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1.RESUMO

No presente Trabalho de Conclusdo de Curso, sado apresentadas as
atividades técnicas desenvolvidas no periodo de 04 de agosto a 21 de novembro de
2014, na empresa Sexing Technologies, dentro da disciplina de Estagio
Supervisionado Obrigatério do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal do Parana. As atividades foram orientadas pelo Médico Veterinario Alfredo
de Souza Castro Netto. Sdo contempladas neste trabalho as atividades realizadas
dentro da fazenda da empresa, sendo que, as mesmas se relacionam com as
mateérias de Biotecnologia da Reproducdo e Fisiopatologia da Reprodug¢do, ambas
cursadas durante o curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Parana no Setor Palotina. E relatada a estrutura e o funcionamento da empresa no
quesito da reprodugéo, bem como os procedimentos realizados durante o estagio.

Estao descritos os procedimentos que ocorreram com maior frequéncia.

PALAVRAS - CHAVE: Bovinos, Reproduc¢ao, Embrido.



2. INTRODUCAO

A oferta suficiente de alimentos saudaveis, a prevencdo e controle de
enfermidades e a sobrevivéncia harmoniosa do homem nos diferentes ecossistemas
€ sem duvida o maior desafio da ciéncia na atualidade. O investimento na
biotecnologia de ponta em produgcdo animal no Brasil € respaldado por dois
principais fatos. O primeiro, é o fato que o Brasil ainda lidera a lista dos paises com
maior biodiversidade e o segundo, € que o mercado interno por carne e leite € o
terceiro maior mercado potencial do mundo (EMBRAPA, 2011).

A reproducgdo animal, principalmente as biotécnicas aplicadas a mesma, sao
as principais ferramentas para maximizar a producao de carne e leite, sem que
necessite um aumento das areas territoriais destinadas a bovinocultura.

No atual contexto de evolugdo da produtividade na pecuaria nacional,
associado as evolugdes cientificas e tecnoldgicas, varias biotecnologias ligadas a
reproducdo animal vem sendo desenvolvidas e aprimoradas, com o intuito de
aumentar a eficiéncia reprodutiva, maximizando a produgcdo de animais
geneticamente superiores, visando o aproveitamento deste material genético para
obtencdo do maior numero de descendentes, em um curto periodo de tempo
(RENESTO e COELHO, 2004).

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reprodugao animal séo
condi¢gdes indispensaveis para o aumento da eficiéncia produtiva. Nesse sentido,
especialmente no que se refere aos ruminantes domésticos, biotécnicas como a
inseminagao artificial, fertilizacdo in vitro e a transferéncia de embrides vém sendo
utilizadas com sucesso (FIGUEIREDO et al., 2007).

Os avangos obtidos nas biotécnicas reprodutivas ao longo dos anos
permitiram maior participagdo da fémea bovina no processo de melhoramento
genético do rebanho, visto que o numero de descendentes deixados por uma Unica
fémea ao longo de sua vida reprodutiva aumentou significativamente com o
aperfeicoamento das técnicas de transferéncia e produgdo in vitro de embrides
(GONCALVES et al., 2007).

O grande beneficio dessas biotecnologias, de produgao de embrides in vivo e
in vitro, é poder utilizar embrides de vacas de alto valor genético em receptoras
comuns com o objetivo de acelerar o processo de melhoramento, gerando aumento

de produtividade e lucratividade para toda a cadeia de produgao de carne e de leite.



O Brasil é o maior produtor de embrides bovinos do mundo, respondendo por
quase um terco da producdo.. A mudanca ocorrida no mercado nacional apos 2004
com a progressiva substituicdo da chamada transferéncia de embrides convencional
(ou simplesmente TE) pela produgao de embrides em laboratério (conhecida como
FIV ou PIV), fez com que a participacdo do Brasil no total de embrides produzidos
por superovulacao fosse reduzida pela metade no periodo 2004-2007. Com isso, 0
pais ficou atras, no cenario mundial, do eixo EUA-Canada e Japao. No mercado de
embrides PIV, no entanto, o pais consolidou sua lideranca, respondendo por mais de
85% do total mundial (SBTE, 2009).

O desenvolvimento da pecuaria nacional esta associado as biotécnicas
utilizadas. O Brasil é detentor de um bom nivel técnico-cientifico das biotécnicas
aplicadas a reproducdo animal e tem se destacado como um dos maiores
produtores de embrides in vitro, ndo s6 pelo dominio da técnica, mas pela qualidade
do nosso rebanho, principalmente no tocante a gado de corte.

O estagio foi realizado na empresa Sexing Technologies, em Navasota, Texas
- EUA, durante o periodo de 04 de Agosto a 19 de Novembro, sob orientagdo do
Médico Veterinario Alfredo de Souza Castro Netto, totalizando 720 horas.

Neste relatério, estdo descritas as atividades realizadas e acompanhadas
nessas 13 semanas de estagio, distribuidas também em forma de tabela e imagens.

Sao relatados com maior acuracia as atividades mais relevantes.

3. DESCRIGAO GERAL DO LOCAL DE ESTAGIO

Na década de 1980, um avango na tecnologia de sexagem de sémen foi
obtido por pesquisadores do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos) em Livermore, Califérnia, EUA, criando-se as patentes para esta tecnologia.
Ja em 1990, consideraveis pesquisas foram feitas para otimizar a eficiéncia desses
procedimentos de classificacdo de sémen. A comercializagdo de sémen sexado nos
Estados Unidos, propriamente dita, foi iniciada com uma licenga em 2003, a qual foi
concedida a empresa Sexing Technologies, marco que deu inicio aos trabalhos da
mesma, bem como a produgdo de embrides usando este sémen sexado. A Sexing
Technologies foi criada com o objetivo de produzir s€émen sexado em todo o mundo,

e foi em 2004 que inaugurou o primeiro laboratério, com suas operagdées em



Navasota, Texas. Apos este laboratério criado no Texas, o negdcio comegou a
crescer e, atualmente existem laboratérios em diversas partes do mundo, sendo
que, alguns sdo responsaveis pela producdo de sémen sexado e/ou embrides.
Segue, abaixo, a lista de laboratérios pertencentes a empresa e alguns onde ha

parceria da Sexing Technologies com outras empresas de sémen convencional:

2004 - Sexing Technologies - Navasota, Texas - USA

2005 - Lagoa - Holland Genetics - Sertaozinho - Brazil

2006 - Select Sires - Marysville, Ohio - USA

2006 - ABS - De Forest, Wisconsin - USA

2007 - Holland Genetics - Deventer - Netherlands

2007 - CRI - Genex - Ithaca, New York - USA

2007 - Alta Genetics - Conrich, Alberta - Canada

2008 - ST TWG (Trans World Genetics) - Fond Du Lac, Wisconsin - USA
2008 - Accelerated Genetics - Westby, Wisconsin - USA

2009 - CRI-Genex - Shawano, Wisconsin - USA

2009 - Umotest - Roulans - France

2009 - Semen ltaly - Bibbiano - Italy

2009 - Sexing Technologies - Hamilton - New Zealand

2010 - Sexing Technologies - Fullerton, Nebraska - USA

2010 - Sexing Technologies - South Charleston, Ohio - USA
2011 - Sexing Technologies - Camperdown, Victoria - Australia
2011 - Sexing Technologies - Laceyville, Pennsylvania - USA

2011 - Sexing Technologies - Lincoln University, Pennsylvania - USA

A empresa obteve sucesso com essa tecnologia de sexagem de sémen e
hoje € lider de mercado neste ramo, sendo responsavel por mais de 90 por cento da
producdao mundial de sémen sexado, além de ser parceira das maiores empresas de
sémen convencional do mundo.

Este estagio foi realizado na central da empresa, a qual esta localizada no
endereco 22575 Highway 6 South Navasota, Texas, EUA. Essa central tem uma
area de aproximadamente 500 alqueires, divididos em piquetes, onde estdo alojadas
aproximadamente 1600 cabecas de gado, fémeas, das mais diversas racgas
(Brahman, Wagyu, Holandés, Girolando, Aberdeen Angus, Red Angus, Longhorn,



Brangus, Guzera, Santa Cruz, Brambi, Senepol, entre outras), as quais tem o
proposito de servirem como receptoras ou doadoras de embrido e/ou odcitos para
FIV. Além desta quantidade de fémeas, existem aproximadamente 190 touros
alojados em galpdes climatizados, os quais fornecem sémen para sexagem e
comercializacdo de doses, bem como producdo de embrides dentro da central
(FIGURA1).
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FIGURA 1 - Vista da entrada da central, onde foi realizado o estagio obrigatério no periodo de
04/08/2014 a 18/11/2014.

Existem “grupos” (setores) de trabalhos dentro da empresa, sendo eles:
pessoal responsavel pelos laboratdrios de sexagem de sémen e produgao de
embrides, pessoal responsavel por toda rotina executada com os touros (manejo,
trato, coleta de sémen, etc), e o pessoal responsavel pela rotina das fémeas
(manejo, alimentacdo, sanidade, protocolos para coleta de embrido, entre outros
diversos servigos).

Foi escolhida a area de reproducao que envolvia as fémeas, fui enquadrado
no terceiro grupo, € o horario de atendimento desta “sessdo” era de segunda a
sexta-feira, das 08h as 17h (sendo que os dias em que havia mais trabalho, iniciava-
se as 06h30min). Aos finais de semana, havia um rodizio entre os membros deste
“grupo”, onde cada um ficava responsavel por um final de semana.

Dentre os servicos veterinarios prestados nesta “area”, incluem-se
principalmente diagnodstico de gestacao e avaliagdo ginecoldgica por palpagao retal
e ultrassonografia em receptoras e doadoras, sexagem, coleta, transferéncia (TE) e
congelagdo de embrides, aspiragdo folicular para produgcdo de embrides in vitro
(FIV), e, esporadicamente, algumas intervengdes clinicas como tratamentos para

mastite, problemas de casco, partos, entre outros.



A Sexing Technologies conta com uma vasta carta de clientes que tem
interesse em melhorar seus planteis. Portanto, optam por utilizar as biotecnologias
que a empresa oferece, as quais proporcionam um melhoramento genético muito
interessante para estes clientes. Os mesmos, geralmente trazem suas melhores
matrizes para que que sejam “aspiradas” (para FIV) ou coletadas (coleta de embrido
convencional), onde tais embrides produzidos ou coletados, sejam inovulados
(transferidos) em receptoras sincronizadas que estdo presentes nesta fazenda da
empresa. Apds a confirmacédo de prenhez aos 30 dias, 60 dias (se faz a sexagem
destes fetos) e aos 120 dias, estas receptoras voltam as propriedades desses
clientes para que possam parir. Todos os procedimentos eram realizados em troncos

(“shuts”) pneumaticos, localizados em um grande curral (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Vista panoramica do curral, onde eram realizadas as atividades dentro do estagio

obrigatdrio, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014.

O compromisso da Sexing Technologies com seus clientes, é de fornecer
sémen com garantia de qualidade (destinados a gado de corte e leite), além de atuar
de maneira altamente tecnificada e moderna com as biotecnologias da reproducgao,
que proporcionam aos clientes um ganho genético muito grande.

As atividades consistiram no acompanhamento dos Médicos Veterinarios
Alfredo de Souza Castro Netto, Nestor Diaz, Victor e Fred, em atividades que
englobavam as doadoras e as receptoras de embrides, nas areas de fisiopatologia
da reprodugdo e biotecnologias da reprodugcdo de fémeas bovinas na central da

empresa, em Navasota, Texas.



4. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO

O estagio foi realizado na empresa Sexing Technologies, no periodo de 04 de
Agosto a 18 de Novembro de 2014 sob orientagédo do Médico Veterinario Alfredo de
Souza Castro Netto, totalizando 720 horas.

Realizavam-se procedimentos reprodutivos, sendo que as vezes haviam
intervengdes clinicas e/ou cirurgicas. No grafico 1 é apresentado a proporcionalidade

dos procedimentos acompanhados durante o estagio.

GRAFICO 1 - Procedimentos acompanhados no estagio curricular obrigatério

realizados na empresa Sexing Technologies, de 04/08/2014 a 18/11/2014.

PROCEDIMENTOS

® Reproducédo ® Clinica @ Cirargica @ Outros



Ao todo, foram realizados 290 procedimentos clinicos (Tabela 1), 52
cirurgicos (Tabela 2), 3201 outros (Tabela 3), e 7549 reprodutivos (Tabela 4)

perfazendo um total de 10975 procedimentos durante o periodo de estagio.

A seguir sdo descritos os procedimentos clinicos, divididos de acordo com

cada sistema.

TABELA 1. Procedimentos clinicos acompanhados durante o estagio curricular

obrigatério realizado na Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a

18/11/2014.
SISTEMA CASO CLiNICO TOTAL FREQUENCIA
(%)
Digestério Diarréia 2 0,68%
Aborto 22 7,58%
Cisto Ovariano 126 4344%
Distocia 1 034%
Reprodutivo | Infecdes uterinas 7 241%
Prolapso de Vagina 2 068%
Retengao de2 068%
Membranas Fetais
Mumificagao Fetal 1 | 034%
Mamario Mastite Aguda 2 0,68%
Ulcera de sola 3 1,03%
Muscular ou/Dermatite2 724%
Locomotor Interdigital f
Contusdo por 1 | 034%
trauma :
Casqueamento 15 517%
Corretivo |
Tegumentar Papilomatose 2 0,68%
Oftalmico Ceratoconjuntivite 83 28,62%
TOTAL 290 100%




A seguir sédo descritos os procedimentos cirurgicos, divididos de acordo com

cada sistema.

TABELA 2. Procedimentos cirurgicos acompanhados durante o estagio curricular

obrigatério realizado na Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a

18/11/2014.
SISTEMA PROCEDIMENTO | TOTAL FREQUENCIA (%)
CIRURGICO
TEGUMENTAR | Descorna 50 196,15%
Inovulagdo de 1 1,92%
embrides por§
REPRODUTIVO Laparotomia |
Remogéo de tumor 1 192%
na vulva
TOTAL 52 100%

A seguir sdo descritos procedimentos diversos, como a imunizagao do

rebanho, através da vacinagao.

TABELA 3. Outros procedimentos acompanhados durante o estagio curricular

obrigatorio realizado na Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a

18/11/2014.

AREA ATIVIDADE TOTAL FREQUENCIA (%)
Necropsia 1 10,03%

OUTROS \Vermifugagdo 1600  4948%
Vacinacito 1600  4948%

TOTAL 3201 100%
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A seguir sao descritos os procedimentos reprodutivos, os quais foram

énfase do estagio realizado.

TABELA 4. Procedimentos reprodutivos acompanhados durante o estagio curricular
obrigatério realizado na Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a
18/11/2014.

AREA PROCEDIMENTO |TOTAL FREQUENCIA (%)
Diagnéstico de 1820 24,10%
Gestagcao com US |
Diagnéstico de 400 520%
Gestacgao por%
palpacao |
Sexagem com 210 278%
ultrassonografia |
Inovulagao de 2000 2649%
embrido |
Coleta de embrigo 45 | 059%
REPRODUGCAO | Aspiracdo folicular 780 1033%

Protocolos para 1330 17,61%
sincronizagao de§ |

receptoras e

doadoras

Congelagao de 47 062%
embrido i i

Avaliagao por 600 794%
palpacao e US de

receptoras |

Avaliagao por 200 264%
palpacdo e US de

doadoras %

DFR nw 154%

TOTAL 7549 100%
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4.1 AVALIACAO GINECOLOGICA POR PALPACAO RETAL

Segundo Grunert et al. (2005), a sequéncia do exame ginecologico por
palpacgao retal é a seguinte: procurar a cérvix com o encontro da bifurcacéo da prega
intercornual, tracionando o conjunto para cavidade pélvica; palpagao dos dois cornos
uterinos; procura e palpacado quando possivel dos ovidutos; palpacdo dos ovarios,
evidenciagao e avaliacdo das formacdes, que caracterizam suas funcgdes (foliculos e
corpo luteo), bem como possiveis alteragdes patolodgicas (cistos); palpagdo de
formagdes anatdmicas anexas aos o6rgaos genitais (ligamentos artérias e veias), das
regides circunvizinhas, formacgdes da cavidade pélvica, formagdes dsseas da pelve e
vasos sanguineos e linfaticos, bem como linfonodos.

Para melhores resultados na taxa de prenhez deve-se selecionar somente as
receptoras com uma boa condi¢do corporal, que nao apresentam nenhum tipo de
patologia reprodutiva e que estdo ciclando regularmente para depois iniciar o
protocolo hormonal de sincronizagcdo. Com a palpacdo retal avaliamos a
consisténcia e tamanho do utero, os ovarios, e se a morfologia da cérvix permitira a
passagem do inovulador de embrides.

Foram realizadas 200 avaliagbes ginecoldgicas por palpagéao retal sem uso de
ultrassom, com a finalidade de identificar novilhas que serviriam de receptoras,
deixando de lado as que tivessem utero subdesenvolvido, ovario hipoplasico,
agenesia de ovario e utero, ma formacgdes, tumores e cistos. Foram diagnosticados
cistos em alguns ovarios e uteros infantis em algumas novilhas.

Além disso, realizou -se avaliagao das estruturas funcionais do ovario, como
corpo luteo e foliculos, para identificar novilhas que estariam realmente ciclando,
com finalidade de formar um lote uniforme, onde seriam sincronizadas com

horménios para posteriormente receberem embrides em tempo fixo.
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4.2 AVALIACAO GINECOLOGICA POR PALPACAO RETAL COM
ULTRASSONOGRAFIA

Exames ultrassonograficos do trato reprodutivo sdo de grande importancia
para determinar se um animal esta apto para reproducao, qual a fase do ciclo estral
ou se apresenta alguma desordem do trato reprodutivo (GRIFFIN e GINTHER,
2002).

Para as fémeas doadoras de embrides ou fémeas que seriam submetidas a
aspiracéo folicular, essas sim passavam por uma avaliagdo ginecoldgica com o uso
de ultra-sonografia, onde eram analisadas as imagens fornecidas pelo ultra-som
quando a probe do mesmo era colocada sobre os ovarios e utero (as imagens do
ultra-som fornecem com clareza se ha ou nio presenca de liquidos no utero, ou
cistos nos ovarios, por exemplo).

Foram realizadas 400 avaliagdes ginecoldgicas com uso de ultrassonografia,
onde foram identificados casos de presenga de liquido no utero de algumas

doadoras, além de cistos foliculares e luteinicos.

4.3 DIAGNOSTICO DE GESTAGCAO POR PALPACAO RETAL

O diagnostico de gestagao por palpagao retal € um método seguro, que néo
oferece risco a integridade da vaca ou do feto quando realizada adequadamente. E
uma técnica eficiente, sua acuidade aproxima-se a 100% (GONCALVES et al.,,
2002).

Com 30 dias de gestacao, o utero esta quiescente, mas nota-se presenga de
corpo luteo e a vesicula embrionaria na ponta do corno respectivo ao corpo luteo,
porém, em vacas com o Utero muito grande o diagnéstico é intricado (GONCALVES
et al., 2002).

Com 45 dias, a gestacdo pode ser precisamente diagnosticada, pois, a
assimetria dos cornos uterinos respectiva ao corpo luteo € palpavel, devido ao
acumulo dos liquidos fetais, o utero fica com uma consisténcia elastica e é possivel
sentir o deslizamento das membranas fetais. Com 60 dias, o utero é facilmente
palpavel e o feto possui em torno de 9cm. Com 90 dias de gestagao, se inicia a
descida do utero (GONCALVES et al., 2008).
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Do 40 ao 70 més a prova do baloteamento € positiva e o feto € dificiimente
palpavel, pois o utero esta no assoalho abdominal, os placentomas sdo palpaveis e
frémito distinto da artéria uterina (GONCALVES et al., 2008).

Por mais dificil que seja a palpacgao fetal, ela deve ser feita para uma correta
confirmacéo de gestagao.

Do 70 més até o final da gestacao, as porgdes fetais, placentomas e frémito
da artéria uterina sao palpaveis (GONCALVES et al., 2002).

A suposicao da idade fetal € mais precisa no inicio da gestacéo.

Foram realizadas 400 palpacbes retais com finalidade de diagndstico de
gestagcao. Realizava-se palpagéao retal para diagnostico de gestagao a partir de 30

dias de gestagéo.

4.4 DIAGNOSTICO DE GESTACAO POR ULTRASSONOGRAFIA

A ultrassonografia € um método de diagndstico que tem uma excelente
acuracia, que permite detectar a gestagdo quando a fémea esta realmente prenha. A
acuracia é superior a 95%, tdo cedo quanto 26 dias apods a fertilizagdo (ou
inseminagao), e préximo de 100%, depois de 29 dias. O diagndstico precoce permite
que o veterinario proponha um novo programa de sincronizagao para as fémeas que
nao ficaram gestantes, alcangando um maior sucesso nas taxas de produgdo em
menor tempo possivel (DESCOTEAUX et al, 2010).

A acuracia do diagnostico precoce de gestagdo varia muito e depende de
alguns fatores, tais como: tipo e frequéncia do transdutor, repeticdo do exame,
idade, raca e numero de parigcdes dos animais, dias pés cobertura ou inseminacao,
exame dos ovarios, a experiéncia e as condigdes de trabalho do técnico (WOLF e
GABALDI, 2002).

Com o transdutor pressionado no assoalho do reto, mantendo contato com a
superficie dorsal do trato reprodutivo, o diagndstico precoce de gestagdo nos
grandes animais é realizado com a observagao da vesicula alantoideana no corno
uterino, bem como a detecgdo de um corpo luteo no ovario (WOLF e GABALDI,
2002).

O diagnéstico de gestacao por ultrassonografia pode ser realizado a partir do

décimo terceiro dia de gestagdo, quando pode ser visualizado o embrido,



14

caracterizando-se como uma estrutura de ecogenicidade média no interior da
vesicula embrionaria, que € anecoica (GONCALVES et al., 2002).

Esta técnica era realizada inserindo a probe linear, via trans-retal, e
observando acumulo de liquido uterino, anexos fetais, feto ou batimento cardiaco do
feto. Este diagnostico era realizado em média, aos 32 dias de idade.

Foram realizados 1820 diagndsticos de gestacao por ultrassonografia.

4.5 SEXAGEM FETAL COM ULTRASSONOGRAFIA

Segundo Kahn (1994), entre os dias 40 e 60 dias de prenhez, o tubérculo
genital ira migrar em direcdo ao umbigo, em fetos machos, e em direcéo a base do
rabo, em fetos fémeas. O tubérculo genital ira se apresentar como uma estrutura
ovoide bilobular com poucos milimetros e intensa ecogenicidade. Baseado na
posicao relativa do tubérculo genital, torna-se possivel prever o sexo fetal a partir de
55 dias de gestacao.

Foram realizadas 210 sexagens, utilizando-se ultrassom multi-frequencial
EXAGO da Universal, com probe linear, via trans-retal, para avaliar, a nivel uterino o
sexo do feto; fazia-se a sexagem entre 55 a 70 dias de idade dos fetos, sendo ideal
a realizagao aos 60 dias de gestacdo. Para avaliar o sexo fetal é necessario
encontrar o tubérculo genital, que na fémea esta na regido perineal, logo abaixo da
cauda visualizada de forma ecogénica e, no macho, é encontrado inserido ao cordao
umbilical, também observado de forma ecogénica.

ApOs a visualizacado do tubérculo genital na regido umbilical ou na perineal, o
sexo é confirmado observando-se a auséncia do tubérculo na regido supostamente

sem tubérculo.
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4.6. REMOCAO DE FOLICULOS DOMINANTES (DFR)

A remogéo de foliculos dominantes (dominant follicle removal - DFR) em
fémeas doadoras de embrides ou fémeas que seriam submetidas a aspiracao
folicular, foi atividade bastante realizada neste estagio.

Aidéia de se fazer este procedimento, era regular da melhor maneira possivel
o inicio da nova onda folicular. Com o auxilio de um implante de progesterona +
benzoato de estradiol ou GnRH no dia 0, a nova onda iniciaria de maneira uniforme
(ja que o foliculo dominante que havia foi retirado) e as doses subsequentes do
horménio FSH durante o protocolo fariam com que houvesse uma estimulacao de
crescimento folicular constante (n&o favorecendo algum possivel foliculo dominante
que houvesse, que no caso poderia entdo gerar um cisto folicular).

Durante o estagio foram realizadas 117 remogdes de foliculos dominantes.
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FIGURA 3 - Remocgéao de foliculos dominantes, realizada na empresa Sexing Technologies durante
o estagio obrigatdrio, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014.
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4.7. SINCRONIZACAO DE FEMEAS PARA ASPIRACAO FOLICULAR

Apo6s serem feitas as selecbes das fémeas que estavam aptas e seriam
submetidas a aspiracao folicular, iniciavam-se os protocolos hormonais nas mesmas
(obs: haviam alguns clientes que criavam fémeas Brahman, e estas por terem uma
dinamica folicular boa, ndo eram submetidas aos protocolos da empresa, apenas
eram normalmente aspiradas). O objetivo destes protocolos (geralmente utilizado em
gado holandés) era dar inicio a uma nova onda folicular, com uso de implante de
progesterona mais GnRH no dia 0. Com o inicio dessa nova onda, usava-se o
horménio FSH (o qual é responsavel pelo crescimento folicular), a partir do terceiro
dia deste protocolo, com trés dias de aplicagcdes (AM/PM) com doses decrescentes;
ja no sétimo dia os implantes de progesterona eram retirados e estas vacas eram
aspiradas.

Segundo SIMONI et al.(1997), a agcdo do FSH sobre o crescimento folicular
ocorre devido ao desencadeamento de uma cadeia de reacdes provocadas a partir
da sua ligagdo com receptores localizados nas células da granulosa do ovario das
fémeas. Estes receptores de FSH estdo presentes em foliculos bem jovens com
apenas 1 camada de células e, a medida que o foliculo cresce (amadurece)
embrides aumentam as camadas de células foliculares, os receptores de FSH
também aumentam em quantidade e capacidade de ligacdo ao FSH, até o foliculo
atingir o estagio pré-ovulatério.

Durante o estagio sincronizou-se, usando o protocolo citado abaixo, 500

vacas.
DIAO DIA1 DIA 2 DIA3 DIA4 DIAS
DOSE TOTAL FSH =10 CC.
CIDRIN FSH - Am FSH - Am CIDR OUT
Remover DF Pm FSH - Pm|FSH - Pm OPU - Pm

44 HORAS

FIGURA 4 - Protocolo para sincronizagdo de fémeas para aspiracao folicular, utilizado na empresa
Sexing Technologies durante o estagio obrigatorio, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014.
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4.8. SINCRONIZACAO DE RECEPTORAS DE EMBRIAO

A sincronizacéo das diversas receptoras de embrido era feita basicamente de
duas maneiras: com o uso de protocolo hormonal de tempo fixo, ou com o uso de
PGF2-alfa.

Essas receptoras, aptas a receberem os embrides, eram classificadas e
separadas por lotes, utilizando o quesito raca e idade por exemplo, e,
posteriormente, submetidas aos procedimentos.

As receptoras, submetidas ao protocolo hormonal, eram “tratadas da seguinte
maneira”: Dia 0: implante de segundo uso de progesterona (CIDR - Pfizer) + 2 ml de
benzoato de estradiol (sabe-se que o uso de um progestadgeno mais um estrégeno
no dia 0 do protocolo, leva ao inicio de uma nova onda folicular, pois a progesterona
bloqueia um possivel pico de LH, e o estrogeno bloqueia a liberagdo de FSH, ou
seja, ha uma atresia de determinados foliculos e uma nova onda surge dentro de 2 a
3 dias); Dia 8: retirada do implante + 2 ml de PGF2-alfa (ESTRUMATE - MSD); Dia
9: 1ml de benzoato de estradiol e no Dia 10 pela tarde era dado como o possivel
momento da inseminacéao artificial (lembrando que como eram novilhas receptoras
de embrido, ndo eram inseminadas e ficavam aguardando a inovulagdo dos mesmos
7 dias ap0os o final do protocolo).

As receptoras que recebiam o tratamento com PGF2-alfa, ganhavam uma
aplicagcao de 2 ml de cloprostenol sddico (ESTRUMATE - MSD) e um marcador na
altura da cauda (este marcador ficava rosa quando esta novilha sofria uma monta
que deveria indicar o cio). Apds essa aplicagdao, as mesmas eram observadas duas
vezes por dia, para que os cios fossem anotados, sabendo-se que os embrides
seriam inovulados 7 dias apds estes cios.

Varios estudos sobre o uso de prostaglandinas demonstraram que a variagao
do intervalo entre a aplicagdo aos sinais de cio e ovulagdo pode ser atribuida ao
estado da onda folicular no momento do tratamento. Se a lutedlise for induzida antes
da metade do periodo estatico do foliculo dominante, indica que este sera o foliculo
ovulatoério, sendo que o intervalo tratamento-cio sera curto entre 2 e 3 dias. Porém,
se a lutedlise for induzida ap6s esse momento, o foliculo ovulatério sera da préxima
onda folicular e o intervalo tratamento- cio sera maior, entre 4 a 6 dias (BARUSELLI,
P. S.; GIMENES, L. U.; SALES, J. N. S., 2007).
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FIGURA 5 - Implante de progesterona (CIDR - Pfizer) e

benzoato de estradiol, utilizados para sincronizacéo de
receptoras realizado na empresa Sexing Technologies
durante estagio obrigatério, no periodo de 04/08/2014

a 18/11/2014.

4.9. SUPEROVULACAO DE FEMEAS PARA COLETA DE EMBRIAO

O primeiro passo para dar inicio a uma coleta de embrido convencional
(lavado convencional), € selecionar e avaliar a doadora em questao, ou seja, fazer
todo o procedimento de analise da mesma, obtendo informacdes para saber se esta
fémea tem utero e ovarios funcionais, que poderao proporcionar um tratamento de
superovulagao, como desejado.

Além da inseminacgao artificial, a indugao de ovulagdo multipla (superovulagao
— SOV) para a produgao e transferéncia de embrides (TE) € uma das biotécnicas da
reprodugdo mais importantes para acelerar o melhoramento genético do gado.
Infelizmente, a variabilidade de resposta das doadoras de embrides ao tratamento

superestimulatorio com gonadotrofinas, continua a ser um dos maiores problemas
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nos programas comerciais de TE (BARROS & NOGUEIRA, 2001), apesar das
diversas pesquisas realizadas nesta area (NOGUEIRA ET AL; 2002).

A superovulacdo era realizada com o uso do horménio FSH (Folltropin,
Pluset), sendo que a utilizagdo do FSH como agente indutor de superovulagao tem
sido extensivamente estudada; consequentemente, ja foi testado o uso de diferentes
concentracdes (SAUNDERS ET AL, 1990) e vias de administracdo (TRIBULO ET AL,
1993), a eficiéncia de produtos comerciais das mais variadas marcas e procedéncias
(Donaldson, 1989; Page et al., 1989; Del Campo et al., 1990; Donaldson, 1990a;
Tribulo et al., 1993; Donaldson, 1995) e as variacbes na relacdo FSH:LH entre
preparados comerciais (Donaldson & Ward, 1987; Donaldson, 1990b).

Para que nao ocorressem falhas no procedimento de superovulacido, as
doadoras eram pré-sincronizadas com o uso de implante de progesterona +
benzoato de estradiol no DO (como um protocolo de IATF normal). Desta maneira,
podia-se trabalhar com um “cio base”, ou seja, sabia-se em que fase do ciclo estral
a doadora estava, antes de entrar no protocolo de superovulagéo propriamente dito.

Quatro dias ap6s este cio base, o protocolo de SOV iniciava-se, e a doadora
recebia implante de progesterona + 2 mg de benzoato de estradiol, sendo este o DO.
A partir do D4 comegavam as aplicagdes de FSH de maneira decrescente (variando
as doses de acordo com cada animal), as quais se estendiam até o D7, onde o
implante era retirado. No D8, essas doadoras recebiam aplicacbes de 2 ml de
GnRH, e posteriormente, a primeira inseminagao artificial com 14 horas pés GnRH, e
outra 26 horas pés GnRH.

A SOV é o aumento do numero fisiolégico de ovulagbes, proprio de cada
espécie, provocado através da administragdo exdgena de gonadotrofinas. Nos
bovinos, considera-se que houve resposta ao tratamento quando se conseguem
mais de duas ovulagdes (PFEIFER et al., 2005). A SOV, portanto, € um método de
estimular diversos foliculos terciarios a se desenvolverem até o estagio de pré-
ovulagao, com subsequente ovulagao (RASI, 2005).

A resposta das doadoras a SOV apresenta grande variabilidade tanto na taxa
de ovulagdo, quanto na producéo de embrides viaveis. Ha grande efeito da idade da
doadora, do coeficiente de endogamia da doadora, da ordem de colheita, da dose da

droga e do numero de inseminagdes sobre esses resultados (PEIXOTO et al., 2002).
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As doadoras podem ser superovuladas repetidamente a cada 40 dias,

durante um periodo de 1 a 2 anos, com resultados satisfatorios (HASLER, 2003).

FIGURA 6 - Protocolo de superovulagao utilizado em doadoras de embriao,

durante o estagio obrigatdrio realizado na empresa Sexing Technologies,
no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014.
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4.10. COLETA DE EMBRIAO

Ap06s todo o processo de superovulacao realizado nas doadoras, seguido das
inseminagdes artificiais, era chegada a hora de coletar tais embrides produzidos,
sendo que a lavagem uterina era realizada 6 a 8 dias ap6s manifestagéo do cio do
tratamento superovulatorio.

A coleta normalmente era realizada com o animal posicionado em estacgao,
por método transcervical, utilizando-se um sistema fechado. Para a coleta dos
embrides, a doadora era contida e era realizada anestesia epidural caudal,
administrando 4 a 5mL de lidocaina (entre S4 e Cc1). Posteriormente, realizava-se
avaliagao ginecoldgica, visando escolher o tamanho adequado da sonda de Folley,
conforme tamanho do utero e avaliagdo da reacdo nos ovarios depois da
superovulagdo. Era, entdo, realizada higienizagdo da regido perineal com agua e
papel toalha, e, assim, introduzia-se a sonda de Folley, que era feita com auxilio de
mandril, até a passagem da cérvix, inflando o baldo no corpo do utero (remove-se 0
mandril e infla-se o0 baldo com 10 a 20 ml de ar, para evitar refluxo de liquido durante
a lavagem), lavando um corno de cada vez.

A lavagem pode ser feita no corpo do utero, portanto recuperam-se embrides
dos dois cornos uterinos concomitantemente ou caso o utero seja grande, infla-se o
baldo da sonda de Folley e processa-se a lavagem individual de cada corno
(GONCALVES et al., 2008).

A “lavagem” dos cornos uterinos era feita com o uso de meio de coleta, um
liquido chamado PBS, que ¢é ideal para esses procedimentos, o qual ndo causa dano
algum aos possiveis embrides ali presentes. Lavava-se cada corno uterino
aproximadamente 10 vezes, massageando levemente, utilizando-se 500ml de PBS
para cada. O PBS deve estar numa temperatura de 25 a 30 graus Celsius
(ambiente). Eram mantidos 2-3 cm de liquido no filtro durante a lavagem, para que
as estruturas ndo grudassem no fundo, e, ao final, o filtro com as estruturas

coletadas seguia para o laboratério.
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FIGURA 7 - llustracdo de estruturas envolvidas no procedimento de coleta de embrides, durante o
estagio obrigatdrio realizado na empresa Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a
18/11/2014. Fonte: Produgado de embrides bovinos in vivo e in vitro (2012).

ApoOs a lavagem uterina, o filtro (EZ filter) seguia para o laboratorio onde era
realizada a procura dos embrides. Realizavam-se, no minimo, duas procuras
completas removendo todas as estruturas viaveis e inviaveis (od6citos néo
fertilizados, por exemplo) encontradas. Os embrides viaveis encontrados eram
avaliados e classificados segundo suas qualidades, dentro dos critérios da IETS
(International Embryo Transfer Society; STRINGFELLOW e GIVENS, 2010):

EXCELENTE ou BOM (Grau ) — estagio de desenvolvimento corresponde ao
esperado; massa embrionaria simétrica e esférica com blastdmeros individuais que
sdo uniformes em tamanho, cor e densidade; forma regular, a Zona Pelucida (ZP)
nao deve apresentar superficie cdncava ou plana, deve ser lisa e, preferencialmente
intacta; menos de 15% de células extrusadas.

REGULAR (Grau Il) — estagio de desenvolvimento corresponde ao esperado;
forma regular, ZP intacta ou néo, irregularidades moderadas na forma geral da

massa embrionaria ou no tamanho; pelo menos de 50% das células compdem
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massa embrionaria viavel; menos de 15% de células extrusadas.

POBRE (Grau Ill) — estagio de desenvolvimento ndo corresponde ao
esperado; irregularidades maiores na forma geral da massa embrionaria ou no
tamanho; menos de 75% das células degeneradas; pelo menos 25% das células
compdem massa embrionaria viavel.

MORTO OU DEGENERADO (Grau IV) — estagio de desenvolvimento nao
corresponde ao esperado, embrido em degeneragao; massa embrionaria de menos

de 25% de todo material celular presente no interior da ZP.

Classificacdo de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com a qualidade morfolégica

Embrides de qualidade excelente

EmbriGes f’e qualidade boa Embrides de qualidade regular
Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 1 Cédigo IETS: 2
-

Comentérios: EmbriGes sem defeitos morfolégicos Comentérios: Embrices com uma ou poucas célu- Comentérios: Embrides com maior nimero de alte-
ou extrusbes celulares, e estadio de desenvolvimen- las de extrusdo ou discretas alteracoes de colora- ragdes morfolégicas ou extrusdes celulares, mas
to compativel com perfodo pés-ovulacdo, Méaximo cdo. Potencial de desenvolvimento semelhante ao com pelo menos 50% da massa celular integra e
potencial de desenvolvimento a fresco ou criopre- embrido grau |, podendo também ser criopreserva- mostrando sinais de desenvolvimento.
servado. do,

Embrides de qualidade pobre Embrides degenerados

Odcitos nao fecundados

Cédigo IETS: 3 Cédigo IETS: 4
Comentarios: Extrusdes ou fragmentagdo compro- C aris Embrides com p i defi- § Comentarios: Odcito sem sinais de clivagem, apre=-
metendo mais que 50% da massa celular, e dificul- nitivo da massa celular, com blastémeros de tama- | sentando graus variados de retracdo, pulverizagio
tando a classificacéio das células vidveis. Potencial nhos variados apresentando sinais de degeneracdo | ou sedimentagéo do citopl No menor aumento
de desenvolvimento significativamente reduzido. celular, picnose, fragmentagéo e alteragdes de cor. podem ser confundidos com mérula compacta ou Bi.

FIGURA 8 - llustracdo da classificagdo de embrides segundo a IETS (International Embryo Transfer
Society), usada durante o estagio obrigatério realizado na empresa Sexing Technologies, no periodo
de 04/08/2014 a 18/11/2014. Fonte:IETS (International Embryo Transfer Society).
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Além desta classificagdo de qualidade pelos critérios da IETS, os mesmos
também sao classificados de acordo com suas morfologias (também pela IETS),
podendo ser: mérula (nimero 4), blastocisto inicial (nidmero 5), blastocisto (numero

6), blastocisto expandido (numero 7), embrido em eclosédo (numero 8).

Classificacao de embrides bovinos produzidos in vivo de acordo com o estadio de desenvolvimento

Moérula
Fase esperada: dias 5,5-6,0 do ciclo
Caracteristicas: Blastdémeros ainda
evidentes, porém nao é mais possivel
determinar ndmero exato. Massa de
células ocupa maior parte do espaco
dentro da zona peltcida. Periodo
caracterizado pelo fim da fase de
celularizacdo e da trans icdo materno
8 - 12 Células Morula zigética e inicio do processo de

Cédigo IETS: 2 Codigo IETS: 3 compactagio.

Mérula Compacta
g Fase esperada: dias 6,0 a 6,5 do ciclo
Caracteristicas: Compactacdo torna a
massa de células coesa, dificultando
individualizagdo dos blastémeros, e causa
retracdo do embrido em relacdo a zona
peltcida, com aumento do espaco
3 - perivitelinico. Formacdo de juncoes de
i adesdo e de oclusdo entre as células,

Moérula Compacta preparando o embrido para a formagao da
Codigo IETS: 4 blastocele.

Blastocisto Inicial

Fase esperada: dias 6,5 a 7,0 do ciclo
Caracteristicas: Blastémeros criam
gradiente osmético que atrai 4gua para o
espaco intercelular, iniciando a formacao
de uma cavidade denominada blastocele.
Perda da totipoténcia, com a formacéo de
duas populagoes celulares distintas: o
trofoblasto, que re veste a blastocele, e a

Blastocisto Inicial massa celular interna (MCI), lateral &
Cédigo IETS: 5 blastocele.

Blastocisto
Fase esperada: dias 7,0 a 7,5 do ciclo
Caracteristicas: Blastocele aumenta de
tamanho, tornando -se proporcionalmente
maior que a massa celular interna e
ocupando gradualmente todo o espaco
perivitelinico. Trofoblasto sofre
diferenciacdes morfolégicas e funcionais
. associadas a captacao de nutrientes,
Blastocisto enquanto as cél ulas da MCI mantém

Cadigo IETS: 6 potencialidade.

Blastocisto Expandido
Fase esperada: dias 7,5 a 8,0 do ciclo
Caracteristicas: Expansdo da blastocele
causa aumento de tamanho do embrido e
progressiva redugao na espessura da
zona peldcida (ZP). Maior
desenvolvimento do trofoblasto, a MCI é
visivel depende ndo da posicao do
embrido. Rompimento da ZP car acteriza a
do eclosdo, com oe mbrido entrando em

Codigo IETS: Codigo IETS: 8 contato direto com os tecidos maternos.

FIGURA 9 - llustracdo da classificagdo de embrides segundo a IETS (International Embryo Transfer
Society), usada durante o estagio obrigatério realizado na empresa Sexing Technologies, no periodo
de 04/08/2014 a 18/11/2014. Fonte:IETS (International Embryo Transfer Society).



25

4.11. CONGELACAO DE EMBRIAO

ApOs a coleta e analise desses embrides, era chegada a hora de congelar
aqueles que tinham as melhores caracteristicas, ou seja, embrides graus 1 e 2.

Usava-se uma placa que continha 6 pogos, os quais eram preenchidos com
holding (meio rico para lavagem desses embrides). O primeiro passo era colocar
todas as estrututas encontradas na coleta no poco 1. O segundo passo era passar
as estruturas boas (embrides grau | e grau Il) para o segundo pogo (entdo sabia-se
quantos embrides seriam congelados, portanto eram feitas as etiquetas que vao em
cada palheta de embrido, as quais mostram nome de pai e méae, além de grau do
embrido, etc). O terceiro passo era executar a lavagem desses embrides em pogos
com tripsina (2 pogos sendo trinta segundos em cada um) e, para finalizar, lavava-se
mais cinco vezes em pogos de holding.

Com os embrides ja lavados, o quarto passo era montar as palhetas,

composta de acordo com a imagem abaixo.

L © [N
I | N T

Meio Ar Meio + Embrido Ar Meio Bucha

FIGURA 10 - llustragdo do envasamento do embrido na palheta, usado durante o estagio obrigatério
realizado na empresa Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014. Fonte: Produgéo
de embrides bovinos in vivo e in vitro (2012).

O meio que compunha a palheta era o etileno glicol, e esta recebia uma
“tampa” na extremidade oposta da bucha, chamada de rollts (levava a etiqueta do
embrido com os dados do mesmo).

Em seguida, estes embrides que ja se encontravam nas palhetas, eram
colocados na maquina de congelagéo, previamente ajustada a -6,5 graus Celsius.
Ap06s colocar a ultima palheta dentro da maquina, eram contados dois minutos, para
que se pudesse iniciar um processo chamado cristalizagao.

Essa cristalizagdo nada mais era do que colocar um swab com ponta

congelada por nitrogénio liquido na parte da palheta que continha ar (o nitrogénio do
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swab comeca a congelar o restante da palheta lentamente, atingindo o embrido).
Quando se cristalizava a ultima palheta, o cronédmetro contava dez minutos, e
entdo o processo de congelacdo era reestabelecido na maquina que estava a -6,5
graus Celsius.
Por fim, esta maquina passava por uma queda de temperatura de um grau a
cada cinquenta segundos, até atingir -32 graus Celsius (esse procedimento final
durava em torno de 40 minutos). Ai, entdo, os embrides estavam congelados e

prontos para serem acondicionados em tanques de nitrogénio liquido.

4.12. INOVULACAO DE EMBRIAO

A transferéncia dos embrides coletados ou produzidos pela FIV, durante o
periodo de estagio, aconteceu com grande frequéncia, ja que a demanda de vacas
aspiradas e/ou superovuladas era grande.

Assim que as receptoras entravam no “shut”’, as mesmas eram contidas e,
através da palpagao retal acompanhada de ultrassonografia sabia-se qual ovario
tinha ovulado. As receptoras deveriam estar sincronizadas com a idade do embriao,
ou seja, se o0 embrido tinha 7 dias, a receptora deveria ter ciclado 71 dias atras.

Se a receptora estava apta a receber o embrido, era anestesiada de maneira
epidural caudal, com lidocaina, usando 5ml. O responsavel pela inovulagdo do
embrido localizava o ovario que tinha corpo luteo, ja que a TE ou inovulagéo consiste
na deposicdo do embrido no terco médio-final do corno uterino ipsilateral ao corpo
luteo. Utilizando aplicador semelhante ao utilizado na inseminagao artificial, passa-
se a cérvix, realizando-se a inovulagcdo o mais cranialmente possivel, na luz do
corno uterino ipsilateral ao CL.

Durante o estagio foram realizadas 2000 inovulagdes.
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FIGURA 11 - llustracdo dos inovadores de embrido ja montados, durante o estagio

obrigatério na empresa Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014.

4.13. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIV)

As diversas vantagens e aplicagbes da produgao in vitro de embrides (PIV)
estao relacionadas a: determinagao e controle do sexo dos produtos; aumento da
eficiéncia dos programas de producdo; rapidas e melhores possibilidades para
executar programas de cruzamento; avaliacdo do efeito materno sobre a
descendéncia; rapida multiplicacdo de racas; facilidade de importagao e exportagao
de material genético da fémea; formagdo de bancos de gametas congelados;
aumento da eficiéncia do sémen congelado de alto valor genético; e estudo e
desenvolvimento de outras biotécnicas reprodutivas a partir da micromanipulagao de
gametas e embrides (GONCALVES et al., 2002).
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4.13.1. RECUPERACAO DE OOCITOS

O primeiro passo para que se possa produzir embrides em laboratorio é fazer
a aspiracao folicular nas doadoras, ou seja, tentar da melhor maneira possivel
aspirar os foliculos presentes nos ovarios, para que haja a recuperagao de odcitos,
preferencialmente viaveis.

Essa aspiragdo acontecia, de segunda a quinta feira, sendo que as doadoras
geralmente eram das ragas Holandés, Brahman e Senepol.

A aspiragao folicular, propriamente dita, ocorria da seguinte maneira: a
doadora era contida em estagao; era feita a retirada das fezes do reto e logo uma
anestesia epidural com 5 ml de lidocaina; a vulva era limpa com alcool e papel
toalha; e em seguida a probe de aspiragéo era introduzida pela vulva até o fundo da
vagina (a mao do aspirador que esta no reto tem fungédo de segurar o ovario durante

a aspiragao, ja a probe faz a imagem e punciona os foliculos presentes).

FIGURA 12 - llustracdo da aspiragao folicular, realizada durante o estagio obrigatério na
empresa Sexing Technologies, no periodo de 04/08/2014 a 18/11/2014. Fonte: Producgéo
de embrides bovinos in vivo e in vitro (2012).
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Havia uma bomba de vacuo com pressao de 100mmHg que fazia com que o
liquido presente nos foliculos, apos a puncgao, viesse através do sistema e chegasse

até o tubo, o qual era encaminhado ao laboratério.
4.13.2. CLASSIFICACAO DE OOCITOS

Era realizada a busca dos odcitos para que houvesse a classificacdo dos
mesmos, sendo estes classificados em viaveis (grau |, grau I, grau lll), e no viaveis
(desnudos, expandidos, atrésicos e degenerados).

Odcito grau |: ha a presenga de mais de trés camadas de células do cumulus
e 0 mesmo é compacto; ooplasma uniforme de coloragdo marrom e que preenche
todo o espaco até a zona pelucida.

Odcito grau Il: oécitos com menos de trés camadas de células do cumulus.
Ooplasma com granulag¢des distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais
concentradas no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um so6 local
aparentando uma mancha escura. O ooplasma preenche todo espaco interior da
zona pelucida (LEIBFRIED E FIRST, 1979).

Odcito grau lll: o6citos com uma ou duas camadas de células; podem ou nao
apresentar o ooplasma retraido; coloragdo ndo homogénea.

Odcito desnudo: ndo apresenta nenhuma camada de células ao seu redor;
ooplasma pode estar ou nao retraido.

Odcito expandido: células do cumulus nao estdo compactas, e normalmente o
ooplasma ja se encontra mais fragmentado.

Odcito atrésico: as células do cumulus ja estdo expandidas formando
granulos; ooplasma normalmente retraido com aspecto degenerado.

Odcito degenerado: sao odcitos que apresentam citoplasma claro, retraido,

fragmentado.

4.13.3. MATURACAO DE OOCITOS

Para que o odcito esteja apto a ser fecundado e posteriormente se
desenvolver até o estagio de blastocisto, precisa ser maturado e, durante essa fase,
sofrer diversas transformacgdes, tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo.

O processo de maturagao consiste na evolugao dos odcitos da fase proéfase |
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para metafase Il, sendo que nessa fase estao aptos a serem fertilizados.
O periodo de maturacido in vitro varia de 18 a 24 horas em atmosfera
controlada contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada (GONCALVES et al.,

2007).

4.13.4. FERTILIZAGAO IN VITRO (FIV)

Passado o periodo necessario para que ocorresse a maturagido dos oocitos,
0os mesmos eram transferidos para um meio de fertilizacdo (o qual contém
componentes importantes para a capacitacdo dos espermatozoides), era chegado o
momento de fertiliza-los.

O sémen a ser utilizado, passava por um processo de centrifugacéo (a
técnica de preparo do sémen para a FlV, varia de acordo com o tipo de sémen,
sendo ele convencional, sexado ou revertido) que tem por finalidade separar os
espermatozoides vivos dos mortos, além de separar o plasma seminal, os
crioprotetores e qualquer tipo de sujidade que possa estar presente. Apds a
centrifugacdo deste sémen, o sobrenadante era retirado, e o pellete avaliado; se
estivesse com boa qualidade era, entdo, usado para a fertilizagao.

O co-cultivo (espermatozoide e 06cito) € realizado em temperatura de 39°C,

atmosfera com 5% de CO2 e umidade saturada.

4.13.5. CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES

Apds 18 a 24 horas da fertilizagédo, era realizada uma limpeza nos zigotos
para a retirada de células mortas, espermatozoides mortos e/ou vivos; apds essa
limpeza (lavagem dos zigotos), passava-se 0s mesmos para uma placa de cultivo, a
qual tem um meio que proporciona o crescimento e desenvolvimento embrionario.

Passadas aproximadamente 24 horas, estes zigotos eram reavaliados
(chamado de D2), e os que apresentavam clivagem eram transferidos para outro
meio de cultivo, no qual as estruturas (futuros embrides) eram mantidas até o dia da

transferéncia.
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4.13.6. VITRIFICACAO DE EMBRIOES

Decorrido todo o procedimento de producéo in vitro de embrides, estes eram
levados para serem inovulados nas receptoras previamente sincronizadas. Porém,
ha vezes em que faltavam receptoras ou o cliente desejasse que seus embrides
fossem congelados. Ai entra o processo de vitrificagdo destes embrides.

O principio da vitrificacdo consiste em submeter os embrides 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 (gel amorfo), sem a formacéo de
cristais de gelo intra e extracelular (KASAI, 1996).

A vitrificacdo evita a formacédo de cristais de gelo intracelulares e
extracelulares que sdo os responsaveis pela danificacdo das membranas e
organelas celulares. Esse processo é determinado pelo uso de crioprotetores de alta
concentragao e rapidas taxas de resfriamento e aquecimento (PAPADOPOULOS et
al., 2002).

Na pratica, existem diversas misturas de crioprotetores intracelulares e
extracelulares que vem sendo usados e aprimorados para um melhor resultado
(DOBRINSKY, 2002).

A empresa realizava a vitrificagdo de seus embrides com um protocolo
especifico, o qual ndo tinhamos acesso, e, apds todo o procedimento, os mesmos

eram armazenados em um botijao com nitrogénio liquido.
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5. CONCLUSAO

Os dias vividos durante este estagio serviram como grande bagagem em
minha formacao, pois la pude conhecer muitas pessoas e profissionais da area,
além de adquirir conhecimentos que complementaram as atividades e informacdes
fornecidas pela Universidade Federal do Parana.

O mesmo serviu para aumentar o desejo de trabalhar na area escolhida, pois
pude colocar em pratica muitos conceitos adquiridos e percebi que, apesar da pouca
experiéncia, sinto-me apto a iniciar neste mercado de trabalho.

Os conhecimentos oferecidos pela UPFR foram de suma importancia, porém
notei que em certas ocasides as situagdes encontradas a campo se confrontam, e
nessas horas precisamos usar o que temos em maos, esquecendo toda a estrutura
que havia na universidade e buscando uma melhor saida e resolugédo para o
problema.

As biotécnicas da reprodugao estdo em constante avancgo, principalmente no
Brasil quando falamos em Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) ou
Transferéncia de Embrides (TE), sendo este um mercado promissor para nés que
estamos a um passo de ser Médicos Veterinarios.

A escolha da area de estagio € essencial para o académico focar e se dedicar
mais na area em que pretende atuar. Levando isso em consideragdo, um bom
estagio curricular depende da sua escolha, pois s6 conseguira se dedicar ao maximo
e trabalhar com atencdo e satisfacdo nas areas de afinidade e/ou interesse
profissional.

Por fim, conclui-se que as biotécnicas acompanhadas durante o estagio
curricular obrigatorio realizado na empresa Sexing Technologies, deixaram evidente
a excelente relagdo custo-beneficio das mesmas, quando bem aplicadas e
executadas, levando a producdo de embrides que trazem um grande avango a
genética de um rebanho. Este estagio ficara marcado na minha formacéo
profissional. La obtive muitos conhecimentos e claro, também fiz amizades, as quais

levarei comigo durante esta nova etapa que esta se iniciando.
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6. SUGESTOES

Dentro do estagio curricular obrigatério, minha sugestdo é mudar o horario de
trabalho com os animais da ragca Holandesa, pois 0os mesmos sofrem
demasiadamente com o clima da regido (College Station, TX), onde as vezes tem-se
a marca de 43 graus Celsius. Esse estresse térmico prejudica de maneira acentuada
a questao reprodutiva destas fémeas (resposta a protocolos hormonais, por

exemplo), e uma opgao seria maneja-las nos horarios mais frescos do dia.
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