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1. Introducéo

O cenario da pecuaria mundial € de constantes evolugdes, tanto cientificas
quanto tecnoldgicas. O Brasil é responsavel por boa parte dessas evolugdes,
apresentando a todo o momento novos estudos e excelentes resultados em diversas
areas da cadeia produtiva bovina. Em 2012, o rebanho bovino Brasileiro alcancou a
cifra de 209 milhdes de cabegas, colocando o pais como segundo maior produtor de
carne bovina do mundo (ABIEC, 2012).

Os estudos na area da reproducdo animal contribuiram para sucesso do
Brasil no contexto mundial, ajudando a desenvolver e aprimorar as biotecnologias da
reproducdo animal, que visam aumentar a eficiéncia reprodutiva e aproveitar o
maximo do potencial genético dos animais. A reprodugdo animal constitui-se num
dos fatores de maior importancia que afeta diretamente a eficiéncia e a rentabilidade
dos sistemas produtivos (NEVES et al, 2010).

Segundo Bertolini (2009) os avangos biolégicos e tecnoldgicos
proporcionaram o desenvolvimento de quatro geragdes de tecnologias de
reproducao assistida para os animais. A 1° Geracao — inclui: Inseminacgao artificial,
criopreservacao de gametas e embrides; a 2° Geragdao compreende: superovulagao
e transferéncia de embrides; na 3° Geragcao encontra-se a sexagem espermatica e
embrionaria, a recuperacgao de ovocitos e a fertilizagao in vitro; a 4° Geragao envolve
a clonagem por transferéncia nuclear de células embrionarias ou somaticas, a
transgenia e a biologia de células-tronco. Hoje em dia, a industria da reproducéao
animal movimenta no mundo valores em torno de 5 bilhdes de dolares (NOGUEIRA
etal, 2012).

Atualmente, uma ferramenta da biotecnologia da reproducdo que tem
despertado interesse é a produgéo in vitro de embrides (PIVE). Os avancgos obtidos
nas biotecnias reprodutivas ao longo dos anos permitiram uma maior participagao da
fémea bovina no processo de melhoramento genético do rebanho. Isso porque 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, entretanto, uma das principais



desvantagens da PIVE ainda esta na baixa produgdo e qualidade de embribes
(GONCALVES et al., 2007) levando a baixas taxas de gestagdo apds inovulagao,
além do elevado custo de produgcdo de cada embrido. No ano de 2011 foram
produzidos in vitro um total 453,471 mil embrides dos quais o Brasil produziu
312,116 mil, sendo destaque e lider mundial nessa area (IETS, 2012).

Um bom exemplo, de sucesso em pesquisas sobre a reproducao animal € a
Embrapa, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. A Embrapa vem investindo
no desenvolvimento de técnicas biotecnoldgicas para estudos de reprodugao animal
desde a década de 80, com o objetivo de melhorar a eficiéncia da producédo de
carne e leite, bem como a conservagdo de Recursos Genéticos Animais. O Centro
de Transferéncia de Tecnologia de Ragas Zebuinas com Aptidao Leiteira (CTZL) é
uma unidade da Embrapa, localizada em Brasilia que realiza diversos estudos sobre
as tecnologias da reprodugéo animal. O CTZL tem como objetivo, a popularizagéo e
difusdo de biotecnologias e tecnologias de ponta, melhoramento genético do
rebanho zebuino leiteiro, difusdo de ragas adaptadas ao ambiente tropical e
preservacao de espécies ameagadas de extincdo (EMBRAPA).

Baseado nessas informagdes, este trabalho teve como obijetivo principal
relatar as principais atividades desenvolvidas no Centro de Transferéncia de
Tecnologia de Ragas Zebuinas com Aptidao Leiteira (CTZL) durante o periodo de
abril a julho do ano de 2013, em um total de 480 horas de estagio supervisionado,
assim como descrever os procedimentos de duas das principais biotécnicas

aplicadas a reproducao animal, a produgao de embrides in vivo € in vitro.



2. Reviséao Bibliografica

2.1. Fisiologia do ciclo estral

O ciclo estral na vaca € caracterizado por modificagdes ciclicas e
morfolégicas em seus 6rgaos reprodutivos e comportamento sexual, tendo duragao
de 18 a 24 dias, com média de 21 dias (NEVES et al.,2010).0s estudos relacionados
a fisiologia e endocrinologia do ciclo estral da vaca foram intensificados a partir do
advento da ultrassonografia, no qual se constatou que o padrédo de crescimento
folicular se da através de ondas, 2 a 3 por ciclo, (Figuras 1, 2 e 3) (GINTHER et al.,
1989). Martins (2007) ressalta que ha diferengas entre a dinamica folicular de Bos
taurus e Bos indicus. Uma das particularidades observadas entre zebuinos e
taurinos corresponde ao numero de ondas de crescimento folicular durante o ciclo
estral. Estudos realizados mostram que animais da raca Holandesa demonstraram
predominancia de duas e trés ondas de crescimento folicular por ciclo estral de
acordo com Savio et al. (1988) . Em zebuinos estudos apresentam maior incidéncia
de ocorréncia de 3 ondas foliculares, podendo ser observada a presenca de até 4
ondas de crescimento folicular por ciclo estral de acordo com (RHODES et al.,1995).
O conhecimento desses eventos permitiu e esclareceu varios pontos da
endocrinologia do ciclo estral.

Durante o ciclo estral ocorrem importantes alteragdes no cortex ovariano que
incluem crescimento e atresia de varios foliculos antrais até o aparecimento do
foliculo ovulatério, bem como a formagao e lise do corpo luteo (CASTILHO, 1999). O
crescimento folicular na espécie bovina exibe padrao continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos (MATTON, et al., 1981; WOOLUMS; PETTER, 1994)
que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade (EVANS, et al., 1997) e continua
na vida reprodutiva até a senilidade (HAFEZ, 1993).

Este processo continuo de crescimento e regressédo dos foliculos, que leva
ao crescimento do foliculo pré-ovulatério, € conhecido como dindmica folicular,
enquanto que o padrao de crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos
€ denominado onda de crescimento folicular (LUCY, et al., 1992). Cada onda de
crescimento folicular é dividida em quatro fases: emergéncia, sele¢gdo, dominéancia e
atresia ou ovulacdo. A emergéncia de uma onda € caracterizada por um crescimento

de mais de 20 foliculos pequenos que sao estimulados pelo FSH (REIS, 2004). A



concentracdo de FSH atinge seu pico quando o maior foliculo denominado
dominante (FD) atinge o tamanho de 4 a 5 mm (NASSER, 2006).

L
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Figura 1: fases do Crescimento Folicular bovino em uma onda.
Fonte: Tecnopec

Figura 2: Fases de crescimento folicular bovino com 2 ondas
Fonte: Tecnopec

iP4; TE2; TLH

Figura 3: Fases de crescimento folicular bovino com 3 ondas.
Fonte: Tecnopec



O ciclo estral é regulado por mecanismos enddocrinos e neuroenddécrinos que
sdo os hormonios hipotalamicos, as gonadotropinas produzidas pela adenohipofise e
os esteroides secretados pelos ovarios. O controle da secre¢cdo das gonadotropinas
durante o ciclo estral exige um delicado balango entre as complexas interacdes
hormonais. Nucleos hipotalamicos secretam GnRH, que através de um sistema
circulatorio especial, chamado sistema porta hipotalamico-hipofisario, estimulam a
adenohipofise a secretar o hormoénio luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo
estimulante (FSH), que via corrente circulatéria promovem a sintese de estrégeno e
progesterona pelos ovarios. Estes dois ultimos exercem influéncia, através de
mecanismos de feedback positivo ou negativo, diretamente na hipéfise ou no
hipotalamo, tornando possivel a continuidade dos eventos ciclicos que caracterizam
o ciclo estral (HAFEZ, 2004).

Os horménios estradiol (E2) e progesterona (P4) sdo produzidos pelas
estruturas do ovario (foliculo e corpo luteo, respectivamente) e estdo ligados a
manifestagéo do cio e manutencado da gestacéo (VALLE,. 1991).

O periodo de desenvolvimento folicular, ou fase folicular, pode ser dividido
em proestro e estro. O periodo de proestro, com duragdao de dois a trés dias, é
caracterizado pelo declinio nos niveis de progesterona, pelo desenvolvimento
folicular e pelo aumento dos niveis de estradiol no sangue. Nessa fase, a liberacao
do GnRH pelo hipotalamo estimula a secrecdo de FSH e LH da glandula pituitaria.
Os elevados niveis de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos e,
em sinergismo com o LH, estimulam a sua maturacéo. A medida que o foliculo se
desenvolve, aumenta a produgdo de estradiol pelos mesmos, e apds uma
determinada concentragao, o estradiol estimula a manifestacdo do cio e a liberagao
massiva do LH, dando inicio a segunda fase, cuja duragéo varia de 6 a 18 horas. No
periodo de estro, a ocorréncia de elevados niveis de estradiol, além de induzirem a
manifestacdo do cio, sdo também responsaveis pela dilatagdo da cérvice, sintese e
secre¢ao do muco vaginal e o transporte dos espermatozoides no trato reprodutivo
feminino. Durante o periodo de manifestagao do cio, a vaca ou novilha fica inquieta,
monta e deixa-se montar por outras vacas, reduz o apetite, diminui a produgao de
leite e apresenta corrimento muco vaginal claro e viscoso (VALLE,.1991)

Ap6és o término da manifestacdo do cio, tem inicio o periodo de

desenvolvimento do corpo Iuteo, ou fase luteinica. A fase luteinica pode ser



subdividida em metaestro e diestro. O metaestro, com duracdo de dois a trés dias,
tem como caracteristica principal a ovulagdo que € a liberagao do 6vulo pelo foliculo.
Em bovinos, a ovulagdo ocorre geralmente de 12 a 16 horas apds o término do cio.
Apods a ruptura do foliculo as células da parede interna do foliculo se multiplicam
dando origem a uma nova estrutura, denominada corpo luteo ou corpo amarelo. O
corpo luteo produz progesterona, que € o horménio responsavel pela manutengao
da gestacao. O diestro se inicia quando o CL esta formado e se mantém em pleno
funcionamento. Ha o aumento da concentragdo de Progesterona (P4) até o 12° dia
do ciclo quando entdo se estabiliza e se mantém até o 17° dia do ciclo. A partir dai
ha o declinio brusco dessa concentragdo pela agdo da Prostaglandina (PGF 2a)
(ALBUQUERQUE et al.,2004).

A emergéncia da primeira onda folicular € observada em torno de um
dia e meio apos a ovulagédo (ADAMS, et al., 1992; GINTHER, et al., 1997) quando
um conjunto de foliculos antrais dependentes de FSH comeca a se desenvolver. Foi
observado um aumento na concentragao plasmatica de FSH que antecede 1 a 2
dias a emergéncia de cada onda folicular (ADAMS, et al., 1992; GIBONS; GINTHER,
1999). Em torno de 3 a 4 dias apos a emergéncia da onda, o FSH reduz para niveis
basais e o futuro foliculo dominante é selecionado, continua seu crescimento,
enquanto o restante dos foliculos detém seu crescimento ou regride e sdo chamados
de subordinados (GINTHER, et al., 2000). Cada onda ¢é caracterizada pelo
crescimento simultadneo de cinco a sete foliculos antrais de um “pool” de foliculos
>5mm, sendo que um destes cresce mais rapidamente enquanto os outros regridem.
Esse foliculo continua seu crescimento até atingir o didametro de aproximadamente
15mm em taurinos, permanecendo com este tamanho por dois a trés dias antes da
regressao, quando entdo se inicia uma nova onda de desenvolvimento. Se a fase de
crescimento coincide com a lutedlise, o foliculo sofre uma rapida maturacédo pré-
ovulatéria e a ovulacéo (HAFEZ, 2004).

O completo mecanismo da dominancia folicular ainda ndo esta totalmente
esclarecido, porém sabe-se que varios fatores de crescimento estdo envolvidos
neste processo complexo e ndao somente as gonadotrofinas como o LH e FSH
(NEVES et al., 2010). Nas diferentes fases do ciclo estral, existe nos ovarios um
numero de foliculos entre 200 e 400 que se encontra em fase de crescimento;
destes, 25 a 50 sao foliculos terciarios, dos quais 1 sera selecionado como foliculo

dominante, adquirindo caracteristicas para realizar a maturacao e a ovulagao (Prado



et al., 2007).No foliculo dominante, o crescimento em dimensdo e o aumento da
producao de estradiol sdo acompanhados por uma diminui¢do nos niveis de inibina,
ativina e IGFBP (proteinas ligadoras do fator de crescimento semelhante a insulina)
e aumento do IGF-1 livre (FORTUNE et al., 2001). O IGF-1 é capaz de estimular a
proliferagdo e diferenciacdo das células da granulosa e o aparecimento de
receptores de LH nestas células (ARMSTRONG et al., 1996; SPICER & STEWART,
1996). Depois de estabelecida a dominancia, se os niveis de P4 estiverem altos,
inibindo assim a pulsatilidade do LH, o foliculo dominante nao ira ovular e entrara em
atresia, iniciando uma nova onda folicular (ADAMS et al., 1992). Entretanto, quando
os niveis de P4 estdo baixos pela regresséo luteal, o foliculo dominante tem seu
crescimento terminal, liberando maiores quantidades de E2 para circulagcao
sanguinea. O E2, através do feedback positivo, estimula os picos do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e consequentemente de LH, levando a
ovulagdo (GINTHER et al., 2001). Caso ndo ocorra fecundagdo a PGF2a
(Prostaglandina F2a) é liberada pelo utero levando a lutedlise e um novo ciclo se

iniciara.

2.2. Superovulagéo

A utilizacdo de farmacos na area reprodutiva, mais especificamente os
horménios, sofreu progresso significativo na ultima década, de modo que,
atualmente, eles sao intensamente estudados. Mediante os farmacos é possivel
incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos de corte e de leite, utilizando-se a
hormonioterapia, tanto para o tratamento individual, no caso das afec¢bes ovarianas,
quanto o de rebanhos, como, por exemplo, programas de inseminacgao artificial ou
mesmo de superestimulagdo ovariano em animais de elevado valor genético e que,
evidentemente, deve ser otimizado o seu aproveitamento (KOZICKI et al., 2005).

O tratamento para superovulagcdo (SOV) é um procedimento fundamental
para a obtencao de multiplos embrides em bovinos, sendo os resultados diretamente
relacionados ao numero e qualidade de estruturas obtidas (GEARHEART et al,,
1989). A SOV é o aumento do numero fisioldgico de ovulagbes, proprio de cada
espécie, provocado através da administragdo exdgena de gonadotrofinas. Nos

bovinos, considera-se que houve resposta ao tratamento quando se consegue mais



de duas ovulagbdes (PFEIFER et al., 2005). A SOV, portanto, € um método de
estimular diversos foliculos terciarios a se desenvolverem até o estagio de pré-
ovulagdo, com subsequente ovulagdo (RASI, 2005). Os tratamentos com a
utilizacao de diferentes horménios estdo sendo testados e comparados. A finalidade
€ encontrar o melhor protocolo que possa ser empregado em maior escala, com
menores custos e com resultados eficientes. Entre os agentes superovulatorios mais
testados esta a gonadotrofina coriénica equina (eCG), que, na década de 1970, foi a
principal gonadotrofina utilizada (ROWSON et al., 1972; BOLAND et al.,, 1978;
ALFURAIJI et al., 1993). Possui efeito semelhante ao FSH, apresenta a
conveniéncia de aplicacdo unica, devido a sua meia vida longa (GEARHEART et al.,
1989), mas os resultados sdo muito heterogéneos, com elevada incidéncia de cistos
e de embrides degenerados (ARMSTRONG et al., 1994).

O horménio mais utilizado a partir da década de 1980 foi o horménio
foliculo estimulante (FSH) extraido da pituitaria de suinos, ovinos e equinos
(DONALDSON, 1989)

Os primeiros protocolos utilizados em bovinos eram mais dificeis de serem
empregados, pois, dependiam de uma rigorosa observagao do ciclo estral, ja que o
momento da aplicagdo dos hormoénios interfere diretamente nos resultados dos
programas de estimulagéo ovariana.

A aplicacdo do FSH pode ser realizada mediante aplicacédo seriada no inicio
da 2a onda folicular, ou seja, entre os dias 9 a 12 do ciclo estral (GOULDING, et al.,
1990). A resposta ovariana a superovulagdo depende do numero de foliculos
sensiveis a gonadotrofina presentes no ovario e do estagio da onda folicular no
momento em que a aplicagdo de FSH ¢ iniciada (DRIANCOUT, 2001).

Os estudos realizados buscam novas alternativas que facilitem essa
manipulagédo do ciclo estral. A onda de desenvolvimento folicular em bovinos pode
ser controlada mecanicamente por ablagdo do foliculo com auxilio da
ultrassonografia, ou quimicamente pelos tratamentos com GnRH ou estradiol e
progesterona em combinagdo (BO et al., 2003). Um procedimento comumente
utilizado quando se manipula o ciclo estral é a aspiracdo do foliculo dominante com
auxilio de um ultrassom (BARROS et al., 2006; BURATINI et al., 2000; DE ROOVER
et al., 2008; MONTEIRO et al., 2009). Assim, um foliculo que esta destinado a
regredir, muda seu curso no prazo de 12 horas apds a remocgao do futuro foliculo



dominante (BEG et al., 2002). A associagéo da P4 ao E2 no inicio do protocolo faz
com que haja uma retroalimentacdo negativa no hipotalamo-hipofise, com isso
levando uma atresia dos foliculos ovarianos. Entretanto, com uma média de 3 a 4
dias, o E2 €& metabolizado, e com isso se da inicio a uma nova onda de
desenvolvimento folicular (RYAN et al., 1995).

Sa Filho et al. (2006) avaliaram o efeito da administragdo no DO de 2mg de
benzoato de estradiol (BE) ou de 5mg de Valerato de estradiol (VE) mais 3mg de
Norgestomet ou 72 dose de Valerato de estradiol (*2VE) no inicio do tratamento com
implante auricular de Norgestomet na sincronizagdo da emergéncia da onda folicular
em vacas e novilhas Bos indicus . Observaram efeito significativo no intervalo e na
dispersdo do momento da emergéncia da nova onda de crescimento folicular entre
os tratamentos. A média de emergéncia foi de 2,5; 4,2; 6,1 dias para BE, 2 VE e VE
respectivamente para novilhas. As vacas apresentaram meédia de emergéncia de
2,5; 3.1; 4,0 dias para BE, 2 VE e VE respectivamente.

A forma de aplicagdo do FSH também €& muito discutida. Os primeiros
protocolos recomendavam a administracado de um tratamento com doses multiplas, e
aplicacdo 2 vezes ao dia. O processo de estimulo ovariano para produgao de
multiplos foliculos requer uma série de 2 injegdes por 4-5 dias, devido a meia vida
curta do horménio (EISDEN et al., 1976; DEMOUSTIER et al., 1988). O método
tradicional de aplicacdo do horménio FSH é mais eficaz que o de uma dose unica,
mas se adicionado a um agente que promova a liberagdo do horménio lentamente
os resultados podem ser bastante interessantes (TRIBULO et al., 2011). A vantagem
da aplicacdo de uma unica dose é diminuir o0 manuseio dos animais, assim,
atenuando o estresse dos mesmos.

Alguns estudos foram realizados para comparar os diferentes métodos de
aplicacao do FSH. O trabalho de Tribulo et al. (2011) comparou alguns métodos, e
apresentou resultados satisfatérios utilizando a férmula de liberagédo lenta do FSH.
Neste experimento os pesquisadores testaram 3 protocolos, e verificaram que
tratamentos com doses mais elevadas de FSH resultou em maiores producdes de
embrides e que nao existe diferenga entre o tratamento com dose unica e o
tradicional. Lovie et al. (1994), citaram que a regido onde é aplicado o hormdnio

também influencia nos resultados. Um local com espessura de gordura subcutanea



10

maior apresentou resultados mais satisfatorios em comparagdo com regides de
menor espessura de gordura.

A desvantagem da administracdo do FSH é o seu periodo de meia vida
muito curta, mas a férmula de liberagdo lenta utiliza agentes que proporcionam uma
liberagdo gradativa do horménio. Estes agentes sdo geralmente polimeros, sdo
biodegradaveis e nao reativos para os tecidos, facilitando a utilizagdo em animais
(Sutherland, 1991). Tribulo et al. (2011), utilizaram como diluente em seus estudos o
acido hialurénico. O acido hialurénico € uma glicosaminaglicana encontrado no
utero, tecido conjuntivo, epitelial e nervoso, desempenha importante fungdo na
célula (BERGGVIST et al., 2005).

As eficiéncias dos protocolos de superovulacdo ndo dependem apenas dos
tratamentos escolhidos, € preciso observar outros fatores que influenciam nos
resultados. O escore corporal dos animais, 0 momento do ciclo estral que foi iniciado
o tratamento, a sanidade do rebanho e a m&o de obra utilizada.

Rodrigues (2012) ressalta, que a introdugdo de esquemas de ovulagdes
multiplas, recuperacao e transferéncia de embrides, mais conhecido como Mutiple
Ovulation and Embryo Transfer (MOET), junto com a criopreservagcdo de embrides
na década de 80, a bovinocultura passou a ter ferramentas para aumentar o nimero
de gestacdes de fémeas com alto mérito genético.

Apos a SOV, as doadoras sao inseminadas e a coleta dos embrides é
realizada aos 7 dias. Estes embrides poderao ser congelados ou transferidos para o

utero de receptoras, que levarao a gestacao a termo.

2.3. Producéo in vitro de embrides

Producao in vitro de embrides € uma biotécnica da reproducédo essencial
para pecuaria moderna. As diversas vantagens e aplicagdes da produgao in vitro de
embrides (PIVE) estdo relacionadas a: determinacdo e controle do sexo dos
produtos; aumento da eficiéncia dos programas de produgédo; rapidas e melhores
possibilidades para executar programas de cruzamento; avaliacdo do efeito materno
sobre a descendéncia; rapida multiplicacdo de racas; facilidade de importacédo e
exportacdo de material genético da fémea; formagdo de bancos de gametas

congelados; aumento da eficiéncia do sémen congelado de alto valor genético; e
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estudo e desenvolvimento de outras biotécnicas reprodutivas a partir da
micromanipulacado de gametas e embrides (GONCALVES et al., 2002).

A produgéo in vitro de embrides (PIVE) expandiu-se nas diferentes espécies
animais pouco tempo apos o nascimento de Louise Brown em 1978, na Inglaterra, o
primeiro bebé de proveta do mundo (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Em 1982,
nasceu o primeiro bezerro bovino produzido por fecundacao in vitro nos Estados
Unidos (BRACKETT et al., 1982).

A PIVE vem sendo gradativamente incorporada nos programas de
melhoramento animal, como técnica de multiplicagdo, sendo que seu uso vem
aumentando significativamente no pais. De fato, o Brasil hoje ocupa uma posicéao de
destaque no cenario mundial com consequente reconhecimento internacional, sendo
responsavel por quase 50% da produgédo mundial de embrides in vitro (NEVES et al.,
2010).

A PIVE compreende um conjunto basico de tecnologias de reprodugao que
envolve a obtencdo de ovocitos imaturos de foliculos ovarianos, maturagéo in vitro
(MIV), fecundacao in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de embrides (KANE, 2003).

2.4. Maturacao in vitro

A maturacado do ovdcito envolve transformacdes nucleares e citoplasmaticas
e esta ligada a uma serie de mudancgas estruturais e bioquimicas que tornam o
gameta feminino apto a ser fecundado e ter desenvolvimento embrionario
subsequente (RENESTO et al, 2004). As décadas de 60 e 70 foram muito
importantes para a PIVE, o conhecimento sobre as transformacgdes no estagio de
maturagao ovocitaria impulsionaram a utilizagado da técnica. A cinética da maturacao
nuclear de ovécitos bovinos foi estudada por Sirard et al. (1989). Os tempos
transcorridos em cada fase a partir da MIV foram os seguintes: de 10,3 a 15,4 horas
em Metafase |, de 15,4 a 16,6 horas em Anafase |, de 16,6 a 18 horas em Telofase |
e de 18 a 24 horas em Metéafase Il. Da mesma forma, Wehrend e Meinecke (2001)
encontraram tempos proximos ao descrito. Por esta razao, o tempo de cultivo mais
utilizado para maturagao in vitro é de 24 horas. A maturagdo inadequada, seja do
nacleo ou do citoplasma, inviabiliza a fecundagdo e aumenta a ocorréncia de

polispermia, de partenogénese e de bloqueio do desenvolvimento embrionario
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(MINGOTI, 2005). Em condig¢des in vivo a maturagao tem inicio logo apds o pico pré
ovulatério de LH enquanto que no caso da aspiragao folicular, este processo se
inicia logo ap6s a remog¢ao do ovécito do interior do foliculo ovariano (GARCIA,
2004).

Diferentes condi¢des de cultivo e protocolos ja foram testadas in vitro para a
maturacao de ovocitos e varios meios de maturagao, tais como fluido sintético de
oviduto (SOF; GANDHI et al., 2000;), Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
Ham’s F-10, Ham’s F-12 (SMETANINA et al., 2000) e meio de cultivo tecidual 199
(TCM 199), tém sido utilizados. A grande maioria dos laboratérios tem optado pela
suplementagao do meio de maturagao com soro fetal bovino (SFB) e gonadotrofinas
(FSH, LH e Estradiol), em condi¢cdes controladas de atmosfera e temperatura
(NAGAL., 2001).

Segundo (ANTONIOLLI,.2005), o processo de producgao in vitro de embrides
envolve diversas etapas criticas, dentre elas a maturagao in vitro propriamente dita.
Todas as variaveis anteriores a maturacdo in vitro tais como a manutencédo da
temperatura no transporte dos ovarios, o tempo entre o abate e o inicio do
procedimento de aspiragao folicular, o tamanho do foliculo, os estagios de
desenvolvimento dos ovdcitos, o diametro e homogeneidade dos ovdcitos e COCs
(complexos cumulus-ovécitos), a composi¢cao do meio MIV e os hormdnios podem
alterar significativamente os resultados de producgao.

Apos vinte a vinte e quatro horas de incubagido, os ovdcitos tem sua
maturagdo completa com o evento de extrusdo do primeiro corpusculo polar
tornando-se aptos ao evento seguinte da PIVE, a fecundacgao in vitro (FIV, GALLI et
al., 2003).

A MIV é realizada em incubadoras ou estufas com atmosfera de 5% de CO2

em ar, 38°C de temperatura e umidade saturada.

2.5. Fecundacéo in vitro

Até a década de 40, o conhecimento sobre a fecundacdo in vitro era
baseado no estudo de ovdcitos de estrelas do mar. Os invertebrados marinhos foram
primeiramente utilizados na pesquisa, porque, ao contrario dos mamiferos, a

fecundagao ocorre externamente ao sistema reprodutor da fémea (Gonsalves et al.,
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2002). Embora o primeiro estudo relativo a fecundagcdo em mamiferos tenha ocorrido
em 1935 (PINCUS e ENZMANN, 1935), até a década de 50 praticamente nenhum
sucesso tinha sido obtido. Austin (1951) e Chang (1951) observaram que, quando os
espermatozoides eram depositados no trato reprodutivo da coelha logo apds o
momento da ovulagdo, poucos ovécitos eram fecundados. Por outro lado, uma
propor¢gao muito grande de gametas era fecundada quando a inseminagao ocorria
na tuba uterina varias horas antes da ovulagao (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). Foi
postulado que os espermatozoides de algumas espécies mamiferas necessitavam
de algum tempo no trato reprodutivo feminino antes de adquirir a capacidade de
penetrar nos ovaocitos. Este conjunto de mudancgas foi denominado de capacitagéo
espermatica.

A capacitacado dos espermatozoides envolve diversas reag¢des bioquimicas e
mudancas estruturais da membrana plasmatica. Dentre as mudancgas que ocorrem
destaca-se o aumento da fluidez e permeabilidade da membrana plasmatica a fim de
facilitar a reagdo acrossomal para liberacdo das enzimas acrossomais que
promovem a digestdo da ZP (zona pelucida), facilitando a posterior fusdo dos
pronucleos dos gametas envolvidos. Para que essa alteragdo estrutural in vitro
acontegca sao adicionados agentes capacitadores como a heparina e o calcio
ionoforo (ASSUMPCAQO et al., 2002).

A fertilizagdo é realizada em temperatura de 39°C, atmosfera com 5% de
CO2 e umidade saturada. Os espermatozoides viaveis contidos em uma palheta de
sémen precisam ser separados do plasma seminal, crioprotetores, extensores e dos
espermatozoides mortos antes de serem co-cultivados com os ovdécitos. Em bovinos,
0s métodos de separagao espermatica mais utilizados sdo o gradiente de PERCOLL
e o0 swim-up. Apdés a separagdo, o0s espermatozoides sao diluidos numa
concentracdo de 1 a 5 x 106 espermatozoides/ml de meio (GONCALVES et al.,
2007). Devido a maior porcentagem de espermatozoides moveis recuperados e o
menor tempo necessario para sua realizagao, o método de Percoll € o mais utilizado
para a preparagao de espermatozoides bovinos a serem utilizados na FIV (PARRISH
et al., 1995). Em relagdo aos laboratorios, os sistemas de cultivo utilizados para
fecundacao in vitro apresentam muitas diferencas. No entanto, é imprescindivel que
0 meio empregado seja capaz de propiciar ao ovécito secundario e ao
espermatozoide condicbes ideais para que a penetracdo ocorra da forma mais
rapida possivel (GORDON, 1994).
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Os espermatozoides necessitam estar capacitados para se ligarem aos
receptores ZP3 na zona pelucida (ZP) do ovécito (Silva, 1998) e, entdo sofrerem a
reacdo do acrossoma e ultrapassarem a zona. Apos passarem pela ZP esses
chegam ao espaco perivitelinico, se ligam a membrana plasmatica do ovécito e sao
incorporados ao ooplasma. Apos a fusao do espermatozoide com o ovécito, ocorre a
ativagdo, evidenciada na maioria dos mamiferos pela exocitose dos gréanulos
corticais e retomada da meiose. O nucleo espermatico se descondensa e se
transforma no pronucleo masculino. O pronucleo migra para o centro do ovadcito, o
envelope nuclear se desintegra e ocorre a associagdo dos cCromossomos com O
pronucleo feminino para a primeira divisdo mitética, a clivagem. Consequentemente
inicia-se o0 desenvolvimento embrionario por sucessivas divisbes e alteragdes
morfoldgicas para a formacg&o de morulas e blastocistos (YANAGIMACHI, 1994).

O tempo de co-incubagao dos ovdcitos e espermatozoides pode variar de 6
a 24 horas de acordo com os protocolos utilizados pelos laboratérios (GARCIA et al.,
2005; MINGOTI, 2005). Atualmente, o processo de fecundagao in vitro na espécie
bovina é o que apresenta maior sucesso dentre todas as espécies, sendo que 40%
ou mais dos ovocitos maturados e fecundados in vitro podem se desenvolver até
blastocisto, e muitos bezerros ja nasceram apos a utilizagdo destas técnicas
(HASLER, 1998; BAVISTER,2002).

2.6. Cultivo in vitro

Ap6s o maior entendimento do processo de fecundagcdo em mamiferos,
meios capazes de favorecer o crescimento embrionario até o estadio de blastocisto
comegaram a ser desenvolvidos. Em 1967, um primeiro trabalho demonstrou que
zigotos de rata evoluiam até o estadio de duas células embrionarias na presenca de
lactato e piruvato (WHITTEN e BIGGERS, 1967). Um ano depois, obtiveram
desenvolvimento de embrides em um meio simples, sem o aporte de substancias
macromoleculares de origem materna (WHITTEN e BIGGERS, 1968). No entanto,
durante o cultivo, muitos embrides paravam o desenvolvimento entre duas e 16
células dependendo da espécie estudada. Anos mais tarde esta parada foi
denominada de bloqueio do desenvolvimento embrionario, que corresponde até hoje

a uma resposta embrionaria aos efeitos adversos ou caréncias do sistema de
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producdo no momento da transicdo do genoma materno para o embrionario
(BARNNES e EYSTONE, 1990; PETTERS, 1992). Na espécie bovina, os embrides
sofrem bloqueio no estagio de oito células, ou seja, no 4°ciclo celular (SMITH et al.,
1995).

Devido ao sucesso destes trabalhos e a grande dificuldade em transpor o
bloqueio sofrido pelos embrides bovinos no estadio de oito células, pesquisadores
de todo o mundo passaram a cultivar os embrides utilizando tuba uterina de
diferentes espécies animais incluindo camundongos, coelhos, ovelhas e até mesmo
ovos de galinha (GORDON, 1975; FEHILLY et al., 1984; PAPAIAONNOU e EBERT,
1986; BLAKEWOOD e ZHANG, 1993). O conhecimento sobre esses eventos
possibilitou a avaliagdo das propriedades da tuba uterina, e necessidades dos
embrides no inicio do seu desenvolvimento, assim métodos alternativos foram
desenvolvidos para facilitar a producéo in vitro (GORDON 1994).

Apos a FIV, os possiveis zigotos sao transferidos para o meio de cultivo
onde permanecem até atingirem o estagio de blastocisto. O meio mais utilizado
atualmente € o meio fluido sintético do oviduto (SOF), entretanto varios outros tem
sido utilizados tais como meio de cultivo celular 199 (TCM-199), meio Ham's F-10,
CR1 e CR2, suplementados com proteinas, substancias energéticas, aminoacidos
essenciais e nao essenciais. Em geral, os meios utilizados para o cultivo embrionario
sdo suplementados com uma fonte proteica tal como soro fetal bovino (SFB), soro
sintético quimicamente definido (SSS), albumina sérica bovina (BSA) ou as
macromoléculas como alcool polivinilico (PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP)
(DIESEL,T. 2012).

O desenvolvimento embrionario € marcado pela primeira clivagem, a
ativagédo do genoma embrionario no estagio entre 8 e 16 células, a compactacao da
morula e a formacao do blastocisto entre os dias 6 e 7 apds a FIV. Nesse estagio os
embrides podem ser transferidos para o utero de fémeas receptoras que levardo a
gestacdo a termo (DODE & RUMPF, 2002). Outra alternativa para os embrides
produzidos seria a criopreservacao, entretanto as técnicas de criopreservacao ainda
estdo em fase de aprimoramento, buscando desenvolver melhores protocolos, seja
no congelamento classico ou na vitrificagdo. Os resultados de gestagédo ainda sao

bastante inconstantes.
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3. Atividades realizadas

3.1. Lavagem e esterilizacao

O laboratério de lavagem e esterilizagdo (LLE) é local para onde séao
destinados todos os utensilios e equipamentos utilizados na rotina do CTZL. Esses
materiais encaminhados para o LLE sao os utilizados para o servigo de campo e
também os que foram usados nos laboratérios. O LLE dispbe de 2 estufas , 1
autoclave, 1 microondas, 1 cuba de 20 litros para imersao do material de uso geral, 1
cuba de 20 litros para imersédo de material da FIV, 3 baldes de 8 litros, 1 destilador e
1 seladora.

Todos os materiais que chegam ao LLE s&o armazenados em seus
respectivos recipientes, ou seja, um para o material de uso geral e outro para a FIV.
Os materiais sao lavados no LLE da seguinte forma:

- Primeiramente é colocada a agua dentro da cuba onde estdo os materiais,
a quantidade indicada é a necessaria para deixar todos os materiais completamente
imersos. Depois é despejado um detergente (Extran 2%) para a limpeza quimica, a
quantidade de detergente utilizado € de acordo com a quantidade de agua dentro
das cubas.

- O material fica imerso por 2 dias na solugdo contendo detergente, para
limpeza quimica e retirada de boa parte dos residuos presentes.

- ApOs a limpeza quimica é realizada uma limpeza mecanica, com auxilio de
uma esponja e de escovas. Essa limpeza mecaénica é feita para retirada do restante
de residuos ainda presentes.

- Executado a limpeza mecanica todo material € enxaguado em agua
corrente e colocado em escorredores para retirar 0 excesso de agua.

- Para uma completa remoc¢ao de residuos todo material € ainda enxaguado
por 3 vezes em agua destilada. Esse procedimento € indicado, pois qualquer
resquicio de sujidades ou quimicos podem colocar em risco os procedimentos
realizados.

- Depois dos 3 enxagues em agua destilada o material é colocado dentro
das estufas onde ficara por no minimo 2 dias para a completa secagem.
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Todo procedimento de lavagem deve seguir uma ordem, primeiro realiza-se
a lavagem e o enxague (agua corrente e os 3 banhos de agua destilada ) do material
da FIV em seguida é feito o mesmo procedimento do material de uso geral. Essa
ordem € seguida, pois o material da FIV exige um cuidado e uma higienizacdo mais
rigorosa.

O material que ja esta seco é retirado das estufas para que possa ser
embalado para realizagdo da esterilizagdo. Com auxilio de um maquina seladora
todo material € acondicionado em embalagens plasticas. Os materiais séo
embalados individualmente (seringas, filtros coletores, pipetas e vidrarias) ou em
grupos de 4 ou 5 ( placas e tubos).

A esterilizacdo € feita com os materiais ja embalados, com auxilio da
autoclave todo material que suporta pressdo e temperaturas de 120°C sao
esterilizados e alguns tubos e placas de plastico que ndo suportam estas condi¢des
sdo esterilizados em microondas. Os materiais ficam dispostos dentro do micro-
ondas em volta de um Becker contendo agua destilada, o tempo minimo para a
correta esterilizagdo € de 5 minutos. Apos o procedimento todas as embalagens séo
identificadas e datadas.

A rotina do LLE segue como apresentado na tabela 1, mas podem acontecer
algumas mudancgas, pois os trabalhos e experimentos podem mudar o seu dia de
realizagdo e assim acumular mais ou menos quantidade de materiais para serem

lavados.

Tabela 1- Rotina do Laboratorio de lavagem e estilizacéo
Rotina do LLE

Segunda Retirar 0 material de dentro das estufas, embalar e esterelizar
Terca Trocar a agua dos baldes contendo agua destilada
Quarta Limpeza quimica dos materiais
Quinta Limpeza quimica dos materiais
Sexta Limpeza mecanica dos materiais e secagem

z

A limpeza dos laboratoérios € realizada todos os dias, 0s pisos sao
higienizados com produtos especificos para remog¢ao de matérias orgéanicas e
microrganismos presentes no ambiente. Todos os laboratdrios possuem um acesso
restrito, para prevencdo de possiveis contaminagbes de agentes quimicos ou
bioldgicos. As pessoas que trabalham dentro dos laboratorios também necessitam

de uma rigorosa assepsia, por isso € necessario executar a correta higienizagao das
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maos com agua, detergente e alcool 70%, o jaleco deve estar limpo e seu uso deve

ser pessoal, também sao usados calgados exclusivos para o laboratorio.

O CTZL utiliza varias biotécnicas da reproducdo, com o objetivo de
aprimorar protocolos que ja sao utilizadas no mercado, criar novos para que possam
aumentar os indices de producdo embrides, facilitar transferéncia de genética de
animais superiores e garantir a preservagao de animais ameacgados de extingao.

As atividades acompanhadas durante o periodo de estagio foram
principalmente relacionadas com as biotecnologias da reprodugédo, onde tive a
oportunidade de aprender e praticar. As biotécnicas acompanhadas durante o
periodo de estagio foram realizadas a campo, e nos laboratério de criopreservagao
e analise de sémen (LCAS), Laboratorio de produgao e pransferéncias de embrides
(LPTE) e Laboratério de Micromanipulacéo (LM). As técnicas acompanhadas foram:
Inseminacéo Artificial, transferéncia de embrides, palpacao retal para diagnostico de
prenhez, manipulagdo hormonal, utilizagdo de ultrassom (diagnostico gestacional e
controle folicular), produgéo de embrides.

Para realizagdo dos estudos desenvolvidos, ovarios bovinos, oriundos de
abatedouros locais eram encaminhados ao laboratério de (LCAS). A coleta desse
material é feita de preferéncia no periodo diurno e segue algumas exigéncias para
conservagao e integridade dos ovarios/ovocitos. Apds a coleta os ovarios devem ser
conservados em recipiente de vidro estéril contendo solugdo salina 0,9%
previamente aquecida, o transporte é feito em uma caixa térmica contendo agua
entre 34°C e 37°C. Esse procedimento deve ser seguido desde o momento da coleta
do material até a chegada ao laboratério.

No laboratério o recipiente com os ovarios € colocado em banho-maria a
37°C, e permanece até o termino da aspiracdo (figura 5). Os foliculos devem ser
aspirados o mais rapido possivel dos ovarios. A aspiracao € realizada com auxilio de
uma seringa de 20ml acoplada a uma agulha 40x12 ou utilizando uma bomba de
vacuo com pressao de aspiragao adequada. A aspiragdo deve seguir a linha de
foliculos, a agulha ndo pode aprofundar muito no tecido ovariano e somente foliculos

com tamanho entre 3mm e 8mm devem ser aspirados.
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O liquido aspirado ¢é transferido para tubos estéreis de 10ml, permanecendo
em banho Maria a 37°C por alguns minutos para que ocorra a sedimentagdo dos

ovacitos e outros tipos celulares.
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Figura 5: Ovarios bovinos coletados em abatedouros
Fonte: Diego B. Carneiro .

3.2. Rastreamento

O sedimento do tubo de coleta é depositado numa placa de Petri sobre uma
tampa riscada e a identificacdo e busca dos ovocitos € realizada em lupa
estereoscodpica. Os ovocitos séo visualizados e coletados com auxilio de uma pipeta.
A medida que os ovécitos sdo encontrados, sdo classificados quanto a qualidade e
levados para uma placa pequena contendo meio de lavagem (LAV) sobre placa
aquecedora. Sao selecionados apenas ovocitos de qualidade 1 e 2,0s quais sao
considerados aptos ao processo de maturagao, fecundagdo e desenvolvimento. O
tempo limite para realizagdo desse procedimento € de 45 minutos. Em seguida,
realiza-se a lavagem dos ovocitos em gotas de 100 yL de meio de maturacgéo in vitro
(MIV). Apds lavagem as estruturas sao transferidas para outra placa com gotas de
100 uL de MIV coberto com éleo mineral (preparada previamente e estabilizada em

estufa). Normalmente sdo colocadas 20 estruturas por gota. Posteriormente coloca-
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se para maturar em estufa a temperatura de 39°C, com concentragao de 5,0%, de
COg2, por 22 a 24 horas.

Figura 5: Ovdcitos bovinos antes da maturacao

Fonte: Diego B. Carneiro

Figura 6: ovdcitos bovinos apds a maturagao

Fonte: Diego B. Carneiro
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3.3. Fertilizag&o in vitro

Para realizagdo desse procedimento, os meios sdo preparados 2 horas
antes do horario programado para a fecundagdo. S&o preparados o meio de
capacitacado (CAP) final e o meio de fecundacédo (FEC) final (placa com gotas de
50uL), Percoll 45 e Percoll 90. Todos colocados na estufa para estabilizagao.

ApoOs a escolha do sémen. a palheta € descongelada em banho maria a
36°C por, pelo menos, 30 segundos. E secada e o exterior é desinfetado com alcool
70%, principalmente nas extremidades que serdo cortadas. A extremidade € cortada
e conteudo recolhido para um tubo tipo Eppendorf e depositado sobre a placa
aquecedora. Uma pequena quantidade de sémen que sobrou na palheta € colocada
em lamina de vidro aquecida e levada ao microscépio invertido para fazer a
avaliagao de motilidade e vigor.

O sémen do tubo é transferido delicadamente para a coluna de percoll
(volume total: 1 ml), resultando em uma solugcdo bifasica, e submetido a
centrifugacédo em micro centrifuga a 6000 rpm por 2 minutos. Apos a centrifugagéo o
sobrenadante é descartado e € adicionado 1ml de CAP final, para ressuspender o
sedimento. E centrifugado novamente na mesma velocidade e tempo. Durante as
centrifugacdes, os oo6citos sao retirados do meio de maturagéo e lavados em gotas
individuais de FEC final, em seguida colocados nas suas respectivas gotas na placa
de fecundagao. Apds a ultima centrifugagdo do sémen, o sobrenadante é descartado
e o sedimento é cuidadosamente ressuspendido com FEC final. O volume usado
varia entre 50 e 100puL. Imediatamente 5uL desse sedimento € colocado em uma
lamina para avaliagdo de motilidade e vigor pds Percoll. Também sé&o retirados 5uL
e diluidos em 95uL de agua ultra pura (cuja fungéo € espermicida), para fazer a

contagem dos espermatozoides na camara de Neubauer.

3.4. Fecundacéao

A partir dos valores encontrados na contagem dos espermatozoides, obtém-

se a dose inseminante, determinada pela equacgéo:
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- Concentragao na camara de Neubauer/volume da gota de fecundacéo = X

-X/motilidade pés Percoll = dose inseminante (uL)

Os ovdcitos séo retirados da estufa, adicionado o volume calculado de dose
inseminante em cada gota de fecundagdo. As placas retornam para as estufas e

permanecem por 18 horas, sendo este momento considerado o DO.

3.5. Cultivo in vitro

Passadas 18 horas da fecundagao, as estruturas sao retiradas do meio FEC
final e lavadas em duas gotas de 100uL de meio SOF final. As estruturas passam
por esses banhos para retirar o excesso do meio anterior e remogéo de CC e de
espermatozoides mortos. Em seguida, as estruturas sdo colocadas em gotas com
100uL de SOF final em placa de Petri (50X15) sob 6leo mineral e retornam para a
estufa.

No D2 as placas com os possiveis zigotos sdo avaliadas para determinar a
taxa de clivagem. Nos dias 6,7 e 8 sdo observados respectivamente, os estagios de
morula e blastocisto e o rendimento embrionario final. Os embrides produzidos sao
envasados em palhetas de 0,25mL e destinados a transferéncia ou ao
congelamento.

Todos os resultados sado anotados em atas de controle de produgdo de
embrides.

Figura 7: Embrides bovinos apds 7 dias de desenvolvimento( D7)
Fonte: Diego B. Carneiro
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3.6. Manipulacdo Hormonal

A manipulagdo hormonal € uma atividade frequente no CTZL, pois durante
todo o ano sao realizados experimentos que necessitam de vacas doadoras de
material genético e receptoras. A sincronizagdo do ciclo estral € adotada para
facilitar o manejo reprodutivo dos animais e garantir uma maior eficiéncia dos
trabalhos. O protocolo utilizado para as vacas receptoras e as destinadas a
inseminacao artificial (IA) € descrito a seguir.

Os animais recebem um tratamento a base de progesterona, benzoato de
estradiol, eCG, prostaglandina e cipionato de estradiol para a indugdo da ovulagao.
No DO as fémeas recebem um dispositivo intravaginal contento progesterona
(Cronipres®), associado a uma inje¢ao intra-muscular (IM) de 2 mg de benzoato de
estradiol (Estrogin®). No D8 é retirado o dispositivo intra- vaginal e injetado IM
0,530mg de cloprostenol sodico (PGF2a, Sincrocio®),1mg de cipionato de estradiol
(ECP®) e 400Ul de eCG (Novormon®). Apds a retirada do implante realiza-se a IA
depois de 48 horas. Se os animais sdo destinados a transferéncia de embrides (TE),

serao utilizados 7 dias apés o momento do estro.

ParF
(2,8 mi)
L1
(2Zmil) 10,5 mi)

J sco LATF
L

.

(a1 D8 ——————r——— D10

Figura 8: Protocolo de sincronizagéo
Fonte: Diego B.Carneiro
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Os animais que passavam por esse protocolo (60 animais) de manipulagao
hormonal eram preparados para realizagdo da Inseminagéo Artificial, que ao todo
foram 18 fémeas ou eram utilizados como receptoras para as inovulagoes da FIV e
clonagem. Foram realizadas 38 inovulagées em fémeas cruzadas.

Durante o estagio, acompanhei a 12 etapa do experimento de mestrado do
médico veterinario George Henrique. O experimento tem o objetivo de testar
diferentes tratamentos para superovulacédo (SOV) com o objetivo de avaliar a
quantidade e qualidade de ovadcitos e a producdo de embrides in vitro (PIVE).

Os animais utilizados para o experimento eram zebuinos da raga Sindi.
Todos passaram por um exame ginecolégico prévio, onde foram escolhidas as
fémeas ciclicas aptas. Foram selecionadas 14 fémeas, essas foram divididas em 3
grupos: grupo 1- aplicagdo multipla de FSH (n=5), grupo 2 aplicagédo unica de FSH
(n=5) e grupo controle sem utilizacdo de horménios (n=4).

No inicio do experimento (DO), todos os animais receberam um dispositivo
intravaginal (Cronipres®) associado a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®). Os animais do grupo 1 receberam 6 aplicagdes decrescentes de FSH
(80mg), o grupo 2 recebeu uma unica aplicagado subcutanea de 80mg de FSH e o
grupo controle ndo recebeu tratamento estimulatorio. Os dispositivos intravaginais
eram retirados no (D8), e imediatamente era realizada a aspiragéo folicular (AF) dos
animais de cada grupo. Cada grupo passou por 5 sessdes de aspiragao, totalizando

70 sessoes.

3.6. Aspiracgéo folicular (AF)

A metodologia utilizada para obtencao de ovécitos foi a AF ou Ovum pick up,
nomenclatura em inglés para designar a retirada de ovdcitos de foliculos de animais
in vivo com auxilio de um ultrassom.

Os animais eram contidos em bretes, identificados e recebiam uma dose de
5 ml de Cloridato de Lidocaina (0,02g/ml) pela via epidural entre a ultima vertebra
sacral e a 1° coccigea. A vulva era higienizada com utilizacdo de detergente neutro e
agua, secagem com papel toalha e posteriormente aspersao de alcool 70%.

Para a AF foi utilizado um equipamento de ultrassom Honda HS 1500V,

acoplado a uma sonda convexa de 7,5 MHz, montada na guia de aspiragdo. O
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sistema de aspiragcéo conectado a guia, era composto por uma agulha 18G acoplada
a uma mangueira que era ligada a um tubo coletor (tubo Falcon de 50 ml). A
aspiracao era realizada por uma bomba a vacuo de aspiragao WTA-BVD11064, com
pressdo negativa de 45mm de mercurio. O meio de aspiragao era feito no dia
anterior e deixado na estufa para e era composto por PBS acrescido de SFB,
Gentamicina e heparina.

Apos a verificagao do bloqueio anestésico a guia era introduzida pela vagina
e depois o bragco pelo reto. O ovario era seguro e aproximado a guia para
visualizacdo no monitor do ultrassom e posterior aspiracdo dos foliculos. Os ovocitos
aspirados eram levados para o laboratério, sendo o tubo identificado com o nome do
animal e o numero de foliculos aspirados. O material aspirado era despejado em
filtro coletor de embrides para lavar o excesso de sangue, sendo utilizado PBS +
SFB1%. Em seguida, material retido no filtro era despejado em uma placa de Petri
(100x20) para o rastreamento dos ovdcitos. Os demais procedimentos de MIV, FIV e
CIV foram os descritos anteriormente.

As tabelas a seguir mostram os resultados parciais do experimento.

Tabela 2: Numero de foliculos aspirados, ovécitos recuperados e taxa de
recuperacao nos diferentes tratamentos.

N° de Foliculos | N° de Ovocitos |Taxa de recuperagio
Grupo Controle 163 122 74,84%
Grupo 1 257 237 92,21%
Grupo 2 221 190 85,97%

Tabela 3: Média de ovocitos recuperados por sessdo e por vaca,
rendimento médio de embrides por sessao e por vaca nos diferentes tratamentos.

K Ovolvacal sessade total de Embridg X Embrides/vaca/sessao
Grupo Controle 6,1 28 14
Grupo 1 9,48 42 1.68
Grupo 2 7,6 48 1.92

3.7. Clonagem

No periodo do estagio tive o privilégio de acompanhar o nascimento de um

animal clone. O animal da raga Guzera leiteiro nasceu no dia 23 de abril e recebeu o
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nome de Brasilia da Cerrados. A bezerra nasceu pesando 35 kg, saudavel e de
parto natural, fato raro de acontecer entre os clones. Normalmente, o parto é
induzido, pois o clone n&o sinaliza a receptora quando vai nascer. A maioria dos
clones enfrentam varios problemas durante a gestacéo e apds o nascimento, como
deficiéncias placentarias e anomalias. As principais anomalias sao cardiopatias,
placentagdo anormal, hidroalantoide, deficiéncia imunoldgica, disfungdo renal,
alteragdes no metabolismo energético hipertensdo pulmonar e sindrome da cria
gigante.

O animal é fruto da primeira experiéncia bem sucedida de clonagem a partir
de células do tecido adiposo de bovino. A técnica de clonagem utilizada foi a
transferéncia nuclear. Essa técnica basicamente consiste em transferir nucleos de
células doadoras para o interior de ovécitos enucleados, resultando em individuos
geneticamente idénticos ao animal doador do nucleo.

O sucesso da utilizagdo dessa técnica clonagem pode contribuir para
desenvolvimento de outras pesquisas, que estdo ligadas a estudos de animais
transgénicos, a produgdo de medicamentos que possam ser uteis para a saude

humana e preservacao de espécies animais.

Figra 9: Bezerro clonado ela técnica de Transferéncia Nuclear
(Brasilia da cerrados)
Fonte: Diego B.Carneiro
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4. Consideracdes Finais

As biotecnologias aplicadas a reprodugdo animal sao ferramentas
fundamentais para o progresso e fortalecimento da pecuaria nacional. O
desenvolvimento de novas técnicas pode ajudar a diminuir os custos de producao,
maximizar e facilitar a transmissao do potencial genético dos animais superiores e
tornar mais acessivel as tecnologias de ponta para o produtor.

O Brasil ja é destaque na producdo e utilizagdo dessas tecnologias, mas
ainda é possivel explorar bastante essa area. O criador precisa ter mais informagdes
sobre a eficiéncia e os beneficios da utilizacdo de algumas biotécnicas no sistema
de produgéo.

O periodo de estagio supervisionado no CTZL foi muito importante,
possibilitando um aprendizado pratico na area de reprodugao animal. Os trabalhos
acompanhados e os resultados ajudaram aprofundar os conhecimentos no campo

de atuacgao, e despertar um interesse ainda maior na area da reprodugao animal.
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