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RESUMO

GUARDA, Ana Carolina Alves. Biotecnologia na reproduciao animal: Uma visiao
teorico/pratica de producio in vitro de embrides bovino. 2023. 28p. Trabalho de Conclusao
de curso (Bacharelado de Zootecnia). Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia

Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde, GO, 2023.

A pecudria brasileira estd em constante desenvolvimento, paralelamente as biotecnologias da
reproducdo e sua aplicacdao comercial tem se expandido. Biotecnologias vem sendo usadas para
maximizar a produtividade e eficiéncia reprodutiva, aumentando a producdo de animais
geneticamente superiores, obtendo assim maior nimero de descendentes geneticamente
superiores em um curto periodo de tempo. Dentre as técnicas atuais, destaca-se a Producao in
vitro de embrides bovinos (PIV), o processo da produgdo in vitro de embrides envolve etapas
que incluem a obtenc¢do dos odcitos, maturagdo, fecundacao e o cultivo. Que juntamente com
as demais biotécnias da reprodugdo, foram responsaveis pela grande expansao da pecuaria

brasileira, reduzindo o intervalo entre geracdes e selecionando cada vez mais as reprodutoras.

Palavras-chave: biotecnologia, producao in vitro, embrides, reproducdo, odcitos.
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1.INTRODUCAO

Atualmente na pecudria nacional, a evolucdo da produtividade estd associada as
evolugdes cientificas e tecnoldgicas. A biotecnologia usada na reproducdo animal vem sendo
desenvolvida e aprimorada, visando aumentar a eficiéncia reprodutiva, aumentando a producao
de animais geneticamente superiores, obtendo maior nimero de desentendes em um curto
periodo de tempo (RENESTRO, 2004).

A aplicagdo das biotécnicas de reproducao animal consiste em potencializar a eficiéncia
reprodutiva animal, e viabilizar a fertilidade, facilitando o encontro entre gametas feminino e
masculino para que ocorra a fertilizagdo no animal — in vivo, como em laboratorio — in vitro
(SALVADOR, 2019).

O Brasil ¢ uma das referéncias mundiais em producao de embrides in vitro, segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o pais ingressou nas pesquisas
em 1990 e despontou nos anos de 2012 e 2013. Em 2017, conseguimos a segunda posi¢ao
mundial na producdo global de embrides bovinos (SEBRAE, 2022). Em 2019 ocorreram
transformagoes significativas na industria de embrides no Brasil, esse periodo marcou os 20
anos dos primeiros registros de transferéncia de embrides bovinos produzidos in vitro. Houve
mudanga significativa ndo s6 em nimeros, mas também na dindmica do mercado de produtos
e servicos relacionados, valores econdmicos e margens de lucro (GONCALVES; VIANA,
2019).

Segundo Vieira (2012, p. 156):

A biotecnologia ¢ uma forte ferramenta para a inddstria pecuaria. Varias biotecnias
como a inseminagao artificial, criopreservagdo de gametas e embrides; superovulacao
e transferéncia de embrides; sexagem espermatica e embrionaria, Recuperagdo de
obcitos e a fertilizagdo in vitro; clonagem por transferéncia nuclear de células
embriondrias ou somaticas, transgenia e a biologia de células tronco, tém promovido
o desenvolvimento cientifico e tecnolégico em todo mundo, tornando o Brasil uma
referéncia na producao in vitro de embrides.

No cenario atual da pecuaria as técnicas de biotecnologia mais utilizadas sdo a
inseminacao artificial (IA), transferéncia de embrides (TE) e a produgdo in vitro de embrides.
A definicdo do termo inseminacao artificial (IA) implica a deposi¢do de espermatozoides no
trato reprodutivo feminino por meios artificiais, em vez do servico natural envolvendo
diretamente o macho (BARBOSA; MACHADO, 2008). O sémen ¢ depositado no aparelho
reprodutivo da fémea; a fecundacao, ou seja, a unido do espermatozoide com o 6vulo e a

formag¢ao de um novo ser ocorrem naturalmente (ASBIA, 2022).



A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), é considerada uma grande ferramenta
devido a possibilidade de inseminar uma grande quantidade de animais, em um periodo
determinado de tempo, sem a necessidade de observagao de cio. O uso da IATF também permite
a indugdo da ciclicidade em vacas em anestro, diminui¢do do intervalo de partos, aumento dos
nimeros de bezerros nascidos e sincronizacao dos cios de retorno das fémeas falhas (GODOI;
SILVA; PAULA, 2010).

A Transferéncia de Embrides (TE) ¢ uma biotecnologia que permite recolher embrides
de uma fémea doadora e transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de completarem
o periodo de gestacdo (PASA, 2008).

Ja a produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma técnica de reproducdo assistida que
consiste na preparagao e cultivo de gametas em ambiente laboratorial para geragao do zigoto, e
seu cultivo até o estadio de desenvolvimento embrionario desejado. Esta relacionada a uma
série de procedimentos integrados, que vao desde o manejo reprodutivo das doadoras e
receptoras, puncdo folicular guiada por ultrassom, procedimentos no laboratorio até a
transferéncia dos embrides (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014). O dominio do
método in vitro de produgao de embrides colocou o Brasil em uma posi¢cdo de destaque neste

setor, despertando o interesse de outros paises (PELLEGRINO, 2013).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producio In Vitro de Embrioes (PIVE) Bovinos

A produgdo in vitro (PIV) de embrides ¢ uma importante biotécnica reprodutiva que
permite a interagdo entre o espermatozoide e o odcito fora do trato reprodutivo da fémea, com
a formacao de um novo individuo (MELLO et al., 2016).

A PIV vem sendo incorporada a reproducao animal, e sua utilizagdo comercial cada vez
mais acessivel, tornando se possivel a recuperacdo de ovocitos de fémeas vivas para a
fertilizagao in vitro (FIV) (SILVA, et al., 2015).

A técnica envolve as etapas de coleta, maturagdo, fecundacgdo e cultivo in vitro sendo
que a eficiéncia das etapas de maturacdo e fecundacao in vitro nao difere daquela obtida in vivo

(MELLO, et al., 2016).

2.2 Aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (Ovum Pick-up - OPU)

Atualmente, utiliza-se a aspiracdo folicular guiada por ultrassom (OPU), que ¢
responsavel pelo aproveitamento do material genético da fémea. Essa técnica possui a vantagem
de poder ser realizada em qualquer fase do ciclo estral e ndo interferir no estado fisiologico do
animal (SILVA, et al., 2021).

As fémeas doadoras selecionadas para participar da PIV, devem apresentar um quadro
nutricional adequado e serem geneticamente superiores. Nao podem apresentar defeitos
anatomicos, patologia e etiologia genética, distirbios reprodutivos e devem apresentar ciclos
estrais regulares (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

A aspiracao folicular transvaginal orientada por ultrassonografia ou OPU (Ovum Pick
Up) € a técnica de eleicdo para a obtencgdo de oocitos de doadoras vivas, em bovinos, destinados
a produgdo in vitro de embrides (PIV) (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).

A coleta de odcitos em fémeas bovinas € realizada pela pungao folicular com uma
agulha acoplada a uma sonda transvaginal, de forma que os foliculos a serem puncionados sao
observados na tela do ultrassom (SOUZA; ABADE, 2018).

Os odcitos utilizados sdo aspirados de foliculos com diametro entre 2 a 8 mm, foliculos
menores ndo apresentam competéncia para desenvolvimento, enquanto os maiores de 8 mm
encontram- se em atresia ou ja iniciaram o processo de maturagdo, tornando- se inviaveis para

a FIV(MARIANO et al., 2015).
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No laboratorio de embrides sdo preparados tubos de maturagdo para que os odcitos
coletados da aspiracdo sejam armazenados. Nos tubos contem 6leo mineral, meio de maturagao,
infundidos com mistura gasosa composta de 5% CO2, 5% O2 e 90% N2. Depois vedados com
rolha de silicone. Os tubos seguem para o laboratorio em transportados de embrides (TED),
com temperatura controlada (+/-36°c). Ao chegar, sdo armazenados sem tampa nas incubadoras
de MIV, em atmosfera controlada a 38,5°C, 5 % CO2 e umidade saturada, permanecendo até
que se complete o periodo de maturagdo. Este ¢ finalizado ap6s 24 horas da OPU, quando o
odcito finalmente esta apto a ser fecundado pelo espermatozoide (SOUZA, 2021).

Os oocitos sdo classificados em I, 11, III e IV, de acordo com a quantidade de células
cumulus. Odcitos com citoplasma regular e com mais de trés camadas de células cumulus com
pactas, se classifica como grau I. Odcito apresentando citoplasma regular ou com algumas
granulacgdes finas e com uma a trés camadas de células cumulus, considera se grau II. Grau III
sdo odcidos desnudos, apresenta menos de trés ou apenas uma camada de célula cumulus. Grau
IV sdo odcitos desnudos, ndo apresenta células cumulus.

Os odcitos de Grau I, II e III sao considerados viaveis para serem encaminhados para

maturacao (SOUZA, 2021).

2.3 MATURACAO in vitro de oocitos (MIV)

A maturagdo ¢ necessaria para que o oocito adquira a capacidade de ser fecundado
posteriormente. Para que a fecundacdo ocorra o oocito deve se desenvolver até o estagio de
blastocisto, sofrendo diversas transformagdes tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo
(PENITENTE FILHO, OLIVEIRA; TORRES, 2011).

A partir do momento em que o oocito € retirado do contato com as células foliculares o
processo de maturacdo nuclear se da inicio. A matura¢do nuclear do odcito compreende a
progressao do estagio diploteno da primeira profase meidtica até a fase de metéafase II (MII). O
periodo de maturacao varia de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em
ar e umidade saturada (PENITENTE FILHO, OLIVEIRA; TORRES, 2011).

Desta forma, nota-se que a maturagdo nuclear do odcito ¢ marcada pela progressdo do
estagio diploteno, desde a profase meidtica I, até a fase metafase II. A figura a seguir apresenta
as etapas de maturagdo nuclear descrita pelos autores.

A primeira modificacdo do nucleo ¢ a condensacao da cromatina e a dissolucao da

membrana nuclear, processo de ruptura da vesicula germinativa (SILVA, et al., 2017).
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Logo ap6s o tempo de incubagdo da MIV, os odcitos completam a maturacdo com a

extrusdo do primeiro corpusculo polar e estdo prontos para a fecundagdo (SOUZA; ABADE,

2018).

Figura 1 — Maturacido Nuclear
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Durante a maturagdo, os o00citos passam por varias alteragdes nucleares e

citoplasmaticas. Os eventos nucleares incluem: quebra da vesicula germinativa (GBVD),

desaparecimento do nucléolo, condensacdo da cromatina, extrusao do primeiro corpusculo

polar e formag¢ao do segundo fuso meiotico (GOTTARDI; MINGOTI, 2009).

Os oocitos foram transferidos para o meio de maturacdo, constituido pelo Meio
(Sigma, M4530) suplementado com 10% de SFB, 5,0ug/mL de LH (Lutropin-v,
Vetrepharm), 0,5ug/mL de FSH (Folltropin-v, Vetrepharm), 0,2uM de piruvato e
50pug/mL de gentamicina. Os odcitos foram cultivados separadamente na presenca de
quercetina (0,4, 2, 10 e 50uM), cisteamina (100uM) e na auséncia dos antioxidantes
(controle) durante 22 horas, em gotas de 100uL de meio de maturagdo sob dleo

mineral, montadas em placa de Petri, a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2. (GUEMRA
etal., 2013, p. 1618).



12

2.4 Fecundacio in vitro de embrides bovinos (FIV)

A fecundacdo in vitro ocorre através da incubacdo de oodcitos maduros com
espermatozdides capacitados, em meio de fecundagdo. Ocorrendo a combinagao do material
genético dos gametas e a formagdo do zigoto (OLIVEIRA; SARAPIAO; QUINTAO, 2014).
Apobs a maturacdo os oocitos, sdo lavados em uma gota contendo meio TL e outra contendo
meio FIV em seguida transferidos para uma placa Petri de 35mm contendo 5 microgotas de 100
uL de meio de fecundagdo cobertas com 6leo mineral (SILVA, et al., 2017). O meio FIV ¢
composto por o meio Tyrode modificado (TALP) acrescido de solu¢des de Penicilamida,
Hipotaurina e Epinefrina (PHE) e 10pg/ml de heparina. Os gametas permaneceram incubados
em microgotas recobertas com 6leo mineral, por 18-20 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de
CO2 em ar (DAYAN, 2001).

O sémen proveniente de palhetas de congeladas, passa por uma separa¢do apos a
descongelagdo, a fim de se utilizar somente espermatozoides viaveis. Os métodos de separagdo
espermatica mais utilizados sao o gradiente de PERCOLL e o swim-up. O swim-up ¢ baseado
na mobilidade dos espermatozoides moveis migrarem do sedimento formado apds
centrifugacdo para um meio de cultura enriquecido sobreposto aos mesmos (SOUZA; ABADE,

2018).

O Percoll ¢ composto de particulas de silica coloidal (15-30 nm de
diametro) coberto com polivinilpirrolidona (PVP), preparado em diferentes
concentracdes para formar um gradiente necessario de separacdo espermatica. Em
geral ¢ preparada uma solucdo de Percoll 90% e 45%, sendo o contetido de uma
palheta de sémen descongelado e depositado sob este gradiente em seguida
centrifugado e o pellet utilizado para a inseminacédo in vitro (MACHADO, 2009, p.
15).
ApOs a separacao, os espermatozoides sao diluidos a uma concentragdo final de 1 a 5 x
106 espermatozoides viaveis/ml de meio (PENITENTE FILHO, OLIVEIRA; TORRES, 2011),
calculada de acordo com a motilidade e concentracao da fracdo viva de espermatozoides obtida

apos a centrifugagdo em gradiente Percoll (SOUZA; ABADE, 2018).

2.5 Cultivo in vitro de embrioes (CIV)

A CIV ¢ o periodo de desenvolvimento do oocito fertilizado até o estagio de blastdcito,

consiste em fases importantes como a ativagcdo do genoma embrionario, distingdo embriondria,
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compacta¢ao dos blastdmeros, formacao e expansdo do blastocele € o rompimento da zona

pelucia (SOUZA; ABADE, 2018).

Figura 2 — Desenvolvimento embrionario e morfolégico

Fonte: Projeto Alfa (2021)!

O cultivo embrionario in vitro requer um ambiente adequado, com tempo, atmosfera e
temperatura (39°C) controlados (5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2). O tempo de cultivo in
vitro tem apresentado variagdo de 7 a 9 dias, dependendo do objetivo da rotina de PIV (MELLO,
etal. 2016).

ApOs 24 horas da fecundagao in vitro, os o6citos sao desnudados com auxilio de uma
pipeta e transferidos para o meio de cultivo in vitro (CIV), um meio comum
utilizado pelos laboratorios para essa etapa ¢ o meio Synthetic Oviductal Fluid (SOF) (SOUZA;
ABADE, 2018).

! Figura disponivel em: https://www.projetoalfa.com.br/blog/qualidade-do-embriao. Acesso em: 10 nov. 2022.
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Figura 3 — Avaliacio morfologica do embrido até o 6° dia

Fonte: IPGO (2019)?

O desenvolvimento dos odcitos pode ser interpretado da seguinte forma: o dia da OPU
como dia 1 (D -1), a fase de fecundagdo in vitro como dia 0 (D0), passados 24h, temos o dia-1
(D1) que ¢ a etapa de cultivo in vitro. O dia-3 (D3) sdao passadas 48 horas, que sdo realizadas
as etapas de 1° feeding eclivagem. Para o dia-5 espera -se por mais 48 horas. O 2° feeding,
(processo onde substitui 0 meio de cultura onde estdo inseridos os embrides, e no dia 6 (D6)
realiza-se a previsdo e no dia 7 (D7) a taxa de blastocisto ¢ avaliada e acontece a saida dos
embrides para envase a fresco ou congelamento).

Segundo Missio (2015, p. 24):

Os embrides sdo avaliados sob estereomicroscopio quanto a clivagem em D2 (48
horas apos a FIV) e em D6, D7 e D8 para as taxas de blastocistos. Essas avaliagdes
em varios dias de CIV, serve para predizer a viabilidade do embrido, através do seu
estagio de desenvolvimento e morfologia.

Sao classificados da seguinte forma:

e Morula (Mo): ¢ possivel distinguir individualmente os blastomeros e sua massa
ocupa quase todo o espaco perivitelino. A massa embriondria possui no minimo 16
células.

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

¢ Blastocisto inicial (Bi): D7, possui 100-200 células. Caracteriza-se pelo comego do
transporte do fluido das células trofoectodérmicas e pela formagdo do blastocele no

2 Figura disponivel em: https://ipgo.com.br/fertilizacao-in-vitro-bebe-de-proveta-icsi/. Acesso em: 10 nov. 2022.
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interior do embrido. O Bi ocupa de 70-80% do espago perivitelino, sendo possivel
diferenciar o trofloblasto da massa celular interna.

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

¢ Blastocisto expandido (Bx): D7-D8, o embrido contém mais de 200 células, nesse
ponto o didmetro aumenta consideravelmente com o consequente adelgagamento da
zona pelucida (ZP), que chega a atingir um ter¢o de sua espessura inicial. A pressdao
crescente do blastocisto em crescimento provoca a ruptura da ZP, através da qual
ocorre a eclosdo.

¢ Blastocisto eclodido (Be): D8-D9, com 200-800 células, os embrides sdo liberados
da ZP. Podendo estar parcialmente fora da ZP (blastocisto em eclosdao- Bn) ou
totalmente eclodidos.Embrides nesta fase sdo extremamente frageis (MISSIO, 2015,
p. 24).

2.6 Congelamento de embriodes

Apds a classificacdo, os embrides podem ser destinados a implantagdo ou
criopreservacdo. A criopreservagao de embrides permite a melhor utilizagdo dos embrides
excedentes da transferéncia de embrides (TE) e da producao in vitro de embrides (PIV). Para
melhorar os indices de sobrevivéncia embrionaria ao processo de congelagdo ¢ necessaria a
utilizacdo de substancias denominadas crioprotetores (SANTIN; BLUME; MONDADORI,
2012).

Atualmente as técnicas de criopreservagao mais utilizadas sdo a directtransfer e a técnica
de vitrificacdo de embrides (SOUZA; ABADE, 2018). O congelamento de embrides Direct
Transfer — DT, baseia-se em uma forma de congelamento lenta e classica. Cujo objetivo €
produzir um embrido congelado para transferéncia direta. Neste procedimento € necessario um
equipamento especifico, a maquina de congelar embrides TK-1000®, e logo em seguida sao
armazenados no botijdo de nitrogénio (-196°C) (GOMES; SANTOS, 2020).

Ja a vitrificagdo ¢ um método de congelamento ultrarrdpido, que permite acelerar
significativamente o processo de criopreservacdo do embrido sem a utilizagdo de um
congelador programavel de alto custo, tornando assim o processo rapido, pratico € menos
oneroso (SANTIN; BLUME; MONDADORI, 2012).

O DMSO ¢ um dos crioprotetores intracelulares com alto peso molecular (PM =78,13)
devido a sua facilidade em induzir o estado vitreo, levou a ser um dos primeiros

crioprotetores utilizados nas solugdes de vitrificacdo de embrides (GOMES; SANTOS, 2020).

Os crioprotetores intracelulares sdo importantes constituintes da solugdo de
congelamento/vitrificagdo, sendo a presenca intracelular destes, essencial na
prevencdo da formacao de cristais de gelo, impedindo também a ocorréncia de danos
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toxicos e osmoticos. Uma das suas fungdes é de baixar o ponto de solidificagdo. Isto
¢ benéfico por varias razdes, principalmente por fornecer um maior tempo para a
ocorréncia da desidratagdo da célula, diminuindo a formacdo de cristais de gelo
intracelulares (GOMES; SANTOS, 2020, p. 888).

3 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS E DISCUSSAO

O estagio foi realizado no laboratorio de embrides da ABS Global, no municipio de
Mogi Mirim - Sao Paulo. Como supervisor de estagio, dispds o médico veterindrio Rafael
Martins, responsavel pelo laboratério de embrides, o qual acompanhou e monitorou todas as
atividades semanais, totalizando 486 h.

O estagio foi desenvolvido acompanhando as atividades diarias realizadas no
laboratorio de embrides. Auxiliando nas rotinas do laboratorio e no preenchimento de planilhas;
higienizacdo e esterilizacdo dos materiais do laboratorio; limpeza das incubadoras;
acompanhando a recepcdo de odcitos; auxilio no preparo dos tubos para OPU (aspiracdo de
obcitos); auxilio e acompanhamento na fertilizagdo in vitro de embrides (FIV);
acompanhamento das rotinas de protocolos de verificacao, desvitrificacdo de embrides e direct

transfer.

3.1 Limpeza, Manutencio e Esterilizacao

Para evitar contaminagao dentro do ambiente de PIVE (Produgao In vitro de embrides),
todos os colaboradores do laboratério devem fazer a higienizacdo das maos antes de adentrar
no laboratdrio, também devem utilizar jalecos, pro pé, mulheres devem estar com os cabelos
presos; e evitar a utilizacdo de produtos que deixam residuos.

A limpeza dos equipamentos do laboratorio era realizada nas segundas feiras, utilizando
alcool 70%, clorexidina e 4gua destilada para a limpeza das superficies. E feita a troca de 4gua
das incubadoras, as mesmas sao limpas e esterilizadas. Na estufa a temperatura ¢ aferida, ¢ feito

a troca de agua, e medi¢ao de CO2.
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3.2 Preparacio de tubo de MIV (Maturacio in vitro) e meio de lavagem

Em tubos de Falcon € preparado o meio de lavagem e gas (de 5% CO2, 5% 02 e 90%
N2). Sao feitas aliquotas de 400ul de meio MIV para os tubos e 300ul de 6leo mineral; esses
tubos com meios sdo gasificados (de 5% CO2, 5% 02 e 90% N2) por 15 segundo e tampados
com rolhas de silicone. Apds isso sdo colocados na geladeira.

Para o preparo da lavagem, multiplica-se o nimero de doadoras por 500ul, colocando 5

ml de lavagem em tubos de Falcon, evitando a perda de pH.

Figura 4 — Incubadora de Laboratdrio de CO2

Fonte: Figura retirada da pagina virtual Medical Expo?

3.3 Coleta e recepcao de odcitos

Para ser feita a aspiracao folicular deve ser feita uma selecdo criteriosa das doadoras,
deve ser observado as caracteristicas reprodutivas, padrdo genético, historico de negagdo e
aleitamento da cria, escore corporal, caracteristicas genéticas que sejam interessantes para o
proprietario, entre outros.

A aspiragao folicular ¢ uma biotécnica reprodutiva moderna, com o objetivo de coletar

obcitos de fémeas bovinas, os mesmos sdo destinados a fecundacdo em laboratorio, e

3 Figura disponivel em: https://www.medicalexpo.com/pt/prod/thermo-scientific/product-78678-506932.html.
Acesso em: 10 nov. 2022.
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posteriormente transplantados. Técnica essa realizada por médicos veterinarios, com auxilio da
ultrassonografia. Os oocitos utilizados aspirados de foliculos e coletados quando estiverem
maduros e levados em meio de maturagdo para o laboratério de fertilizacdo por meio de

transportadoras de embrides (TED).

Figura 5 — Transportadora de odcitos e embrides (TED)

Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratoério de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.

Ao chegar ao laboratdrio os 06citos sao recepcionados em tubos de ensaio vedados com
rolhas de silicone. Retira-se as rolhas dos tubos, que sdo colocadas nas incubadoras de trabalho
para que haja troca gasosa, onde vao permanecer por 24 horas para a realizagdo da FIV

(Fertilizagdo in vitro).
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3.4 FIV (Fertilizacao in vitro) (D0)

Sao utilizadas placas petris que identificadas nas tampas com o nome do procedimento
(FIV), nome do cliente, numero de vacas e nome do touro a ser utilizado. No fundo das placas
sdo desenhados quadrantes com o nimero e a quantidade de doadoras e gotas de meio FIV) a
serem recebidas.

O meio para fertilizagdo ¢ o “FIV Pronto ABS”. Cerca de 2 horas antes do uso, sao
suplementados com HE, penicilamina-hipotaurina-epinefrina (PHE), filtrados e mantidos
aquecidos em incubadora, equivalendo para FIVs que ocorram pela manhd ou pela tarde
(SOUZA, 2021, p. 21).

Para a realizagdo da FIV, € necessario realizar o célculo e o preparo dos meios para a
FIV, fornecendo todas as informacdes necessarias para a realizagdo deste calculo. A FIV ¢
realizada entre 22 e 26 horas apds o inicio da MIV. Vacas com produgdo de até 35 odcitos sao
adicionados 1 gota do meio de FIV mais meio de lavagem. J4 uma produgdo acima de 35 odcitos
sdo adicionadas 2 gotas de meio de TL mais meio FIV.

Os odcitos sao retirados do meio de maturacao e passados para placas de petri com meio
FIV Stoker com adi¢do de epinefrina (PHE), TL sémen e antibiotico.

Com os meios prontos, os mesmos sao adicionados em placas petris identificadas com
o nome do cliente, nome da vaca e o touro que sera utilizado para a fertilizacdo e a data da
fertilizagao.

Para a FIV sdo utilizadas doses de s€émen sexado ou convencional. As palhetas sao
descongeladas a temperaturas de 37°C, por 45 a 60 segundos. Para cada dosagem de sémen ¢
preparado um meio diferente que ¢ colocado em pellet, apos o preparo deste sémen, utiliza se
a centrifuga.

Na centrifuga as doses de sémen passam por dois ciclos de rotagdo; no primeiro ciclo
de rotagdo, se a dose for sexada, o tempo serd de 10” a 2500 RPM (419g), apds a centrifuga o
sobrenadante ¢ desprezado, e adiciona-se Imol de meio FIV pronto.

Na segunda rotagdo o tempo serd de 5° a 1700 RPM (194g). Apos isso a solugdo ¢
acondicionada em microtubos de 0.6 ml. Sao adicionados 10ul de dose do s€émen na placa petri
contendo os odcitos para fertilizar.

Para dose de s€émen convencional, a primeira rotacdo ¢ de 5° a 9000 RPM (5.400g), apos
a centrifugacao ¢ retirado o sobrenadante e adicionado 1mol de meio de FIV touro.

Segunda rotagdo ¢ de 3’ a 2000 RPM (100g), o pellet de espermatozoide ¢ removido, e

acondicionados em microtubos a 0,6 ml.
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Ap6s todos os procedimentos de calculo, preparo do meio FIV, lavagem de odcitos e
preparo do sémen, os odcitos estdo prontos para a FIV. Os oocitos fertilizados sdo colocados

em na incubadora, ficando por 22 a 24horas.

3.5 Cultivo in vitro (CIV) (D1)

Neste procedimento os zigotos sdo retirados do meio FIV, passando para o meio de
cultivo, removendo os espermatozoides ainda aderidos na zona pelacia e as células cumulus.
Esse procedimento conta o auxilio de uma pipeta ¢ realizado a lavagem em gotas contendo o
meio CIV e depois transferidas para outra placa contendo o meio SOF. Os odcitos sao lavados
pelo menos duas vezes no meio SOF. Apds as 48 horas do inicio do cultivo o meio sera
reduzido e trocado. Apds esse procedimento de troca de meio, sdo validadas quantas estruturas
se dividiram e o numero de células presente nelas. A apenas os o6citos que foram fecundados

sdo transferidos para outro meio e levados para a incubadora CIV, permanecendo por 72 horas.

3.6 Clivagem (CIV) (D5)

Nessa etapa realiza se a contagem das estruturas clivadas, observando a divisdo dos
blastomeros, caso ndo tenha ocorrido divisdao das células formando morulas sdo descartados.
Ap0s a contagem as estruturas voltam para a incubadora, para que no proéximo dia seja feita a

previsao.

3.7 Previsao (D6)

Neste procedimento ¢ feita a avaliacdo e contagem das morulas e estimativa de
quantidade de embrides. A moérula € o estagio pré-embrionario, que acontece apos o évulo ser
fertilizado pelo espermatozoide.

A partir deste procedimento ¢ feito o planejamento e preparagdo para o dia 7 (D7).

3.8 DIA 07 (D7)

Sdo selecionados os blastocistos - estdgio de desenvolvimento onde possui uma

cavidade em seu interior chamada de blastocele, expandidos no sétimo dia de desenvolvimento.
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Os procedimentos feitos no D7 sdo de acordo com a demanda do cliente. Eles sdo:

Transferéncia de embrides (TE), Verificacdo in vitro (VIT) e Direct transfer (DT).

Figura 6 — Selecio dos blastocistos

Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratorio de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.

e TE — Neste procedimento os embrides sdo envasados em palhetas, para posteriormente

serem transferidos em receptoras.
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Figura 7 - Palhetas de envase

Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratorio de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.

VIT - Envasar os embrides, individualmente, em OPS, em um volume méximo de 2 pL

da solugdo, e submergi-los, imediatamente, em nitrogénio liquido, onde serdo

armazenados.
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Figura 8 — Mesa com equipamentos pata vitrificacio

L .
Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratorio de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.

e DT - Técnica de congelamento mais lento. Consiste no embrido congelado para
transferéncia direta. Neste procedimento € necessario um equipamento especifico: a

maquina de congelar embrides.
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Figura 9 — Congelamento de embrides

Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratorio de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.

Figura 10 - maquina de congelar embrides TK-1000®

Fonte: Arquivo pessoal. ABS Global, laboratério de embrides, Mogi Mirim - Sdo Paulo, 06 jul. 2021.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente o Brasil ¢ lider na producao de genética gragas ao avango dos estudos na
area de biotecnologia. A producdo in vitro de embrides vem ocupando espago no mercado,
devido os custos serem viaveis e inumeros beneficios que tornam a técnica acessivel para quem
busca um diferencial no seu rebanho.

As técnicas apresentadas

O estagio supervisionado possibilitou a oportunidade de adquirir experiéncia na ABS
Global, uma das maiores e importantes produtoras de embrides do mundo, com cerca de 41,5%
total de embrides faturaveis no mundo. Possibilitando vivenciar essa técnica e colocando em
pratica a todo conhecimento adquirida em minha trajetéria académica, e também obtencao de
novos conhecimentos e aperfeicoamento de técnicas laboratoriais. Os conhecimentos € a

vivencia adquirida durante o estagio sdo de suma importancia para a formacao profissional.
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