na utilizacdo de uma haste de polipropileno na qual os embries
sdo alocados junto a volumes minimos de solucéo de crioprotetor (DODE et al., 2013).

A vitrificacdo de embrides bovinos acompanhadas durante o ECSMV foi realizada
durante o treinamento de uma aluna de pds-graduacdo, utilizando para isso, embrides

descartados apds CIV no LRA-I.

2.3.1 Vitrificacio de embrides bovinos
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Para a realizacdo da vitrificagdo foram utilizadas trés solucbes, as quais foram
mantidas a temperatura ambiente:

e Solucdo de Manutencéo (SM) - composta por TCM199 Hank’s com 20% de SFB,;

e Solucéo de equilibrio (SV1) - constituida pela SM + 7,5% de etilenoglicol (EG) +7,5%
de dimetilsulfoxido (DMSO)

e Solucéo de vitrificacdo (SV2) - composta por SM + 15% de EG + 15% de DMSO +
0,5 M de sacarose.

As manipulacdes realizadas para a vitrificacdo foram conduzidas sobre placa aquecedora
mantida a 37°C e utilizando estereomicroscopio. Apos a remocao dos blastocistos das gotas
de cultivo, os mesmos foram alocados em grupos de cinco, em gotas contendo 70-80 pL de
SM. Em seguida, os embrides foram submetidos a trés banhos sequenciais na SV1,
permanecendo em cada gota 3 minutos, totalizando 9 minutos na SV1. Apds passarem pela
solucdo de equilibrio os embrides foram transferidos para a SV2, nessa, 0s embrides passaram
por quatro banhos sequenciais, totalizando 60 segundos (FIGURA 5A).

Os embrides entdo foram colocados nas hastes de vitrificagdo com auxilio de uma
micropipeta de vidro. Imediatamente apds a deposicdo dos embrides nas hastes, 0 excesso de
solucdo foi removida, deixando apenas uma fina camada sobre os embrifes e a haste

submersa em nitrogénio liquido (N,L).

2.3.2 Aquecimento de embribes bovinos

Assim como na vitrificacdo, para 0 aquecimento dos embrides bovinos foram

utilizadas trés solucdes.

¢ Solugédo de Manutencdo (SM) - composta por TCM199 Hank’s com 20% de SFB;

¢ Solucdo de Aquecimento 1 (SAL) - constituida de SM + 1M de sacarose;

¢ Solugéo de Aquecimento 2 (SA2) - composta de SM + 0,5 M de sacarose.

Com excecdo da SAL, aquecida a 37°C, as demais solugdes foram mantidas em
temperatura ambiente. O aquecido foi realizado sob estereomicroscopio e toda a manipulagéo
realizada sobre placa aquecedora. No aquecimento, as hastes contendo os embrides foram

retiradas do N,L com auxilio de uma pinga anatdmica e a extremidade da haste com os
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embrides foi imersa na gota contendo SAL. As estruturas permaneceram nesta gota por um
minuto e posteriormente foram transferidos para a gota com SA2, na qual os embrides
permaneceram por trés minutos. Em seguida, os embrides foram submetidos a duas lavagens

em SM, permanecendo por cinco minutos em cada gota (FIGURA 5B).
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FIGURA 5- Esquema da vitrificagdo e aquecimento de embrides bovinos. A: Vitrificacdo de embrides. SM-
Solucdo de Manutencdo; SV1- Solucdo de Equilibrio; SV2- Solugdo de Vitrificacdo. B: Aquecimento de
embrides. SAl- Solucéo de aquecimento 1; DV2- Solugdo de aquecimento 2.

Como a vitrificagdo/aquecimento de embrides bovinos acompanhadas durante o ECSMV

faziam parte de treinamento, logo apds 0 mesmo, os embrides foram descartados.

2.4 Clonagem por Transferéncia Nuclear

A clonagem por transferéncia nuclear se baseia na substituicdo da cromatina de um
ovocito maturado, ou seja, no estagio que estaria apto a ser fecundado, pelo nicleo de uma
célula retirada do animal a ser clonado (BORDIGNON, 2008). A clonagem pode ser dividida
na maturacdo dos ovocitos receptores, enucleacdo ou remocgdo da cromatina dos ovocitos
receptores, preparacdo e transferéncia das celulas doadoras de nucleo e fusdo dessas com 0s
ovacitos receptores, ativacdo dos ovocitos receptores, cultivo e transferéncia dos embries
reconstituidos para fémeas receptoras (GONCALVES et al., 2008) .
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2.4.1 Maturacéo in vitro

Durante a realizacdo do ECSMV, assim como na PIVE, a clonagem por transferéncia
nuclear (TN) utilizou ovocitos a partir de ovarios coletados em abatedouro. A metodologia
empregada na maturacdo ovocitaria foi semelhante a utilizada na PIVE e descrita no item
2.1.1, com a resalva que para a MIV na clonagem por TN utilizou-se apenas CCOs grau 1 e a
mesma teve duracdo de 20 horas.

Apb6s a MIV os ovdcitos foram desnudados utilizando hialuronidase, para isso, 0s
ovocitos foram incubados a 39°C por cinco minutos com a enzima pré-aquecida.
Posteriormente, os gametas foram transferidos para uma gota de LAV (TCM 199 com sais de
Hank’s + amicacina + SFB) e com pipetagens leves os ovocitos foram completamente
desnudados sob estereomicroscopio. Ap6s o desnudamento, se observou a presenca do
corpusculo polar (CP), caracterizando assim ovocitos maturados. Apenas ovécitos com CP e
totalmente desnudos foram utilizados para a TN. Apds a selecdo dos ovécitos, 0s gametas

foram incubados por 30 minutos com SOF acrescido de citocalasina D e Hoechst 33342.

2.4.2 Cultivo de células somaticas

Durante 0 ECSMV na EMBRAPA/CENARGEN as células utilizadas como doadoras
de nucleos foram fibroblastos provenientes de bidpsia da cauda de um touro Nelore, mantidas
em cultivo em meio Dubelcco’s Minimum Eagle Medium (DMEM) suplementado com
bicarbonato de sédio, piruvato, SFB e antibi6ticos em garrafas de 25 cm? e mantidas a 39°C e

5 % de CO, em ar e umidade saturada.

No dia da enucleacdo e reconstru¢do dos ovocitos, as células a serem utilizadas

deviam estar confluentes. Para a preparacdo das células, todo o sobrenadante de meio DMEM
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foi removido das garrafas. Em seguida, adicionou-se 1 mL de tripsina na garrafa por cinco
minutos a 39°C. Posteriormente, o contetdo das garrafas foi transferido para microtubos onde
se adicionou 500 pL de meio DMEM e centrifugou por 5 minutos a 200 x g. Apos a
centrifugacdo, o pellet formado foi resuspendido em 1 mL de meio DMEM. Para a
manipulacdo das células para TN 20 pL dessa suspensao foi adicionada a 500 pL de LAV
acrescido de Albumina Sérica Bovina (BSA). No momento da micromanipulagdo as células a
serem utilizadas, foram depositadas em grupos nas gotas de LAV + BSA montadas na placa

de micromanipulacdo sob 6leo mineral.

2.4.3 Enucleacéo e reconstrucéo dos ovocitos

Apds os ovocitos maturos serem incubados em SOF + citocalasina D + Hoesch 33342
por 30 minutos, os mesmos foram transferidos para gotas contendo LAV sob 6leo mineral e
levados ao micromanipulador. Os ovdcitos foram fixados individualmente na pipeta holding e
posicionados de forma que o CP permanece-se na posicao de 4 a 6 horas (FIGURA 8). OCP e
uma porcdo do citoplasma adjacente a ele foram retirados com auxilio da pipeta de aspiracéo,
evitando que a ZP fosse rompida. Apos cada enucleacdo, foi observado se a placa metafasica
e 0 CP haviam sido removidos, através da incisdo de luz ultravioleta (UV) sobre o material

removido.
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FIGURA 6- Ovécito maturo e desnudo utilizado para a realizacdo da enucleacdo e reconstrucdo. Fonte:
Laboratério de Reproducdo Animal | (LRAL).

Na sequencia, realizou-se a reconstrucao, através do mesmo orificio aberto na ZP
durante a enucleacdo, um fibroblasto foi depositado no espaco perivitelino. As estruturas
reconstruidas foram transferidas para uma placa de quatro pocos contendo LAV. Apos a
reconstrucdo, as estruturas foram submetidas ao processo de eletrofusdo. Para a fusdo a
camara de fusdo foi montada utilizando 1 mL de D-manitol aquecido. Em grupos de 5
ovacitos, os embrides foram depositados sobre a cdmara de fusdo, tendo o cuidado de deixar
as células e o citoplasma do ovdcito alinhados paralelamente. A fusédo foi realizada através da
geragdo de dois pulsos elétricos com carga de 2,1kVA/cm, voltagem de 80 V e 30 a 50 ps de
duracdo. Em seguida, os embrides foram transferidos para outro pogo contendo LAV e
mantidos por 30 minutos em estufa a 39°C, 5% CO, em ar, para ocorrer a fusdo.

2.4.4 Ativacao

Para a ativacdo, as estruturas fusionadas foram transferidas e incubadas por 5 minutos
em solucdo SOF contendo ionomicina, a fim de ocorrer a retomada da meiose a partir do
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influxo de calcio. Em seguida, as estruturas foram transferidas e mantidas por 4 horas em

solugéo SOF contendo 6-dimetilaminopurina (DMAP).

2.4.5 Cultivo in vitro de embrides

Ap0s a ativagdo com ionomicina e 6-DMAP, as estruturas foram cocultivadas por 7
dias em meio SOFaaci, sob monocamada de células do cumulus. As células do cumulus
utilizadas para a formacdo da monocamada foram preparadas no dia anterior ao inicio do CIV.
Para isso, utilizaram-se ovdcitos descartes, os quais foram desnudos em meio LAV e as
células do cumulus centrifugadas a 200 x g por cinco minutos. Em seguida o sobrenadante foi
removido e as células resuspendidas em meio SOFaaci. Para cada gota, contendo 200 puL de
meio SOF a ser utilizada no CIV utilizou-se 7 puL de células centrifugadas. Posteriormente, as
placas contendo as gotas de CIV com as células do cumulus, sob 6leo siliconado, foram

mantidas em estufa a 39°C e 5% de CO, em ar.

Os embriGes foram avaliados quanto ao seu desenvolvimento com 48 horas de cultivo
(D2) para verificagdo da clivagem, e em D7 e D8 para a formacdo de blastocistos. Todo o

procedimento de clonagem por TN era anotado em fichas de avaliacao.

Apoés o cultivo, os embrifes clones utilizados em experimentos foram descartados,
enguanto os embrides produzidos na rotina do laboratério foram transferidos a receptoras no

dia D7, conforme descrito na transferéncia de embrides anteriormente.
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3- DISCUSSAO

3.1 Produgcéo in vitro de embrides bovinos

A PIVE é uma biotécnica da reproducéo assistida que permite a realizacdo de um grande
nimero de pesquisas envolvendo maturacdo e fecundacdo de ovdcitos, capacitacdo
espermatica e desenvolvimento embrionario até sua fase de implantacdo (GONCALVES et
al., 2008).

Em 1935 registrou-se a primeira evidéncia do nascimento de coelhos resultantes do
cultivo in vitro de embribes, porém apenas na década de 1950 tem se relatos do surgimento de
um animal gerado a partir da FIV (GONCALVES et al., 2008). Em bovinos, no final dos anos
1970 ocorreu a primeira descricdo de FIV e em 1982 o nascimento do primeiro bezerro
oriundo dessa técnica (BRACKETT et al, 1982). J4& em 1987 ocorreu 0 nascimento do
primeiro bezerro totalmente produzido in vitro, desde a maturacéo do ovdcito até o cultivo do
embrido (LU et al., 1987). No Brasil a técnica de PIVE vem sendo realizada desde o inicio
dos anos 1990, com as primeiras confirmacdes de gestacdo em 1993 (OLIVEIRA et al.,
1994).

A PIVE permite a otimizacdo e multiplicacdo de fémeas de interesse comercial ou em
perigo de extingdo, o aumento de crias de uma Unica fémea, a utilizacdo de bezerras pré-
pUberes, vacas em inicio de gestacdo, com subfertilidade e senis além de auxiliar ao
estabelecimento de técnicas como a clonagem por TN, a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) e a transgenia (RUMPF, 2007). Porém o desenvolvimento de ovdcitos
bovinos imaturos até blastocistos a partir da PIVE é cerca de 40%, sendo que
aproximadamente 90% dos ovocitos imaturos atingem a maturacdo nuclear e cerca de 80%
deles sdo fecundados e clivam (LONERGAN et al., 2003). Assim, a PIVE além de apresentar
inconsisténcia de resultados, possui como desvantagens o custo inicial para a construcdo da
infraestrutura e o tempo consumido para executar a rotina (GONCALVES et al., 2008).

Portanto, estudos sobre PIVE sdo imprescindiveis, pois s6 assim serd possivel indicar
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modificagdes e melhorar os protocolos para que o sistema in vitro possa chegar o mais
proximo possivel do sistema in vivo (DODE, 2006).

3.1.1 Maturacdo in vitro

Os ovocitos localizam-se dentro de foliculos ovarianos e sdo formandos durante a fase
fetal das fémeas mamiferas. O numero de foliculos € varidvel de acordo com a espécie e raca
dos animais. Em bovinos, foi estimada que a populacao folicular para Bos taurus é ao redor
de 130 mil (ERICKSON, 1966), enquanto para Bos indicus esse nimero é de 70.500 foliculos
(LUCCI et al., 2002), sendo que durante toda a vida, a fémea utilizara apenas 0,01% dessa
reserva folicular (ERICKSON, 1966).

Os ovdcitos utilizados na PIVE bovinos podem ser obtidos in vivo através da OPU,
laparatomia ou laparoscopia ou ex vivo por meio de dissecacdo ou aspiracdo folicular de
ovarios coletados em abatedouros, como realizado na EMBRAPA/CENARGEN. A utilizacédo
de ovocitos, oriundos de abatedouros, apesar de aumentar o numero de descendentes de
doadoras que morreram, possui limitagdes, como o tempo de transporte do matadouro ao
laboratério, o desconhecimento acerca do estado de salde e do padrdo hormonal e,
principalmente, a impossibilidade de repeti¢do da técnica para um mesmo animal (SENEDA
etal., 2002).

A recuperacdo de ovdcitos por aspiracdo de foliculos antrais usando seringa e agulha
ou bomba de vacuo tem sido os meétodos comumente utilizados com ovérios bovinos
provenientes de  abatedouros (GORDON, 2003), sendo preconizada na
EMBRAPA/CENARGEN a utilizagdo de seringa e agulha, logo que a taxa de recuperagdo é
superior, entretanto esse método possui como desvantagem a velocidade de aspiragdo, que é
mais lento (GORDON, 2003). Um ponto bastante questionado € o efeito do diametro folicular
sobre a competéncia ovocitaria, ou seja, a habilidade do ovocito de passar pela maturacéo, ser

fecundado e desenvolver uma gestagdo a termo. Conforme Blondin e Sirard (1995), o
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tamanho do foliculo é um importante fator na selecdo de ovocitos, 0s mesmos autores
sugerem que foliculos com didmetro menor que 3 mm ndo desenvolvem até o estagio de
morula. Ainda, conforme Gongalves e colaboradores (2008), foliculos menores geralmente
ndo sdo competentes para a retomada da meiose e foliculos maiores que 8 mm estdo em
processo de atresia ou de maturacdo, estando em ambos 0s casos a viabilidade dos ovécitos
comprometida.Considerando estes fatores, na EMBRAPA/CENARGEN realiza-se a aspiragdo
de foliculos com 3 a 8 mm de didmetro. Além do diametro folicular a morfologia dos COCs é
um dos parametros mais utilizados e conhecidos para selecionar os ovocitos com maior
competéncia (CAIXETA e DODE, 2010). Normalmente ovdcitos classificados como de
melhor qualidade apresentam-se completamente rodeados, trés camadas de células do
cumulus e citoplasma homogéneo (ZEUNER et al., 2003). Conforme Nagano e colaboradores
(2006) a qualidade das células do cumulus € essencial, pois elas fornecem ao ovdcito
carboidratos, aminoécidos e nucleotideos que sdo essenciais para a maturagdo citoplasmatica.
Além disso, sua correta expansao na maturacdo € importante para o transporte do CCO no
oviduto e unido com o espermatozoide para a fecundacdo. Ainda, conforme Nagano e
colaboradores (2006), ovécitos com citoplasma amarronzado homogéneo apresentam uma

alta taxa de fecundacdo, clivagem e blastocistos em relagdo ao citoplasma escuro e péalido.

A maturacdo ovocitaria se refere ao estagio final da preparacdo do ovoécito para ser
fecundado, e envolve modificacGes nucleares e citoplasmaticas. Durante todo o periodo de
crescimento do ovdcito e de desenvolvimento folicular, os ovocitos ficam retidos em estagio
de dipldteno da profase | da primeira divisdo meidtica (ADONA, 2011). In vivo, a maturagdo
ovocitaria tem seu inicio com o pico preovulatorio de LH (GONCALVES et al., 2008),
enquanto que in vitro essa maturacdo inicia com a retirada do ovdcito do foliculo
(EDWARDS, 1965; GONCALVES et al., 2008), por serem privados de substancias
inibitdrias presentes no liquido folicular (SIRARD et al., 2006). A maturacdo nuclear e
citoplasmatica ocorrem simultaneamente in vivo e de forma assincrénica in vitro (HUANG et
al., 1999), isso € sugerido, pois conforme Caixeta e Dode (2010), apenas 25-40% dos ovdcitos
maturados in vitro sdo competentes para o desenvolvimento ate o estagio de blastocisto,
enquanto que in vivo estas taxas sdo de 60-80%, estando associado principalmente ao status
da maturacdo citoplasmaética que difere entre competentes e incompetentes (SIRARD et al.,
2006).

A maturagdo nuclear se refere a retomada do primeiro bloqueio meidtico e a

progressao até metafase Il (MII; MINGOTI, 2000). A maturacdo nuclear requer de 18 a 22
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horas (GONCALVES et al., 2008) e é caracterizada pelo rompimento da vesicula germinativa
(VGBD, do inglés, vesicle germinal break down), reorganizacdo da rede de microtibulos,
condensacdo e alinhamento equatorial dos cromossomos, marcando o final da profase | e
progressao pelos estadios de metafase 1 (MI), anafase | (Al), telofase (TI), completando a
primeira divisdo meiotica, passando rapidamente para metafase da segunda divisdo meidtica
(MI11) que culmina com a divisdo dos cromossomos homdlogos e liberacdo do CP, havendo
um novo bloqueio no ciclo celular até a fecundacdo (SIRARD, 2001). Conforme Wu e
colaboradores (1996), a cinética da maturacdo nuclear transcorrida em cada fase da maturacao
de ovdcitos bovinos tem duracdo de 10,3 a 15,4 horas na M, de 15,4 a 16,6 horas em Al, de
16,6 a 18 horasem Tl e de 18 a 24 horas em MII.

A maturacdo citoplasmatica refere-se a modificacbes moleculares e no ndmero,
tamanho e/ou na posicdo das organelas (GONCALVES et al., 2008). Entre estas mudancas
ocorre a condensacdo do nucléolo, redistribuicdo de organelas como mitocondrias e
ribossomos, a reducdo do aparelho de Golgi, aumento do contetido de lipidios e alinhamento
dos granulos corticais proximos a membrana plasmatica (SIRARD et al., 2006), conforme a
FIGURA 7.
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FIGURA 7- Desenho esquematica da distribuicdo das organelas citoplasmaticas durante a maturagdo,
fecundacéo e formacdo dos zigotos bovinos. A- Progressdo da maturacdo nuclear e redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas da fase de vesicula germinativa para o estdgio de metafise Il e formagdo do zigoto. B-
Distribuicdo das organelas e a liberagdo do conteddo dos granulos corticais ap6s a liberacdo de célcio
intracelular (Ca®"), ap6s a penetracéo do espermatozoide no ovécito durante a fecundagdo. Fonte: Adaptado de
Ferreira et al., 2009.
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Os meios de cultivo utilizados também sdo importantes para a correta maturacdo dos
ovacitos. Assim como na EMBRAPA/CENARGEN, a grande maioria dos laboratorios tem
utilizado o Tissue Culture Medium (TCM-199) como meio de MIV de ovdcitos bovinos
(VARAGO et al., 2008). Outros meios podem ser utilizados, como o SOF, sendo que o
mesmo € capaz de promover a maturacdo ovocitaria na auséncia de macromoléculas
(LONERGAN et al., 2004). De acordo com o protocolo de cada laboratério 0 meio pode ser
tamponado com bicarbonato ou HEPES e suplementado com varios soros e/ou gonodatrofinas
e/ou hormonios esterdides, fonte de energia (glicose e piruvato); fonte proteica (SFB e BSA) e
antioxidantes. Conforme Goncalves e colaboradores (2008) a maioria dos resultados
demonstra que a adi¢do de gonodatrofinas ao meio de maturagdo de ovdcitos bovinos melhora
0 posterior desenvolvimento embrionario. Além disso, a suplementacdo do meio com fontes
proteicas de origem animal tem apresentado os melhores resultados na maturacdo ovocitaria e
no desenvolvimento dos embrides (CAROLAN et al., 1995). Estudos mostram que a adicéo
de SFB é um dos requisitos para alcancar a perfeita expansdo das células do cumulus e a
maturacdo do ovocito (GONCALVES et al., 2008), porém meios contendo SFB ou BSA néo
apresentam formulacdo definida e possuem componentes como fatores de crescimento,
aminoécidos e proteinas que variam significativamente entre diferentes partidas e
fornecedores (McKIERNAM et al., 1992).

O tempo de MIV na EMBRAPA/CENARGEN ¢é de 22-24 horas, pois se sabe que
ovécitos maturados por mais tempo apresentaram consideravel reducdo no desenvolvimento
embrionario, comprovando o efeito prejudicial do envelhecimento ovocitario sobre as taxas
de producdo embrionaria (GORDON, 2003). Além disso, deve se ressaltar que quando a
maturacdo ovocitaria é inadequada, a mesma inviabiliza a fecundagédo e aumenta a ocorréncia
de polispermia, de partenogénese e de blogueio do desenvolvimento embrionario (MINGOTI,
2000).

3.1.2 Fecundacéo in vitro
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A fecundagdo é um processo complexo, resultado da unido do ovécito com o
espermatozoide, ela assinala o inicio da transicdo de ovécito para embrido. Para a fecundacgéo
do ovocito, o espermatozoide precisa de motilidade para se aproximar do gameta, sofrer o
processo de capacitacdo e a consequente reacdo acrossémica (RA). A capacitacdo € o
processo pelo qual o espermatozoide obtém potencial fecundante e consiste na reorganizacéo
de proteinas e lipidios da membrana plasmaética, alteracGes nas caracteristicas de motilidade e
mudancas na atividade metabolica que culminam com a RA. In vivo, esta capacitacdo ocorre
durante a passagem do espermatozoide pelo trato reprodutivo da fémea, ja in vitro, varios
métodos foram testados para a inducdo da capacitacdo, sendo que a utilizacdo da heparina se
mostrou 0 método mais eficiente (VARAGO et al., 2008). Com o propoésito de aumentar a
atividade espermatica e facilitar a penetra¢do no ovécito se faz uso do PHE no meio FERT-
TALP (GONCALVES et al., 2008), pois se sabe que a penicilamina associada a epinefrina
aumenta a porcentagem de espermatozoides que sofrem a RA e que a hipotaurina aumenta a
motilidade espermaética, e quando associada a epinefrina incrementa as taxas de penetracdo do
espermatozoide no ovécito (GORDON, 2003), sendo utilizados na EMBRAPA/CENARGEN

tanto a heparina quanto o PHE, no meio de fecundacao.

Quanto a concentracdo espermatica e o tempo de coincubacdo de ovocitos e
espermatozoides a ser utilizada para a FIV em bovinos, estudos sugerem que 1 e 2x10°
espermatozéides/mL sdo mais adequados para manter uma boa taxa de clivagem sem
aumentar a taxa de poliespermia (DIAS et al., 2006). E a coincubacdo dos ovocitos e
espermatozéides pode variar de 6 a 24 horas de acordo com os protocolos utilizados pelos
laboratérios (GARCIA et al., 2005; MINGOT]I, 2000), sendo utilizado durante o estagio a
dose inseminate de 1 x 10° espermatozoides/mL e uma coincubagdo de 18-20 horas. A
fecundacdo in vitro é um processo dependente de temperatura (LENZ et al., 1983), sendo que
os melhores resultados sdo obtidos quando o processo ocorre em temperatura de 39°C, com
atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada (GORDON, 2003; MINGOTI, 2000;
GONCALVES et al., 2008;).

3.1.2.1Selecéo espermatica
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Considerando que a maioria dos laboratérios utiliza sémen congelado para a FIV, apds
o descongelamento deve-se realizar a selecdo espermatica a fim de aumentar a percentagem
de espermatozoides mdveis e/ou normais utilizados na FIV (PARRISH, 1995), além de
remover componentes do diluidor, debris celulares e agentes infecciosos (HENKEL e
SCHILL, 2013). Existem véarios métodos para a selecdo espermatica, como o gradiente
continuo ou descontinuo de Percoll, a filtragem em coluna de gel de Sephadex, a migracéo
ascendente (swim up) e lavagens por centrifugacdo (HENKEL e SCHILL, 2013), sendo o
gradiente descontinuo de Percoll e o swim-up os mais utilizados. Conforme Gongalves e
colaboradores (2008), o método de separacdo deve ser rapida, simples, de baixo custo, capaz
de recuperar a maioria dos espermatozoides méveis, ndo resultar em alteracfes espermaticas,
remover espermatozoides mortos, debris celulares e substancias toxicas e assim usar 0S
melhores espermatozoides disponiveis a partir de amostras de sémen congelado/descongelado
(DODE et al., 2002).

No swim up os espermatozoides vivos sdo separados dos mortos, do plasma seminal e
dos componentes dos diluidores por motilidade ascendente, sendo utilizado nesse processo o
sp-TALP (tyrodes, albumina, lactato e piruvato). O Percoll € uma solucdo de silica coloidal,
com uma osmolaridade de 275-285mOsm e uma densidade de 1,123g/mL e um pH fisiologico
(PALMA, 2001). A selecdo com gradiente de Percoll possui duas vantagens em relacdo a
outros métodos, a separacdo da maioria dos espermatozoides méveis (CESARI et al., 2006) e
a rapidez em sua execuc¢do. Quando os espermatozoides mdveis sdo rapidamente removidos
do plasma seminal, células somaticas e espermatozoides mortos e/ou com morfologia
anormal, os gametas sdo protegidos do estresse causado pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs) que reduzem a fertilidade esperméatica (GORDON, 2003). Porém estudo realizado
por Cesari e colaboradores (2006) constatou que espermatozoides selecionados com o Percoll
possuem maior perda de acrossoma, provavelmente devido a endotoxinas da
polivinilpirolidona (PVP) presente no coldide. Ja a técnica de swim up ndo apresenta risco de
toxicidade algum, porém possui dificuldade de repetibilidade, particularmente nos iniciantes
(PALMA, 2001). Quanto a recuperacdo espermatica e PIVE, o Percoll possui taxas de
recuperacdo espermatica superiores ao swim up, porém ndo se observa diferencas na
capacidade de desenvolvimento embrionario (PARRISH et al., 1995). Além disso, estudos
realizados por Dode e colaboradores (2002), utilizando o swim up e gradientes de Percoll ndo
observaram diferencga entre as técnicas sobre as taxas de penetracdo in vitro, formacdo de

pronucleo, polispermia e clivagem, porém estudos realizados por Cesari e colaboradores
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(2006) sugerem taxas de embriGes superiores com a utilizagdo do Percoll para a selecéo
espermatica. Em sintese, o gradiente de Percoll atende a maior parte dos quesitos de uma
técnica eficaz para selecdo espermatica, e, além disso, resulta em fragdes limpidas, com
espermatozdides de alta motilidade, reduz significativamente as EROS, ndo causa leses na
cromatina e elimina leucdécitos. Considerando esses fatores, sugere-se a utilizagdo do Percoll
para o uso na rotina de PIVE em bovinos (PARRISH et al., 1995; CESARI et al., 2006), logo
que permite um melhor aproveitamento de uma dose de sémen. Durante o estagio na
EMBRAPA/CENARGEN o protocolo para a sele¢cdo espermatica foi o gradiente descontinuo
de Percoll 90 e 45%, sendo o protocolo variavel em laboratdrios principalmente quanto ao
tempo e forca de centrifugacdo, numero e volume de gradientes utilizados.

3.1.3 Desenvolvimento e cultivo embrionario in vitro

A partir da penetracdo do espermatozoide na ZP, a segunda divisdo meiltica se
completa e os cromossomos sdo envolvidos por uma membrana nuclear, formando o
pronucleo feminino. Concomitantemente, a membrana nuclear espermatica se desintegra, a
cromatina nuclear descondensa e ocorre a formagdo de uma nova membrana nuclear,
formando o pronucleo masculino. A migracdo dos pronucleos para o centro do citoplasma do
ovocito, onde ocorre a singamia e formacdo de um nudcleo dipldide originara um novo
individuo (GONCALVES et al., 2008). Consequentemente, inicia-se 0 desenvolvimento
embrionario por sucessivas divisdes e alteracdes morfoldgicas para a formagdo de mdrulas e
blastocistos (YANAGIMACHI, 1994). Em média até D8, o desenvolvimento ocorre dentro da
ZP e nos primeiros seis dias o embrido possui apenas aumento de tamanho e do nimero de
blastbmeros (PALMA, 2001). A partir do quinto dia apés a FIV os embribes, que até entdo
estavam apenas dividindo aumentam o numero de células e passam a ter um nimero de
blastdmeros maior. Durante o cultivo embrionéario até D9 ocorre momentos importantes, que
incluem a clivagem, a ativacdo do genoma embrionario na fase 8-16 células (MEMILI e
FIRST, 2000), compactacdo da moérula no dia 5 (BONI et al., 1999) e formacdo de

blastocistos nos dias 6-7 de desenvolvimento, envolvendo a diferenciacdo em dois tipos
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celulares o trofoblasto e a massa celular interna, sendo evidente que qualquer modificagdo no

meio de cultura pode afetar qualquer um desses processos (LONERGAN et al., 2003).

No cultivo embrionario, é necessario o0 uso de meio simples que suporte a nutri¢do
celular e o desenvolvimento durante a fase pré-implantacio (GONCALVES et al, 2008).
Conforme PALMA (2001), atualmente os meios possuem dois aspectos basicos: desenvolver
meios de cultivo que respondam as necessidades metabolicas dos embrides durante seu
desenvolvimento e que evitem em sua composicdo diminuir ou eliminar suas fontes de
proteina. Além disso, a suplementacdo dos meios de cultivo com aminoédcidos em
concentracdes semelhantes as encontradas no oviduto e Utero das fémeas bovinas melhora a
taxa de desenvolvimento embrionario e a a inclusdo de fontes proteicas (BSA ou SFB) nos
meios de cultivo também favorece o desenvolvimento embrionéario agindo como quelantes de
cations, prevenindo a adesdo dos embrides na superficie, servindo como fonte de energia e
auxiliando o metabolismo de carboidratos (THOMPSON, 2000). A fonte energética requerida
para suprir as necessidades do embrido nas primeiras clivagens até 16-32 células ¢ o lactato e
0 piruvato. Apds a compactacdo e formacdo da blastocele, quando se inicia a diferenciacdo
das células do embrido precisa de glicose (RIEGER et al., 1992). Além disso, o cultivo
embrionario pode ser realizado cultivando os embrides em grupo ou individualmente.
Conforme Brum et al (2002), o cultivo ainda é realizado em grupos, estando associado a
melhores taxas finais de blastocistos, pois segundo Blondin e Sirard (1995) é possivel que
ovacitos e embribes secretem ou metabolizem varios fatores em cada fase de cultivo que pode
beneficiar os outros ovocitos/embrides, mas que quando cultivados individualmente esses
fatores s&o diluidos ou ndo sdo secretados. Durante 0 ECSMV o cultivo embrionario foi

realizado em grupos e cocultivo utilizando as células da granulosa.

3.2 Ovulacdes Multiplas e Transferéncia de Embrides

3.2.1 Fisiologia do ciclo estral



46

O ciclo estral é definido como o periodo compreendido entre dois estros. Sabe-se que
vacas sdo poliéstricas e apresentam estros regulares a cada 21 dias, podendo variar de 18 a 24
(HAFEZ, 2004). A fisiologia do ciclo estral é complexa e depende da perfeita interacéo entre
diversos orgdos e sistemas corporeos, fundamentados no sistema nervoso central, enddcrino e
reprodutivo sendo que a comunicacdo desses 6rgdos ocorre principalmente mediante os
hormoénios GnRH, LH, FSH, estradiol, P4 ¢ PGF2o.

O hipotalamo secreta GnRH de forma pulsatil até a hipofise onde liga-se aos
receptores especificos para inicio da sintese e liberagcdo, também pulsatil de FSH e LH. O
FSH atua sobre o desenvolvimento, crescimento e maturacao folicular, além de aumentar o
namero de receptores para o LH nas células da granulosa, sendo a selecdo do foliculo
dominante associada a queda nas concentracdes de FSH sanguineo e aos receptores de LH,
assim, foliculos FSH dependentes entram em atresia (ADAMS, 2008). O LH ¢ secretado de
forma pulsatil e a frequéncia desses pulsos é regulada pelo GnRH, e consequentemente pela
secrecdo de P4 pelo CL, durante a fase luteinica, pois através do mecanismo de feedback
negativo, a P4 diminui a frequéncia de pulso de GnRH. Ja a liberacdo de FSH é regulada pelo
estrégeno produzido pelos foliculos, o qual também é responsavel por estimular a liberacédo de
LH e consequente ovolugdo. No caso da fémea ndo ter sido naturalmente coberta ou
inseminada, posteriormente, o Utero ndo recebe o sinal trofloblastico do embrido e libera
prostaglandina que promove a lise do CL, por volta do 17° a 18° dia do ciclo, permitindo a

ocorréncia de um novo ciclo estral.

De forma geral, o ciclo estral pode ser dividido em duas fases: folicular e a luteinica, a
primeira caracterizada pelo recrutamento, crescimento e maturacédo folicular, onde apenas um
foliculo ird ovular, nesta fase tem-se o prd-estro e estro e o horménio predominante é o
estradiol. A fase luteinica, caracterizada pelo metaestro e diestro, vai do momento da
ovulacdo até a lutedlise (HAFEZ, 2004).

3.2.2 Superovulacéo
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Logo ap6s o nascimento, os ovarios de uma fémea bovina contém milhares de
foliculos, entretanto, poucos desenvolvem, maturam e ovulam durante a vida reprodutiva. Do
grupo de foliculos que iniciam a emergéncia da onda, um deles é selecionado, torna-se
dominante e continua desenvolvendo, enquanto 0s outros regridem e tornam-se atresicos
(REICHENBACH et al., 2008). O aproveitamento mais racional desses foliculos que se
tornariam atrésicos pode ser obtido através da superovulagdo. Assim, define-se como
superovulacdo o aumento do numero fisioldgico de ovulacdes para a espécie, provocado pela
administracdo de gonadotrofinas (CABODEVILA e TORQUATI, 2001). O tratamento
superovulatorio objetiva suprir a deficiéncia da concentracdo de FSH antes que o foliculo
dominante promova a reducdo da concentracdo enddgena dessa gonadotrofina. Assim, 0s
efeitos da dominéncia folicular sdo neutralizados, a divergéncia impedida e o
desenvolvimento simultaneo de varios foliculos com caracteristicas fisiologicas semelhantes
daqueles selecionados para ovularem, torna-se possivel (REICHENBACH et al., 2008).

A superovulacdo em bovinos pode ser obtida por protocolos, conforme a necessidade
ou nao da detecg@o de “estro base” da doadora, ou seja, aquele que ocorre antes do inicio do
tratamento de SOV. Na EMBRAPA/CENARGEN o protocolo acompanhado foi sem a
necessidade de deteccdo de estro. Assim o controle do ciclo é obtido basicamente pela
aplicacdo de progestagenos empregados em dispositivos intravaginais ou implantes
auriculares. Nesses protocolos a aplicacdo do implante ocorre em um dia aleatorio do ciclo
estral.

A variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento superestimulatério com
gonadotrofinas continua sendo um dos maiores problemas nos programas comerciais de TE
(MAPLETOFT et al., 2002). Conforme Reichenbach et al. (2008), a alta variabilidade de
resposta a terapia hormonal é decorrente de fatores relacionados ao meio ambiente, como
nutricdo, estabulacdes e temperatura ambiente dentre outros, bem como fatores inerentes a
doadora como idade, raca, genética, sensibilidade ao estresse, ou ligados a gonadotrofinas e
aos protocolos de superovulagdo. Mesmo com as doadoras mantidas em condigdes ideais, a
auséncia de resposta ao tratamento superovulatério ocorre em aproximadamente 20% dos
animais, enquanto que apenas 30 ou 35% das doadoras conseguem obter o minimo, seis
embrides viaveis por colheita (REICHENBACH et al., 2008).

Quanto aos horménios empregados, ha diferentes relatos quanto a utilizacdo de
gonadotrofina coribnica equina (eCG) e FSH. Na maioria dos estudos comparando os dois
métodos, o tratamento com FSH supera os resultados obtidos com 0 eCG (ROOVER et al.,

2005). O eCG permite conseguir uma resposta superestimulatoria com apenas uma dose, entre
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0 8° e 12° dia do ciclo estral, porém por ter uma maior vida média no sangue, resulta em uma
prolongada estimulacdo do crescimento folicular, provocando um crescimento disperso com
altos niveis de estrogeno que afetam tanto as taxas de fertilidade quanto de qualidade
embrionaria (TAKEDOMI et al., 1995), assim quando usado, deve ser administrado nas
doadoras soro anti-eCG (REICHENBACH et al., 2008). O FSH possui uma meia vida de
aproximadamente 5-12 horas, sendo necessario realizar aplicagdes multiplas para conseguir o
efeito necessario nas fémeas bovinas. Portanto, os protocolos mais comuns requerem seis a
oito aplicagdes de FSH com intervalos de doze horas, a fim de que varios foliculos se
desenvolvam e possa ocorrer a ovulagdo multipla, para permitir maior obtencdo de embries
na coleta (FONSECA et al., 2001). Porém, como o FSH utilizado para o tratamento é oriundo
do extrato de pituitaria de suinos, ovinos e equinos (MARQUEZ et al., 2008), muitas vezes o
mesmo possui grandes quantidades de LH, alterando os resultados da superovulacdo. Foi
demonstrado que concentracOes elevadas de LH em solucdes de FSH possui efeitos negativos
na producado e qualidade de embrides bovinos (BARROS e NOGUEIRA, 2004).

Conforme Reichenbach e colaboradores (2008), no terceiro ou quarto dia de
tratamento com FSH, se faz necessaria a utilizagdo de um agente luteolitico visando reduzir o
CL ciclico, sendo que podem ser administradas duas doses de PGF2a com intervalo de 12
horas. Além disso, tem sido recomendado administrar BE no momento da aplicacdo do
implante de P4, uma vez que essa combinacdo de tratamentos permite um controle maior do

desenvolvimento folicular.

A SOV deve complementar-se com um regime 6timo de inseminacdo artificial,
utilizando sémen de 6tima qualidade (CABODEVILA e TORQUATI, 2001). Existem dois
esquemas basicos para a IA das fémeas superovuladas, com detec¢do do estro ou IATF, sendo
esta Ultima metodologia utilizada na EMBRAPA/CENARGEN. Quando se observa a
deteccdo de estro, 0 mesmo ocorre 48-72 horas apds a administragdo de PGF2a e as vacas
deverdo ser inseminadas 2 a 3 vezes durante o estro com intervalos de 8 a 12 horas. Na IATF
é possivel controlar o0 momento da ovulagdo, através da administracdo exogena de LH ou
GnRH, pois a aplicacdo desses hormdnios em protocolos de SOV possuem como objetivo
apenas provocar o pico preovulatorio de LH e assim produzir uma ovula¢do mais sincrénica
(CABODEVILA e TORQUATI, 2001).
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3.2.3 Coleta de embrides

Existem métodos cirurgicos e nao cirargicos de coleta de embrides, porém, ha muito
tempo o método ndo cirdrgico tem se tornado mais importante que o método cirurgico para
coleta de embrides (BETTERIDGE, 1980). A coleta de embrides normalmente é realizada
entre 0 6° e 8° dia apds a primeira IA. Nesse periodo os embriGes encontram-se flutuando em
um filme liquido no Iimen da ponta dos cornos uterinos (REICHENBACH et al., 2008),

permitindo assim, a sua captacdo através da técnica de lavagem dos cornos uterinos.

Existem dois métodos de coleta ndo cirdrgica, os sistemas aberto ou fechado
(REICHENBACH et al., 2002), sendo realizado na EMBRAPA/CENARGEN o sistema
fechado. Com o sistema fechado é mais facil manter a esterilidade do processo e ha menor
chance de perda de meio e, consequentemente, de embrides. No sistema fechado, é acoplado a
sonda um cateter em forma de Y, onde o meio de lavagem (PBS suplementado com SFB e
antibidticos), é acoplado em uma via e o filtro de embrido acoplado na outra. O fluxo de
ambas as vias é controlado por grampos de rapida liberacdo. Enquanto a via de saida do Utero
para o filtro é ocluida, o meio de lavagem entra no Gtero por gravidade com o frasco de meio
suspenso ha aproximadamente 1 metro do nivel do Utero. Abre-se o grampo de saida para
permitir a retirada do fluido do Utero e massageia se gentilmente, por via retal, o corno uterino
agitando o fluido para deslocamento do(s) embrido(Ges) até o filtro. No sistema aberto, pouco
utilizada no momento, séo realizadas lavagens uterinas em fracdes de 40 a 50 mL de PBS com
0 auxilio de uma seringa acoplada diretamente a sonda de coleta. Este volume é infundido e
recolhido novamente com a seringa (REICHENBACH et al., 2008). Apds a coleta de
embrides, € comum a administracdo de prostaglandina nas doadoras para regressdo dos CLs, a
fim de diminuir o tamanho dos ovarios e interromper uma gestacdo indesejavel caso algum

embrido ndo tenha sido coletado.

3.2.4 Inovulagdo de embrides
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A transferéncia de embrides, assim como a coleta, pode ser realizada de forma
cirdrgica ou ndo cirdrgica, sendo a Ultima mais utilizada atualmente (PALMA,2001) e usada
ma EMBRAPA/CENARGEN. Para a inovulacao, somente embrides classificados com grau 1
a 3 devem ser utilizados, sendo os mesmos acomodados no centro de uma palheta contendo
meio de cultivo. As receptoras deverdo ser previamente sincronizadas, estando de forma
sincronica com as doadoras de embrido. Além disso, no dia da inovulacdo verifica-se a
presenca de CL e as caracteristicas do mesmo (PALMA, 2001). Na inovulagdo, os embrides
serdo depositados no corno uterino ipsilateral ao ovario que ovulou, com auxilio de um

inovulador, apos anestesia e antissepsia perineal da receptora (PALMA, 2001).

3.3 Vitrificacdo de embrides

Atualmente, dois métodos sdo utilizados para a criopreservacdo de embribes, o
congelamento lento ou classico e a vitrificacdo. O congelamento classico tem a vantagem de
usar baixas concentracdes de crioprotetores, entretanto permite a formacéo de cristais de gelo,
que, em maior ou menor escala, resultardo em lesGes as membranas e organelas (DODE et al.,
2013). A vitrificagdo consiste em submeter os embribes a altas concentragdes de
crioprotetores com a finalidade de aumentar a viscosidade dos meios intra e extracelulares.
Sendo assim, torna-se possivel resfriar os embrides, passando-os do estado liquido ao estado
vitrio sem a formacdo de cristais de gelo (KASAI et al., 1996; CABODEVILA e TERUEL,
2001; REICHENBACH et al., 2008). Este fenbmeno ocorre pelo aumento extremo de
viscosidade associado a uma taxa rapida de resfriamento, baseado na desidratacdo do embrido
através de sua breve exposicdo a solugdes com altas concentragdes de crioprotetores, seguida
de imerséo direta em N,L (VAJTA, 2000).

A vitrificagdo possui como vantagens ser simples, rapida e pouco onerosa, logo que
ndo necessita de equipamentos para congelamento (REICHNBACK et al., 2008). Alem disso,

0 metodo € o mais indicado para embrides PIV e permite a sobrevivéncia e retomada do
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desenvolvimento embrionario depois do aquecimento e a transferéncia para as receptoras
pode ser realizada logo ap6s o aquecimento (REICHENBACH et al., 2008). Porém, além da
vitrificacdo, ndo possibilitar a transferéncia direta de embrides a toxicidade dos crioprotetores
utilizados no método é elevada e as células apenas podem ser expostas a essa solugdo por um
periodo muito curto de tempo e/ou um volume minimo de solucdo (VAJTA et al., 1998).
Assim, desde que a vitrificagdo comecou a ser utilizada na embriologia de mamiferos (RALL
e FAHY, 1985) o objetivo dos diferentes protocolos propostos visavam a reducdo no tempo
de exposicdo, a associacdo de crioprotetores e 0 aumento da velocidade de resfriamento
(REICHENBACH et al., 2008). Além disso, conforme Reichnbach e colaboradores (2008), a
vitrificacdo nem sempre permite alcancar resultados de gestacdo apds o aquecimento,
principalmente se utilizado embrides bovinos de classe 2 e 3 e assim ndo tem sido adotada em

larga escala para programas comerciais de TE (VAJTA, 2000).

3.3.1 Crioprotetores

Crioprotetores sdo substancias que agem protegendo as organelas e estabilizando
membranas durante a estocagem de células ou embrides em N,L e sdo utilizados
principalmente para remover a gua intracelular (DOBRINSKY et al.,2002). Conforme Kasai
e colaboradores (1996), bons crioprotetores devem apresentar alta solubilidade, baixa
toxicidade e baixo peso molecular para facilitar a passagem pela membrana celular. Os
crioprotetores podem ser divididos em apenas duas categorias: (a) intracelulares, os quais
permeiam a membrana e atuam no interior da célula, como o DMSO, EG e glicerol; e, (b)
extracelulares, que agem na membrana sem ultrapassa-la e reduzem a formacgédo de gelo,
facilitam a desidratacdo das células e protegem a membrana celular (NIEMANN, 1991),
como a sacarose, frutose, trealose, polimeros de PVP e éalcool polivinil (KASAI e
MUKAIDA, 2004).

Entre os crioprotetores intracelulares o EG € mais utilizado em protocolos de

criopreservacao, logo que possui baixo peso molecular e toxicidade (ALI e SHELTON, 1993,
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MARTINEZ e MATKOVIC, 1998). Considerando esses fatores, 0 EG possui uma rapida
velocidade de penetragdo celular quando comparado a outros crioprotetores e permite sua

associacdo com outros crioprotetores (VAJTA et al., 1998), como 0 DMSO.

O DMSO possui alto peso molecular, sendo utilizado na vitrificagdo por induzir
facilmente o estagio vitreo e preservar a integridade de proteinas e das membranas lipidicas
(ANCHORDOGUY et al., 1991; WOOD et al., 1993). Porém, esse crioprotetor possui uma
alta toxicidade.

Segundo SPRICIGO (2011), os crioprotetores extracelulares, assim chamados por ndo
permearem as membranas celulares, sdo agentes de alto peso molecular, responsaveis por
diminuirem os efeitos osmdticos e tdxicos e promover a desidratacdo e consequente
vitrificacdo intracelular regulando a quantidade de crioprotetor intracelular . Sao divididos em
dois grupos: os polimeros e os sacarideos. Os compostos mono ou dissacarideos sdo 0s mais
empregados nos diferentes métodos de vitrificacdo, pois sdo capazes de preservar a estrutura e
a integridade funcional das membranas (SARAGUSTY et al., 2009; SARAGUSTY e ARAV,
2011). A sacarose tem o efeito adicional de protecdo, pois este crioprotetor aumenta a
desidratacéo celular nos embrides, reduzindo a quantidade de 4gua no citoplasma e evitando a
formagdo de cristais de gelo (RALL, 1987). Porém, Martinez e colaboradores (2002)
demonstraram que altas concentracdes de sacarose (0,5M) resultaram em baixas taxas de

eclosdo do embrido.

A combinacéo de diferentes crioprotetores é frequentemente utilizada para aumentar a
viscosidade e reduzir o nivel de toxicidade dos mesmos. Os efeitos deletérios das solucbes de
congelamento sdo minimizados pela selecdo adequada e mistura criteriosa dos crioprotetores
para cada tipo celular, além da reducdo do volume final, utilizado em cada técnica (MASSIP,
2001). Na EMBRAPA/CENARGEN para a vitrificacdo se utiliza para a associacdo de

crioprotetores intracelulares 0 EG e 0 DMSO e como crioprotetor extracelular a sacarose.

3.3.2 Técnicas de vitrificacao
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H& varias técnicas de vitrificacdo para embrifes bovinos e as mesmas podem ser
classificadas em dois grupos: i) com contato direto com o N,L, o qual pode fornecer risco de
contaminacdo (FOUNTAIN et al., 1997); e, ii) sem contato direto com o N,L. As principais
técnicas utilizadas para a vitrificacdo de embrides bovinos sdo: grades de cobre de
microscopia eletronica (MARTINO et al., 1996), open pulled straw — OPS (VAJTA et al.,
1998), cryoloop (LANE et al., 1999), micro gotas (PAPIS et al., 2000), grades de nylon
(MATSUMOTO et al., 2001), sistema hemi-straw (VANDERZWALMEN et al., 2003) e
cryotop (KUWAYAMA et al., 2005), sendo que o ultimo tem recebido especial atencéo,
principalmente em humanos e utilizada na EMBRAPA/CENARGEN para a criopreservacao

de ovacitos e embrides.

3.3.2.1 Cryotop

O cryotop é uma haste de polipropileno em que os embrides sdo colocados em
volumes minimos de solucdo (KUWAYAMA et al., 2005). Além disso, o cryotop também €
constituido por uma tampa plastica, que recobre a haste, impedindo o contato com o NyL,
favorecendo uma melhor assepsia do material vitrificado. Atualmente ¢ o método de
vitrificacdo mais utilizado para ovocitos (MORATO et al., 2008; ZHOU et al., 2010), pois
utiliza volumes minimos de crioprotetores. Inaba e colaboradores (2011) comparando
embrides in vivo e PIV criopreservados com congelamento classico e vitrificagdo em palheta e
em cryotop, observaram que a taxa de eclosdo as 48 horas é superior com a utilizacdo do
cryotop quando comparado aos outros métodos. Além disso, Morato e colaboradores (2010),
ao avaliarem a taxa de eclosdo apds a vitrificagdo com cryotop de embrides PIV de D7 e D8
nos estagios de Bi, Bx e Be, observaram que 0s mais avanc¢ados no desenvolvimento tiveram
melhor taxa de eclosdo em relacdo aos menos desenvolvidos. J&, quanto a vitrificacdo de
ovocitos os resultados obtidos com o cryotop sdo inconstantes (SPRICIGO, 2011), com
médias de producédo de blastocistos em torno dos 5%, sendo que estudos realizados por Zhou
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e colaboradores (2010) apresentaram taxas de produgdo de blastocisto em torno de 11%

utilizando essa técnica.

3.3.3 Aquecimento

O aquecimento é o processo inverso, onde, a célula deve ser reidratada e 0s
crioprotetores removidos do interior das celulas. A sacarose € comumente associada aos
meios de aguecimento agindo como um tampédo osmatico, mantendo constante a concentracéo
do meio extracelular, regulando a velocidade de entrada e saida do crioprotetor no embrido e
evitando o choque osmético (LEIBO, 2008). Assim, como em muitos laboratérios, a
EMBRAPA/CENARGEN utiliza para o aquecimento a sacarose.

3.4 Clonagem por Transferéncia Nuclear

A clonagem por TN atualmente é a técnica de eleicdo para a producdo de animais
idénticos (ALBERIO e ZAKHARTCHENKAO, 2001). Essa técnica se baseia na substituicdo
da cromatina de um ovocito maturo, ou seja, no estagio que estaria apto a ser fecundado, pelo
nacleo de uma célula retirada do animal a ser clonado (BORDIGNON, 2008). Conforme
Alberio e Zakhartchenko (2001), a utilizacdo da clonagem promete ser uma técnica que
contribuird de maneira substancial ao desenvolvimento de biotecnologias, produgdo animal,
preservacdo de espécies em risco de extin¢do e investigacdo basica. Segundo Campbell e
colaboradores (2007) a frequéncia de desenvolvimento de clones ndo aumentou drasticamente
desde o inicio da técnica, no entanto, modificacdes e melhorias nos protocolos tém causado

uma série de efeitos dependendo da espécie, como:(1) a simplificacdo da metodologia, (2)



55

reducdo dos custos, e (3) melhor sobrevivéncia dos clones ap6s 0 nascimento. Porém, apesar
dos avancos dos conhecimentos, aprimoramento dos métodos e o incremento técnico a
eficiéncia da transferéncia nuclear continua bastante limitada, onde um dos problemas
observados na maioria dos estudos realizados € a elevada taxa de mortalidade embrionaria e
fetal (BORDIGNON 2008).

3.4.1 Maturagao in vitro

Assim, como na PIVE, os ovocitos receptores podem ser obtidos a partir da
superovulacdo de fémeas doadoras (in vivo) ou pela maturacdo in vitro de ovécitos obtidos
por puncéo folicular ou de ovarios de abatedouro (ALBERIO e ZAKHARTCHENKO, 2001),
sendo utilizado esse Udltimo método na EMBRAPA/CENARGEN durante o estagio
supervisionado. Conforme Campbell e colaboradores (2007), o uso de ovécitos maturados in
vitro apresenta uma série de vantagens quando comparado aqueles maturados in vivo, pois
tem sido demonstrada uma variedade de fatores que interferem negativamente sobre a
qualidade de ovdcitos maturados in vivo, dentre os quais podem ser citados a idade da
doadora e o protocolo de SOV (CAMPBELL et al., 2007). Além disso, ovécitos maturados in
vitro a partir de ovarios coletados em abatedouros resultam em baixo custo e em significativa
quantidade de ovdcitos e possibilita um maior controle dos estagios da maturacdo (PEREIRA
e FREITAS, 2009).

Segundo BORDIGNON (2008), os ovocitos receptores representam um dos principais
componentes da producdo de embriGes por TN, pois contem os fatores responsaveis pela
reprogramacao nuclear. Portanto a qualidade dos ovocitos é fundamental para permitir a
reprogramacao dos nucleos transferidos e para suportar o periodo inicial de desenvolvimento
embrionario, sendo que as caracteristicas avaliadas na selecdo de ovdcitos sdo a
homogeneidade do citoplasma e um CP recém extruso (ALBERIO e ZAKHARTCHENKO,
2001), pois esse serve como ponto de referéncia para a localizagcdo da cromatina do ovacito.

As condi¢Oes para a maturacdo sdo similares aquelas para a PIVE, ou seja, meio TCM
199 suplementado com hormonios e antibioticos, mantidos em temperatura de 38,5-39,0°C
durante 16-24 h em atmosfera com umidade saturada contendo 5% de CO, em ar. Embora
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meios de maturacdo sejam suplementados com outros fatores como estradiol, IGF-I e
cisteamina, nenhuma diferenca na producdo de animais saudaveis tem sido verificada
(KEEFER et al., 2001), sendo este protocolo também utilizado na EMBRAPA/CENARGEN.

3.4.2 Cultivo de células somaticas

Células da glandula maméria, células musculares, fibroblastos de pele de orelha,
células do epitélio do oviduto, células do cumulus, células gonadais fetais, fibroblastos fetais,
fibroblastos da mucosa oral, células de Sertoli e células neurais ja foram utilizadas como
doadoras de nucleo na técnica de TN (ZHOU et al., 2007), porém atualmente fibroblastos
obtidos de bidpsias de feto ou de animais adultos, da pele ou do musculo € o modelo celular
mais utilizado (CHESNE, 2003), sendo que durante o estagio na EMBRAPA/CENARGEN
foram utilizados fibroblastos de animais adultos. As células doadoras de nucleo podem ser
usadas diretamente ap6s a sua coleta do animal doador (GALLI et al., 1999) ou apds um
periodo de cultivo (KUBOTA et al., 2000). Quando a TN é realizada com células somaéticas,
uma solucédo de tripsina: EDTA é utilizada para separar as células, sendo acrescentado SFB
para a inativacdo da mesma (BORDIGNON, 2008).

3.4.3 Enucleacdo e reconstrucao de ovécitos

Quanto a enucleacdo, o protocolo mais utilizado continua sendo a microaspiracao de
uma porc¢do do citoplasma com o auxilio de uma micropipeta. Para isso, 0s ovOcitos sao

incubados com citocalasina B ou D, onde ambas possuem como fungdo fazer uma
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desestabilizacdo reversivel dos filamentos de actina, dando assim maior elasticidade aos
ovécitos durante a micromanipulacdo e facilitando a manipulacdo (ALBERIO e
ZAKHARTCHENKO, 2001; BORDIGNON, 2008). Durante a enucleacéo cerca de 20 a 30%
do citoplasma é removido a fim de retirar a placa metafasica (BORDIGNON, 2008). Um fator
importante é que apds a extrusdo do CP a placa metafasica migra para o centro do ovadcito,
portando quando a maturacdo estende as 24 horas, o CP ndo é um indicador eficiente da
localizagdo da cromatina (ALBERIO e ZAKHARTCHENKO, 2001). A retirada do CP e da
cromatina, deve-se confirmar e para isso, utiliza-se florocromos que se ligam ao DNA, como
0 Hoesch 33342, o qual apresenta uma fluorescéncia em azul quando exposto a luz UV. Desta
maneira, a remogdo do material nuclear € confirmada pela auséncia de fluorescéncia no
ovocito apds a enucleacdo. Contudo, estudos tém mostrado um efeito negativo da exposicédo
do ovocito a luz UV (VELILLA et al., 2002). Consequentemente, tem sido recomendado nédo
expor o citoplasma a esta radiacdo, mas sim apenas a por¢do removida presente na pipeta de
aspiracdo (BORDIGNON, 2008). Para a enucleacdo, a EMBRAPA/CENARGEN utiliza
micropipetas de aspiracdo para a remocdo do CP e da cromatina. Além disso, se confirma a

remocao com a utilizacdo de Hoesch 33342.

Conforme Bordignon (2008) ha outros protocolos para a enucleacdo sem o uso de
fluorocromos. Um dos procedimentos consiste em realizar a enucleacdo algumas horas (1 a 3
horas) ap06s a ativacdo do ovdcito, no estdgio de telofase 1l, pois nesta fase a cromatina
encontra-se justaposta ao segundo CP garantindo que a maioria dos ovécitos seja enucleado
com a remocao de uma pequena fracdo do citoplasma. Outro método para enucleacdo consiste
em expor 0s ovacitos em MII apos a retirada das células do cumulus, a um meio contendo
demecolcina e sacarose por um periodo de 1 a 2 horas, esse tratamento promove uma pequena
protrusdo da membrana do ovdcito onde se localiza a cromatina, sendo nesse protocolo 0s

ovocitos enucleados antes da ativacdo, no estagio de MIl (BORDIGNON, 2008).

Conforme Alberio e Zakhartchenko (2001), depois da enucleacdo, o material genético
da célula doadora deve ser introduzido no ovocito enucleado, para isso a célula doadora deve
ser inclusa no espaco perivitelino seguido pela fusdo das mesmas, o método mais utilizado
para a fusdo em animais domésticos € o0 método de pulsos elétricos (eletrofusdo). Porém pode
ser induzida por outros métodos como, lipossomos e polietilenoglicol (BORDIGNON, 2008).
A eletrofusdo normalmente compreende um pulso de corrente alternada e um ou mais pulsos
de corrente direta. A primeira serve para alinhar a célula doadora e o ovdcito receptor em

posicdo paralela aos eletrodos, j& a segunda induz a formacdo de poros na membrana, 0 que



58

causa a fusdo entre as células, sendo que a mesma deve ser realizada por meios de uma baixa
condutancia elétrica para evitar a producéo e dispersdo de calor, sendo utilizada uma solucéo
de manitol (BORDIGNON, 2008). Conforme Heyman (2005), o pulso elétrico ndo somente
induz a fusdo da célula com o ovocito enucleado, mas também promove uma importante
liberacdo de célcio intracelular que inicia o processo de ativagdo (HEYMAN, 2005).
Conforme Alberio e Zakhartchenko (2001), a eficiéncia da fuséo depende dos parametros do
sistema de eletrofusdo como direcdo da corrente, duracdo, nimero e amplitude dos pulsos
elétricos. Além disso, outros parametros ndo associados ao sistema de fusdo também afetam a
eficiéncia do protocolo como a idade do ovocito, integridade das membranas celulares e,

contato entre as células e o diametro diferencial das células a ser fusionadas.

3.4.4 Ativacéo

A ativacdo é fundamental para dar inicio ao desenvolvimento embrionario. Além
disso, 0 momento da ativagdo em relagdo ao momento da transferéncia nuclear pode afetar o
processo de reprogramacao dos nucleos transplantados (BORDIGNON, 2008). A ativacdo se
refere a inducdo da degradacdo do complexo de proteinas denominado fator intracelular
promotor da fase M (MPF), responsaveis por manter 0s ovocitos no estagio de Mlil
(BORDIGNON, 2008). A ativacdo depende de varias ondas de liberacdo de célcio no interior
do ovacito, sendo que a mesma pode ser alcangada por pulsos elétricos curtos ou uma exposicéo
rapida a substancias quimicas como a ionomicina, o 6-DMAP, o etanol, o célcio ion6foro, o estréncio
e o cicloheximide, os quais regulam o influxo de célcio no MPF, considerando que esses tratamentos
podem ser utilizados sozinhos ou em conjunto, o que resulta em melhores resultados (NIEMANN e
LUCAS-HAHN, 2012). Quando a ativacdo € ineficiente, os niveis de MPF sdo restabelecidos e
consequentemente, a formacdo do prondcleo, a sintese de DNA e a clivagem ndo ocorrem, podendo
também ocorrer falhas no desenvolvimento embrionario mesmo apds a implantacdo (BORDIGNON,
2008). Outra opcao para garantir o sucesso da ativacdo dos ovocitos transplantados sdo a
utilizacdo de inibidores da sintese proteica (cicloexamida) ou inibidores das enzimas cinases

(6-DMAP, roscovitina e butirolactona). A manutengdo dos ovdcitos por algumas horas nesses
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inibidores evita que a atividade do MPF seja restabelecida e blogueie o desenvolvimento
embrionario. Em ruminantes, o uso de célcio iondforo seguido por um tratamento com
inibidores da atividade de proteinas cinases, tal como a 6-DMAP ou por inibidores de
proteinas cinases dependentes de ciclinas por trés a seis horas, sdo os tratamentos mais
realizados (SANSINENA et al., 2003) e utilizados na EMBRAPA/CENARGEN.

3.4.5 Cultivo in vitro de embrides

Apbs a fusdo e a ativacdo, os embrides reconstruidos sdo cultivados in vitro até o
estagio de blastocisto, sendo que apenas uma proporcdo dos embries reconstituidos atinge
esse estagio de desenvolvimento, e esta taxa é geralmente inferior em comparacao a embrifes
PIV (YAMAZAKI, 2001). Em bovinos, as taxas de desenvolvimento dos embrides
reconstituidos ainda durante o periodo de CIV tem-se mostrado bastante variaveis, desde
inferiores a 5% até maiores que 65% de producéo de blastocisto (WESTHUSIN et al., 2001).
Esta ampla variagdo de resultados € reflexo dos diversos sistemas de CIV atualmente
existentes. Os meios de cultivo utilizados para os embrides clones normalmente sdo iguais aos
utilizados na PIVE, porém os embrides clones apresentam caracteristicas distintas e
provavelmente devem ter exigéncias metabolicas diferentes dos embries PIV, sendo o0 meio
ineficiente para o desenvolvimento embrionario. Além disso, normalmente no CIV de
embrides clones utilizam-se sistemas de cocultivo utilizando células priméarias do oviduto ou
linhagens celulares estabelecidas (THOMPSON, 2000), como células do cumulus. Entretanto,
Salamone et al. (2003) verificaram que embrides cultivados em SOF na auséncia de cocultivo,
porém numa atmosfera de trés gases (5% de O, 5% de CO,, 90% de N), apresentaram
melhores taxas de clivagem e formacéo de blastocistos quando comparados aqueles tratados
em sistemas de cocultivo. Na EMBRAPA/CENARGEN os embrides sdo cultivados por sete
dias em meio SOFaaci e em cocultivo com células do cumulus e mantidos em estufa a 39°C,

5% de CO, em ar e umidade saturada.
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4- CONCLUSOES

As biotécnicas aplicadas a reproducdo animal estdo em ascensao no cenario nacional, e
0 conhecimento destas se faz fundamental para incrementar o rebanho nacional e permitir a

competicdo do pais no mercado internacional.

Ap0s a realizacdo do estagio supervisionado realizado na EMBRAPA/CENARGEN,
pode-se afirmar que os objetivos e perspectivas foram superadas, pois durante este periodo foi
possivel acompanhar a execucdo das principais biotecnologias reprodutivas, tanto em
laboratério quanto no campo, colocando assim em pratica 0os conhecimentos adquiridos
durante a formagdo académica. Além disso, a convivéncia direta com pesquisa cientifica
permitiu uma formacdo mais critica na area, gerando um interesse ainda maior pela mesmae a
certeza do caminho a ser seguido apds a finalizacdo do curso. Assim, 0 estagio proporcionou

um crescimento académico, profissional e pessoal como futura Médica Veterinaria.
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