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CAPITULO 1 (RELATORIO DE ESTAGIO)
1 IDENTIFICACAO
1.1 Nome do aluno: Luis Gustavo Lopes Silva Matricula: 2015101201240043
1.2 Nome do supervisor: Mauricio A. S. Peixer
1.3 Nome do orientador: Wesley José de Souza
2 LOCAL DE ESTAGIO
2.1Nome do local estagio: BIO — Biotecnologia Reproducao Animal
2.2Localizagcdo: SMPW Qd. 05 conj. 05 lote 01 casaCs/ncj51t1 Md 1 -
Nucleo Bandeirante, Brasilia - DF, 71735-500
2.3Justificava de escolha do campo de estagio: Por ser uma area em
ascenséao e de grande importancia na produgao animal, podendo assim
agregar valores e conhecimentos praticos na conclusdo da graduacéo,
assim estando mais preparado para o mercado de trabalho.
3 DESCRICAO DO LOCAL E DA ROTINA DE ESTAGIO
3.1Descricéo do local de estagio

Atualmente, a BIO - Biotecnologia Animal oferece uma grande
variedade de solu¢des biotecnolbgicas, para cumprir diferentes programas de
desenvolvimento animal da medicina genética e veterinaria, tais como:
transferéncia de embrides (TE), fertilizacdo in vitro (FIV), criopreservacao de
embrides, andrologia, ultrassom de andlise reprodutiva e terapia com células-
tronco.

Estruturalmente observa-se uma sede (Figura 1A), composta por sala
de recepcdao aos clientes, escritorio, centro administrativo, laboratério de analise
de sémen, sala de campo, laboratério de fertilizacao in vitro, sala de esterilizacéo
e lavanderia.

A sala de recepgédo (Figura 1B) é onde os clientes podem esperar lendo
informacdes da area e sobre os trabalhos executados pela empresa, no local
existe uma mesa para reunides. O escritorio e centro administrativo, esta parte
da empresa é responsavel pelas compras e vendas, organizacdo da agenda de
trabalho, atendimento ao cliente e andlise financeira. A sala de campo é o local
de armazenamento de todo o material usado a campo como: caixa cirargica,
ultrassons, aplicadores. O laboratério de fertilizagdo in vitro, onde € realizado a
confeccdo de meios para coleta, transporte e maturacdo dos ovécitos e
embrides, o local também €& destinado a fertilizagdo in vitro. A sala de
esterilizagdo possui estufas de raio ultravioleta, autoclave e tanques de
desinfeccdo para limpeza e esterilizacdo do material usado na FIV, aspiracéo



folicular e no laboratorio de sémen. E a lavanderia é destinada a lavar os
uniformes e panos usados no campo.

Figuras: Sede Bio — Biotecnologia em Reproducdo Animal. 1A Faixada da empresa. 1B
Recepcao aos clientes.

O Laboratorio de andlise de sémen (figura 2) possui microscépios e o
sistema CASA (Sperm Vision®©) para avaliagdo de sémen congelado, no mesmo
também sdo armazenados os botijdes de nitrogénio para sémen e embrides
congelados.

Figura: Laboraté6rio de analise de sémen. 2 Microscépio e computador com o programa Sperm
Vision© de andlise de sémen. Fonte: Arquivo pessoal.

Durante o estagio tive a oportunidade de acompanhar atividades em
quase todos setores da empresa, porém a maioria das atividades foram a campo
atendendo fazendas de producéo de bovinos de corte e leite e equideos.



Figuras: Fazendas atendidas durante o estdgio. 3A Vacas de fazenda leiteira no municipio de
Unai — MG. 3B Creep feeding em fazenda de producédo de tourinhos nelore. Fonte: Arquivo
pessoal.

3.2Descricdo da rotina de estagio

Acompanhamento e realizagdo de rotina de campo abrangendo
principalmente a bovinocultura com atividades relacionadas a inseminacéo
artificial em tempo fixo (figura 4A), transferéncias de embrides (figura 4B),
enxames ginecolégicos, tratamento de afec¢cdes de cunho reprodutivo,
diagndstico de gestacédo, sexagem fetal, acompanhamento de partos (figura 5A)
e exames androldgicos (figura 5B).

A




Figuras: Rotina nas fazendas. 4A Inicio do protocolo de IATF em novilhas nelores super precoce
10-11 meses. 4B Montagem de inovulador com embrifes a fresco para aplicacdo da técnica de
TE. Fonte: Arquivo pessoal.

Figuras: Rotina nas fazendas. 5A Bezerro em apresentacao das patas dianteiras para o parto.
5B Coleta do ejaculado de touro para andlise. Fonte: Arquivo pessoal.

Considera-se diagnostico de gestacdo o0s animais com registro de
inseminacdo ou transferéncia de embrides com 30 dias. A sexagem fetal é
realizada nos animais com gestacado de 58 a 62 dias, também pode ser chamada
de confirmacéo de gestacgéo.

A avaliacdo ginecologica foi realizada em animais utilizados para
reproducao avaliando o ciclo reprodutivo e os 6rgaos deste sistema. Os animais
eram doadoras, receptoras ou animais de campo que nao haviam registros
reprodutivos.

O Acompanhamento de parto foi realizado em animais submetidos ao
protocolo de inducdo de parto, assim podendo intervir caso necessario.

As TE foram realizadas utilizando embrides a fresco ou congelados
produzidos através da técnica de FIV na propria empresa. Os animais
submetidos a IATF foram protocolados para sincronizagdo de ovulacdo e
posteriormente inseminados. A IA foi realizada nos animais observados cio
natural.

Os exames androldgicos foram realizados em touro P.O. para venda ou
para pista de julgamento.

Avaliacdo de sémen congelado, resfriado ou a fresco pelo sistema CASA
(Sperm Vision®©), realizando analise ao descongelamento e depois o teste de
resisténcia térmica (TTR), realizacdo da analise patoldgica do sémen com
contagem de defeitos maiores e menores.



Tabulacao dos dados e posteriormente lancamento no sistema Andrologia
Animal que permite ao cliente ter o acesso ao laudo do exame.

Auxilio na desinfeccéo e esterilizacdo do material usado no campo e nos
laboratérios de FIV e analise de sémen.
3.3Resumo quantificado das atividades
Nos quadros abaixo € possivel observar quantitativamente as atividades
desenvolvidas durante o estagio.

No Quadro 1 pode ser observado as atividades realizadas a campo
guantificando os animais em relacdo ao procedimento realizado.

Quadro 1- Atividades desenvolvidas a campo durante o estagio obrigatorio na
empresa Bio de agosto a novembro de 2019 — Biotecnologia em Reproducéo
Animal.

Atividade desenvolvida Quantidade de
animais

Diagnostico de gestacdo 297 16
Sexagem Fetal 47 2,5
Avaliacao ginecoldgica 618 33
Acompanhamento de 11 0,5
partos
Aspiragao folicular 136 7,5
Transferéncia de 334 18
embrides
IATF 387 21
Exame Andrologico 10 0,5
1A 20 1
TOTAL 1860 100

A campo também foi realizado o diagndstico de gestacéo de 10 éguas.

Nas fazendas atendidas foram realizadas as atividades do quadro acima,
algumas recebendo até mais de uma visita por semana dependendo das



atividades a ser executadas. No Quadro 2 podemos ver as fazendas atendidas
relacionando com as atividades exercidas pela fazenda, o municipio de
localizacdo da mesma e a quantidade de visitas realizadas durante o estagio.

Quadro 2- Fazendas atendidas durante o estagio obrigatério na empresa Bio —
Biotecnologia em Reproducéo Animal.

Fazendas
atendidas

Atividade
praticada pela
fazenda

Municipio

Quantidade
de visitas

Agua Doce

Sta. Luzia

Fénix

Esplanada

Pratinha

Santo Antonio

3 Poderes

Porteira Branca

Sao Francisco

Rancho
Tokarski

Entre Rios

Confinamento,
tourinhos e
animais de pista.

Producéo de leite.

Animais P.O. para
pista e prova de
desempenho.

Cria e recria.

Venda
genética.

de

Tourinhos nelore.

Venda de
genética.

Cria.

Genética de
nelore super
precoce.

Criacéo de
Wagyu.

Tourinhos Guzera
e animais de
pista.

12
Campo Alegre de Goias
- GO
Unai — MG 8
Unai — MG 9
Brasilia — DF 1
Brasilia - DF 1

Cabeceira Grande-MG 2

Brasilia -DF 3
Cristalina — GO 2
Formosa — GO 5
Planaltina — DF 2
Brasilia — DF 2



Sta. Cruz Cria, recria e laciara—GO 1
animais de pista.

LASA Cria, recria e Ipameri-GO 1
confinamento.
Quality Cria. Campo Alegre de Goias 1
- GO

Também foi realizado durante o estdgio o acompanhamento e tratamento
de algumas afecc¢Bes do sistema reprodutor como: 1 prolapso uterino, 4 Cistos
folicular, 3 piometras, injuria ovaria (tratamento com CTM) e 3 partos distocicos,
um resultando em cesariana.

No laboratério de sémen foram analisadas e tabuladas 227 amostras de
sémen congelado bovino, 4 amostras resfriado de suino e 2 amostras equinas
sendo uma congelada outra resfriada.



CAPITULO 2

Utilizacao de células-tronco mesenquimal em fémeas bovinas - relato de dois

Casos.



Utilizag&o de células-tronco mesenquimal em fémeas bovinas - relato de dois
casos.
Utilization of mesenchymal stem cells in bovine females - report of two cases.

Luis Gustavo Lopes Silva™, Mauricio Antdnio Silva Peixer2, Wesley José de Souzal.

RESUMO
A producado in vitro de embrides € a principal ferramenta de multiplicacdo de uma

fémea, no melhoramento genético de rebanhos. O Brasil é lider mundial nesta
tecnologia e vem exportando este conhecimento nos Gltimos anos. Entretanto, a puncéo
folicular (OPU — ovum pick-up) para recuperacao ovocitaria causa lesdes ovarianas
importantes, que por muitas vezes sdo irreversiveis. Este fato diminui a producéo de
embrides e a vida reprodutiva de uma fémea, em programas de multiplicacdo animal.
Duas fémeas bovinas da raca nelore apresentaram pontos de maior ecogenicidade nos
ovarios e baixo indice na producdo de ovdcitos, embriGes e prenhezes, ambas
apresentavam histérico de varias OPU, sendo todos os fatores indicativos de injuria
ovariana. Ap6s a puncao folicular os animais foram submetidos ao protocolo de
aplicacdo de células-tronco mesenquimais (CTM) intra-ovariana e avaliados 0s
resultados produtivos nas trés puncdes seguinte, com um intervalo de quinze dias entre
elas. Posteriormente os dados foram comparados com os resultados de trés aspiracoes
antecedentes ao tratamento com CTM. O tratamento foi efetivo nos dois animais
resultando em melhora dos aspectos comparados.

Palavras-chave: aspiracédo folicular, CTM, melhoramento genético, ovario.

1 — Instituto Federal Goiano — Campus Urutai, Medicina
Veterinaria, Urutai, Goias, Brasil.

2 — BIO - Biotecnologia em Reproducdo Animal, Brasilia,
Distrito Federal, Brasil
*luisgustavolopes96@hotmail.com
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SUMMARY
Embryo production in vitro is the main animal multiplication tool to increase the

amount of products of a female in the genetic improvement of herds. Brazil is a world
leader in this technology and has been exporting this knowledge in recent years. However,
ovum pick-up (OPU) for oocyte recovery causes important ovarian lesions, which are often
irreversible. This fact decreases the production of embryos and the reproductive life of a
female in animal multiplication programs. Two Nellore bovine females showed higher
echogenicity in the ovaries and a low index in oocyte, embryo and pregnancy production,
both had a history of several OPU, all factors indicating ovarian injury. After follicular
puncture, the animals were submitted to the intra-ovarian mesenchymal stem cell (MCT)
application protocol and the productive results were evaluated in the following three
punctures, with an interval of fifteen days between them. Subsequently the data were
compared with the results of three aspirations prior to treatment with MSC. The treatment

was effective in both animals resulting in improvement of the compared aspects.

Keywords: follicular aspiration, MSC, genetic improvement, ovary.
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INTRODUCAO

A transferéncia de embrides tem um importante papel na multiplicacdo de fémeas
com alto valor genético. No Brasil a metodologia mais utilizada é a puncdo folicular (OPU
— ovum pick-up) para producéo in vitro de embrides (PIVE). O pais € atualmente o maior
produtor de embriGes bovinos in vitro no mundo, com cerca de 400.000 embrides
produzidos por ano Viana, et al (2018).

A OPU associada a PIVE, foi inicialmente utilizada na producdo de animais com
alto valor genético, com problemas de fertilidade adquiridos, ou ainda para fémeas que
ndo respondiam aos tratamentos super ovulatorios convencionais. Hoje, a técnica
apresenta um potencial de producdo de embribes e gestacGes superior as técnicas
convencionais, sobretudo quando se trata de racas zebuinas, uma vez que estas ragas
apresentam uma dindmica folicular diferente das racas taurinas e como maior nimero de
foliculos antrais.

A aspiracdo de ovocitos por meio da ultrassonografia, quando comparadas a
laparotomia ou a laparoscopia é menos agressiva a fémea e possui menor tempo de
recuperacdo do animal. Entretanto, quando nao realizadas de forma comedida e precisa,
pode levar a inUmeros problemas de fertilidade, tais como inflamacdes, aderéncias,
fibroses e outras patologias irreversiveis (Viana et al, 2003). Estas lesdes levam a uma
menor producdo de ovocitos e embrides, tanto do ponto de vista quantitativo como
qualitativo.

Os animais com problemas reprodutivos séo afastados do programa de reproducéo
animal causando perdas no melhoramento genético por se tratar de animais de alto valor
zootécnico e também perdas econdmicas ao produtor pensando no alto valor comercial

destes.
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As células-tronco mesenquimais (CTM) tém grande potencial de autorrenovacgao
e regeneragédo, portanto, poderiam ser muito eficazes no tratamento da insuficiéncia
ovariana e da infertilidade (Sheikhansari et al, 2018). Neste sentido, Takehara et al (2013),
demonstrou em seu experimento que as CTM originarias de tecido adiposo sdo capazes
de induzir a angiogénese e restaurar o nimero de foliculos, bem como corpo IGteo nos
ovarios. Concluem ainda, que as CTM podem ter um papel na restauracdo da funcéo
ovariana danificada e podem ser uma alternativa para a medicina regenerativa.

As CTM possuem tropismo por tecidos inflamados (Liu et al, 2014) e sdo
administradas por varias vias (injecdo local, injecdo sistémica, transplantacdo em matriz
sintética), estudos mostram que as CTM agiriam como produtoras de agentes tréficos que
induziriam os reparos teciduais atraves de fatores paracrinos secretados por elas (Phinney;
Prockop, 2007).

O presente relato tem por objetivo descrever dois casos de vacas tratadas com a
terapia celular visando melhora na produtividade e qualidade de ovocitos, embribes e

prenhezes.

RELATO DE CASO
Duas fémeas bovinas adultas da raca nelore da mesma fazenda criadas a pasto

com alimentacdo a cocho usando silagem apresentaram pontos de maior ecogenicidade
nos ovarios durante o exame de ultrassonografia de avaliagdo de doadoras. No historico
reprodutivo as vacas apresentavam baixo indice na producdo de ovdcitos, embrides e
prenhezes, ambas ja haviam passado por varias OPU, sendo todos os fatores supracitados
indicativos de injuria ovariana.

Foram observadas trés aspiragdes foliculares de cada animal registrando os

indices de conversdo delas, sendo a Vaca 1 com média de 10 ovdcitos vidveis por
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aspiracdo, convertendo em 4 embrides e 0,7 gestacOes por aspiragdo. A vaca 2 com
médias 8, 3 e 2 de ovicitos vidveis, embrides e gestacOes respectivamente.

Ao exame fisico os animais ndo apresentaram nenhuma inflamacéao aparente, com
sistema reprodutor integro sem nenhuma afec¢do que poderia levar maiores danos aos
ovarios, auséncia de febre e ndo se observou nenhum linfonodo reativo, classificando
esses animais como aptos para o tratamento de aplicacdo de células-tronco mesenquimais
intra-ovariano.

As CTM bovinas foram adquiridas com a empresa BIO Cell — terapia celular, que
ja vieram descongeladas na concentracdo final de 2,5x10° células, prontas para a
utilizag&o.

Para a aplicacdo as vacas foram submetidas a técnica de OPU, levando a um
processo inflamatério nos ovarios, assim possibilitando a acdo das células-tronco
mesenquimais. Posteriormente as células foram aplicadas através da mesma haste guia
para aspiracdo folicular com o auxilio do ultrassom.

Apbs a aplicacdo foram aguardados 15 dias para observar a resposta ao
tratamento. Com isso foi realizada 3 OPU em cada animal com 15, 30 e 45 dias apés a
aplicacdo para conseguir uma média de producdo ovariana apos o tratamento.

Para ndo haver interferéncia externas foi pedido ao laboratorio que usasse o
mesmo protocolo de producéo in vitro de embrides que antes da aplicagdo das CTM, o
acasalamento escolhido para cada animal foi o usual também usado nas 3 aspiracfes
antecedentes ao tratamento.

A producdo ovariana média de cada animal ap6s a aplicacdo pode ser observada
na Tabela 1.

Tabela 1- Média de ovocitos, embrides e gestacdes ap0os o tratamento com CTM.
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Fémeas Ovdcitos viaveis Embrides Gestagbes
Vaca 1l 17 9 5
Vaca 2 13 7 S

As meédias individuais das vacas antes e depois do tratamento com células-tronco
foram comparadas (tabela 2) para analise da eficacia do tratamento uma vez que 0 mesmo
ndo pode ser avaliado por parametros do animal e sim da sua producéo.

Tabela 2- Numero médio de gestacdes antes e ap0s o tratamento com CTM.

Média de prenhezes

Média de prenhezes Diferenca ap6s a

Fémeas apos tratamento com L
sem CTM aplicacdo de CTM
CTM
Vaca 1 0,7 5 4,3
Vaca 2 2 5 3

Com o tratamento foi observado melhora na producdo ovariana e

consequentemente gerando um aumento de 370% na taxa de gestacdo dos animais.

Discusséo
N&o foi observado nenhum efeito adverso ao tratamento o que difere do trabalho

de Yoon 2019 que descreve o aparecimento de efeitos adversos leves no uso de CTM na
aplicagdo intra-ovarina em mulheres. O mesmo trabalho alerta sobre o perigo de
aparecimento de tumores e metastases com o uso da terapia celular. O que difere do estudo

realizado por Takehara e colaboradores em 2013 que nédo notou a formacao de tumores
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quando aplicada células-tronco mesenquimais de origem do tecido adiposo humano em
camundongos.

Apesar de ter sido observado o aumento de ovdcitos vidveis acredita-se que esse
fator ndo correu pela formagdo de novos gametas e sim pela influéncia das CTM nas
células do foliculo assim favorecendo a qualidade dos odcitos. Costa 2016 afirma que o
uso da terapia celular € um importante fator terapéutico que pode ajudar em problemas
reprodutivos e aumentar indices na producgdo de animais de alto valor zootécnico, porém
para a formacao de novos 06citos apds o0 nascimento demanda mais estudos com o uso de
diferentes células-tronco mesenquimais.

O tratamento com CTM em cabras ndo alteram a quantidade e qualidade dos
ovacitos recuperados apos varias aspiracdes foliculares por laparoscopia (Barcante 2018).

Em bovinos resultados positivos, com a utilizacdo de células-tronco, foram
observados por Soares et al., 2018. O estudo com 27 vacas da raga nelore mostra que 0s
animais tratados tiveram aumento significativo na taxa de recuperacao oocitaria, ovocitos
viaveis e embribes de melhor qualidade (blastocisto eclodido). Mostrando resultados que

equiparam ao tratamento executado.

CONCLUSAO
O tratamento demonstrou éxito, as CTM aplicadas em vacas com alteragdes

patologicas cronicas nos ovarios, em fungdo de repetidas OPU, melhorando a fungéo
ovariana e proporcionando evolugdo quantitativa e qualitativa na morfologia dos
ovocitos, que resultou em aumento da quantidade de embriBes obtidos e elevou,

consequentemente, o nimero de gestacdes.
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