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RESUMO

O presente relatorio tem o objetivo de descrever as atividades acompanhadas e/ou
realizadas durante o Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria
(ECSMV) realizado na area de reproducao animal, especialmente na producéo in vitro
de embrides. Além disso, seréo discutidos dois temas: Transferéncia de embrides em
tempo fixo e Aspiragéo folicular guiada por ultrassonografia. O ECSMV foi realizado
na empresa Pro Fértil EmbriGes in vitro, localizada na regido da fronteira oeste do Rio
Grande do Sul, sob supervisdo do Médico Veterinario Alexandre Braganca Vargas no
periodo de 12 de setembro a 02 de dezembro de 2022. Acompanhou-se as atividades
de Aspiragédo folicular guiada por ultrassonografia (OPU), transferéncia de embrides
em tempo fixo (TETF), alguns processos da producéo in vitro de embrides (PIVE),
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), diagndstico de gestacdo (DG) e exame
androldgico, sendo estas realizadas em 25 propriedades que a empresa presta
servicos. O ECSMV totalizou a carga horaria de 480h, sob orientacdo do Prof. Dr.
Frabricio Desconsi Mozzaquatro.

Palavras-Chave: embrides, odcitos, doadoras, receptoras.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o rebanho bovino brasileiro possui cerca de 224 milhdes de
cabecas (IBGE, 2021), correspondendo a 11,72% do rebanho mundial, sendo o maior
rebanho comercial. O abate de animais no terceiro trimestre de 2022 foi 11,9 %
superior ao mesmo periodo no ano de 2021, ja o nimero anual de abates superou em
7,1% o ano anterior de acordo com os indicadores disponiveis até o momento. (IBGE,
2022). Além disso, 13,66% da producao de carne bovina mundial provem do Brasil,
sendo este 0 maior exportador da comodity no ano de 2021, principalmente para a
China, Hong Kong e Estados Unidos. O movimento do agronegdcio da pecuéria de
corte neste mesmo ano foi de mais de R$ 913 bilhdes, mostrando a importancia do
agronegadcio para o setor econdmico brasileiro. (ABIEC, 2022).

Com isso, cada vez mais ha a necessidade de se obter animais produtivos e
geneticamente superiores a fim de aumentar a eficiéncia do rebanho bovino. Neste
sentido, as biotecnologias da reproducdo ganham destaque nas pesquisas por
possibilitarem esse incremento na produtividade. Os primeiros estudos foram
referentes a multiplicacdo facilitada do material genético masculino por meio da
inseminacao artificial (IA). Logo em seguida, houve o desenvolvimento de
biotecnologias que também facilitaram a disseminac¢éo do material genético da fémea,
como o controle farmacolégico do ciclo estral, a superovulacdo (SOV) e a
transferéncia de embrides (TE) (DAYAN, 2001). Na multiplicacdo de animais
geneticamente superiores, destaca-se a producao in vitro de embrides (PIVE), onde
ha possibilidade de uma maior producéo de bezerros por matriz em um menor periodo
de tempo. (SILVA et al., 2015)

Viana, (2019), observou que no ano de 2018 houve queda na producdo de
embrides in vivo comparado a producéo in vitro (-5,1 e +2,6%), conforme dados da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), fato este, que
demonstra a grande utilizacdo de PIVE no mundo. Na américa do sul, 86,9 % foram
embrides produzidos in vitro com destaque para o Brasil que ocupa a segunda
colocacdo mundial na PIVE, ficando atras somente dos EUA.

Com isso, dentre as biotécnologias da reproducédo, ha um destaque para a
PIVE associada a colheita de oocitos pelo método de puncéo folicular guiada por
ultrassonografia (ovum pick-up - OPU). Objetivando aumentar o potencial produtivo

dos rebanhos, a técnica permite que animais jovens, em gestacao inicial, subférteis e
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senis sejam utilizados. Ha o aumento na producédo de descendentes de uma mesma
matriz, promovendo a disseminacdo de animais de reposicdo e reprodutores
geneticamente superiores (VARAGO et al., 2008).

A escolha do local de estagio levou em conta o potencial produtivo do rebanho
bovino de corte e leiteiro no Brasil, a demanda por profissionais especializados e
treinados em novas biotecnologias. Assim, optou-se por realizar o Estagio Curricular
Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) na empresa Pro Fértil embrides in
vitro, na area de producéo e transferéncia de embrifes fertilizados in vitro.

O estagio foi realizado no periodo de 12 de setembro a 02 de dezembro de
2022, totalizando uma carga horario de 450h (ANEXO-A). Este relatério tem como
objetivo demonstrar as atividades desenvolvidas durante o periodo de estadgio bem
como, discutir as principais biotecnologias utilizadas.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Pro Fertil Embrides in vitro

A Pro Fértil Embrides in vitro € uma empresa especializada na producao in vitro
de embrides (PIVE) bovinos e esta localizada no municipio de Sdo Gabriel, fronteira
oeste do Rio Grande do Sul. O médico veterinario fundador da empresa presta
servicos na area de reproducdo animal desde 2006, sendo mais voltado para
atendimentos a campo. O empreendimento teve inicio no ano de 2018 e atualmente,
devido a estrutura fisica do laboratério, aléem das atividades a campo, a empresa
atende a demanda laboratorial.

A empresa atua em mais de 50 municipios nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana. Oferece servicos de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (OPU), transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF), producéo in
vitro de embrides (PIVE), criopreservacao de embrides e sémen bovino, inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), diagnostico de gestacéo (DG) e exame androlégico.

Atualmente a equipe é composta pelo médico veterinario Alexandre Braganca
Vargas, proprietario da empresa e responsavel pela administracdo e organizacao das
atividades a campo; uma biéloga e uma médica veterinaria, responsaveis por toda
atividade laboratorial da PIVE, além de um técnico laboratorista de campo e trés
médicos veterinarios auxiliares.

A estrutura fisica da empresa (figuras 1, 2 e 3) conta com cinco cémodos, sendo
um destinado ao escritério, dois destinados a estoque de material e equipamentos,
um vestiario e uma sala laboratorial, esta Ultima contendo todo equipamento

necessario para PIVE.
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Figura 1 — Fotografia da fachada da empresa Pr6 Fértil Embrides in vitro.
f

e };f‘

Fonte: o autor.

Figura 2 — Fotografia do escritdrio da empresa Pré Fértil embries in vitro.

PROfErt Q
e e T

Fonte: o autor.
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Figura 3 — Fotografia da sala destinada ao estoque de material e equipamentos da
empresa Pro Fértil embrides in vitro.

Fonte: o autor.

Os materiais da empresa para utilizacdo nos procedimentos de OPU foram: um
ultrassom (Mindray® DP50), um trasnsdutor microconvexo (Mindray®), uma bomba
de vacuo (WTA®), um estereomicroscopio, duas mesas aquecedoras (WTA®), um
aguecedor de tubos (WTA®), trés transportadoras de oécitos (Lab Mix®) e
equipamentos auxiliares (micropipetadores, ponteiras, seringas, agulhas, tubos,
placas, entre outros). Além disso, para os demais manejos conta com um ultrassom
(Mindray® DP 2200 vet), um transdutor linear retal (Mindray®), dois descongeladores
de sémen e embrides (WTA®), duas transportadoras de embrides (WTA®), um
eletroejaculador (Neovet® AUTOJAC3) e equipamentos auxiliares.

O estagio curricular supervisionado em medicina veterinaria (ECSMV) deu-se
no periodo de 12 de setembro a 2 de dezembro de 2022, totalizando 480h, sob
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orientacdo do professor Fabricio Desconsi Mozzaquatro e supervisdo do meédico

veterinario Alexandre Braganca Vargas.

2.2 Descricao das atividades desenvolvidas

Durante o estagio, as atividades acompanhadas foram referentes as
biotecnologias da reproducao, em especifico, a reproducdo assistida com a producéo
in vitro de embrides. A maior carga horaria de atividades foi em OPU, TETF, DG e
IATF, tendo apenas uma pequena parcela dedicada as atividades laboratoriais,

conforme a tabela 1.

Tabela 1 — Atividades acompanhadas e desenvolvidas durante o ECSMV, no
periodo entre 12 de setembro a 02 de dezembro de 2022.
n°de Carga % de % de

procedimentos horéria procedimentos horas

Atividade

Transferéncia de

» 1081 126 37,5% 38,7%
embrides
OPU 295 106 10,2% 32,5%
Diagndstico
_ 560 30 19,5% 9,2%
gestacional
Outros 6 24 0,2% 7,4%
IATF 579 16 20,1% 4,9%
Inicio de protocolo
278 16 9,7% 4,9%
hormonal
Exame andrologico 80 8 2,8% 2,5%
Total 2879 326 100% 100%

Fonte: o autor

2.2.1 Aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia (OPU)

Ao longo do ECSMV, foi possivel acompanhar a execucao técnica da OPU, que
visa a obtencao de odcitos diretamente do ovario da fémea por aspiracéo do conteudo
folicular de maneira ndo cirargica. Para tal, se utilizou uma guia de aspiracédo acoplada
a um transdutor microconvexo do ultrassom, em conjunto com uma agulha de
aspiracado no mandril da guia. Todo este equipamento foi conectado a uma bomba de

vacuo e uma linha de aspiracdo, onde o liquido folicular e os complexos cumulus-
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oocitos (CCOs) foram armazenados em um tubo coletor e mantidos a temperatura de
36,5°C.

A técnica de aspiracao folicular iniciava com a montagem dos equipamentos
(figura 4). Logo apos realizava — se a calibragem da pressdo da bomba de vacuo
(regulada para 140 mmHg) e esperava-se a estabilizacado da temperatura (36,5 °C).

Decorrido este primeiro momento de organizacdo, as doadoras eram
direcionadas ao tronco de contencdo para ser realizada a anestesia epidural. Foi
utilizado associagdo medicamentosa contendo lidocaina e xilazina 0,2mg/kg e
0,004mg/kg, bolus, via epidural (BLOC®). Logo apos, foi feita a limpeza do reto e
higienizacdo perivulvar sendo inserida a guia de aspiracdo devidamente higienizada
e lubrificada na vulva do animal até que atingisse o fundo de saco vaginal.
Concomitantemente, o veterinario por meio da palpacéo retal identificava os ovarios,
posicionando-o na extremidade da guia de aspiracéo para que os foliculos pudessem
ser visualizados no ultrassom. O técnico manipulava os ovarios de forma que os
foliculos ficassem alinhados a entrada da agulha para que fosse realizada a aspiracéo
(figura 5).

Figura 4 — Fotografia da estrutura de campo montada com 0s equipamentos
necessarios para realizar a OPU.

Fonte: o autor.
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Figura 5 — Fotografia do aparelho ultrassonografico com imagem de um ovario
contendo varlos follculos istruturas h|p0e00|cas)

i b -

Fonte: o autor.

Apoés o término da colheita, identificava-se o tubo com o nimero do animal
sendo levado até o laboratério de campo montado na propriedade (figura 6) para dar

inicio a procura e selecdo dos CCOs (figura 7).



19

ade.

Figura 6 — Fotografia da estrutura do laboratorio de campo montago na propried

FEEN (\ b /.

b

Fonte: o autor.

Figura 7 — Fotografia do auxiliar técnico realizando a procura e sele¢cdo dos CCOs em

Fonte: o autor.
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Nesta etapa, o contetdo do tubo era filtrado em minifiltro para oécitos TED® e
lavado com auxilio de seringa de 20,0 mL contendo solucéo salina tamponada (PBS)
e heparina, posteriormente o contetdo retido no filtro era transposto a uma placa de
Petri 90,0 x 15,0mm riscadas. Com isso, dava-se inicio a busca dos CCOs em
estéreomicroscépio (aumento 40x), sendo selecionados os odcitos grau |, I, 1l e IV
(desnudos) com o citoplasma homogéneo, (quadro 1) e (figura 8) descartando os

degenerados.

Quadro 1 - Classificagdo morfoldégica dos complexos cumulus-o6citos (CCOSs)

bovinos.

Classificacao Caracteristicas dos CCOs

I Citoplasma homogéneo com cumulos completos, compactados e

com varias camadas.

Il Citoplasma homogéneo com alguns pontos de pigmentacao
irregular, camulos menores que os encontrados no grau 1 porém

com mais de 5 camadas.

1] Citoplasma heterogéneo, apresentando vacuolizacdes, ZP
recoberta por até 5 camadas de células do cumulos, porém,

apresentando porc¢des desnudas.

\Y Citoplasma heterogéneo, sem a presenca de células do cimulos.

Fonte: adaptado de Stojkovic et al. (2001).
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Figura 8 — Fotografia exemplificando o grau dos CCOs durante a procura e selecéo:
grau | (1), grau Il (2), grau Il (3) e desnudos (4).

Fonte: imagem cedida por Otavio Faria.

Os odcitos selecionados entdo, foram transferidos para outra placa de Petri
contendo trés gotas de meio de lavagem comercial (Vitrogen®) sendo lavados uma
vez em cada gota. Logo apds, eram transferidos para microtubos contendo meio
comercial de maturacdo in vitro (MIV Vitrogen®) coberto com o6leo mineral e
acondicionados na transportadora de embrides (LabMix®), mantidos a 38,5°C e 5%
de CO2, em ar e temperatura saturada.

Nos casos em que a producdo da doadora ultrapassou 30 oécitos, 0S mesmos
eram divididos em dois microtubos, além disso, anotavam-se todas as informacdes da
procura e selecdo dos CCOs em um relatorio de aspiragéo folicular contendo as
informacgdes da producéo de cada fémea. (figura 9).
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Figura 9 — Fotografia do relatério de aspiracdo preenchido.

Fonte: o autor.

2.2.2 Transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF)

Durante o ECSMV foram realizados procedimentos de transferéncia de
embrides em bovinos. Esta biotecnologia consiste na inovulacdo de embrides de
fémeas bovinas geneticamente superiores em receptoras previamente selecionadas
e sincronizadas, a fim de aumentar o ganho genético do rebanho com maior producao
de bezerros por animal. Devido a organizagao dos trabalhos a campo e sincronizagéo
com o laboratério de FIV, utilizavam-se protocolos hormonais para manipulacdo do
ciclo estral. Assim os procedimentos de TE eram programados em data pré-
determinada, ou seja, em tempo fixo (figura 10).
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Para selecao das receptoras priorizava-se a utilizacédo de vacas multiparas, em
boas condi¢cBes nutricionais e reprodutivas. Além disso, orientava-se aos produtores
que fossem selecionadas 10 a 20% a mais de receptoras do que o numero de
embrides previstos para TE. Este fato era importante pois nem todas as vacas

protocoladas estavam aptas para realizar o procedimento no dia da transferéncia.

Figura 10 — Esquema exemplificando o protocolo hormonal utilizado para TETF pela
empresa Pro Fértil Embrides in vitro.

D0 D8 D17
T |
I
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Fonte: o autor

O manejo iniciava com a avaliacdo ginecologica ultrassonografica da fémea.
Verificava-se escore de condi¢cdo corporal (ECC), aprumos, Ubere, denticdo, idade e
habilidade materna anterior. Estando o animal aprovado para realizacdo do
procedimento, eram identificadas com brinco.

O protocolo hormonal iniciava, em todas as vacas consideradas aptas, com a
aplicacdo de 2mg/animal de benzoato de estradiol (BE), via IM e inser¢do do
dispositivo intravaginal com liberagéo lenta de progesterona (P4). Posteriormente, no
oitavo dia ap0s o inicio do protocolo, foi retirado o dispositivo intravaginal. E foram
aplicados ainda 400 Ul/animal de gonadotrofina coribnica equina (eCG), via IM,
0,500mg/animal de prostaglandina F2 a (PGF2 a), via IM e 2mg/animal de cipionato
de estradiol (CE), via IM. Geralmente, o retorno a propriedade dava-se somente no
dia da inovulacédo, sendo o manejo do oitavo dia feito pelos colaboradores ou técnicos
da fazenda.

A inovulacéo foi realizada 9 dias ap0s a retirada do dispositivo intravaginal e
aplicacdo dos hormoénios. Apos a montagem da estrutura de campo e do auxiliar

(figura 11), os animais foram contidos em tronco para ruminantes sendo realizada a
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anestesia epidural com associacdo medicamentosa contendo lidocaina e xilazina
0,2mg/kg e 0,004mg/kg, bolus, via epidural (BLOC®).

Figura 11 — Fotografia da estrutura estabelecida na propriedade para a montagem do
inovulador de embrides, neste caso, embrides a fresco.

Fonte: o autor.

Neste momento, foi realizada nova avaliacdo ginecoldgica com auxilio do
ultrassom, onde buscou-se identificar a presenca ou ndo do corpo lateo (CL).
Registrava-se qual o lado da ovulacdo e realizava-se uma avaliagdo do grau de
vascularizacdo do CL via Doppler (grau 1 (figura 12) étima vascularizacdo e grau 4
(figura 13) sem vascularizacéo). Além disso, o tamanho do CL também foi avaliado
pelo técnico, porém essa informacao néo era anotada em tabela de acompanhamento.
(figura 14).
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Figura 12 — Fotografia do aparelho ultrassonogréafico contendo a imagem de um corpo
liteo sendo avaliado no modo Doppler, apresentando grau 1 de vascularizagéo.

Fonte: o autor.

Figura 13 — Imagem ultrassonogréafica de um corpo luteo sendo avaliado no modo
Doppler, apresentando grau 4 de vascularizacao.

Fonte: adaptado de Pugliesi et al., (2017).



Figura 14 — Fotografia da planilha de acompanhamento dos manejos de TETF.
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Fonte: o autor.

Apés todas essas avaliagbes e sendo a receptora considerada apta pelo
veterinario, realizava-se a higienizacdo perivulvar do animal, introduzia-se o
inovulador até o fundo de saco vaginal transpassando o primeiro anel cervical. Com
iSso, rompia-se a camisa sanitaria do inovulador e realizava-se a inovulagdo do
embrido no tergo final do corno uterino ipsilateral a presenga do CL (figura 15).

Vale ressaltar que, quando se utilizava embrides criopreservados pelo método
direct transfer (DT), realizava-se o descongelamento mantendo a palheta por cinco
segundos no ar e trinta segundos na agua a 30°C. Ja nos embrides vitrificados, o

reaquecimento e envase era feito pela responsavel do laboratorio e enviados a campo
ja na transportadora de embrides (WTA®).

26
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Figura 15 — Fotografia do Médico veterinario realizando a inovulagdo de embrido em

receptora devidamente contida em tronco apropriado.
5 '|‘ — > g

i

Fonte: o autor.

Ainda, em todos os manejos acompanhados, as receptoras inovuladas foram
brincadas com identificagéo adicional da empresa (figura 16), contendo o cruzamento
do embrido transferido e no verso, a data de transferéncia e o numero da receptora,

facilitando o controle posteriormente.
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Figura 16 — Fotografia dos brincos de identificacdo animal contendo a logo da empresa
e 0 cruzamento do embrido transferido.
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Fonte: o autor.

2.2.3 Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo (IATF)

A Inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF) foi outra atividade acompanhada
durante o ECSMV. Esta biotecnologia consiste na deposi¢cdo do sémen do touro
diretamente no corpo do Utero da fémea sem que aja o coito, ou seja, 0 técnico atraves
do equipamento correto consegue realizar 0 mesmo processo artificialmente. Além
disso, neste caso o ciclo estral das fémeas foi sincronizado para que 0 manejo possa
ser feito em um consideravel nimero de animais ha mesma data, tendo assim, uma
estacdo reprodutiva mais eficiente, além de uma maior padronizacdo dos bezerros.
Foram feitas IATFs em 579 fémeas bovinas de corte, sendo este manejo, na maioria
das vezes, realizado pelos médicos veterinarios auxiliares da empresa. Da mesma
forma que nos protocolos de TETF, o servico prestado contemplava manejos de
avaliacdo ginecoldgica e inicio de protocolo hormonal (figura 17) e 0 manejo de

inseminacao artificial.
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Figura 17 — Esquema exemplificando o protocolo hormonal utilizado para IATF pela
empresa Pré Fértil Embrides in vitro.
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Fonte: o autor.

Inicialmente, no manejo de avaliagdo ginecoldgica e inicio do protocolo
hormonal os animais eram contidos em tronco para ruminantes onde pela técnica de
palpacao retal e avaliacdo ultrassonografica verificava-se a condi¢des uterinas da
fémea. Além disso, observava-se o escore de condicdo corporal (ECC) e peso.

Ap0s esta avaliagdo, dava-se inicio ao protocolo hormonal nas aptas com a
aplicacdo de 2 mg/animal de benzoato de estradiol (BE), via IM e inser¢cdo do
dispositivo intravaginal com liberacéo lenta de progesterona (P4).

No oitavo dia do protocolo, era feita a aplicacdo de 400 Ul/animal de
gonadotrofina coridnica equina (eCG), via IM, 0,500mg/animal de prostaglandina F2 a
(PGF2 a), via IM, 2mg/animal de cipionato de estradiol (CE), via IM e na regido
sacroccigena aplicava-se uma marcag¢ao com tinta afim de identificacdo de cio. Da
mesma maneira que nos servicos de TETF, geralmente o manejo de retirada do
dispositivo e aplicacdo dos hormonios ficava a cargo dos colaboradores e/ou técnicos
da propriedade.

No décimo dia do protocolo, iniciava-se 0 manejo de inseminacéo artificial com
organizagdo do equipamento e contencdo dos animais em tronco apropriado.
Descongelava-se as palhetas de sémen em um descongelador de sémen (WTA®) a
36°C durante 30 segundos e, apds a montagem do aplicador de sémen, 0 mesmo era
inserido na vulva da fémea até o fundo de saco vaginal. Apos a identificacao da cérvix,
0 veterinario realizava a transposicédo dos anéis cervicais e depositava o sémen no

corpo do utero.
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Além disso, as fémeas que continham tinta remanescente na regido
sacroccigea, ou seja, a tinta ndo foi removida com a monta das demais, receberam

acetato de buserelina (analogo ao GnRH) 0,0105 mg/animal via IM.

2.2.4 Exame androl6gico em touros

No ECSMV, foi possivel acompanhar a realizacdo de exame andrologico de 80
touros em uma mesma propriedade, ndo sendo um manejo recorrente durante o
estagio. O exame consiste em verificar a aptiddo reprodutiva dos machos bovinos
destinados a reproducdo por meio de avaliacbes externas e internas do individuo,
além de analise seminal em microscopia optica.

Inicialmente, fazia-se a avaliagdo clinica dos animais por escore de condi¢édo
corporal, aprumos, correcdo de prepucio, entre outros. Posteriormente, ja com o
animal no tronco de contencdao, iniciava-se a avaliacdo do sistema reprodutivo externo
pela palpacado da bolsa escrotal buscando possiveis lesdes, aderéncias, e observando
a mobilidade testicular, simetria, consisténcia e temperatura. Além disso, palpava-se
os epididimos, avaliando consisténcia e morfologia e apds, era feita a mensuracédo da
circunferéncia escrotal e avaliacdo externa de pénis e prepucio, verificando possiveis
lesbes e/ou aumento de volume. Em seguida, fazia-se a avaliagdo do sistema
reprodutivo interno por palpacéo retal, analisando consisténcia e morfologia/simetria
da prostata, vesiculas seminais e ampolas dos ductos deferentes.

Apos isso, realizou-se a coleta de sémen, feita ha maioria das vezes com a
utilizacao do eletroejaculador (Neovet® AUTOJACS3). O material coletado passava por
avaliacdo das suas caracteristicas fisicas: cor, aspecto e odor, além de avaliacdo em
microscoépio 6ptico no aumento de 100x sem laminula para observacdao do movimento
em massa (turbilhonamento), e com laminula no aumento de 200x para observacao
de motilidade e vigor.

Foram considerados aptos, os animais sem alteracdes clinicas no sistema
reprodutivo tanto na avaliagcdo externa quanto interna. Quanto a avaliagdo seminal, 0s
animais deviam possuir turbilhonamento igual ou superior a 3, em escala de 1 a 5;
motilidade igual ou superior a 60%; e vigor igual ou superior a 3, em escalade 1 a 5.

Neste manejo, 77 animais foram aprovados, um animal foi sugerido reavaliacéo
e dois foram descartados por apresentarem sinais caracteristicos de degeneracao

testicular.
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2.2.5 Diagnéstico gestacional

Acompanhou-se também, o procedimento de diagndstico gestacional em
fémeas bovinas, sendo em algumas propriedades, nas receptoras de embrides
transferidos pela empresa (tabela 2). A técnica consiste na avaliagdo do sistema
reprodutor da fémea, a fim de verificar a existéncia ou ndo dos sinais de gestacao
(assimetria dos cornos uterinos, presenca de placentomas, presenca de CL gravidico,
presenca do embrido/feto) e em bovinos pode ser feita por palpacéo retal (a partir dos
45 dias), ou com o exame ultrassonogréfico (a partir dos 22 dias com o modo Color-
Doppler e dos 30 com o modo B).

O exame foi feito por palpacdo transretal com o auxilio do aparelho
ultrassonogréfico, realizado aos 30 e 60 dias apés a data de transferéncia. Bem como,
no exame aos 60 dias realizava-se a sexagem fetal observando a posi¢ao do tubérculo

genital.

Tabela 2 - Diagnésticos de gestacdes realizados durante o ECSMV em fémeas
bovinas receptoras de embrides aos 30 e 60 dias e porcentagem de concepcao.

Dias de gestacao n° de animais % meédia de prenhez
30 244 51
60 47 48

Fonte: o autor

Inicialmente, apdés a montagem da mesa com o aparelho ultrassonografico, os
animais eram contidos em tronco e o veterinario realizava a palpacédo retal para
verificacdo das estruturas do sistema reprodutor. Apds, realizava-se o exame
ultrassonogréfico onde se observava a presenca ou ndao do embrido/feto e
placentomas (figura 18), bem como, a avaliagdo da vascularidade do CL em alguns
casos, sendo o diagndstico anotado em planilha de controle conforme o brinco do

animal.
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Figura 18 — Imagens exemplificando os achados ultrassonograficos no diagndstico
gestacional: A — Gestacéo de 30 dias com a visualizagado do embrido (seta), B e C —
Gestacdo de 60 dias com visualizagcdo do feto e seu coracdo (circulo) e dos
placentomas (seta), respectivamente.

Fonte: adaptado de Gasperin, et al.
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3 DISCUSSAO

3.1 Pontos chaves da aspiracao folicular guiada por ultrassonografia —
OPU.

A técnica de aspiracéao folicular guiada por ultrassonografia (OPU) € um método
pouco invasivo para a colheita de odcitos in vivo, principalmente em vacas e éguas. A
técnica inicialmente foi desenvolvida para aplicacdo na espécie humana como auxilio
na infertilidade sendo utilizada pela primeira vez em fémeas bovinas na Holanda na
década de 80. (LOPEZ, 2020).

Por ser uma técnica flexivel e possibilitar a sua aplicacdo em fémeas a partir
dos seis meses de idade e em vacas prenhes no terco inicial da gestagédo (GALLI et
al. 1996), € uma das mais utilizadas na obtencdo de odcitos para PIVE em escala
comercial (DAYAN, 2001). Ainda, evidencia-se o potencial de aumento na producao
de descendentes de uma fémea com alto valor genético, podendo ser de 50 a 100
bezerros/ano, considerando as taxas usuais de PIVE e TE. (SAYID, 2021)

O ciclo estral das fémeas bovinas tem duracao média de 21 dias e possui duas
ou trés ondas de crescimento folicular (D’ENJOY et al., 2012). O corpo lateo é a
principal estrutura ovariana utilizada para classificar a fase do ciclo estral da fémea.
(PENITENTE-FILHO et al., 2014 ; PFEIFER et al., 2009 ). Ainda, os autores destacam
o foliculo dominante (FD) como outro influenciador da dindmica ovariana. Pois, o FD
€ responsavel pela liberacdo de estradiol, ativina, folistatina e principalmente a inibina,
que promove atresia dos foliculos menores por atuar inibindo o horménio foliculo
estimulante (FSH), sendo este, primordial para o crescimento dos foliculos até a fase
de diferenciacao.

Para a realizacdo da OPU, é preferivel que os animais estejam na fase
luteinica, uma vez que havera foliculos de diversos tamanhos e fases de crescimento.
Ja na fase folicular, ha a presenca de um foliculo dominante, o que indica que os
outros foliculos estdo sofrendo ou ja sofreram atresia (REIS et al., 2006). Gongalves
et al., (2008) ressalta que o diametro ideal dos foliculos a serem aspirados para PIVE
€ entre 2 a 8 mm. Foliculos menores que 2 mm apresentam incompeténcia
citoplasmatica o que dificulta o seu desenvolvimento in vitro, ja os foliculos maiores
encontram-se em processo de maturacdo avancado. Ao decorrer do ECSMV, as
fémeas bovinas submetidas a OPU encontravam-se em diferentes fases do ciclo

estral. Além disso, o técnico realizava a aspiracado do liquido folicular de todos os
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foliculos visiveis na imagem ultrassonografica, independentemente do tamanho,
discordando dos autores citados acima.

A condic¢&o nutricional da doadora é um fator de grande influéncia na producéo
de odcitos, principalmente na qualidade dos mesmos. (CHRENEK et al., 2014).
Kouamo et al., (2014) observaram em programas de PIVE com animais ECC 3, ou
seja, nem muito magros nem obesos, obtiveram maior nimero de od4citos viaveis por
coleta quando comparados a animais com ECC 1-2 ou ECC 4-5. Bem como, animais
com alto ECC tendem a apresentar maior casuistica de cistos ovarianos, o que afeta
a qualidade e a quantidade de odcitos coletados por sessdo. (STADNIK et al., 2017)

No ECSMV, foi possivel observar presenca de cistos ovarianos em alguns
animais obesos. Este fato corrobora a afirmacao feita por Stadnik et al., (2017) que
verificaram alta incidéncia de cistos ovarianos em animais super alimentados.

A idade das fémeas é outro fator importante a ser observado quando
realizamos a OPU. Os resultados obtidos de producdo de embrides em fémeas preé-
puberes sdo menos favoraveis quando comparado a vaca adulta. H& estudos
relatando que odcitos advindos de fémeas jovens tém diferente composicédo
comparada aos odcitos de animais adultos. Possuem atividades metabdlica e
enzimatica distintas (WARZYCH et al. 2017), arranjo diferente das proteinas e
concentracdes de estradiol e LH divergentes no meio folicular (KHATIR et al., 1997).
Por isso, as fémeas jovens costumam apresentar baixas taxas de clivagem e de
formacao de blastocistos, ou seja, mesmo com uma boa producao de odcitos viaveis,
a taxa de conversdo oocito/embrido fica abaixo do desejado. Porém, ainda ha um
potencial consideravel de ganho genético devido a reducéo no intervalo de geracdes,
0 que justifica a aplicacdo da técnica nesses casos (BALL; PETERS, 2004; LANDRY
et al., 2016).

Em animais senis (acima de 15 anos de idade), ha menor producéo de odcitos
viaveis por coleta, além de baixa formacé&o de blastocistos, ou seja, ndo sé a taxa de
conversdo diminuiu, mas também, a producéo em geral. Fato este, a ser levado em
consideragdo no momento de avaliar a viabilidade de manter vacas de idade
avancada no rebanho (SU et al., 2012).

Em relacdo a raga, as fémeas zebuinas levam vantagem na PIVE quando
comparado as fémeas taurinas. Os animais Bos indicus manifestam maior producao
de odcitos (totais e viaveis) e qualidade superior dos odcitos, aléem de se observar

maior taxa de clivagem dos gametas. (SALES et al., 2015).
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Além disso, o cruzamento Bos indicus x Bos taurus também apresenta melhor
eficiéncia na recuperacdo de od0citos por coleta quando comparado a doadoras
taurinas (GRAZIA et al., 2016). Ao longo do ECSMV, obteve-se maior aplicacdo da
técnica em animais oriundos do cruzamento Bos indicus x Bos taurus (Braford). O
resultado do nimero médio de CCOs viaveis por coleta foi superior aos dados
encontrados em estudos realizados com araca: 25vs 11,7 e 7,8 (RAMOS et al., 2013;
RIBAS et al., 2018).

Gimenes et al., (2015), em um estudo onde realizaram 6 sessdes de OPU em
fémeas bovinas a cada 14 dias, salientaram que a perfuracdo dos ovarios ao decorrer
das sessbes gera diversas lesdes e pode ocasionar a diminuicdo do numero de
foliculos e de odcitos, 0 que traz grande relevancia ao intervalo entre o0s
procedimentos. Do mesmo modo, fémeas com alta producdo de odécitos apresentam
um risco mais alto de danos aos ovarios por conta da maior quantidade de perfuracdes
sofridas por coleta (MONTEIRO et al., 2017). Porém, os autores acrescentam que
apesar da diminuicdo no numero de odcitos, foi observado aumento no montante de
blastocistos por OPU. Ao longo do ECSMV, o intervalo entre procedimentos de OPU
foi em média de 30 dias.

Referente aos equipamentos, Viana e Bols (2005) destacam a bomba de vacuo
com um papel primordial na aspiracéo dos odécitos, principalmente no que diz respeito
a regulagem da pressdo utilizada. Pois, estruturas como as células do cumulus
oophurus podem ser comprometidas, sendo estas, essenciais durante a etapa de FIV
(BARUSELLI et al., 2012). Na literatura foi possivel encontrar diversos autores que
citam niveis de pressao consideradas ideias para o procedimento: de 50 a 60 mmHg
(PARK et al., 2021), de 72 a 78 mmHg (RENESTO, 2004) e de 70 a 90 mmHg (KADAM
et al., 2022).

Nos procedimentos acompanhados ao decorrer do ECSMV, a pressédo da
bomba de vacuo utilizada foi de 140mmHg, muito acima do descrito na literatura. O
veterinario relata que utiliza essa pressao para dar agilidade ao processo e evitar a
permanéncia de estruturas ou formacao de coagulos na linha de aspiracéo. Ainda,
destaca que nédo observou diferenca no éxito da PIVE comparado a quando utilizou
pressGes menores.

Por ser uma técnica que depende do desempenho das pessoas envolvidas, ha
uma variacdo no numero de CCOs coletados de acordo com a mudanca da equipe,

visto que, cada profissional aborda diferentes protocolos para realizar a técnica. Ainda,
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possuir uma equipe sincronizada € de suma importancia, pois os resultados gerais da
PIVE sao diretamente afetados pelo desempenho da OPU. (MERTON, 2003).

Ao decorrer do ECSMV, nédo houve a troca do profissional responséavel pela
realizacdo da OPU, porém, ocorreu a mudanca do técnico responsavel pela procura
e selecdo dos CCOs, e com isso, observou-se ligeiro aumento no numero de CCOs

obtidos em colheitas recorrentes em doadoras com historico de producédo conhecido.

3.2 Fatores que afetam o0 sucesso de um programa de transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF).

Sabe-se que para a eficacia de um programa de transferéncia de embribes em
tempo fixo depende de diversos fatores, tais como: qualidade da receptora, nutri¢cao,
manejo, controle do ciclo estral e qualidade dos embrides (JONES; LAMB, 2008);
(ANDRADE et al., 2012).

Sartori e Guardieiro (2010) destacam que a nutricdo é um fator crucial na
reproducdo de fémeas bovinas, pois influencia diretamente na fisiologia reprodutiva
da fémea, seja por déficit mineral/vitaminico, excesso de dieta energética e/ou dietas
em alta concentracdo proteica. Do mesmo modo, animais no chamado balanco
energético negativo (BEN), ou seja, com queda no peso e ECC apresentam menores
taxas de concepcéo (BEDERE et al., 2018).

Durante o ECSMV, todas as receptoras foram avaliadas no inicio do protocolo
principalmente, visando descartar animais com um baixo ECC. Além disso, pode-se
observar que em lotes de fémeas ECC muito baixo ou muito elevado obteve-se um
menor indice de concepc¢do geral quando comparado a lotes de animais com ECC
entre 2 e 3 em boa oferta de alimento, indo de acordo com Stroud e Hasler (2006) e
Bedere et al., (2018). Porém, € um dado subjetivo por ser apenas uma observacao do
médico veterinario responsavel, uma vez que, o ECC néo era tabulado nos dias da
inovulacdo dos embrides.

Ainda, Jelonschek et al. (2018) evidenciam uma relacao diretamente inversa do
namero de vezes de exposicdo a TE e a eficiéncia reprodutiva da fémea. Ou seja,
agqueles animais expostos a quatro procedimentos ou mais sem que se obtenha
prenhez, possuem menor chance de sucesso e deveriam ser descartados do
programa de TE. O que pbde ser observado durante o estagio, visto que, todas as

vacas inovuladas recebiam brinco e eram cadastradas no sistema de controle da
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empresa, podendo ser feita a avaliacao individual ao decorrer da estacéo, facilitando
a conduta do veterinario na tomada de decisdo juntamente com o proprietario.

A utilizacdo da ultrassonografia, possibilitou a avaliagéo de érgaos reprodutivos
para varias finalidades, tais como: diagnostico de gestacédo, diagndstico de patologias,
verificacdo da viabilidade embrionaria/fetal, acompanhamento da dinamica folicular e
exame de morfologia do CL. (GINTHER, 1995). Atualmente, com a melhora dos niveis
de qualidade dos equipamentos, da capacitacao dos técnicos e da acessibilidade para
aquisicdo dos aparelhos, se observa maior incorporacdo da técnica na rotina dos
programas reprodutivos em bovinos de corte e leiteiros.

Recentemente, a utilizacdo do modo Doppler ganhou espaco nas pesquisas de
avaliacdo do sistema reprodutivo da fémea bovina e equina. Principalmente por
possibilitar a andlise de viabilidade dos 6rgdos através dos niveis de perfusédo
sanguinea. Com isso, a ultrassonografia Color-Doppler tornou-se uma opcéo pratica
e nao invasiva para verificar a funcionalidade e qualidade do CL na selecdo de
receptoras em programas de TETF. Visto que, a avaliagdo em escala-de-cinza
comumente utilizada para determinar o tamanho do CL ndo garante que 0 mesmo
esteja funcional e, deste modo, o embrido pode ser transferido para um ambiente
uterino ndo receptivo. Pois, um CL com pouca fun¢do ou afuncional pode afetar
diretamente nos niveis de P4 liberados. (PUGLIESI, et al., 2017)

Em um estudo feito por Pinaffi et al., (2015), receptoras bovinas foram avaliadas
pelo modo Doppler no dia da transferéncia de embrides, classificando-as como baixa
(240% de coloragéao no CL) e alta vascularizagao (>40%). Verificou-se que a taxa de
concepcao foi de 48,4% no grupo com alta vascularizacdo, e nenhuma gestacéao foi
detectada no grupo definido por baixa vascularizacdo do CL no dia da inovulacao.
Outro dado interessante do estudo foi que, houve semelhanca no diametro médio do
CL entre os dois grupos (17,0mm e 17,5mm) para o grupo com alta e baixa
vascularizacdo, respectivamente. Ressaltando a eficiéncia da utilizagdo do modo
Doppler em programas de TETF quando comparado a ultrassonografia em escala-de-
cinza.

Nesse sentido, ao longo do ECSMV todas as fémeas protocoladas para TETF,
no dia da transferéncia passavam por avaliacdo ultrassonografica com o modo
Doppler, preconizando a inovulagdo somente em fémeas com grau de vascularizagéo
doCL1,2e3.
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Quanto a manipulacdo hormonal, segundo Barusseli et al., (2000), os
protocolos utilizando benzoato de estradiol (BE), dispositivos intravaginais de
progesterona (P4), prostaglandina F2 a (PGF2 a) e gonadotrofina coriénica equina
(eCG) mostraram bons resultados de taxa de prenhez em receptoras de embrido.
Além disso, Morais et al., (2013) em um estudo com mais de 1000 receptoras, nédo
observaram diferencas nas taxas de concepcéo do grupo de TETF e do grupo com
observacéo de cio. O protocolo utilizado pelos autores no grupo tratamento foi o de 3
manejos (semelhante ao representado pela figura 10), ja no grupo controle foi
observado sinais de cio nas fémeas, sendo a inovulacéo realizada 7 dias apds. Com
isso, obteve-se taxa de 32,7% de concepcao aos 30 dias no grupo controle e 30,1%
no grupo TETF, sem diferencas estatisticas. Dessa forma, as principais vantagens na
utilizagéo de programas de TETF séao a exclusdo do manejo de observagao de estro,
a possibilidade de programacao do dia da inovulacéo e a diminuicdo consideravel da
estacao reprodutiva.

Durante o ECSMV, em todas as propriedades assistidas aplicou-se o0 manejo
de TETF com a utilizacdo do método descrito na figura 10, alcancando concepcao
meédia de 51% aos 30 dias. O veterinario opta pela utilizacdo do protocolo por possuir
histérico de bons resultados nas propriedades atendidas pela empresa, além de
destacar a praticidade de entendimento dos colaboradores por ter 0s manejos iniciais

iguais aos do manejo de IATF, comumente realizado nestes locais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A associacdo das biotecnologias OPU-FIV-TETF mostra grande
potencial como uma das formas mais eficientes para o aumento na produgéao de
animais geneticamente superiores. A OPU destaca-se como uma ferramenta eficaz
na colheita de odcitos desde que, se mantenha um bom manejo com as doadoras,
equipe de campo e laboratério. JA a TETF mostra seu grande potencial de
implantacéo, facilitando o manejo de TE e aumentando a disseminacdo de genética
nos rebanhos.

Dessa forma, a realizacdo do ECSMV proporcionou vivenciar a rotina de uma
empresa atuante em diversas regides do estado, e com isso, conhecer diferentes
realidades dentro da cadeia produtiva. Além disso, foi possivel p6r em préatica os
conhecimentos vistos durante a graduacdo acompanhando profissionais
especializados e conhecidos na area pela sua exceléncia na reproducdo de bovinos

de corte.
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ANEXOS
ANEXO A - Certificado de conclusdo do Estagio Curricular Supervisionado em

Medicina Veterinéria.

PRO
fertil

CERTIFICADO

Alexandre dos Santos Flores

Realizou o Estagio Supervisionado em Medicina Veterinana na
cmpresa Pro Fértil embnides in vitro no periodo de 12 de setembro
a 02 dec dezembro, perfazendo a carga horaria de 480 horas.

Sdo Gabniel, 02 de Dezembro de 2022.
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