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CAPITULO 1

1 IDENTIFICACAO
1.1 Nome do(a) Aluno(a)

Florence Vitoria Sousa Resende

1.2 Matricula
2020101202240400

1.3 Nome do supervisor

Rodrigo Camponogara Bohrer possui graduacdo em Medicina Veterinaria (2009) e
Mestrado em Fisiopatologia da Reproducdo Animal (2011) pela Universidade Federal de
Santa Maria. Obteve o titulo de PhD em Ciéncia Animal pela McGill University, no Canada,
em 2016, e realizou um Pds-Doutorado Industrial na Semex Alliance/McGill University,
também no Canada, em 2018. Trabalhou como pesquisador na producéo in vitro de embrides
bovinos na ABS Pecplan entre 2018 e 2021. Foi socio fundador da empresa CPEX Embrides
de 2021 a 2023. Atualmente, é responsavel pelos laboratorios de Fertilizagdo In Vitro (FIV) e

Clonagem Animal da Geneal Genética e Biotecnologia Animal.

1.4 Nome do orientador

Jair Alves Ferreira Junior, bacharel em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal
de Goias, no campus de Jatai, possui experiéncia em epidemiologia e diagndstico
anatomopatoldgico de doencas que afetam tanto animais domesticos quanto selvagens.
Concluiu residéncia em anatomia patologica animal e obteve o mestrado em Ciéncias
Animais na Universidade de Brasilia (UnB), com foco em ictiopatologia. Além disso, é
doutor em Saude Animal pela mesma instituicdo, com énfase em Patologia Veterinaria.
Atualmente atua como professor no ensino basico, técnico e tecnolégico no Instituto
Federal Goiano, Campus Urutai, lecionando Anatomia e Fisiologia Animal.
Simultaneamente, é Professor Doutor na Faculdade Una em Cataldo-GO, onde leciona nas
disciplinas de Medicina Veterinaria Investigativa, Zootecnia de Ruminantes e Sistemas
Vitais.



2 LOCAL DE ESTAGIO
2.1 Nome do local de estagio: Geneal — Genética e Biotecnologia Animal
2.2 Localizagdo: BR-050, Km 184, Jardim Santa Clara, Uberaba — MG. 38038-050
2.3 Justificativa da escolha do campo de estégio:

A justificativa da escolha do local de estagio, se deu pela afinidade com a area de
reproducéo de bovinos desde quando me ingressei na faculdade de medicina veterinaria, logo
no primeiro periodo do curso. Desde o inicio sempre procurei realizar cursos e presenciar
palestras extracurriculares na area da bovinocultura, tanto de corte quanto de leite para
aperfeicoar o conhecimento tedrico pratico na area. Sendo assim, foi a espécie animal que
mais tive contato e experiéncias durante a graduacdo. Em relacdo ao local escolhido, foi
devido a uma proposta que recebi de um veterinario, que eu ja realizava estagio com o0 mesmo
desde 2022, e que ele prestava servigos a essa empresa onde eu ja havia ido varias vezes
acompanhar, e por indicacdo me adentrei na Geneal Genética e Biotecnologia Animal, local
onde foi de grandiosa aprendizagem da area de clinica médica de bezerros, reproducéo e

clinica cirurgica de bovinos.

3 DESCRICAO DO LOCAL E DA ROTINA DE ESTAGIO

3.1 Descricéo do local de estagio

O Grupo Brasif, que atua em diversas areas, incluindo o agronegdécio, fundou a Geneal
— Genética e Biotecnologia Animal em 2009, com a visdo de ser responsavel pela evolucao
genética do Brasil, com base na experiéncia e na excelente genética bovina acumulada pelo
grupo ao longo dos anos. Sediada em Uberaba - MG, o principal centro do Zebu brasileiro, a
empresa conta com um laboratério moderno e uma equipe técnico-cientifica altamente
qualificada, especializada em fertilizacdo in vitro (FIV) e clonagem. Lider de mercado em
clonagem bovina no pais, a Geneal tem uma capacidade de producao média de 500 clones por
ano.

A empresa mantém parcerias com renomadas empresas estrangeiras na melhoria
genética animal e é amplamente reconhecida no mercado interno e externo. Atualmente, a
Geneal Genética é dirigida pelo médico veterinario Rodolfo Rumpf, Comendador da Ordem
Nacional do Mérito Cientifico, pesquisador titular da Embrapa e professor na Universidade

de Brasilia, no nivel de pés-graduacao. Rodolfo foi chefe da equipe responsavel pela primeira



clonagem de bovinos no Brasil, realizada em 2001, resultando no nascimento de Vitoria, um
animal da raca Simental. Este foi o primeiro clone bovino bem-sucedido na América Latina,
evento que repercutiu mundialmente. A clonagem, assim como a multiplicacdo de animais de
alto padrdo, € um fator importante no melhoramento genético do gado e uma tendéncia de
longo prazo para impulsionar a produtividade da agropecuaria brasileira, setor chave da

economia nacional, conforme destaca a propria empresa.

Figura 1: Geneal — Genética e Biotecnologia Animal —

Portaria da empresa em Uberaba MG

Fonte: Arquivo Pessoal

3.2 Descricdo da rotina de estagio

O estégio curricular foi realizado no periodo de 16 de setembro de 2024 a 20 de
dezembro de 2024, com carga horaria de 8 horas diarias, de segunda a sexta-feira, totalizando
40 horas semanais e 544 horas ao longo de todo o periodo. O estagio foi desenvolvido em
duas areas distintas dentro da Geneal. No laboratorio, foram dedicados 24 dias, durante os
quais realizei o acompanhamento de todos os procedimentos relacionados a clonagem e a
fertilizacdo in vitro (FIV). J& na fazenda, a carga horéria foi de 71 dias. Na fazenda, onde

realizei a maior parte do estagio, participei de atividades rotineiras como partos (naturais ou



cesarianas), aspiracdo folicular, transferéncia de embrides, diagnostico gestacional, além de

acompanhar o dia a dia da clinica neonatal de bezerros, entre outras atividades.

3.2.1 Produgéo in Vitro de Embrides

A producdo in vitro de embribes bovinos (PIVE) € uma biotecnologia inovadora que
transformou a reproducdo animal e o melhoramento genético. Esse processo permite o
desenvolvimento de odcitos bovinos (gametas femininos) em ambiente controlado para a
obtencdo de embribes, os quais podem ser transferidos para vacas receptoras para gestacao.

A capacidade de gerar muitos descendentes a partir de uma Unica vaca doadora,
utilizando a PIVE, tornou-se um componente essencial no melhoramento genético do rebanho,
aumentando a eficiéncia reprodutiva e as praticas da agropecuaria. O objetivo da PIVE ¢
replicar, 0 mais proximo possivel, os processos fisiologicos que normalmente ocorrem em
uma vaca sob condicdes controladas.

A técnica é amplamente vista como uma ferramenta valiosa para a reproducéo, visando
a melhoria da qualidade genética dos rebanhos. Ela possibilita a rapida disseminacdo das
melhores qualidades genéticas, encurta o intervalo entre geracfes de descendentes e aumenta

0 numero de bezerros gerados por vacas doadoras de alto valor.

3.2.2 ISOLAMENTO DE CELULAS

O primeiro procedimento para a clonagem é a obtencdo da célula doadora do nucleo,
realizada por meio da coleta de um fragmento de tecido do animal, em animais vivos na regiao
perianal e em animais mortos um pedaco da orelha. O pedaco é retirado da regido perianal,
apos tricotomia e antissepsia do local, sendo realizada anestesia epidural com 1 ml de
lidocaina a 2% para cada 100 kg do animal. O fragmento retirado é colocado em um tubo
contendo solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), a 37°C, e ¢ levado ao laboratério. O
local da bidpsia é suturado com pontos simples.

Para o cultivo da célula, o fragmento é cortado em mini fragmentos, que sdo
depositados em uma placa de Petri com meio Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
e soro fetal bovino, sendo levados para uma incubadora a 38,5°C, com 5% de CO2 e alta
umidade por sete dias. Apés esse periodo, 0 meio das placas de Petri é trocado, e as placas

retornam para a incubadora nas mesmas condic¢des. A partir desse momento, monitora-se a



velocidade de crescimento e expansao das células, que sdo transferidas para uma garrafa de
cultivo contendo tripsina, para estimular sua multiplicacdo e formacdo de fibroblastos
confluentes. Nesse estagio, as células podem ser envasadas em palhetas com solugdo DMSO,
meio DMEM, soro fetal bovino e antibioticos. As palhetas sdo identificadas e inseridas em
garrafas para criopreservacdo em nitrogénio, sendo armazenadas no banco genético do

laboratério.

3.2.3 SELECAO DE DOADORAS

As fémeas selecionadas para o processo de clonagem devem ser de qualidade genética
excepcional, estar em bom estado nutricional e apresentar ciclos estrais regulares. Anomalias
anatdbmicas, como desvio cervical, e disturbios reprodutivos, que podem resultar em
patologias genéticas ou adquiridas, como aderéncias uterinas, tubarias e ovarianas, precisam
ser descartadas durante a avaliacdo reprodutiva. Essas condigdes prejudicam a coleta, o
desenvolvimento e o transporte adequado de gametas e embrides, tornando o procedimento
inviavel. Fémeas prenhes ou com problemas uterinos, como mucometra, podem ser aspiradas,
desde que os ovarios estejam em condi¢Ges adequadas e 0 manuseio seja possivel.

As fémeas de racas taurinas tendem a apresentar ndmeros inferiores de odcitos
recuperados em relacdo as fémeas zebuinas, uma vez que os animais zebuinos geralmente
possuem maior numero de foliculos recrutados na onda folicular. Grande parte do sucesso da
técnica de producdo de embriBes in vitro no Brasil pode ser atribuida a essa caracteristica,

como observado em animais da raca Nelore (PONTES et al., 2011).

3.2.4 SELECAO DE RECEPTORAS

O sucesso no programa de Transferéncia de Embrides (TE) depende significativamente
da escolha adequada das receptoras, uma vez que problemas podem levar a abortos,
reabsorcdo embrionaria e complicagdes durante o parto, como distocias. O ideal é selecionar
novilhas ou vacas com pelo menos 350 kg, que tenham no minimo dois ciclos estrais regulares
e ndo apresentem problemas pélvicos ou nutricionais. E fundamental que, na selecio dessas
receptoras, o porte fisico esteja compativel com a raca da doadora e que as condi¢Ges uterinas

sejam adequadas, sem assimetrias.
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3.2.5 OBTENCAO DE OOCITOS

Existem trés formas de coleta de odcitos: a técnica slicing, que é utilizada para doadoras
que vieram a Obito, consistindo em um corte na camada cortical do ovario para liberar os
00citos; a técnica de aspiragdo folicular de ovarios provenientes de abatedouros, utilizada para
controle de qualidade de laboratorios, experimentos cientificos e clonagem por transferéncia
nuclear de células somaticas. Nessa técnica, os ovarios sdo coletados dentro do abatedouro na
linha de evisceracdo, colocados em solugdo fisioldgica na temperatura de 35 a 37°C e
transportados até o laborat6rio, onde os foliculos sdo aspirados manualmente cm uma seringa
e agulha, ou por bomba a vacuo. A aspiracdo folicular in vivo antigamente era realizada por
laparotomia, maneira que foi deixando de ser realizada devido ao complicado manejo pds
cirargico e tempo gasto, gerando um baixissimo custo-beneficio. Apenas na década de 1980,
foi tornando popular o procedimento de puncdo folicular guiada por ultrassonografia, técnica
gue em menor tempo tinha um nimero maior de animais puncionados e podia-se repetir mais
rapido a frequéncia da aspiracdo no mesmo animal.

A aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia (OPU - Ovum Pick Up)
¢ um método de alto custo-beneficio para a recuperacdo de odcitos de doadoras vivas de
bovinos, sendo capaz de produzir embrides viaveis a partir da fertilizacdo in vitro (FIV). Essa
tecnologia é amplamente praticada em diversos paises, com destaque para o Brasil, onde
muitos embrides sdo produzidos por meio dessa técnica. A eficiéncia da OPU pode ser
influenciada por varios fatores, como o tipo de aparelho de ultrassom, a experiéncia do
veterinario, a frequéncia das aspiracdes e o tipo de agulha utilizada. Esses fatores podem
impactar a capacidade de os odcitos se desenvolverem in vitro, prejudicando a producéo e a
qualidade dos embriGes, o que resulta em perdas de material genético e compromete 0s
programas de.

Os acessorios para o procedimento de aspiracdo folicular devem estar bem alinhados e
montados. As agulhas sdo de uso descartavel e tamanho 18 ou 19 G. A pressdo negativa gerada
pela bomba a vacuo deve estar entre 60 e 100 mm de mercurio, ou para facilitar a calibragem,
aconselha-se mensurar o volume de liquido aspirado por minuto, o ideal é presséo entre 10 e
20 mL de liquido aspirado por minuto. Em relagdo aos transdutores, existem variados
disponiveis no mercado, vai do profissional escolher o que melhor Ihe atende contando que

seja de 7.5 MHz, que é o recomendavel para puncdo. A respeito de tubos Falcon, rolha e
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circuito o veterinario deve optar por reutilizar, ja que alguns equipamentos ha a possibilidade
de esterilizacdo para proximo uso.

Em fémeas bovinas, tanto o nimero quanto a qualidade dos o0citos obtidos pela
aspiracdo sao influenciados pelo momento que é realizada a coleta no ciclo estral do animal,
devido as caracteristicas de selecdo e dominancia que ocorrem durante as ondas de
crescimento folicular. A presenca de um foliculo dominante inibe o desenvolvimento de
outros foliculos, e consequentemente os gametas iniciam a degeneragdo. Assim, € aconselhado
sincronizar a onda de crescimento folicular das doadoras para melhorar a competéncia dos
odcitos recuperados. Dessa forma, os odcitos sdo recuperados no inicio da onda folicular,
minimizando os efeitos adversos do foliculo dominante. O procedimento para sincronizacao
de onda folicular baseia-se em: no DO aplica-se 2 mg de benzoato de estradiol (2 mL), 0,5 mg
de D-cloprostenol (2 mL), 1 g de progesterona (dispositivo intravaginal) e no D6 retira-se o
implante de progesterona e realiza a aspiracdo folicular. A sincronizagéo pode ser realizada
com diversos protocolos distintos, mas sempre seguindo o0 conceito que o0 benzoato de
estradiol juntamente com a progesterona irdo provocar atresia do foliculo dominante e inicio
de uma nova onda de crescimento folicular em média 4 dias ap0s sua aplicacéo, e o analogo
de prostaglandina é responsavel pela lise do corpo luteo (lutedlise), que pode dificultar o
procedimento de aspira¢do por ser muito vascularizado e de tamanho consideravel.

O procedimento se inicia quando a doadora entra no brete e é contida; a lavagem
perineal com agua é feita para evitar contaminacgéo de todo o processo; € realizada a anestesia
epidural de 40 mg a 80 mg (2 a4 mL) de cloridrato de lidocaina a 2% no espago sacrococcigeo
para evitar que a fémea contraia e mova-se, a quantidade vai depender do tamanho do animal
e da agitacdo do mesmo. Com luvas, a mao esquerda € inserida no reto da doadora e a méo
direita insere a guia de aspiracao na vagina — contendo a agulha e o transdutor -; com a mao
esquerda os ovarios sdo localizados e tracionados em direcdo ao assoalho da vagina onde esta
posicionado a superficie de contato do transdutor; nesse momento j& esta sendo visivel uma
imagem no monitor do ultrassom, onde os foliculos aparecem de forma anecdica (preto) e o
parénquima de forma ecogénica (cinza claro). Ja no local certo, a agulha é introduzida em
cada foliculo a ser aspirado um por vez, e a guia de pungdo segue um circuito que terminara
em um tubo Falcon aquecido & 37°C com solu¢do DPBS (Solucdo Salina Tamponada com
Fosfato de Dulbecco) que mantem o pH do meio estavel entre 7,2 — 7,6, e com heparina que
serve para ndo deixar o conteudo aspirado coagular, o que, normalmente, é causado pela

presenca de sangue, prejudicando, assim, o rastreamento dos o0citos. Uma observacéo é que
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durante todo o processo, os tubos devem estar envelopados com papel aluminio, para ser
protegidos de raios solares e causar complicacGes na viabilidade dos odcitos.

Ap0s a aspiracao dos foliculos, sob uma placa aquecedora & 37°C e preferivel dentro de
uma capela com fluxo laminar, os odcitos sdo transferidos para uma placa de Petri para iniciar
0 rastreamento com o auxilio de uma pipeta e de um microscopio. Nessa etapa, 0s 00citos que
ndo sdo desnudos e ndo estdo em atresia irdo para uma outra placa de Petri com meio de
lavagem (LAV), composto por piruvato de sdédio, Soro Fetal Bovino (SBF) e antibiotico
gentamicina para serem levados ao laboratério e entéo selecionados.

A selecdo é feita de acordo com o citoplasma e os complexos cumulus baseado na
quantidade e na compactacao das células, foram entéo classificados em viaveis e inviaveis e
selecionados como grau I, 11, 11l e IV (Figura 2 e Figura 3), sendo os odcitos do ultimo grau
descartados devido & atresia (maduros mas com auséncia de fecundacdo), desnudos (ndo

possuir células cumulus ao seu redor) e expandidos (maduros).

Figura 2: Rastreamento e Classificacdo de Odcitos Bovinos

Qualidade Descricdo

Grau | Qécitos com mais de trés camadas de células compactas do cumulus, e
citoplasma regular.

Grau I Qdcitos com uma a trés camadas de células do cumulus, citoplasma regular ou
apresentando granulacoes finas.

Grau Il Qdcitos apresentando menos de trés camadas do cumulus ou parcialmente
desnudos, citoplasma irregular.

Grau |V Desnudos (o6citos sem células do cumulus) ou em degeneracdo (com cumulus

expandido e citoplasma heterogéneo apresentando granulacdes severas).

Fonte: OLIVEIRA, 2014.
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Figura 3: Classificagdo da qualidade dos odcitos bovinos com base na integridade das

células do cumulus e na aparéncia do citoplasma. Grau I (a, b, c, €), grau Il (d, f), grau 1lI
(9), grau IV (h, i)

Fonte: OLIVEIRA, C. Setal, 2014.

3.2.6 Maturacéao in Vitro

Apos a selecdo, os odcitos eram lavados em meio de maturacdo (MIV) e transferidos
para placas de Petri contendo gotas de 100 uL do mesmo meio, cobertas com éleo mineral.
Em seguida, foram encaminhados a estufa incubadora, sob condi¢des de ar e umidade saturada
em 95%, com temperatura de 38,5°C e atmosfera contendo 5% de CO-, pelo periodo de 22 a
26 horas.
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3.2.7 Fertilizagéo in Vitro

A etapa de fecundagéo, conhecida como Dia 0 (DO0), tinha inicio logo ap6s o periodo
de incubacéo dos odcitos. Esses foram retirados da placa de Petri anterior e realocados para
uma nova placa contendo meio especifico para fertilizacéo in vitro (FIV), suplementado com
heparina e PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina).

O sémen utilizado no procedimento foi obtido dos proprietarios dos animais ou do
banco de armazenamento da empresa, sendo ambos congelados. Para sua utilizagéo, foi
realizado o descongelamento em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Posteriormente,
procedeu-se a avaliacdo da viabilidade espermatica por gradiente de densidade, técnica
empregada para separacdo do plasma seminal por meio de Percoll a 45% e 90%. Em um
microtubo tipo Eppendorf, foram adicionadas as camadas de Percoll 90%, Percoll 45% e, por
fim, o sémen descongelado, seguindo essa ordem para garantir a separacdo das fracoes.

A amostra foi submetida a centrifugacdo por 5 minutos a 10.000 rpm para 0 sémen
convencional e por 4 minutos a 9.000 rpm para o sémen sexado. Apds esse processo, 0S
espermatozoides vidveis se concentraram na parte inferior do tubo, enquanto os
espermatozoides mortos permaneceram na camada intermediaria e o plasma seminal na
camada superior. A fracdo contendo os espermatozoides viaveis foi retirada com o auxilio de
uma pipeta e transferida para a gota na placa de Petri que continha os odcitos maduros.
Posteriormente, a placa foi novamente incubada sob as mesmas condigfes utilizadas no

procedimento de maturacéo in vitro (MIV), porém, agora, pelo periodo de 18 a 22 horas.

3.2.8 Cultivo in Vitro

A fase de cultivo, denominada Dia 1 (D1), inicia-se com a remoc¢édo dos odcitos da
placa contendo o meio de FIV e sua lavagem em meio LAV. Durante esse processo, 0S
possiveis zigotos passaram pelo procedimento de desnudamento, no qual as células do
complexo cumulus foram removidas, evitando interferéncias na absorcdo de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento embrionario.

Apds a remocao das células, cerca de 30 zigotos foram transferidos para uma nova
placa de Petri contendo gotas de meio de cultivo in vitro (CIV), composto por soro fetal bovino
(SFB), albumina sérica bovina (BSA), glutamina e aminoécidos. Em seguida, as amostras
foram incubadas em estufa a 38,5°C, com atmosfera controlada contendo 5% de O, 5% de

CO:2 e 90% de N2, além de umidade saturada, onde permaneceram por 72 horas.
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O desenvolvimento embrionario antes da transferéncia para a receptora é caracterizado
por eventos fundamentais, incluindo a clivagem celular, ativacdo do genoma embrionario,
compactacdo dos blastémeros, diferenciacdo entre trofoblasto e embrioblasto, formagéo e
expansao da blastocele, além da ruptura da zona pelicida (LONERGAN et al., 1999). Esses
processos podem sofrer influéncia de diversos fatores durante o cultivo in vitro, sendo a
ativacdo do genoma embrionario um dos aspectos mais criticos para o desenvolvimento do
embrido, ocorrendo entre os estagios de 8 a 16 células.

A fase de clivagem ocorre no Dia 4 (D4), no qual o embrido deve apresentar entre 16
e 24 células. Nessa etapa, 50% do volume do meio de cultivo foi removido de cada gota, e 0s
embriBes foram avaliados quanto a diviséo celular e formacéo dos blastémeros e da morula
inicial. Posteriormente, o volume removido foi reposto com meio CIV fresco, e a placa foi
incubada por mais 48 horas.

No sexto dia de cultivo (D6), foi realizada a avaliagdo da taxa de formagéo de
blastocistos, classificados em blastocisto inicial (Bl), eclodido (BL) e expandido (BX). O
blastocisto expandido € considerado o mais adequado para criopreservacdo, pois apresenta
melhores condi¢es estruturais e maior viabilidade para o desenvolvimento pds-transferéncia.
A classificacdo morfoldgica dos embrides seguiu os critérios estabelecidos pela International
Embryo Transfer Society (IETS).
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Figura 4: Treinamento Pessoal de Cultivo in vitro

Fonte: Arquivo Pessoal

3.2.9 Criopreservacao de Embrides

No Dia 07 (D7), um dia ap6s a previsdo, os embrides sdo envasados. Existem trés

técnicas principais de envase:

1. Embrides a fresco: Os embribes sdo apenas colocados em palhetas juntamente
com o meio de manutencdo composto por BSA e colocados em transportadoras aquecidas até
a fazenda.

2. Congelamento por Direct Transfer (DT): O embrido produzido in vitro é
congelado no laborat6rio por um processo lento, utilizando uma maquina de congelamento
por nitrogénio liquido (Figura 5). Todo o procedimento dura aproximadamente 1 hora e 30
minutos até o armazenamento em botijdes. O descongelamento ocorre de forma semelhante
ao sémen, com a palheta sendo imersa em um descongelador a 37°C por 30 segundos antes de
ser montada no aplicador. Todo esse processo ocorre diretamente no curral.

3. Criopreservacdo por vitrificacdo: Esse método consiste em um

congelamento ultrarrdpido, no qual até cinco embrides sdo colocados diretamente no
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nitrogénio liquido. O processo de descongelamento torna-se mais complexo, pois deve ser
realizado por um médico veterinario técnico do laboratério. A transferéncia pode ocorrer na
prépria fazenda ou no laboratdrio, com posterior transporte dos embribes em recipientes
aquecidos até o local de implantacéo.

Figura 5: Criopreservacao de embrides por técnica DT

Fonte: Arquivo Pessoal

Tanto na técnica de Direct Transfer (DT) quanto na vitrificagdo, sdo utilizados
crioprotetores para preservar os embrides. No entanto, a vitrificacdo requer uma maior
quantidade desses compostos, 0 que exige atencdo do profissional responsavel ao tempo de
exposicdo as solucdes crioprotetoras. Um tempo inadequado de mergulho pode levar a
desidratacdo das membranas embrionarias, comprometendo sua viabilidade.

Dentre as técnicas mencionadas, a transferéncia de embrides a fresco apresenta as
maiores taxas de prenhez (48-50%), seguida pela vitrificacdo (45-49%) e, por Gltimo, a DT
(30-35%). Essa variacdo se deve, em grande parte, aos efeitos adversos do congelamento, que
podem resultar em danos embrionarios antes e ap6s o descongelamento. Entre os principais
fatores que afetam a viabilidade dos embrifes congelados estdo a formacéo de cristais de gelo,
a toxicidade dos crioprotetores, falhas no ajuste da maquina de congelamento e a falta de
qualificacdo do profissional responsavel pelo procedimento. Além disso, as taxas de prenhez
também sdo influenciadas por fatores como a qualidade do embrido, o protocolo utilizado, a
experiéncia do veterinario responsavel pela transferéncia e as condigdes fisiologicas da

receptora.
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Independentemente da técnica utilizada, apenas embrides de qualidade BX séo

envasados.

3210 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES E DIAGNOSTICO
GESTACIONAL

Para alcancar taxas satisfatorias de concepcdo na transferéncia de embrides, é essencial
garantir uma deteccédo eficiente do cio nas receptoras. Assim como ocorre na inseminagéo
artificial em tempo fixo (IATF), recomenda-se a utilizagdo de protocolos de sincronizagéo
para a transferéncia embrionaria em tempo fixo. Esses protocolos minimizam erros na
deteccdo do cio e garantem que a transferéncia ocorra no momento ideal para maximizar as
taxas de sucesso.

No dia da transferéncia, as receptoras ja haviam sido previamente sincronizadas por 17
dias, sendo a transferéncia realizada no D17. O protocolo de sincronizagio adotado consistiu
nas seguintes etapas:

) DO: Implantagéo do dispositivo intravaginal de progesterona (P4) e aplicacao

intramuscular de 2 mL de benzoato de estradiol (BE).

° D8: Remocdo do implante de progesterona e administracdo intramuscular de

0,5 mL de cipionato de estradiol (ECP), 1,5 mL de gonadotrofina coriénica equina
(eCG) e 2 mL de prostaglandina F2 (PGF2).

Antes da realizacdo da transferéncia, no D17, cada receptora passa por uma
ultrassonografia Doppler para avaliar sua resposta ao protocolo hormonal. Como uma Unica
doadora pode produzir, em media, cinco embrifes, recomenda-se sincronizar
aproximadamente dez receptoras para garantir que pelo menos sete (cerca de 70%) estejam
aptas a receber um embrido.

A transferéncia embrionaria inicia-se com a aplicacdo de anestesia epidural com 3 mL
de lidocaina a 2%. Em seguida, o embrido é carregado no aplicador e depositado no corno
uterino ipsilateral ao ovario que apresenta corpo luteo (CL).

O diagnostico gestacional é realizado 30 dias apos a transferéncia e repetido aos 90

dias, permitindo a avaliacdo das taxas de concepgéo e perdas gestacionais.
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3.2.11 PARTO

O avanco das biotecnologias reprodutivas, como a producao in vitro e a transferéncia
de embriGes, tem resultado no nascimento de animais com alto valor genético e econdmico.
Dessa forma, garantir assisténcia adequada ao parto é fundamental para reduzir as taxas de
mortalidade neonatal.

A inducdo do parto € uma técnica utilizada para minimizar complicagdes tanto para a
receptora quanto para o bezerro, especialmente em casos de partos distocicos. Isso ocorre
porque 0s bezerros oriundos de transferéncia de embrides costumam ser maiores e mais
pesados do que os gerados pela raga da receptora. O protocolo adotado para inducéo baseou-
se na administracéo de:

° 2 mL de prostaglandina F2 (PGF2)(0,5mg)

° 10 mL de dexametasona (20mg), um glicocorticoide de curta acao.

A interacdo sinérgica entre esses hormoénios proporciona resultados positivos na
inducdo do parto. Esse protocolo é aplicado entre 280 e 290 dias de gestacdo, e a receptora
entra em trabalho de parto, em média, dentro de 48 horas. Caso o0 parto ndo ocorra dentro de
72 horas, considera-se que o protocolo néo foi eficaz e o caso pode evoluir para a necessidade
de cesariana. Segundo Barth (2006), esse protocolo apresenta uma taxa de eficacia de 80 a
90% quando utilizado com dexametasona ou flumetasona. No entanto, uma desvantagem
importante é a alta incidéncia de retencdo de placenta, que pode atingir 53%, valor

significativamente superior ao observado em partos espontaneos.

O parto pode ocorrer de trés formas:

1. Natural: Quando ndo ha necessidade de intervencao.
2. Natural auxiliado: Quando ha assisténcia, mas sem necessidade de cirurgia.
3. Cesarea: Indicada em casos de distocia severa, fetos de grande porte, falha na

dilatacéo cervical da vaca ou outras condicdes especificas.

A cesérea é realizada no tronco tombador da sala de cirurgia, por meio de uma incisao
na regido paramamaria esquerda. Apos a retirada do bezerro, sdo adotadas medidas para

garantir sua sobrevivéncia, incluindo:
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° Oxigenoterapia: Para auxiliar na respiracdo e eliminar fluidos pulmonares.

° Estimulacao fisica: O bezerro pode ser erguido pelos membros pélvicos para
facilitar a drenagem de liquidos ou submetido a fricgdo toracica com toalhas.

° Administracdo de farmacos: Caso o bezerro ndo inicie a respiracdo
espontaneamente dentro de 30 segundos, ele pode estar em apneia primaria. Nesse
caso, recomenda-se a administragdo intravenosa de 1 mL de cloridrato de doxapram
para estimular a respiragao.

° Controle térmico: O bezerro deve ser posicionado em decubito esternal e

coberto com mantas para prevenir hipotermia.

Figura 6: Parto Natural Auxiliado
A\ s &

Fonte: Arquivo Pessoal

Ao final da cirurgia, o bezerro é encaminhado para a Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
neonatal, onde é realizado o procedimento cirdrgico do umbigo. Durante esse processo, sao
identificadas duas artérias umbilicais, duas veias umbilicais e o Uraco, estruturas que devem

ser ligadas com fio poligalactina 910 (vicryl) e seccionadas, permitindo que se retraiam em
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direcdo ao abdémen. Por fim, a pele do umbigo é suturada com fio de nylon para garantir o
fechamento adequado.

Bezerros nascidos por parto natural ou auxiliado ndo necessitam desse procedimento,
pois, ao atravessar o canal vaginal, suas estruturas umbilicais se colabam e rompem
naturalmente. Nesses casos, apenas a cura do umbigo é realizada nos dias subsequentes para
prevenir infeccdes.

Ap0s a cirurgia, o bezerro é transferido para a baia de observacdo na UTI, onde recebe
colostro imediatamente por meio de mamadeira, com um volume aproximado de 2 litros de
colostro em po6 diluido em agua morna, quantidade que varia conforme tamanho do bezerro.
Caso o bezerro ndo apresente reflexo de suc¢do adequado, recomenda-se a utilizacdo de
sondagem esofégica para garantir o aleitamento. O colostro em p6 € administrado duas vezes
ao dia durante os dois primeiros dias de vida. No terceiro dia, caso o bezerro esteja apto, ele
é transferido para o bezerreiro em baia individual, passando a ser alimentado diretamente na

vaca.

3.2.12 ROTINA DA CLINICA NEONATAL

Na rotina da clinica neonatal, todos os bezerros passam por exame clinico duas vezes

ao dia, pela manha e a tarde. O exame inclui a afericdo dos seguintes parametros:

° Frequéncia respiratoria
° Frequéncia cardiaca

° Temperatura corporal

° Coloracéo das mucosas
° Turgor cutaneo

O Quadro 1 apresenta os valores de referéncia utilizados para monitoramento desses
parametros, garantindo a identificacdo precoce de qualquer alteragdo no estado clinico dos

bezerros.



Quadro 1: Monitoramento de parametros.
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Frequéncia Frequéncia | Temperatura | Coloragdo Turgor
respiratoria cardiaca corporal de mucosas cutaneo
Normal 24 a2 36 80a120 38.1a39.5 Rdsea la?

Apdbs o nascimento do bezerro, sdo realizados alguns tratamentos preventivos para

garantir sua saude e desenvolvimento adequado. Entre as medidas adotadas, incluem-se:

Ferro associado a vitamina B12: auxilia na prevencéo e/ou tratamento da

anemia e também no combate a tristeza parasitaria bovina.

Complexo de vitaminas ADE: fundamental para o crescimento e ganho de

peso do animal.

Halofuginona: atua na prevencao e controle da diarreia causada pelo

Cryptosporidium parvum.

Cloridrato de levamisol: anti-helmintico indicado para a prevencao e o

tratamento de verminoses gastrointestinais e pulmonares.

Hemolitan®: suplemento vitaminico e mineral que contribui para a melhoria

da condic&o nutricional do bezerro.

° Glicopan®: combinagdo de aminoacidos que estimula o apetite e 0 ganho de

massa corporal.

Essas medidas sdo essenciais para fortalecer o sistema imunolégico dos bezerros,

reduzir a incidéncia de doengas e promover um crescimento saudavel, conforme o Quadro 2.

Quadro 2: Tratamento dos bezerros

Ferro | ADE | Halofuginon | Cloridrato | Hemolitan® | Glicopan®
+ B12 a de
levamisol
Dosagem | 2ml—- | 2ml— | 8ml - oral 5ml- 5ml - oral 5ml — oral
1M IM oral
Intervalo | Acada | Acada | 1vez pordia | Dose Diariamente | Diariamente
7 dias | 15 dias | por 7 dias Unica até momento | até momento
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da entrega ao | da entrega ao

proprietario | proprietario

A cura do umbigo do bezerro € realizada logo ap6s o0 nascimento para prevenir
infeccbes e garantir uma cicatrizacdo adequada. Em bezerros nascidos por parto natural, o
umbigo é imerso em solugdo de iodo a 10% puro por cinco minutos no momento do
nascimento. Nos dias seguintes, a solu¢do pode ser diluida em soro fisioldgico e aplicada por
dois minutos diarios até a queda completa do umbigo, que ocorre entre cinco e seis dias. Ja
para 0s bezerros nascidos por cesariana, o procedimento inclui a aplicacdo diaria de
Ganadol®, uma pomada cicatrizante composta por ureia, penicilina e dihidroestreptomicina,
até a retirada dos pontos, que acontece no sétimo dia de vida. Esses cuidados sdo fundamentais
para evitar a onfalite, uma inflamag&o das estruturas umbilicais, como as artérias umbilicais
(onfaloarterite), as veias umbilicais (onfaloflebite) e o Uraco (onfalouraquite). Caso nédo
tratada, a infeccdo pode se disseminar pela corrente sanguinea, afetando outros 6rgéos e
comprometendo a satde do animal.

O desmame dos bezerros tem inicio aos 60 dias de vida, quando a alimentacdo é
reduzida de duas amamentacOes para apenas uma ao dia. No entanto, ja na segunda semana
de vida, eles comecam a receber feno e racéo peletizada a vontade, garantindo uma transicédo
alimentar adequada. Além disso, ap6s o aleitamento matinal, os bezerros sdo soltos
diariamente em um piquete com capim Braquiaria, permitindo que se adaptem ao ambiente e
socializem com os outros animais.

Entre as doencas mais frequentes na clinica de bezerros, destacam-se as diarreias, a
tristeza parasitaria bovina e as pneumonias. Essas enfermidades exigem monitoramento
constante e protocolos de manejo especificos para garantir o desenvolvimento saudavel dos

animais.
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Figura 7: Nebulizagdo em bezerra com pneumonia.

Fonte: Arquivo Pessoal

As diarreias podem ocorrer até por volta de 30 dias de idade do bezerro, e os principais
patdgenos sdo rotavirus, coronavirus, Salmonella spp., patotipos de Escherichia coli e
Cryptosporidium spp.. Deve-se realizar um antibiograma para saber qual melhor escolha de
farmacos para o tratamento. Uma das principais consequéncias da diarreia é acidose
metabdlica, que se caracteriza pela deficiéncia primaria dos niveis de bicarbonato. Essa
diminuicdo é, em grande parte, resultante do aumento da perda intestinal e da elevacdo da
concentracdo sérica de ions hidrogénio (H+). Portanto para um tratamento de amplo espectro
é utilizado um antibidtico & base de sulfametoxazol e trimetoprim associado ao ceftiofur e
meloxicam (anti-inflamatorio ndo esteroidal) e 2 litros de solucdo enteral oral para
reestabelecer a hidratag&o (sddio, cloro, fluidos) e reversdo da acidose (bicarbonato de sodio)
e valores energéticos (glicose). Em casos mais severos de desidratacdo optar também por
fluidoterapia.

Entre as doencas respiratdrias mais comuns, esta a broncopneumonia bacteriana, onde 0s

principais sinais sdo respiragdo acelerada, secre¢do nasal, febre, estertores na auscultacéo e
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tosse. Para o tratamento € feito o uso de antibidtico enrofloxacina associado com nebulizagédo
duas vezes ao dia com oOleo canforado, acetilcisteina, bromexina e dexametasona.

A tristeza parasitaria bovina é outra doenga comumente dada em bezerros, causada
principalmente, pela bactéria (ricketsia?) Anaplasma marginale e pelos protozoarios Babesia
bovis e Babesia bigemina, sendo os trés agentes transmitidos pelo carrapato, aqui no Brasil,
Rhipicephalus microplus. Para o diagnostico, é possivel observar pelos sinais clinicos
carateristicos da doenca (anaplasmose ou babesiose) juntamente com o esfregaco sanguineo
levado ao microscopio. O tratamento da anaplasmose é indicado o cloridrato de oxitretaciclina
ou enrofloxacino e para babesiose o aceturato de diminazeno, as terapias de suporte sdo feitas
de acordo com os demais sinais clinicos e quadro clinico do animal.

Os bezerros de clones sdo entregues aos proprietarios a partir de 4 meses de idade
levando em consideracdo de estarem completamente saudaveis. Sao entregues desmamados,
vermifugados e vacinados contra raiva, brucelose, clostridioses, e doencas respiratérias (virus
sincicial bovino (BRSV), rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e parainfluenza (P13)).

Nos casos em que o bezerro vinha a 6bito, era realizado a necropsia. Em quase todos 0s
bezerros era observado os mesmos padrdes de anomalias, como por exemplo, hipotrofia ou

hipertrofia cardiaca, hepatomegalia, Ulceras, petéquias em 6rgdos, entre outros.

3.2.13 Pds-operatorio das Receptoras

As receptoras que eram submetidas a cesarea, eram denominadas de hospital. Todos 0s
dias na parte da tarde elas eram trazidas ao curral principal para realizar o manejo de ferida e
medicacgdes (Figura 9). As feridas eram lavadas com agua corrente e clorexidina a 2%; a
avaliacdo da ferida era feita e tomados os possiveis procedimentos. No geral, animais com até
5 dias de hospital era medicado com 20ml de Gentopen® IM; nas feridas optava-se por passar
uma mistura de pomada composta por unguento, terramicina em pé, iodopolividona a 10% e
aclcar, por cima aplicava spray prata. Era avaliado também se a receptora ndo possuia
retencdo de placenta, quadro bastante comum. Se observado era feito 2ml de prostaglandina

com intervalos de 48 horas até a expulsao do conteddo.
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Figura 8: Manejo com comprometimento de ferida de ceséarea

ol : |

Fonte: Arquivo Pessoal

Os pontos da sutura sdo retirados por volta do 10° dia pds cesérea, a depender da
situacdo da ferida.

Receptoras de embrides que tiveram parto natural ou parto auxiliado também eram
transferidas para o hospital para ficarem em observacdo, principalmente na questdo de

retencédo de placenta.

3.3 Resumo quantificativo das Atividades

Descrigao de Atividades Quantidade de vezes
Isolamento de células 3
Aspiragéo Folicular (OPU) 2
Rastreamento de o0citos 13
Fertilizagdo in vitro (FIV) 17
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Cultivo in vitro (CIV) 16
Criopreservacgéo Direct Transfer (DT) 8
Criopreservacéo Vitrificacdo 11
Transferéncia de embrides 4
Diagnostico gestacional 4

Parto natural 2

Parto auxiliado 4

Cesérea 12

Necropsia 4

4 DIFICULDADES VIVENCIADAS

Apesar da empresa onde eu realizei o estagio ser um local onde eu ja havia ido diversas
vezes acompanhar servicos terceirizados, antes de iniciar o primeiro dia eu estava bastante
insegura, pois é uma empresa muito influente na sua area, e de certa forma eu iria acompanhar
rotinas que nunca tinha vivenciado antes: a producgéo de clones bovinos.

A maior dificuldade que enfrentei durante o periodo de estagio foi na area de clinica
médica de neonatos, nunca tive muito conhecimento pratico nesse seguimento da
bovinocultura e precisei de muita ajuda tanto da estagiaria residente e da médica veterinaria
trainee quanto do médico veterinario responsavel pelo setor da fazenda. Em relagdo ao
laboratdrio, li muito a respeito de clonagem antes de adentrar na Geneal, basicamente a teoria
estava fresca na memoria, e a parte pratica fui aprendendo com o passar dos dias que se
seguiram, mas ndo deixou de ser algo que tive dificuldade também, pois todo o processo da
clonagem é bastante complexo e desafiador.

No geral, foi mais uma questdo de tempo para o0 medo e a inseguranga desaparecer, pois

fui me adaptando aos poucos com as atividades desenvolvidas e aprendi bastante.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estagio curricular na Geneal — Genética e Biotecnologia Animal foi de grande
aprendizado para mim no ambito profissional colecionando experiéncias e aperfeigoando
conhecimento, de forma também pessoal. E uma empresa que sempre admirei seu potencial e
ndo me imaginava passando trés meses basicamente de treinamento para minha carreira como
futura médica veterinaria. Tive a oportunidade de conhecer nomes importante da area do
melhoramento genético e conviver com eles absorvendo conteldo e experiéncia.

Basicamente o estgio curricular tem o objetivo de ajudar a moldar um individuo frente

ao inicio de sua carreira profissional, desenvolvendo relacdes e criando responsabilidades.
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CAPITULO 2

CLONAGEM BOVINA PELA TECNICA CONVENCIONAL DE TRANSFERENCIA
NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS (TNCS)

Florence Vitoria Sousa Resende !, Jair Alves Ferreira Junior 2.

1 Discente do curso de Medicina Veterinaria do Instituto Federal Goiano — Campus Urutai.
florencevittoria@gmail.com
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RESUMO

O objetivo deste trabalho € informar aspectos sobre a clonagem em bovinos e sua técnica mais
comum: a técnica convencional de transferéncia nuclear de células somaticas. A clonagem é
um processo altamente avancado do melhoramento genético e da biotecnologia que é capaz de
criar um individuo idéntico genotipicamente ao outro a partir de células somaticas, pela
reproducédo assexuada. No contexto da pecuaria esse procedimento € agregado a animais com
algo valor genético e financeiro, o que implicaria na disseminacdo de genes de interesse no
rebanho comercial. Entre essas biotécnicas esta a transferéncia nuclear por célula somatica
(TNCS) que consiste na enucleacao de um odcito e a substituicdo por um nucleo de uma célula
somatica do animal a ser clonado em questdo. O objetivo dessa técnica € a propagacéo da copia
genética de um animal que possui caracteristicas desejaveis e outras qualidades econémicas
para 0 setor de pecuaria. Para a ética e o bem-estar animal, a clonagem sempre gerou
implica¢BGes bem como os obstaculos que todo o processo enfrenta antes de chegar ao resultado
final, como a baixa porcentagem de sucesso e 0s possiveis problemas de salde que os clones
enfrentam até chegarem a fase adulta.

Palavras-chave: biotecnologia, melhoramento genético, clonagem, TNCS, enucleacéo,

célula somatica.
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ABSTRACT

The objective of this paper is to inform aspects of cloning in cattle and its most common
technique: the conventional technique of nuclear transfer by somatic cells. Cloning is a highly
advanced process of genetic improvement and biotechnology that is capable of creating an
individual genotypically identical to another from somatic cells, through asexual reproduction.
In the context of livestock farming, this procedure is associated with animals with some genetic
and financial value, which would imply the dissemination of genes of interest in the commercial
herd. One of these biotechniques is somatic cell nuclear transfer (SCNT), which consists of the
enucleation of an oocyte and its replacement by a nucleus of a somatic cell of the animal to be
cloned in question. The objective of this technique is to propagate the genetic copy of an animal
that has desirable characteristics and other economic qualities for the livestock sector. For ethics
and animal welfare, cloning has always generated implications as well as the obstacles that the
entire process faces before reaching the final result, such as the low success rate and the possible
health problems that clones face until they reach adulthood.

Keywords: biotechnology, genetic improvement, cloning, NCST, enucleation, somatic cell.
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IMPORTANCIA E RELEVANCIA

Clone é um termo que se origina da palavra grega "klon", a qual se traduz como galho ou

broto.
A clonagem de animais é uma biotecnologia da reproducdo que é estudada ha varias décadas
por cientistas, com 0s primeiros experimentos relacionados a clonagem registrados no século
XIX, sendo que somente em 1996 houve sucesso na clonagem do primeiro mamifero na
Escécia, a ovelha Dolly por transferéncia nuclear de células somaticas. No Brasil o primeiro
clone de sucesso foi a bezerra da raca simental nomeada Vitoria da Embrapa, que viveu 10 anos
e teve duas gestacdes durante sua vida: Gloria e Galante, provando que ela foi um clone perfeito
do ponto de vista cientifico e de producéo.

A técnica de clonagem mais comum atualmente é a clonagem por transferéncia nuclear
de célula somética (TNCS). Esta abordagem emprega o6citos sem nicleo como citoplasma
receptor (citoplasto) e células com nicleo como doadoras do nucleo (carioplasto). Apds a
reconstrucdo e ativacdo, o embrido resultante é transferido para uma receptora, que dara
continuidade a gestacdo. Apesar de a técnica inovadora e revolucionaria ha varios relatos sobre
0s problemas associados a clonagem. Em compara¢ao com outras biotécnicas reprodutivas, as
taxas de perda embrionéaria, fetal e neonatal sdo superiores, 0 que leva a uma reducdo na
porcentagem de eficiéncia, tornando a técnica com custo elevado.

Em relacdo a aplicabilidade da clonagem, existem varias areas que podem se beneficiar dessa
técnica de biotecnologia reprodutiva. Entre essas areas, destacam-se: a conservacao de espécies
animais em risco de extincdo, a replicacdo de animais de produgdo com caracteristicas
fenotipicas e/ou genotipicas desejaveis (BORDIGNON, 2017). A clonagem de animais
destinados a producdo esta predominantemente associada a reproducdo de individuos que
apresentam fenotipo e/ou gendtipo desejaveis, considerados como exemplares de elite. Entre as
caracteristicas produtivas que sdo valorizadas nessa sele¢do, destacam-se: alta produtividade
leiteira, maior percentual de proteina no leite, eficiéncia alimentar aprimorada, taxa de
crescimento acelerada, qualidades especificas da carne (como maciez e marmoreio) e
resisténcia a doencas. Esses aspectos sdo economicamente significativos na producdo de
alimentos de origem animal (BORDIGNON, 2017). Além disso, a clonagem de animais de
fazenda pode estar ligada & conservacao e a propagagdo de genomas valiosos. 1sso indica que,
por meio da producéo in vitro de clones e sua cripreservacao, € viavel criar copias de animais a
qualquer momento no futuro, como, por exemplo, recuperar genomas que ndo estéo disponiveis

em uma populacéo especifica.
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Figura 1: Primeira imagem do clone da vaca nelore Viatina-19 FIV Mara Moveis

Fonte: G1. 2025.

Apesar das diversas vantagens oferecidas pela clonagem, persistem questdes éticas
relacionadas a essa técnica, uma vez que uma parcela da populagdo vé a clonagem de animais
como algo imoral (FIESTER, 2005), e além disso, hd também preocupagdes ligadas ao bem-
estar dos animais envolvidos em qualquer etapa do processo de clonagem. O propoésito deste
estudo foi conduzir uma abordagem acerca de diversos aspectos relacionados a clonagem de
bovinos. Com um foco informativo, o trabalho visa contribuir para a compreensao desse tema
oferecendo uma analise fisioldgica abordando todas as etapas da clonagem desde as técnicas
laboratoriais até os cuidados dos individuos clonados, levantando questfes sobre bem-estar

animal e aplicabilidade na sociedade.
ETAPAS DA CLONAGEM POR TNCS

1. Obtencéo e Maturacéo dos O4citos

Na espécie bovina, os citoplastos geralmente sdo derivados de odcitos que sdo obtidos por
meio da aspiracdo folicular de ovarios oriundos de abatedouros, essa € a técnica que

especialistas recomendam por questfes de viabilidade e custos. Esses odcitos passam por um

processo de maturacao in vitro (MIV) e, posteriormente, sdo submetidos a enucleacéo.
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Os ovarios obtidos devem ser mantidos em solugéo salina e a uma temperatura constante
entre 25 e 30°C. A aspiracdo folicular deve ocorrer com foliculos que apresentem um didmetro
superior a 3 mm, coletando os complexos cumulus-o6cito (CCOs), que contém o0citos imaturos
(Figura 2). Apds a identificacdo, os CCOs séo selecionados com base em caracteristicas
morfoldgicas tanto dos odcitos quanto das células do cumulus. Para realizar a clonagem, é
essencial que os odcitos contendo maduros, isto €, que alcancem a metafase da meiose 11 (MIl),
que se caracteriza pela presenca do corpusculo polar no espaco perivitelino. Para isso, 0s CCOs
S80 suspensos em um meio de maturacao in vitro (MIV), composto por um meio de cultivo de
tecidos (TCM-199) modificado, enriquecido com soro fetal bovino (FBS), albumina sérica
bovina (BSA), horménio foliculo-estimulante (FSH), hormdnio luteinizante (LH), 17-B-
estradiol e varios fatores de crescimento como fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), além de piruvato de sddio e antibi6ticos. Os
CCOs sdo colocados em gotas desse meio de maturacdo, cobertos com 6leo mineral, e
permanecem em incubadora sob uma atmosfera imida composta por 5% de CO2 e 95% de ar,
na temperatura de 38,5°C. O periodo da MIV varia conforme a espécie: é de 20 a 24 horas para
ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos), 24 a 36 horas para equinos e entre 42 e 46 horas para
suinos. Apds o M1V, as células do cumulus sdo removidas mecanicamente através da pipetagem
ou por metodos enzimaticos utilizando um agitador vortex com uma solu¢do tamponada
contendo hialuronidase a 0,1%. Apds o desnudamento, 0s odcitos sdo selecionados com base
na presenca do corpusculo polar extrusado e sua morfologia (BORDIGNON, 2017). Durante a
maturacdo, 0s 00citos passam por uma reorganizacao e redistribuicdo notavel de suas organelas,
além de adquirirem um conjunto de moléculas sinalizadoras. Esse conjunto de transformac6es
capacita o o6cito a concluir a meiose apés a fecundacgédo ou reconstrucéo e ativacdo no caso da

clonagem, possibilitando assim o desenvolvimento embrionario.

Figura 2: a e b o6citos imaturos, ¢ e d o6citos maturos. Nota-se a ampliacdo das células do

cumulus no CCO maturado (c) e a presenca do corpusculo polar extrusado no o6cito maduro
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(d), indicado pela seta na imagem

Odcito imaturo Maturacdo
(a)

(b) @)

Auséndia do corpisculo polar Corpisculo polar (seta)
Fonte: adaptado de BORDIGNON (2017, p. 3).

2. Preparacéo dos Citoplastos

Ao término da MIV, a proxima etapa do protocolo de clonagem envolve a enucleacdo
dos odcitos, que consiste na remocdo do material genético desses gametas. Para realizar esse
procedimento, existem varias técnicas disponiveis, que podem ser realizadas tanto com a
presenca quanto sem a zona pelucida (ZP), como ja indicado. Essas técnicas incluem o uso de
micromanipuladores ou métodos manuais (HMC), além de abordagens mecanicas ou quimicas
para enucleacdo, podendo ainda envolver assisténcia por fluorescéncia ou nao. A técnica que
laboratorios especializados utilizam é a convencinal (Figura 4). Com a retirada do material
genético, esse 00cito passa a ser chamado de citoplasto, que se refere a uma estrutura composta
exclusivamente por citoplasma. No entanto, ele ainda mantera o material genético mitocondrial
(WELLS, 2005).

3. Preparagéo e Cultivo das Ceélulas Doadoras de Nucleo

De acordo com a técnica proposta por Bordignon (2017), a clonagem a partir de células
somaticas é realizada especialmente com exames celulares obtidos de bidpsias de tecidos
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animais. Entre eles, os fibroblastos dérmicos sdo frequentemente escolhidos para a clonagem
de animais de producdo, uma vez que é simples obter uma bidpsia da pele em animais vivos.
Entdo, estes fibroblastos sdo extraidos de uma bidpsia 0ssea estéril, com dimensdes de 1-2 cm?,
apos a realizacdo da tricotomia e da assepsia da area onde seré feita a coleta. Uma amostra de
tecido é submetida a vérias lavagens, e a epiderme é retirada com uma lamina de bisturi estéril.
O restante do tecido é entdo cortado em fragmentos de 3-4 mm e transferido para 0 meio de
cultivo. Essas células sdo mantidas em cultura e por fim crioconservadas e armazenadas em

nitrogénio liquido.

4. Reconstrucdo Embrionaria

A reconstrucdo do embrido envolve a introducdo da célula doadora, conhecida como
carioplasto, no espaco perivitelino de um o6cito enucleado, que é denominado citoplasto. Esse
procedimento é normalmente realizado por meio de micromanipulacdo (HEYMAN, 2005).
Para garantir a fusdo suave das membranas da célula doadora e do odcito enucleado, séo
aplicados um ou mais pulsos elétricos de corrente continua utilizando um sistema de
eletroporagdo (BORDIGNON, 2017).

Em uma camara de eletrofusdo conectada ao eletroporador (Figura 3) é colocado cerca
cinca a dez estruturas em meio de elefrusdo composto por sulfato de magnésio, manitol, BSA,
pH 7,2-7,4, etc. O meio de fusdo é definido como uma solugdo com baixa condutividade, cuja
funcdo é proteger o embrido reconstruido de possiveis danos durante a aplicacdo de correntes
elétricas. O procedimento € iniciado com o pré-pulso de corrente alternada (5-6 V; 600-1000
kHz; 5-10 ps), depois ¢ feito mais um impulso, ou mais, com corrente elétrica continua (1-3,5

KV cm-1; 30-250 ps) para estimular o processo de poracdo das membranas celulares e fuséo.
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Figura 3: Aparelho de eletrofusdo e eletroporacao

Fonte: The Lab World Group (2025)

5. Ativacao Oocitaria

Na clonagem, ndo acontece a fecundacdo do odcito por um espermatozoide, portanto
desenvolveram maneiras a ativacdo artificial dos gametas para minimizar as oscilacbes da
concentracdo intracelular de célcio ([Ca2+]i) (WAKALI, ITO; FISSORE, 2014).

Um método amplamente utilizado para a ativacdo in vitro dos o0citos envolve a
exposicao dos gametas ao etanol ou a iondforos de Ca2+, como A23187 e ionomicina (10).
Esses agentes provocam um aumento inicial e persistente nos niveis de [Ca2+]i, sinal que é
suficiente para iniciar a ativagdo do odcito. Além disso, sdo incorporados ao meio substancias
gue atuam por varias horas apds a exposicao aos ionoforos, como inibidores da sintese proteica,
por exemplo, ciclohexamida (CHX), e/ou inibidores de quinases, como dimetilaminopurina (6-
DMAP). A elevada atividade do MPF pode levar a condensacao da cromatina, estabilizacdo do
fuso meidtico e manutengdo dos odcitos em fase MII. A adicdo desses compostos (CHX e 6-
DMAP) ao meio de ativacao visa aumentar os niveis de [Ca2+]i, facilitando assim a degradacao
do MPF. Outra abordagem para a ativacéo consiste na aplicacao de pulsos elétricos; neste caso,
também se recomenda o uso de inibidores proteicos. A técnica que combina fusdo e ativacao
simultaneamente pode ser realizada através da eletroporacdo, onde os pulsos de corrente
continua promovem a fusdo das membranas e servem como estimulo inicial para a ativacdo do
odcito. No entanto, é importante notar que o meio utilizado para fusdo geralmente possui baixas

concentracdes de calcio, o que pode néo ser eficaz na degradacdo do MPF.
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Erros no processo de ativacdo oocitaria podem resutar em interacdes anormais entre o
nucleo e o citoplasma e danos a integridade da cromatina, além de dificultar e/ou impedir o
desenvolvimento embrionario, por isso esse procedimento se torna uma etapa crucial para uma
clonagem de sucesso (BORDIGNON, 2017).

Considerando a complexidade do processo de fecundacao e o inicio do desenvolvimento
embrionario, € quase um milagre que a técnica de transferéncia nuclear, que envolve a
introducédo significativa de uma célula somatica, possa gerar embrides, fetos e seres viaveis.

Este fendmeno evidencia a adaptabilidade da natureza (VAJTA et al., 2006).

6. Cultivo dos Embrides

Ao término da fusdo e ativacao, os embrides reconstruidos sao introduzidos em cultivo
in vitro (CIV). Para esse processo, existem diversos sistemas de cultivo disponiveis, que sdo
comumente empregados para o desenvolvimento in vitro (FIV) dos embrides (HEYMAN,
2005; WELLS, 2005) (Figura 4). Porém a maneira de cultivo definidas para os embrifes obtidos
por FIV parecem ndo ser tdo eficazes no desenvolvimento de embrides de clones (GARDNER
et al.,, 2014). O autor ressalta que a pesquisa estd predominantemente voltada para a
compreensdo da expressao génica dos clones, enquanto a fisiologia desses organismos recebe
menos atengdo. Assim, durante a fase de CIV, hé escassez de informag6es sobre a nutricdo e o
metabolismo dos embrides clonados. Embrides resultantes da clonagem por TNCS apresentam
um perfil proteico distinto em comparagdo aos embrides originados pela fecundagéo in vivo.
Isso se deve ao fato de que o nucleo da célula somética pode ativar genes que geralmente
permanecem inativos nos blastbmeros de embriGes em estagios iniciais de desenvolvimento.
Essas alteragfes no proteoma sdo provavelmente responsaveis pelas mudancas no metabolismo
dos embrides clonados, o que, por sua vez, gera a necessidade de requisitos diferentes para seu
cultivo.

Para garantir um desenvolvimento embrionario eficaz no CIV, é necessario adicionar ao
meio, substancias que promovam o crescimento celular, como por exemplo, BSA, FBS e
vitaminas.

O CIV pode ser realizado em placas contendo gotas de meio, onde um embrido é inserido
em cada gota, ou em micropogos utilizando o sistema WOW. Em ambas as abordagens, 0 meio
é protegido por uma camada de 6leo mineral e mantido em incubacdo a 38,5°C, sob uma

atmosfera composta por 5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2. Os embrides permanecem no
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cultivo (7-8 dias) até o momento da transferéncia (SHAH et al., 2008) ou passa pelo
procedimento de vitrificacéo.

Ap0s a obtencdo do embrido vitrificado segue-se a técnica convencional de transferéncia
de embrido, obtencdo de uma doadora apta e acompanhamento da gestacéo, parto e cuidados

neonatais.

Figura 4: Passo a passo da técnica convencional de clonagem por TNCS. a) odcito maturado
e desnudo antes da enucleacdo; b) aspiracdo do corpusculo polar contendo o material
genético; c) odcito enucleado; d) material genético corado; €) cultivo celular de fibroblasto
por isolamento; f) fibroblasto j& isolado; g) insercéo da célula doadora proveniente do

fibroblasto sob a ZP do odcito enucleado; h) célula fusionada; i) clivagem do embrido; j)

blastocisto desenvolvido; k) bezerro do clone.

Fonte: CHAVATTE-PALMER et al., 2014

ETICA E BEM-ESTAR ANIMAL NA CLONAGEM

Os animais resultantes da clonagem podem apresentar diversas complicacGes em distintos
sistemas do corpo devido a possibilidade de alteracdes da multiplicagdo celular no processo de
transferéncia nuclear. Essas anomalias, que podem surgir em varias fases da vida do animal,

levantam preocupacg0es sobre a qualidade de vida, salde e bem-estar dos clones. Se tratando
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das receptoras, € levantado argumentos em relacdo ao tamanho dos bezerros, ja que em clones
cerca de 30% deles possuem tamanho maior que o normal e gera complicagdes no momento do
parto ou as vezes € necessario intervencdes no parto (IBTISHAM et al., 2016).

A clonagem ¢é uma biotécnica que acarreta varias controvérsias no quesito da ética, e pode
ser vista por muitos de maneira negativa em relacéo a vida, pois temem que, com a facilidade
de duplicar seres vivos, ela se torne desvalorizada e perca 0 seu respeito. Esses aspectos de
medo ou esperanca intensa ndo podem ser ignorados; no entanto, € fundamental que as
discussdes sobre este tema se baseiem em evidéncias concretas, tanto cientificas quanto sociais
(GREEN, 2002), ja que o resultado de uma falta de conhecimento e de informagdes incorretas
que faz com que se acredite que individuos com 0 mesmo genotipo serdo iguais.

E necessario estabelecer restricdes para a aplicacdo da engenharia genética, levando em
consideracdo tanto a perspectiva de especialistas do setor quanto a opinido publica, que exerce
uma influéncia significativa. Essa situagdo ressalta a relevancia da participacdo dos veterinarios
nas discussdes sobre o tema, uma vez que eles sdo profissionais de salide com expertise em
satde animal.

No Brasil, a Lei n° 11.105, sancionada em 24 de margo de 2005, estabelece em seu Artigo
6° a proibicdo da clonagem humana e de préaticas de engenharia genética que envolvem células
germinativas, zigotos e embrides humanos. Tais procedimentos sdo autorizados apenas para
animais ndo-humanos (BRASIL, 2005).

CONSIDERACOES FINAIS

A clonagem animal € uma biotecnologia reprodutiva que tem multiplas aplicacdes em
pesquisa, melhoramento genético, reproducdo animal e até mesmo na medicina humana. A
técnica de TNCS é complexa, 0 que torna necessario uma atencdo bastante especial para
desenvolver embrides viaveis. Este método também requer manipuladores treinados. Embora a
clonagem ofereca diversos beneficios, esta técnica levanta questdes éticas e morais, além de
estar em desacordo com algumas ideologias da populacéo e principios de bem-estar animal. No
entanto, quando feitas corretamente, essas técnicas podem ter inimeras aplicacbes para

melhorar a producéo animal.
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ANEXOS

Revista Informe Goiano (ISSN 2525-6866)

CIRCULAR DE PESQUISA APLICADA

Publicacdo seriada com o objetivo de auxiliar na transferéncia de tecnologias, sugerir
metodologias e técnicas de manejo provenientes de pesquisas das Ciéncias Agrarias,
Biologicas, Quimica e Tecnologia de Alimentos, e/ou experiéncias validadas, ou parte destas
desenvolvidas por pesquisadores/professores/extensionistas vinculados ao Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano — IF Goiano. Lembrando que pelo menos um autor

deve ser vinculado ao IF Goiano, ndo obrigatoriamente o primeiro autor.

Publico alvo
Destina-se a produtores rurais, extensionistas, técnicos, tecnélogos, professores, estudantes

e demais publicos que possam se interessar.

Conteudo do texto

Cada numero de série abordard um tema dentro da especialidade do conhecimento. A
linguagem devera ser adequada ao publico alvo, sendo esta simples e objetiva, mantendo-se a
impessoalidade. O texto devera ter uma linguagem instrutiva daquilo que se quer transmitir.
Exemplo: “O controle da doenga deve ser feito...”; “... se faz da seguinte forma...”; evitar a
utilizagdo de verbos no passado, como, “procedeu-se”, “foi”, “foram”; evitar linguagem na
forma de relatos de pesquisa.

Para publicacdo, o corpo devera estar obrigatoriamente, estruturado com as seguintes
sessOes: Titulo; Autores; Importancia e Relevancia (Introducdo); Tépicos (Desenvolvimento e
Aplicabilidade); Agradecimentos (opcional) e Literatura Citada. A sessdo “Topicos” deverad
estar em consonancia com o titulo e etapas envolvidas em todo o processo, sendo estes
estabelecidos pelo autor.

E indispensavel a inclusio de tabelas e/ou figuras, de modo que permitam melhor
compreensdo da pesquisa.

Exemplo:
Circular de Pesquisa Aplicada envolvendo cultivos vegetais, os Tépicos podem ser: Aspectos

gerais da cultura; Escolha de variedades; Propagacio; Exigéncias edafoclimaticas; Epocas de
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plantio; Tratos culturais; Colheita; Pos- colheita; Pragas e doencas, etc. Dentro de cada Topico

devera haver a problematizacéo e resolucéo, desenvolvimento e aplicabilidade.

Regras Gerais

Todo o trabalho devera estar em Lingua Portuguesa e seguir as orientacdes:
- Maximo de 10 laudas;
- Titulo: fonte Times New Roman, tamanho 12, negrito, centralizado e todas as letras
maiusculas;
- Autores: todos 0s nomes deverao ser escritos por extenso com apenas a primeira letra de cada
nome em maiusculo, fonte Time New Roman, tamanho 10 e centralizado;
- Endereco institucional e e-mail: fonte Times New Roman, tamanho 10, alinhado a esquerda;
- Titulo das sessdes: fonte Times New Roman; tamanho 12, negrito e alinhado a esquerda, com
primeira letra maiuscula;
-Texto: Times New Roman, tamanho 12, espacamento entre linhas de 1,5 cm e justificado.

As citacOes deverdo ser indiretas e aparecer no corpo do texto, as referéncias bibliograficas
(em ordem alfabética) ao final. Exemplo de citacdes indiretas: O Informe Goiano visa ampliar
a divulgacdo de seus resultados por meio da Circular de Pesquisa Aplicada (ALVES et al.,
2015). De acordo com Alves et al. (2015) a Circular de Pesquisa Aplicada do IF Goiano, visa

aumentar a visibilidade de suas pesquisas.



