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RESUMO

Gouveia, F. F. A Producéo in vitro de embrides Bovinos. (Bovine embryo in Vitro
Production). 2011. 35 p. Monografia. (Concluséo do curso de Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF.

A producdo in vitro de embrides (PIVe) bovinos deve ser vista como mais uma
alternativa a ser introduzida nos programas de reproducédo assistida, pois, além de
sua relevancia para estudos biotecnologicos possui fundamento comercial. O Brasil
hoje ocupa uma posicdo de destaque no cenario mundial com consequente
reconhecimento internacional, sendo responsavel por quase 50% da producéo
mundial de embrides in vitro. A PIVe envolve ndo sO as etapas realizadas no
laboratorio como: a maturacdo (MIV) e fecundacédo (FIV) de odcitos, bem como
cultivo ou co-cultivo (CIV) de zigotos e estruturas embrionarias, mas também a
avaliacdo ginecoldgica e a sincronizacdo das doadoras e receptoras, diagndéstico
precoce de gestacdo, perdas embrionarias e sexagem fetal, com o uso da
ultrassonografia. A responsabilidade e atencdo ao executar estes procedimentos é

gue vao ditar os resultados da técnica.

Unitermos: bovinos, comercial, embrides, PIVe, ultrassonografia.



ABSTRACT

Gouveia, F. F. A Producao in vitro de embrides bovinos (Bovine embryo in Vitro
Production). 2011. 35 p. Monografia. (Conclusdo do curso de Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF

The Bovine embryo in vitro production must be seen as one more alternative to be
introduced in the assisted reproduction programs. It has relevance to biotechnologies
studies and it has been used commercially. Nowadays Brazil occupies a prominent
position on the world stage with subsequent international recognition, accounting for
almost 50% of world embryos in vitro production. PIVe involves not only the steps
performed in the laboratory as: maturation (IVM) and fertilization (IVF) of oocytes, as
well as cultivation or co-culture (IVC) of zygotes and embryonic structures, but also
reproductive tract evaluation and synchronization of embryo donors and recipients,
early diagnosis of pregnancy and embryonic death and fetal sexing, with the use of
ultrasonography. And the responsibility and care when performing these procedures
will influence the results of the technique.

Keywords: bovine, comercially, embryos, in vitro production, Ultrasonograhy.



Lista de abreviacdes e siglas

BE — Blastocisto eclodido

Bl — Blastocisto inicial

BL — Blastocisto

BSA — Albumina bovina sérica

BX — Blastocisto expandido

CL — Corpo luteo

CCO — Complexo cumulus odcito

FIV — Fertilizagao in Vitro

FSH — Hormdnio Foliculo estimulante
IATF — Inseminacgao Artificial em tempo fixo
LH — Hormonio Luteinizante

PHE - penicilamina, hipotaurina, epinefrina
PIVe — Producéo in vitro de embrides

SFB — Soro fetal bovino

US — Ultrassom
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1. Introducéo

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

Enquanto que em um ciclo estral apenas um odcito se desenvolve até a
ovulacdo, hoje se espera que numerosos odcitos que teriam se degenerado tornem-
se embrides com a técnica producdo de embribes in vitro (PIVe), que estd em
constante desenvolvimento, alcangou resultados mais estaveis que possibilitaram
sua aplicacdo comercial (MERTON et al, 2003).

Uma das formas de se obter estes odcitos é pela aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom (LEIVAS, 2006), em que estes odécitos aspirados
serdo submetidos a fertilizacdo in vitro, e quando desenvolvidos a blastocistos seréo
transferidos em receptoras. Os 00citos bovinos também podem ser obtidos in vitro a
partir de puncédo folicular ou disseccéo folicular (Qquando o namero de ovarios é
reduzido), em ovarios provenientes de abatedouros (GONCALVES et al, 2007).

A PIVe vem sendo gradativamente incorporada nos programas de
melhoramento animal como técnica de multiplicagcdo, sendo que seu uso tem
aumentando significativamente no pais. (NEVES et al, 2010).

Mas esta € uma técnica que ainda exige um alto investimento financeiro, e
para melhores resultados é essencial que sejam minimizadas as perdas. Portanto
alguns procedimentos, realizados tanto a campo como no laboratério, s&o
necessarios para maximizar os resultados da PlVe, tais como: avaliacdo e
manipulagdo hormonal das doadoras e receptoras, escolha do sémen, diagndstico
precoce de gestacdo, perdas embrionarias, sexagem fetal com o uso da
ultrassonografia e o controle de qualidade do laboratorio.

O objetivo desta revisdo bibliografica é detalhar estes trabalhos realizados a
campo e no laboratério e como eles podem influenciar nos resultados da producéo in

vitro de embrides.
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2. A producdo in vitro de embrides bovinos

A PIVe comercial envolve os trabalhos realizados a campo e no laboratorio
obedecendo a sequéncia: avaliacdo de receptoras, avaliagdo de doadoras,
maturacado in vitro, fertilizacdo in vitro, cultivo in vitro, transferéncia de embrides,

diagnéstico precoce de gestacdo e sexagem fetal.

2.1. Avaliacdo ginecoldgica de doadoras e receptoras.

A producédo de embrides in vitro possui extrema importancia para aumentar a
velocidade de ganho genético do rebanho nacional (RENESTO e COELHO, 2004) ,
pois aumenta a producdo de bezerros por fémea por unidade de tempo. Mas para
um bom resultado € preciso diminuir as perdas e melhorar a eficiéncia reprodutiva
tanto das doadoras como das receptoras.

A nutricdo € um importante fator que afeta o desempenho reprodutivo das
fémeas bovinas, por meio de seu efeito na qualidade dos odécitos e embrides, no
namero de foliculos e corpos luteos e na concentracdo circulante de hormdnios
(SARTORI et al, 2010)

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

Os foliculos sao facilmente identificados no monitor, e aparecem em preto,
devido a hipoecogenicidade do fluido folicular, que absorve a maior parte das ondas
ultrassonograficas. A aparéncia dos foliculos ovarianos na ultrassonografia é
mostrada na figura 1. Durante a avaliacdo, é importante distingui-lo de um vaso
sanguineo, que em um corte transversal é visualizado como um segmento esférico,
semelhante a imagem de um foliculo (DESCOTEAUX et al, 2010).

Os resultados da PIVe sao influenciados significativamente pela condigao
reprodutiva das doadoras e receptoras razdo pela qual a avaliacdo ginecoldgica
devera ser realizada, evitando-se a presenca de animais sem condi¢cdes adequadas

para esta técnica.



Figura 1: escaneando os ovarios esquerdo e o direito (probe de 8MHz) de uma vaca, em que
1: foliculo; 2: Corpo lateo; 3: Vaso sanguineo (DESCOTEAUX et al, 2010).

2.1.1. Avaliagdo de fémeas doadoras de embrido.

Com o exame ultrassonografico dos ovarios das doadoras pode-se quantificar
e qualificar os foliculos que estdo se desenvolvendo, ou se ja houve dominancia, ou
ha alguma alteracdo significativa, e a partir dai pode-se agendar a aspiracdo ou
iniciar um protocolo hormonal caso necessario.

Ovérios inativos (Figura 2) sao ovais e tém uma ecogenicidade uniforme que

é igual ou ligeiramente melhor que a da cérvix (DESCOTEAUX et al, 2010).

Figura 2: Ultrassonografia de um ovario inativo (probe de 7,5
MHz, profundidade de 2,5 cm). Identificacdo 1: foliculos
menores que 4 mm (1) em volta do estroma ovariano; 2:
estroma ovariano (DESCOTEAUX, 2010).
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O cisto folicular € a alteracdo regressiva mais comum do ovario e pode ser

causado por fatores estressantes que cursam com elevacao da concentracao sérica
de cortisol (NASCIMENTO e SANTOS, 2003). O cisto ovariano é uma patologia
muito comum em vacas doadoras de embrido, visto que estes animais geralmente
estdo submetidos a situacfes de estresse: estdo confinados, e recebendo dietas
com alimentos concentrados e com grande quantidade de carboidratos sollveis.

O diagnostico do cisto ovariano se baseia associando os achados clinicos a
sintomatologia: ninfomania, traduzida pela manifestacdo de ciclos curtos e
irregulares e periodos de aceitacdo de monta de duracédo acima do normal e anestro
(NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

A ultrassonografia € o método clinico mais acurado para o diagnéstico de
cistos ovarianos em bovinos (BUENO et al, 2007).

Outra patologia muito comum em doadoras é a mucometra. S8o causas de
mucometra e hidrometra: obstrucdo do canal cervical ou da vagina,
hiperestrogenismo, como nos casos de cisto folicular acompanhado de ninfomania
de longa duracdo (NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

Quanto mais precocemente forem diagnosticadas as patologias reprodutivas,
mais rapida sera a intervencdo do veterinario e melhor serd o desempenho
reprodutivo da propriedade.

Para melhorar a quantidade e qualidade dos odcitos, pode-se iniciar um
protocolo hormonal (Dia 0) colocando um implante de progesterona, aplicando 2 ml
de benzoato de estradiol para iniciar uma nova onda folicular e aplicando um
luteolitico para evitar a presencga de corpo luteo na data de aspiracdo. A aplicagcéo de
FSH (hormoénio foliculo estimulante) quatro dias depois (Dia 4) melhora o
crescimento da onda folicular em recrutamento, pois ainda ndo houve a divergéncia

folicular (figura 3). E a aspiragdo é realizada no dia seguinte (Dia 5).
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left ovary right ovary 112
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Figura 3: Imagens uItrssonogréficas no modo B (probe de 5MHz) é notavel a presenca de
numerosos medios e pequenos foliculos no dia 1 da na primeira aplicacdo de FSH em uma vaca
doadora de embrides (DESCOTEAUX et al, 2010).

2.1.2. Avaliacdo de fémeas receptoras de embrido

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

Para a avaliacdo ginecologica das receptoras, o uso da ultrassonografia &
relevante. O ultrassom possui uma melhor acuracia ao avaliar a saude do Utero e
ovérios quando comparado a palpacéo retal (DESCOTEAUX et al, 2010). Com esta
técnica podemos selecionar as fémeas que estao ciclando a partir da presenca de
um foliculo dominante ou do corpo lateo (Figura 4), visto mais hipoecogénico quando
comparado ao estroma ovariano devido a extensa vascularizacdo (DESCOTEAUX et
al, 2010).
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Figura 4: Ultrassonografia de um CL ndo palpavel por estar envolvido
por foliculos médios. O ovario pode apresentar-se maior quando
comparado ao contralateral, mas a ultrassonografia € necessaria para
fazer um diagndstico definitivo e fidedigno. A ecogénicidade do corpo
luteo é inconfundivel (DESCOTEAUX et al, 2010).

A figura 5 mostra um exemplo de condi¢cdo patolégica, que poderia impedir

uma gestacado em uma receptora.

112/1134
45Hz

Figura 5: Imagem ultrassonografica (probe de 5MHz) de uma massa flutuante dentro do contetdo
uterino (anecdico). A: Embora o volume do exsudato seja palpavel, a massa visualizada (tecido de
miométrio degenerado) ndo €. E um veterindrio iniciante pode confundir esta patologia com uma
prenhez inicial. B: Presenc¢a do tecido que foi recuperado por uma lavagem uterina terapéutica da
receptora, e a histopatologia revelou que a massa era tecido do musculo uterino (miométrio)
(DESCOTEAUX et al, 2010).

As vantagens da incorporagao do ultrassom na rotina de avaliagdo de utero e
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ovarios no periodo do pés parto sdo discutidas porque este método propicia uma

melhor acuracia e objetividade ao avaliar o trato reprodutivo no pds parto quando
comparada a palpacéo retal (DESCOTEAUX et al, 2010).

O exame ultrassonogréafico do Utero puerperal permite o estudo de sua taxa
de involucéo, se esta seguindo de acordo ou se ha presenca de alguma condicao
patoldgica (DESCOTEAUX et al, 2010), desta forma mais rapida sera a selec¢éo das
vacas que ja estdo aptas a receber embrides.

Pesquisas de Sanchéz et al, (1999) mostraram que a involugdo dos cornos
uterinos teve duracdo média de 29,7+ 9,6 dias, com amplitude de variacdo de 14 a
67 dias e coeficiente de variacdo de 31,3%.

A figura 6 mostra o Utero durante a involugdo, e a aparéncia das imagens
obtidas com uma probe linear de 7,5 MHz (A) e 5 MHz (B). Nos primeiros dias
depois do parto, podem serem visualizados as carunculas (hiperecogénicas), 0
liquido no limen uterino (anecodico) e a 0s cornos apresentam-se intumescidos e

com a aparéncia ecogénica desuniforme.

Figura 6: A:.Ultrassonografia dos cornos uterinos em uma visualizacdo transversal entre o 20° e 0 25°
dia pos parto (probe de 7,5 MHz, profundidade de 5 cm). E notavel que a aparéncia deste Gtero
assemelha-se ao de uma vaca no periestro. O didametro do corno uterino € de 3 cm e a involugéo
macroscopica parece estar completa.. 1: Endométrio; 2: Miométrio; 3 Porgdo vascular do Utero; Setas:
contorno uterino. B: Vista longitudinal de uma involug&o uterina normal 15 dias pds parto (probe de 5
MHz, 10 cm de profundidade). E notavel a espessura do corno uterino, a presenca de liquido no
[imen uterino. O didmetro uterino € de 5 cm no nivel da curvatura maior, em que 1. Endométrio, 2:
Miométrio (mais ecogénico) 3: quantidade normal de liquido intraluminal, setas: contorno do Utero.
(DESCOTEAUX et al, 2010)
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2.2. A aspiracéao folicular (Ovum pick up)

Segundo Bueno e Beltran (2008), uma das vantagens da aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia na PIVe esta no fato de que ndo é necessério o uso de
hormonios para a recuperagdo dos odcitos.

Para evitar alguma contaminacdo € necessaria a higienizacdo da vulva da
doadora com agua e sabao neutro e secar com papel toalha. Para evitar traumas ao
animal e movimentos peristalticos durante a manipulagéo, € feita uma anestesia
epidural utilizando Lidocaina 2% (aproximadamente 5 ml), aplicando-a na articulagao
sacro caudal (LEIVAS, 2006).

O procedimento de aspiracdo folicular € realizado utilizando agulhas 18G
(COOK VOPAL 1855) conectadas a uma linha de aspiracdo e bomba de vacuo
(COOK VMAR500) ajustando uma pressao de vacuo de 72 a 78 mmHg, com vazao
de 15ml de meio por minuto (LEIVAS, 2006). Para visualizacédo da imagem, utiliza-se
um equipamento de ultrassom com um transdutor micro convexo de 5 ou 7,5 MHz
conectado a uma guia de bidpsia, que € inserida até o fundo vaginal. Os foliculos a
serem aspirados sao posicionados no percurso da linha de puncado indicada no

monitor do ultrassom (figura 7).

“112,1138
45Hz

Figura 7 Ultrassonografias de um ovario direito de uma vaca durante e depois de uma aspiragao
folicular (OPU), realizada com uma probe vaginal curvilinea (microconvexa) de 7,5 MHz equipada
com uma agulha . A e B: A agulha (1) passa pelo férnix vaginal e alcanca o ovario, e 0 veterinario
posiciona-a até o foliculo e recupera o complexo cumulus o6cito (COC). C: imagem ultrassonografica
logo apés o procedimento de aspiracdo,. Os foliculos ja ndo estdo presentes no ovario direito,
entretanto, frequentemente os maiores foliculos aspirados serdo preenchidos por sangue , dando a
impresséo que nao foram retirados. LF: maior (large) foliculo; MF: médio foliculo; S: pequeno (small)
foliculo. (DESCOTEAUX et al, 2010).

O meio de lavagem da agulha e de recebimento dos odcitos deve estar a
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aproximadamente 36°C, sendo composto de PBS, heparina e alguns veterinarios

optam também pelo uso de soro fetal bovino (SFB), que segundo Antoniolli (2005) é
uma fonte proteica que contém substancias que interferem na maturacdo oocitaria e
no desenvolvimento embrionario tais como: fatores de crescimento, lipideos,
albumina, hormoénios esterdides, colesterol e peptideos. Além disso, o soro fetal

bovino impede que odcitos aspirados prendam-se a parede do sistema de aspiracao.

2.2.1 Procura dos odcitos:

O material aspirado é transferido para o filtro de colheita de embrides
(EmCom®) e lavado com a mesma solucdo utilizada na aspiracdo. O sedimento
restante no filtro é observado em placas com a utilizacdo de uma lupa.

O odcito, no interior do foliculo, esta envolto por células da granulosa,
formando o complexo cumulus od6cito (CCO) (RENESTO e COELHO, 2004).
Substancias reguladoras produzidas pelo odcito tém funcéo importante na atividade
das células do cumulus e, da mesma maneira, componentes dessas células
somaticas tém participagdo ativa no mecanismo de crescimento e maturagdo dos
oocitos (GONCALVES et al, 2007).

Sao selecionados os odécitos de grau I, Il e lll. GONCALVES (2007) descreve:
Qualidade 1: Cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de
células. Ooplasma com granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da
zona pellcida e de coloracdo marrom.

Qualidade 2: Cumulus compacto parcialmente presente em volta do odcito ou
rodeando completamente o odcito, com menos de 3 camadas celulares. Ooplasma,
com granulacdes 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 o espaco do interior da zona pelucida.
Qualidade 3: Cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espago
entre a membrana celular e a zona pellcida, preenchendo irregularmente o espaco
perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado.

O ideal é gue a sala de procura seja um ambiente limpo, e antes de montar 0s
eguipamentos o técnico deve colocar um pano de campo esterilizado em sua mesa e

utilizar materiais estéreis.
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O transporte de odcitos € feito em meio de maturacdo que pode ser composto

por meio TCM 199 Bicarbonato, suplementado com SFB, hCG, FSH, estradiol,
piruvato e amicacina a 36°C, utilizando um transportador adaptado. O tempo médio
de transporte varia de acordo com a distancia da fazenda até o laboratorio, o ideal €
nao deixar passar de 8 horas apos o inicio da aspiracdo folicular (RENESTO e
COELHO, 2004).

2.3. A maturacao in vitro

A maturacdo do odcito, envolvendo transformacgdes nuclear e citoplasmatica,
esté ligada a uma série de mudancas estruturais e bioguimicas que tornam o gameta
feminino apto a ser fecundado e ter desenvolvimento embrionario subsequente
(RENESTO e COELHO, 2004). In vivo, esse processo tem inicio, coincidentemente,
com o pico pré ovulatério de LH durante o estro e, in vitro, com a simples retirada do
oocito do foliculo. A maturacdo nuclear do odcito bovino requer de 18 a 22 horas
(GONCALVES et al, 2007; MONTAGNER et al, 2000) e reiniciam
espontaneamente a divisdo meidtica (do do estadio de dipléteno da primeira
préfase meidtica até a fase de metafase 11 (BERTAGNOLINI et al, 2004).

Antoniolli (2005) sugere que o meio de maturacdo tenha caracteristicas
similares a composicao do fluido folicular

O meio de maturacdo pode ser constituido de meio B199 (Bicarbonato,
suplementado com SFB, FSH, LH, estradiol, piruvato e amicacina). Com este meio
sdo montadas em placas de 30cm, micro gotas cobertas por 6leo mineral, e sdo
incubadas por 2 horas na estufa a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 e 95% de
umidade para estabilizacdo do meio. Chegando no laboratério 0s o00citos sao
transferidos nas micro gotas e maturados por 24 horas (a partir do horario da

aspiracao).

2.4.. Fertilizag&o in vitro

Esta etapa depende da qualidade dos oo6citos e da qualidade dos
espermatozoides utilizados (CARVALHO NETO, 2009). Ap6s a maturacdo dos
odcitos (figura 8), os espermatozodides viaveis sdo separados pelo método Swim up

ou pelo método gradiente de densidade de Percoll. Deve ser proporcionado um
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ambiente adequado para que ocorra a capacitacao espermatica e a fecundacao.

Esse ambiente deve permitir o metabolismo dos odcitos e células do cumulus
e manter a funcdo espermatica eficiente e para essa finalidade, o meio mais utilizado

€ 0 FERT-TALP (ou TALP-FIV) contendo heparina para capacitacdo espermatica
(RENESTO e COELHO, 2004).

. o
Figura 8: Foto Digitalizada de o4citos bovinos apés 24h de Maturagéo in
vitro (PERINI, 2007).

O meio de fertilizacdo pode ser composto de BSA livre de acidos graxos, meio
FIV (exclusivo), piruvato, PHE (penicilamina, hipotaurina, epinefrina), Heparina e
Amicacina.

Apos serem lavados em 2 gotas de 100 yL de meio de fertilizacdo, séo
adicionados de 20 a 22 odcitos por micro gota de FIV e incuba-se a 38,5°C, em
atmosfera de 5% de CO2 (PERINI, 2007) em umidade saturada (GONCALVES et al,
2007).

Um método muito utilizado para obtencdo dos espermatozéides viaveis é pela
centrifugagéo utilizando o meio Percoll (Bicarbonato de sodio, Cloreto de célcio,
Cloreto de Magnésio e Lactato). Em um tubo, o Percoll é preparado na concentragéo
90%, em seguida a 45% (proporcdo 1:1) e por ultimo o a dose do sémen
selecionado. Este tubo é submetido a duas centrifugacdes de 10000 rpm por 20
minutos, para sémen convencional e a uma centrifugagcdo de 5000 rpm por 5
minutos, para sémen sexado. O “pelet” obtido é ajustado na concentracdo de 1x10°a
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1x10" espermatozéides/ml de meio FIV junto aos odcitos. Segundo Gongalves et al

(2007), a concentracdo final mais utilizada para fecundacéo in vitro é de 2 x 10°

espermatozoides/ ml.

2.4.1. A escolha do sémen

A escolha do sémen para o0 acasalamento fica a critério do produtor, que deve
analisar as caracteristicas a serem passadas para os descendentes.

A utilizacdo do sémen sexado na producdo in vitro de embribes permite
reduzir o tempo para atingir certos objetivos, por exemplo, o de melhorar a qualidade
do rebanho e o nimero de animais que o integram (OSES et al, 2009), produzindo
uma proporcdo ideal de machos e fémeas. E esperada a elevacdo do ganho
genético em até 15% comparado ao sémen convencional (TANNO, 2009).

Uma tecnologia empregada no Brasil desde 2008 é a utilizacdo do sémen
reverso na PIVe, capaz de utilizar touros que ja ndo produzem mais sémen ou que ja
morreram. O processo € similar ao do sémen sexado. Descongelam-se duas ou
mais doses de sémen convencional. Uma vez preparada, a amostra é colocada no
citobmetro de fluxo, onde ocorre a separacdo dos espermatozoides. Em seguida o
sémen é recolhido em tubos que, posteriormente, sao refrigerados a 18° C, para
finalmente ser utilizado para fecundacdo com a determinacdo de nascimento de
fémeas ou machos. No momento da fertilizagdo o sémen reverso passa pelo mesmo
protocolo de sémen sexado.

A producéo in vitro de embrides proporciona um melhor aproveitamento do
sémen sexado e do sémen reverso, em que apenas uma dose pode fertilizar

aproximadamente 100 odcitos.

2.5. Cultivo in vitro

Apbs o tempo de fecundacgéo, os provaveis zigotos sdo lavados e transferidos
para micro gotas de meio de cultivo que é baseado nos fluidos do ttero e do oviduto
durante o inicio da gestacdo (ANTONIOLLI, 2005), recobertas por 6leo mineral,
permanecendo nestas por um periodo de 6 a 7 dias até os zigotos atingirem 0s
estadios de blastocisto inicial (Bl), Blastocisto (BL), Blastocisto expandido (BX) e em

alguns casos em Blastocisto eclodido (BE).
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O meio de cultivo pode ser composto de BSA livre de acidos graxos, meio

CR2, de SFB, Alanina, glicina e Amicacina.

O meio de cultivo é renovado em cada micro gota no quarto dia (feeding) e no
6° e 7° dia € observado o desenvolvimento embrionario e envase destas estruturas
em palhetas de 0,25 ml.

Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos na PIVe a sua utilizacao
crescente em programas de melhoramento bovino, a propor¢cdo de embrides que
atingem o estagio de blastocisto é, raramente, superior a 40% (NEVES et al, 2010),

comercialmente as taxas de blastocisto variam entre 25 e 35%.

2.6. Transferéncia de embrides

A inovulagdo é o procedimento em que € depositado o embrido no corno
ipsilaeral ao corpo lateo. Sendo usualmente feita pelo método transcervical em que a
palheta é colocada em uma bainha estéril e em seguida no inovulador. Para manter
a bainha do inovulador livre de contaminacdes, deve ser usada a camisinha
sanitaria. Alguns médicos veterinarios utilizam a metodologia cirdrgica no flanco. O
importante é qgue em ambos 0s casos 0 embrido seja depositado no corno uterino
correspondente ao lado onde havia o corpo luteo previamente palpado.

Na data da transferéncia (dia 6 ou dia 7) as receptoras devem estar
sincronizadas com os embrides, para melhores resultados deve ser usado nestes

animais um protocolo hormonal semelhante ao de IATF:

DO D3 D9 D16 ou D17

— Retiraimplante 1ml Benzoato Transferéncia dos

Benzoato estradiol * Luteolitico ~ estradiol P
e OPU doadoras

Figura 9 (Exemplo de protocolo hormonal utilizado pela empresa FertVitro® para receptoras).

2.7. Diagnostico precoce de gestacéao
A ultrassonografia € um método de diagndstico que tem uma excelente
acuracia, que permite detectar a gestacado quando a fémea esta realmente prenha. A

acuracia é superior a 95% tdo cedo quanto 26 dias apds a fertilizacdo (ou
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inseminacao) e proximo de 100% depois de 29 dias. O diagndéstico precoce permite

gue o veterinario proponha um novo programa de sincronizacao para as fémeas que
nao ficaram gestantes, alcangando um maior sucesso nas taxas de produgcdo em
menor tempo possivel (DESCOTEAUX et al, 2010)

A acuracia do diagnostico precoce de gestacdo varia muito e depende de
alguns fatores, tais como: tipo e frequéncia do transdutor, repeticdo do exame, idade,
raca e numero de pari¢cdes dos animais, dias pés cobertura ou inseminagéo, exame
dos ovérios, a experiéncia e as condicdes 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 gestacdo nos
grandes animais € realizado com a observacdo da vesicula alantoideana no corno
uterino, bem como a deteccdo de um corpo lateo no ovéario (WOLF e GABALDI,
2002).

BARROS e VISINTIN (2001) avaliaram a eficicia do ultrassom no diagnéstico
precoce de prenhez e nas avaliagbes das mortalidades embrionérias e fetais e dos
sexos de fetos em dois grupos de vacas zebuinas. Utilizaram o ultrassom em modo
B e com um transdutor bifrenquencial 5 e 7,5 MHz. Um dos resultados mostrou que
os fetos mortos e em degeneracdo Vvisualizados e acompanhados pela
ultrassonografia, 0os quais permaneceram até 52 dias apds o primeiro diagndstico de
morte fetal, ndo apresentaram nenhuma mudanca uterina significativa a palpacéo
retal até a expulsdo. Além disso descrevem que ultra-sonografia mostrou-se eficaz
no diagnostico precoce de prenhez aos 25 dias, nas avaliagbes das perdas
embrionarias aos 45 dias e fetais aos 60 dias e no diagndéstico do sexo de fetos a
partir dos 60 dias de gestacdo. Os exames ultrassonograficos ndo causaram perdas
gestacionais nos animais.

Portanto as vantagens do uso da ultrassonografia para diagnostico de
gestacdo sao que a presenca do embrido pode ser detectada mais rapidamente e
que o trato reprodutivo da fémea prenhe € menos manipulado quando comparado a
palpacdo retal. Desta forma o risco de induzir a uma morte embrionéria € muito
reduzido (RIBADU e NAKAO, 1999).

As figuras 10 e 11 mostram ultrassonografias de uma prenhez de 30 dias e 47
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dias, respectivamente, utilizando uma probe de 7,5 MHz e 6 cm de profundidade.

Figura 10. Ultrassonografia de uma prenhez de 32 dias (probe de 7,5 MHz) 1:
Embrido de 12mm; 2: Liquido alantoideano; 3: Dobra uterina; Seta: amnion
(DESCOTEAUX et al, 2010).

Université r“\

de Montr€éal

Figura 11: Feto aos 47 dias de gestacdo utilizando uma probe de 7,5 MHz. (1);
Amnion (2); Liquido alantoideano (3) e o corddo umbilical (4) (DESCOTEAUX
et al, 2010)

2.8. Perdas embrionéarias

Considera-se perda embrionaria e/ou fetal precoce uma prenhez interrompida
involuntariamente durante os primeiros 60 dias (WOLF & GABALDI, 2002).

Nas mortes fetais em gestacdes mais avancadas o feto ndo é imediatamente
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expelido apos ter morrido, onde uma diminuicdo do fluido placentario € observada,

assim como alteracdes na anatomia estrutural e dos 6rgéos, e na ecogenicidade do
feto (WOLF & GABALDI, 2002).

A morte embrionaria € um dos mais importantes fatores associados a
infertilidade em vacas. E definida como a perda do embrido entre o0 momento da
fertilizacdo até os primeiros estagios de diferenciacdo, aproximadamente aos 45 dias
de prenhez. A maioria das mortes embrionarias ocorre depois do 25° dia da
gestacdo. Entretanto, o periodo entre 25 e 45 dias € critico para a fixacdo das
membranas embrionarias ao epitélio uterino e corresponde ao periodo onde exames
iniciais de gestacéo sao realizados (DESCOTEAUX et al, 2006).

Quando o veterinario observa que ndo ha presenca de batimentos cardiacos
do feto, debris ecogénios nos liquidos amnidtico e alantoideano ou uma ma definicéo
das estruturas fetais, pode suspeitar de mortalidade (Figura 2) e o exame

ultrassonografico deve ser realizado minuciosamente.

Figura 12 (A e B): Imagens ultrassonograficas de morte embrionarias fetais aos 32 dias de gestacgéo,
observando a pouca definicdo dos contornos uterinos e a hiperecogenicidade membranas aminidtica
e corioalantoideana , utilizando uma probe de 8 MHz e 5 cm de profundidade. 1: Embrido; 2: Amnion;
3: Liquido Alantoideano. (C): Mesma gestagdo mas 13 dias apés o diagndéstico da perda embrionéria
(com probe de 10 MHz e profundidade de 4 cm), observando que o liquido alantoideanos esté turvo,
os debris do concepto foram expelidos completamente 5 dias depois. 1: debris embrionarios;
2:Membrana corioalantoideana irregular (DESCOTEAUX et al, 2010).

E preciso ter um conhecimento dos sinais de viabilidade do embrido ou do
feto, obtendo um diagndstico preciso. A maioria das variagfes durante a perda fetal &
muito sutil para ser detectada por palpacdo retal atrasando alguma intervencéao

veterinaria (DESCOTEAUX, 2010), como a aplicacdo de prostaglandina por



27
exemplo.

2.9. A sexagem fetal

A sexagem fetal, pela ultra-sonografia, surge como uma nova perspectiva
para o planejamento do rebanho, agregando valor ao produto final pois permite
maior concentracdo de machos nos rebanhos produtores de carne ou de fémeas nos
de leite (WOLF e GABALDI, 2002).

O uso da ultrassonografia para a sexagem fetal € muito Gtil para os criadores
de animais de elite, pois usam essa ferramenta para saber, tdo cedo quanto em 60
dias de gestacao, o sexo do bezerro resultante de uma transferéncia de embrido de
uma vaca de alto valor genético, ndo precisando esperar até o nascimento para
confirma-lo. Assim esses criadores podem incluir esta abordagem nas decisfes do
manejo dos animais (DESCOTEAUX et al, 2010), por exemplo: em muitas
propriedades ao fazer a sexagem fetal, a receptora ja recebe a identificacdo com o
sexo e a previsdo de parto. Desta forma, o produtor agrega valor ao produto final
pois permite maior concentragdo de machos nos rebanhos produtores de carne ou
de fémeas nos de leite ou de doadoras de embrido.

Segundo Descéteaux et al (2006), o diagnéstico ultrassonografico do sexo
fetal envolve trés passos: localizacdo e identificacdo do feto no Gtero gravidico,
verificacdo da viabilidade do feto e determinacéo do sexo fetal. O intervalo ideal para
esta avaliacdo (pelo posicionamento do tubérculo genital) é entre o 60° e 0 70° dia
de gestacdo (DESCOTEAUX et al, 2010).

O tubérculo genital tanto no macho como na fémea é visualizado na tela como
uma estrutura bilobulada e com ecogenicidade semelhante a do o0sso, e sua
aparéncia € igual no macho e na fémea. Entretanto o que determina o diagnostico é
a posicao do tubérculo genital (DESCOTEAUX et al, 2010).

2.9.1. Caracteristicas do macho

Por volta do 50° ao 58° dia de gestacéo, o tubérculo genital masculino alcanca
sua posicao final, caudalmente ao umbigo (DESCOTEAUX et al, 2010). Ao localizar
o feto, a probe é lentamente movimentada de forma a escanear o corddo umbilical

até o local de sua insercdo no abdome do feto, onde sera formada a imagem do
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tubérculo genital (hiperecogénico).

Entre o 65° e 70° dia da gestacdo, a aparéncia do tubérculo genital
apresentara uma mudanca: antes eram observadas duas estruturas lobuladas,
passando a mostrar quatro estruturas lobuladas representando as dobras urogenitais
e durante este estagio a bolsa escrotal esta unida a linha mediana (DESCOTEAUX
et al, 2010), assim como apresenta a figura 13.

A descida dos testiculos no feto bovino é por volta do 90° ao 130° dia da
gestacdo. Devido a estas observagcbes apos o 70° dia, a avaliacdo do tubérculo
genital deve ser interrompida (DESCOTEAUX et al, 2010)

Figura 13: Feto bovino do sexo masculino de 65 dias. A figura a esquerda mostra o posicionamento
da probe e do feto. E a direita mostra a imagem ultrassonogréafica no momento da avaliagao (probe de
7,5 MHz). Em que (1) Corddo umbilical; (2) Tubérculo genital masculino; (3) membros pélvicos (4)
membros toracicos (5) Placentoma; (DESCOTEAUX et al, 2010).

2.9.2. Caracteristicas da fémea

Na fémea o tubérculo genital alcanca sua posicao final, cranialmente a cauda
(vista ventral), por volta do 58° dia de gestagéo. O tubérculo dara origem ao clitoris e
a dobra urogenital formara os labios vulvares (DESCOTEAUX et al, 2010), assim
como mostram as figuras 14 e 15.

O técnico deve também observar o corddo umbilical até sua inser¢cdo no
abdome e se forma alguma imagem hiperecogénica neste local, pois a bolsa escrotal

pode ser confundida com o tubérculo genital feminino no caso de um feto do sexo
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masculino visualizado em uma gestacdo com mais de 70 dias, assim como mostrado

na figura 16.

Figura 14:Feto bovino do sexo feminino, aos 60 dias de gestacdo em um plano longitudinal. A
esquerda figura mostra o posicionamento da probe e do feto e a direita a figura mostra a imagem
ultrassonogréfica visualizada (probe de 7,5MHz). (1): Membros pélvicos; (2): Tubérculo genital (3)
Cauda (DESCOTEAUX et al, 2010)

Figura 15: Fémea aos 60 dias de gestacdo, a esquerda: o posicionamento da probe e do feto dentro
do utero. A direita: imagem ultrassonografica (probe de 7,5MHz) capturada neste momento. (2):
Tubérculo genital; (3): Vértebra caudal (DESCOTEAUX et al, 2010)
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Figura 16: Imagem ultrassonografica (probe de 7,5MHz) de
um feto do sexo masculino aos 72 dias da gestacdo. Esta
imagem representa uma situacdo em que um profissional
com pouca experiéncia pode realizar uma identificagio
incorreta das estruturas. (1): membros posteriores; (2)
Bolsa escrotal; (3) Vértebra caudal (que pode ser
confundida com a genitdlia externa da fémea).
(DESCOTEAUX et al, 2010).

A diferenciacéo do trato feminino é concluida por volta do 70° dia da gestacao,
e as glandulas mamaéarias sao de 0,6 a 3 mm de didmetro no 80° ao 130° dia, a partir
desta data a avaliacdo pelo tubérculo genital deve ser interrompida (DESCOTEAUX
et al, 2006).
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3. O controle da qualidade dos laboratérios de FIV

O laboratério deve fornecer um ambiente asséptico para a manipulagdo dos
oocitos e embrides, a temperatura deve ser devidamente controlada, em torno de
25°C (GONCALVES et al., 2007), e a iluminacdo deve ser adequada para a
manipulacdo de gametas e embrides (penumbra ou luz amarela néo fluorescente)
(ELDER e DALE, 2000).

Para manutencdo da qualidade dos procedimentos deve-se utilizar materiais
descartaveis, estéreis e devidamente testados para laboratério de FIV (GALUPPO,
2004).

Os meios de cultura produzidos comercialmente devem ser monitorados
quanto a forma de transporte, armazenamento e integridade dos frascos
(GALUPPO, 2004).

Os profissionais devem saber que este € um ambiente asséptico e por isso
devem utilizar uma paramentacdo adequada, evitar o uso de perfumes ou acessorios
desnecessarios para o local (brincos, colares, anéis.)

Cada um dos procedimentos realizados em um laboratério de FIV deve ser
executado com extrema atencao e responsabilidade. Descuidos ou falta de atencao
podem provocar danos ao desenvolvimento do embrido in vitro e consequentemente
prejudicar os resultados obtidos pelo laboratério (GALUPPO, 2004).

Todo laboratério deve realizar testes frequentemente, para avaliagdo da sua
eficiéncia na producdo de embries, utilizando ovarios provenientes de abatedouros.

Portanto a falta de comprometimento com as normas pré-estabelecidas pde
em risco a seguranga nao sO do individuo responsavel, mas também, de toda a
equipe e dos animais, podendo resultar em danos para os gametas e embrides e até

na transmissao de doencgas.
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4. Concluséao

A PIV é uma técnica que permite um maior aproveitamento da fémea e do
sémen, permitindo a utilizacdo dos reprodutores com alto valor comercial, além do
uso do sémen sexado.

A utilizagdo do sémen sexado na producdo in vitro de embribes permite
reduzir o tempo para atingir certos objetivos, como o de melhorar a qualidade do
rebanho e 0 numero de animais que o integram, além disso, h& maior
aproveitamento do sémen pois com apenas uma dose podemos fertilizar oocitos de
mais de uma fémea, o0 que nao ocorre na superovulacao e TE convencional.

Exames ultrassonograficos do trato reprodutivo podem ser de grande
importancia para determinar se um animal esta apto para reproducéo, qual a fase do
ciclo estral ou se apresenta alguma desordem do trato reprodutivo. A técnica da
ultrassonografia também é eficaz no diagndstico precoce de prenhez aos 25 dias,
assim como nas avaliacbes das perdas embrionarias entre 25 e 45 dias e fetais
entre 45 e 60 dias de gestacdo, revelando que o diagndstico precoce da prenhez é
importante para determinar o periodo da gestacdo em que ocorrem as maiores
perdas gestacional. A sexagem dos fetos é segura a partir dos 60 dias de gestacéo,
agregando valor ao produto final.

O controle da qualidade do laboratoério € essencial para melhores resultados

na producdo de embrides bovinos.
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