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1. INTRODUCAO

A produgdo de embrides in vitro (PIVE) no Brasil vem gradativamente
ocupando seu espaco no mercado interno, sendo também de grande importancia no
mercado internacional, principalmente pelo seu grande desempenho em selecionar bovinos
superiores zootecnicamente e geneticamente, da raca Nelore. Atualmente garantiu a
primeira posicdo para o pais como maior produtor de embries bovinos in vitro do mundo.
Dessa forma, para manter essa classificacdo e também a qualidade do produto, empresas
vem se qualificando e colaborando com linhas de pesquisas para 0 aprimoramento das
técnicas envolvidas com a PIVE.

Como exemplo, a Embrapa, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria,
criada em 26 de abril de 1973, possui sede em Brasilia e 47 unidades de pesquisa e
servicos espalhadas em todas as regides do Brasil. Mais especificamente, a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, unidade localizada em Brasilia, tem como missao
viabilizar solucbes de pesquisa, desenvolvimento e inovagdo em recursos genéticos para a
sustentabilidade da agropecudria brasileira. Tem atuado no cenario nacional e
internacional, gerando conhecimento e patenteando produtos, processos e Servigos
(EMBRAPA, 2011).

Nessa unidade da Embrapa, no departamento de Pesquisa e Desenvolvimento
esta incluso uma série de unidades laboratoriais, Laboratérios do Ndcleo Tematico de
Biotecnologia, entre os quais se encontra o Laboratério de Reproducdo animal 1 (LRA),
situado no proprio prédio da unidade de Recursos Genéticos e Biotecnologia, e 0 LRA I, 0
qual se localiza a 35km do Plano Piloto, chamado de Campo Experimental Sucupira Assis
Roberto de Bem, que, conforme Embrapa (2011), “também abriga racas de animais
domeésticos ameacados de extingdo (bovinos, suinos, ovinos, equinos, caprinos e asininos)
do Banco Brasileiro de Germoplasma Animal e alguns bancos de espécies florestais
nativas e exoticas”.

O LRA iniciou pesquisas relacionadas a producéo in vitro em 1990, obtendo o
primeiro embrido gerado totalmente in vitro em 1994; as primeiras crias por aspiracao
folicular e fecundagéo in vitro em 1996 e o primeiro embrido oriundo de bezerra com trés
meses de idade por puncdo folicular em 2000 (EMBRAPA, 2011).



Em consequéncia dos grandes esforgos nas areas de pesquisa, hoje a Embrapa
possui nome e respeito em se tratando de biotecnologias da reprodugédo de animais,

principalmente os da espécie de producéo.

1.1. IDENTIFICACAO DO ESTAGIO

Area de estagio: Biotecnologias da Reproducdo Animal

Local: Laboratdrio de Reprodugdo Animal | - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia; Laboratério de Reproducdo Animal Il - Campo Experimental Sucupira
Assis Roberto de Bem.

Enderego: Parque Estacdo Bioldgica — PQEB W/5 Norte Final - CEP: 70770-
917 - Brasilia - DF e Riacho Fundo.

Orientador de estagio: Dra. Margot Alves Nunes Dode

Orientador académico: Prof. Dr. Ivo Pivato

Periodo de estagio: 01 de marco de 2012 a 30 de junho de 2012

Carga horéria: 30 horas semanais

1.2.PROPOSTAS E OBJETIVOS

-Relatar a rotina em um laboratorio de biotecnologias da reproducdo animal;
-ldentificar os pontos de controle higiénico e sanitario em um laboratorio;

- Revisdo bibliogréfica da PIVE;

- Expor os protocolos e explicar as biotécnicas.



2. LIMPEZA, LAVAGEM E ESTERILIZACAO

Seguindo a ordem de informacdes disposta no subtitulo 1.2, esse trabalho inicia

com exposicdo de atividades presenciadas nos dois LRA (I e II).

2.1 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL |

Apesar dos laboratérios possuirem semelhantes planos de trabalho, cada um
com uma rotina pré-determinada, é importante ressaltar que todos devem cumprir o
proposto ao final da semana. Segue na tabela 1 o plano de trabalho semanal sugerido no
LRA I, para o perfeito funcionamento dos laboratorios. Estas atividades estavam sujeitas a

adequacdes ou modificagdes.

Tabela 1. Plano de trabalho semanal sugerido no Laboratdrio de Reproducdo Animal |

Plano de trabalho

Segunda-feira Terca- Quarta-feira Quinta- Sexta-feira
feira feira

Aferir temperatura das Lavar Limpeza pesada do Trocar Reviséo

estufas; banho- laboratério — caixas de Geral -
Medicéo de CO, — Maria; bancadas, fluxo ponteiras;  verificagédo
Bacharat; laminar, chao; se tudo esta

Troca de &4gua das Limpeza dos nos
estufas; pipetadores; conformes
Trocar caixas de Verificagdo da para o final
ponteiras; calibragem dos de semana.
Colocar bulbos para pipetadores;

lavar e esterilizar (ou
sempre que sujar);

Os subitens a seguir demonstrardo certas diferencas quanto ao dia da semana
proposto para tais atividades, pois como ja referido, adequar-se-do as rotinas. Todos 0s
procedimentos apresentados a seguir sdo baseados no manual de praticas de condutas
laboratoriais do LRA I.



2.1.1 Estabelecimento

Todos os compartimentos e comodos do LRA-I sdo higienizados com uso de
agua sanitaria, detergente hospitalar e pano limpo nos pisos, no minimo duas vezes por
semana. As atividades sdo separadas em sete laboratdrios: genética molecular animal,
micromanipulacdo, PIVE, criobiologia, cultivo de células, lavagem e esterilizacdo e sala de
preparo de meios; 0 acesso é controlado em areas que exijam antissepsia severa. Nos
laboratérios de PIVE e micromanipulacdo, antes de qualquer procedimento, a radiacao
ultravioleta (UV) é usada por no minimo 15 minutos pelo menos uma vez ao dia antes do
inicio das atividades, com finalidade de promover acdo germicida no ambiente todo.
Nesses dois laboratdrios novamente, a presenca de uma antessala tem o intuito de impedir
a entrada excessiva de pessoas e sujidades, possui também um local onde o técnico devera
vestir jaleco limpo e despi-lo ao sair. Todos os laboratérios sdo providos de tanque
inoxidavel, detergente, papel toalha descartavel e alcool etilico 70% para lavagem e

assepsia das méos, equipamentos e superficies.

2.1.2 Equipamentos

As cubas de armazenamento de materiais sujos sao higienizadas apds uso,
lavando-se com detergente e esponja e enxaguando com agua corrente. A agua destilada
com as quais sdo preenchidas é trocada diariamente.

Lupas estereoscopicas, microscopios o&pticos e de campo invertido,
pipetadores, bancadas, qualquer superficie ou equipamento utilizados serdo borrifados com
alcool 70% para manutencdo da assepsia, evitando contaminagdes nos experimentos
realizados. Cuidados a serem observados antes e apds uso.

Para conservacdo do banho-maria, autoclave e estufas a agua é trocada
semanalmente. Ainda com referéncia as estufas, fica em imersdo na agua um fragmento de
cobre que proporciona acao fungicida.

Ao descartar a agua do banho-maria, simultaneamente efetua-se a limpeza com
sabdo Extran®, mdos protegidas por luvas de procedimento, pois este produto tem alto

poder detergente, e agua corrente. Novamente enxagua-se, porém utilizando agua destilada
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para garantia de uma completa remog&o de residuos. Borrifa-se a superficie da cuba com
alcool etilico 70%, objetivando eliminar possiveis contaminantes. Ao final, caso esse
aparelho seja requerido, preencher com aproximadamente 5 litros de agua destilada.
Preferencialmente, na rotina do laboratério de PIVE do LRA |, esse procedimento é
realizado as sextas-feiras, possibilitando sua total secagem durante o final de semana.

A limpeza geral das estufas tem frequéncia semestral. Todavia, pode haver
necessidade de ser realizada antes do prazo, visto que o ambiente é propicio a proliferacéo
bacteriana e fangica. A agua da cuba é trocada semanalmente. O procedimento de limpeza
é 0 mesmo realizado no banho-maria. A calibragem dos niveis de gases lan¢ados no
ambiente interno é aferida pelo aparelho Bacharach (niveis de CO, devendo estar a 5,0%) e
pelo proprio mensurador da estufa (niveis de O, a aproximadamente 20%).

Ao manusear os pipetadores sempre ter cuidado para ndo aspirar meio demais
ou de maneira abrupta, o que pode levar o produto a sua parte interna, contaminando-os.
Sado guardados em graduacdo méaxima e limpos com &lcool etilico 70% diariamente.
Também testar calibragem semanalmente e anotar. A cada 1 ou 2 meses, desmontar, limpar

internamente e, se preciso, colocar para autoclavar.

2.1.3 Materiais

Os ovarios bovinos, oriundos de abatedouros da regido, sdo armazenados em
compartimento isotérmico, em recipientes de vidro para uso em laboratorio. Apds
utilizacdo, esses recipientes sdo encaminhados para uma sala identificada por “Laboratério
de Lavagem e Esteriliza¢ao”, onde serdo enxaguados com agua para retirada de excesso de
matéria organica e, posteriormente, com o auxilio de esponja e detergente, € realizada a
lavagem por remocdo mecénica e quimica, sendo novamente enxaguados. Em prateleira
distante de materiais limpos, sobre papel toalha, a secagem é ao natural. Ndo se efetua a
esterilizacdo, pois ndo ha necessidade.

Para lavagem de materiais de uso geral, em uma cuba contendo 20 L de agua
destilada aquecida por ebulidor, insere-se 400 mL de Extran® MA 02, na qual sé&o
colocados todos materiais utilizados pelos laboratorios, j& pré-enxaguados, com excecdo de
ponteiras, recipientes de ovarios ou sujos de 6leo e tubos de microcentrifuga , pois

contaminardo o conteudo da cuba e todos os materiais nela contidos. Em seguida, €
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executada a lavagem com detergente e esponja ndo utilizando a sua parte aspera, no intuito
de evitar arranhaduras que possam permitir acimulo de matéria organica, microrganismos
e biofilmes. Lava-se com agua corrente e, por fim, enxagua-se aproximadamente sete
vezes com agua destilada, proporcionando total remocéo de residuos quimicos.

Materiais contendo 6leo mineral sdo colocados em recipiente proprio para
futuro descarte, ndo permitindo sua eliminacdo direta na pia. O material contendo residuo
de 6leo em suas paredes sera lavado com detergente, esponja ou escova, somente para este
fim e enxaguado com &agua quente. Esse procedimento sera repetido tantas vezes quanto
necessario a fim de remové-lo completamente. No entanto, se for de plastico, ndo serd
reaproveitado.

Materiais perfurantes e ponteiras ndo sdo reciclados, sendo descartados em
recipientes plasticos proprios.

Toda vidraria e materiais plasticos, com exce¢do dos recipientes de ovarios e
conectores, sdo dispostos em estufa para secagem por tempo varidvel. Apds, sdo separados
em trés categorias: plasticos, vidros e placas de petri plasticas e pipetas de Pasteur.

Plasticos que suportam temperatura e pressdo sdo acondicionados em
embalagem pléastica com auxilio de uma seladora e esterilizados em autoclaves a
temperatura de 120°C por 15 minutos, garantindo a integridade desses materiais mais
frageis. Recipientes como tubos de centrifuga de 15 ou 50mL devem ser frouxamente
cerrados antes de serem embalados, evitando sua deformacdo. Os conectores serdo
autoclavados no interior de um tubo de centrifuga de 15mL, com tampa semi-aberta,

Vidros vedados contendo solucdes, assim como o grupo citado acima podem
ser esterilizados em autoclave.

Bocas de recipientes de vidros sdo lacradas com papel aluminio e dispostas em
estufa de esterilizacdo a 200°C por 120 minutos. Apds, por cima do papel aluminio, as
bocas sdo novamente seladas com filme ZAP® VCI. Este é um produto feito de material
inibidor volatil de corrosdo (Volatile Corrosion Inhibitor), Gtil principalmente para metais
expostos a umidade, acidez e salinidade pela simples liberacdo do principio ativo na
atmosfera fechada (ZAP, 2012).

Os demais materiais (placas de petri plasticas...) passam pela mesma
metodologia citada anteriormente, sendo também acondicionados em embalagem plastica e
lacrados, porém esterilizados em microondas. Essa técnica é realizada colocando um frasco
de vidro contendo &gua no interior do microondas e ao redor as placas de petri plasticas e

pipetas de Pasteur. Permanecem por 5 minutos na poténcia de 100W. Ao término, sdo
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deixadas mais 1 minuto, para que o vapor de agua formado se encarregue de esterilizar 0s
materiais.

Para reposicdo de ponteiras, as caixas de armazenamento sdo lavadas e
posteriormente preenchidas em fluxo laminar na “Sala de Preparo de Meios”, com uso de
mascara e luva, para depois serem autoclavadas. A troca das caixas de ponteiras é efetuada

a cada 3 ou 4 dias, no maximo.

2.2 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL 1l NO CAMPO
EXPERIMENTAL SUCUPIRA ASSIS ROBERTO DE BEM

Né&o ha diferenca quanto aos procedimentos de lavagem e esterilizagdo. Porém,
para entrar no laboratério que se situa préximo a area de procedimentos com animais,
(como palpacdo retal, ultrassonografia, aspiracdo folicular, transferéncia e coleta de
embribes), roupas utilizadas externamente - como macacdo e botas — na entrada do
laboratério sdo trocados por jaleco e chinelos, os quais ndo devem deixar o
estabelecimento. O fluxo de saida do laboratdrio é diferente da entrada. Essa planta

arquitetonica funciona como barreira contra contaminagdes advindas do meio externo.

3. BIOTECNICAS AVANCADAS DA REPRODUCAO

Apos exposicdo das formas de controle higiénico e sanitario dos LRAs,

prossegue-se com as técnicas observadas durante o estagio.

3.1 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL |

As biotécnicas acompanhadas durante o periodo de trés meses foram a

producgdo in vitro de embrides (PIVE) cujas etapas serdo elucidadas no trabalho em



questdo. Dentre essas, estdo: puncao folicular ovariana, MIV (maturacdo in vitro), analise
espermatica pela fluorescéncia, FIV (fecundagdo in vitro), CIV (cultivo in vitro). Outras
técnicas que ndo fazem parte, mas sdo convenientemente ressaltadas: dissecacdo de
foliculos ovarianos, desnudamento de ovocitos, fixacdo de ovdcitos, mensuracdo de
ovoécitos e embrides e coloracdo para contagem de blastdbmeros de embrides e para
verificar maturacdo nuclear em ovacitos.

Todas as manipulacdes e observacdes realizadas durante as etapas da PIVE,
maturacdo, fecundacéo e cultivo in vitro, sdo efetuadas em fluxo laminar horizontal, sendo
as placas mantidas em mesas aquecidas.

A titulo de anélise, a tabela 2 demonstra as atividades acompanhadas e na

tabela 3 as atividades desenvolvidas durante o estagio no LRA I.

Tabela 2. Biotecnologias; rotina de atividades acompanhadas durante o estagio no LRA | e
quantidade de vezes observadas.

Quantidade de dias nao

Biotecnologias consecutivos de
biotecnologias realizadas
Aspiracdo folicular com escalpe 24
Rastreamento e selecéo 24
Maturacdo in vitro 24
Desnudamento de ovocitos 11
Fixacdo de ovdcitos e coloracdo com Lacmoide 4
Fecundagéo in vitro 24
Cultivo in vitro (CIV) 8
Leitura do CIV (D2, D6, D7, D8) 7
Coloracédo de embrides com Hoechst 3
Dissecacdo de foliculos ovarianos 19
Ovaérios em tissue chopper 3
Mensuracdo de foliculos 10

Mensuracédo de ovocitos 1
Mensuracédo de embrides 10
Analise de sémen 5
Fluorescéncia de espermatozoides 6
Producédo de meios 4
Limpeza do banho-maria 1
Limpeza da estufa 1
Limpeza e descarte de materiais de rotina 36




Tabela 3. Biotecnologias; rotina de atividades desenvolvidas durante o estagio no LRA | e
quantidade de vezes executadas.

Quantidade de dias nao
consecutivos de
biotecnologias realizadas

Biotecnologias

Aspiracéo folicular com escalpe 14
Rastreamento e selecdo 13
Maturacao in vitro 13
Desnudamento de ovocitos 13
Fixacgdo de ovacitos e coloragdo com Lacmoide 13
Fecundacéo in vitro 9
Cultivo in vitro (CIV) 10
Leitura do CIV (D2, D6, D7, D8) 9
Coloragédo de embrides com Hoechst 5
Dissecacdo de foliculos ovarianos 19
Mensuracao de foliculos 2
Anélise de sémen 5
Producédo de meios 7
Limpeza do banho-maria 11
Limpeza da estufa 5
Limpeza e descarte de materiais de rotina 37
Producéo de capilares (pipeta de manipulacéo) 5

O acompanhamento da taxa de recuperacdo de ovocitos, apds as etapas de
aspiracdo folicular, rastreamento e selecdo, maturacdo in vitro e fixacdo, esta descrita na
tabela 4, haja vista que se observa um relativo aumento dessa taxa a medida que se pratica

as biotécnicas.

Tabela 4. Acompanhamento das taxas de recuperacao em funcdo da data.

Data Quantidade de:
ovarios Média  foliculos ovocitos ovacitos ovacitos
aspirados foliculos/ aspirados rastreados  selecionados  fixados
Ovario (%) (%)

07/mar 3 31,33 94 47 (50) 13 (27,66) 11 (24h)
08/mar 6 14,33 86 46 (53,49) 12 (26,09) 12 (24h)
12/mar 11 8,45 93 53 (56,99) 15 (28,3) 8 (24h)
14/mar 5 16,6 83 47 (56,63) 13 (27,66) 12 (24h)

21/mar 6 14 84 67 (79,76) 47* (70,15)

26/mar 12 9,33 112 47 (41,96)  17* (36,17)

29/mar 8 19,37 155 94 (60,64) 43* (45,74)
03/abr 9 13 117 41 (35,04) 35 (85,37) 35 (0h)
05/abr 10 17,1 171 79 (46,2) 30* (37,97) 15 (Oh)
10/abr 12 13,25 159 122 (76,73) 52* (42,62) 21 (Oh)

*ovdcitos destinados a fecundacéo in vitro.



Ocorre uma notével perda de ovocitos ao longo das etapas. Durante a aspiracdo
folicular, muitos ovocitos ficam retidos no foliculo. A agulha ao perfurd-lo permite
algumas vezes que o liquido folicular extravasado carregue a célula consigo sem que esta
seja aspirada. A taxa de recuperacdo é em torno de 50%. Observa-se que ha uma
progressiva melhora na taxa de recuperacdo, quanto mais € praticada essa biotécnica.

Existe expressiva reducao da quantidade de ovécitos selecionados com grau 1 e
2 segundo a classificacdo de Caixeta et al. (2009), o qual é justificado pelo excessivo
tempo gasto durante as etapas e principalmente devido a variacao individual dos animais.
Nos dias em que os ovocitos foram destinados para FIV, o tempo foi cronometrado, sendo
gastos no maximo 45 minutos durante o rastreamento, sele¢do e colocagdo dos ovdcitos
para maturar in vitro. No entanto, a grande disparidade dos resultados de ovocitos
selecionados entre os dias 21 e 29 de marco, 03, 05 e 10 de abril sdo explicados pela
inclusdo de células de grau 3 com ooplasma homogéneo para maturar.

Nos valores de ovacitos fixados, observa-se uma perda, principalmente no més
de marco, devido as sucessivas pipetagens promoverem ruptura da zona pellcida e
membrana plasmatica das células. Pode ser explicada pela grande demora e falta de
prética.

No dia 05/abril metade dos ovocitos foram destinados a fixacéo e outra parte
foi descartada ou perdida por ruptura devido as pipetagens. No entanto, no dia 10/abril dos
52 selecionados, todos foram direcionados a FIV, recolhendo-se mais 21 ovocitos de
qualidade 1 e 2 do pool para fixar.

Na tabela 5, que da continuidade a tabela 4, é mostrado o total de ovécitos que
foram fecundados e as avaliagdes em lupa estereoscopica dos pools de possiveis zigotos ou

embrides durante o cultivo in vitro.
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Tabela 5. Total de ovocitos fecundados e avaliacbes dos pools de possiveis zigotos ou
embrides durante o cultivo in vitro, com suas respectivas datas desde a aspiracdo folicular.

Clv
Data FIvV D2
Total | C | >4células D6 b7 D8
21/mar 47 47 19 - 2Mc; 1Bl 1BI; 1Bx 3Bx; 1Bl
(40,4%) (2,1%) (4,2%) (8,5%)
26/mar 17 17 11 - 1Bi; 1Bl 1Bi; 1BI; 1Bx 2Bx; 1Be
(64,7%) (5,9%) (17,6%) (17,6%)
29/mar 43 34 18 11 (32,3%) 3Mc; 1Bi - -
(52,9%) (2,9%)
10/abr 52 46 22 13 (28,3%) 2Mc (0%) 3Mc (0%) -
(47,8%)

FIV: fecundacdo in vitro; CIV: cultivo in vitro; D2: dois dias ap6s fecundacdo; D6: seis dias apds
fecundacdo; D7: sete dias ap6s fecundacdo; D8: oito dias apds fecundacdo; C: clivados; (-): ndo observado;
Mc: mdrula; Bi: blastocisto inicial; Bl: blastocisto; Bx: blastocisto expandido.

Nos dias 29/marco e 10/abril houve reducdo de 9 e 6 possiveis zigotos,
respectivamente. Provavelmente em consequéncia de erro técnico durante o processo de
mudanca de meio FEC para SOF.

As melhores taxas de clivagem permearam nos dias 26 e 29 de marco,
justificadas pela maior pratica adquirida e auxilio dos alunos de mestrado, pois no dia 10
de abril a técnica foi realizada sem assisténcia.

As avaliagdes dos dias 29/mar¢o no D7 e D8 e 10/abril no D8 ndo foram
observadas, pois a primeira coincidiu com o feriado de Pascoa e a segunda devido a
transferéncia do estagio do LRA | para a fazenda Sucupira, logo ndo podendo estabelecer
um padrdo nas taxas de blastocistos.

A partir do dltimo relato de CIV na tabela 5, taxas de clivagem e de
blastocistos incluiram-se na ata de controle da rotina do laboratério de foliculogénese.
Nessa ata, durante o periodo de 09 de janeiro de 2012 a 18 de maio de 2012, foram obtidos
taxas médias para clivagem de 70,69%; blastocistos em D7 de 38,57% e blastocistos em
D8 de 38,68%.

Dois dias de estagio foram exclusivos para acompanhamento das atividades na

area de biologia molecular e clonagem.
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3.2 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL Il NO CAMPO
EXPERIMENTAL SUCUPIRA ASSIS ROBERTO DE BEM

As Dbiotécnicas realizadas no campo foram: manipulagdo hormonal,
inseminacao artificial, coleta de embrides, transferéncia de embrides, mensuragéo de corpo
luteo com auxilio de ultrassom, palpacéo retal, Ovum Pick Up, coleta de sémen com 0 uso
de vagina artificial e casqueamento em bovinos. Em ovinos videolaparoscopia com
aspiracdo folicular, ultrassonografia e coleta de sémen com vagina artificial. Ja no
laboratorio, foram acompanhadas PIVE, criopreservacdo e vitrificagdo de embrides e
criopreservacao de sémen bovino. Essas atividades foram cumpridas em um periodo de 23
dias (18 a 27 de abril e 11 a 29 de junho, excetuando-se os dias do fim de semana). A
tabela 6 apresenta o total de vezes em que foram acompanhadas as biotecnologias e na
tabela 7 constam as atividades executadas.

Tabela 6. Biotecnologias; rotina de atividades acompanhadas durante o estagio no LRA I,
Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem, e quantidade de vezes observadas.
Quantidade de dias ndo
Biotecnologias consecutivos de
biotecnologias realizadas
Videolaparoscopia com aspiragéo folicular 2
Curativo da videolaparoscopia 2
Manipulagdo hormonal
Inseminacdo artificial
Aspiracéo folicular com seringa
OPU
PIVE
Criopreservacdo de embrides
Vitrificagdo de embrides
Criopreservacdo de sémen
Coleta de embrides
Coleta de sémen (vagina artificial)
Transferéncia de Embrides
Mensuragdo de CL por US em vacas
Palpacao retal
Casqueamento
US em ovelhas
OPU: Ovum Pick Up; PIVE: producéo in vitro de embrides; CL: corpo liteo; US: ultrassonografia.

=
=
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Tabela 7. Biotecnologias; rotina de atividades executadas durante o estagio no LRA I,
Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem, e quantidade de vezes executadas.
Quantidade de dias nao

Biotecnologias consecutivos de
biotecnologias realizadas
Curativo da videolaparoscopia 2

Manipulagdo hormonal

Aspiracéo folicular com seringa
Coleta de embrides

Coleta de sémen (vagina artificial)
Palpacao retal

O, DNPFEO®

No presente relatorio ndo foram descritas atividades englobando outras
espécies, pois no curto periodo de estdgio na fazenda ndo houve possibilidade de
acompanhar todos os experimentos dos estudantes de mestrado, envolvendo pesquisas com

suinos e equinos.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com o estagio curricular supervisionado em Biotecnologias da
Reproducdo de Mamiferos, a revisdo bibliogréfica é voltada para as biotécnicas
acompanhadas ou executadas durante esse periodo, com énfase na producédo in vitro de

embrides.

4.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIQOES (PIVE)

4.1.1 Historico e importancia

Revisando de maneira cronoldgica o trabalho de Betteridge (2003), o qual
menciona detalhadamente o histdrico das biotecnologias, incluindo o surgimento de certas
preocupacdes, tais como de doencas infecciosas, conforme o descobrimento das mesmas;

foi no ano de 1890 em Manchester o primeiro relato de embrido obtido por TE em animal
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(coelho) e em 1932/33, no Texas, em pequenos ruminantes, como ovinos e caprinos. No
entanto, gestacdo era quase impossivel de ser obtida pelo descaso com a sincronizagdo da
doadora e receptora, por isso da importancia de conhecer a manipulacdo hormonal.

O cultivo in vitro de embrido iniciou-se em 1912 e em 1934, na Inglaterra,
aconteceu o primeiro relato de FIV; contudo, foi denominado duvidoso por ter ocorrido
algumas interferéncias da fecundacéo in vivo. Porém, foi no ano de 1940, na Franca, que
pesquisadores se aprofundaram nessa técnica em coelhos. Em 1945, época da Il guerra
mundial, a TE foi desestimulada na Europa, embora seu potencial tenha retornado logo em
seguida devido a escassez de alimento. O contrario ocorreu nos EUA. Nos anos 40,
iniciou-se a TE em bovinos com trabalho sobre superovulagdo. Conceituages de
aprimoramento genético por selecdo dos doadores, conhecimento sobre fisiologia do
gameta e aplicabilidade da TE estavam em pauta nos congressos da época. Nessa mesma
década muitas tecnologias foram descobertas, as quais ndo resultaram em produtos.
Situagdo esta modificada nos anos 50, com o nascimento de fetos das espécies ovinas
(Poldnia), suinas (Ucrania), bovinas (USA) a partir de TE. A técnica ainda era limitada,
com producdo aquém de oOvulos que requisitavam cirurgia. Também foram conduzidas
pesquisas para a area molecular.

Nos anos 60, a técnica cirdrgica para coleta e transferéncia de embrides estava
em alta em Cambridge. Porém, o Japdo também envolvia em suas pesquisas a técnica
transcervical ndo cirurgica. Como esta Ultima ndo resultava em boas taxas de recuperacéo,
a primeira metodologia prevaleceu até meados de 1970, pois era impraticavel a campo. Foi
relatado o primeiro nascimento de bezerro pelo método transcervical, em 1964. Trabalhos
foram realizados também em ovinos, caprinos e suinos.

Foi na década de 70 que surgiu a técnica de congelamento de embrido e seu
aprimoramento, utilizando morulas tardias ou blastocistos iniciais, que sdo mais resistentes
ao congelamento e descongelamento. Em 1973 nasceu o0 primeiro bezerro a partir de
blastocisto congelado/descongelado. Também foi melhorada a técnica de sincronizacéo de
cio pela administracdo de prostaglandina F2a e analogos. Houve progresso nas técnicas de
MIV e FIV e em 1977 o primeiro ovécito bovino fecundado in vitro.

Na década 80 ocorreu considerdvel progresso na micromanipulacdo de
embrides, FIV e biologia molecular. O assunto da aplicabilidade em humanos estava
repercutindo muito na midia. Na metade da década, o advento da técnica de PCR e 0 uso
de Y-specific probe que tornou a sexagem de embrides mais eficaz. Houve expansao na

area de TE englobando equinos e animais ameagados de extin¢do, como também o uso da
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aspiracdo folicular e subsequente MIV. Pesquisas sobre o potencial de doencgas infecciosas
transmissiveis por TE foram estimuladas.

Nos anos 90, a PIVE que antigamente era direcionada a negocios
agropecuarios, contribuiu também com a area farmacéutica e médica. Pesquisas sobre
células-tronco surgiram e a PIVE tornou-se rotina adotando técnicas mais rebuscadas como
a OPU, ICSI e imagem e monitoramento de ovdcitos para estudo de estrutura e fungéo.
Preocupacdo com encefalopatia espongiforme e febre aftosa tornou-se relevante,
modulando o uso das técnicas. A criopreservacao de embrides em suinos e equinos;
contudo, permanecia ineficaz.

Esta breve cronologia evolutiva das biotecnologias de reproducdo traz a
atualidade um caminho promissor a producdo de embriGes em escala industrial e
comercial, no resgate de espécies ameacadas de extingdo além do continuo aprimoramento
das técnicas.

A PIVE possibilita aumentar a propagacdo de material genético de fémeas
zootecnicamente superiores buscando um melhoramento genético da espécie, logo, da
producdo (BELTRAME et al., 2010). O Brasil encontra-se na lideranca da producédo de
embrides bovinos in vitro atualmente, com grande repercussao no gado de raca Nelore
(PONTES et al.,, 2011 apud THIBIER, 2006; STROUD, 2011). Porém, devem-se
considerar, nas técnicas de reproducdo assistida, problemas de parentesco préximo entre
gerac0es trazidos pelo uso do mesmo doador de sémen (GORDON e LU, 1990).

No Brasil, a producdo de embrides obtidos a partir da coleta in vivo, as regides
Sudeste e Centro-Oeste tém destaque como campeds entre 1997 e 2007 na transferéncia de
embrides, com total de 338.407 e 249.804, respectivamente. Entretanto a partir de 2004
houve uma reducdo no numero de coletas de embrides no pais em decorréncia do grande
desenvolvimento e aplicabilidade da FIV (BELTRAME et al., 2010). Essa biotécnica
comecou a ser preferida por proporcionar rapidez na obtencédo de resultados e perspectiva
de menores custos tomando por referéncia as caracteristicas reprodutivas do gado zebuino,
levando em consideracdo maior nimero de gestagdes em menor periodo de tempo
(BELTRAME et al., 2010; PONTES et al. 2011). As regides mencionadas permaneceram
na frente em relacdo ao total de aspiragdes foliculares realizadas assim como o nimero
total de embrides vidveis obtidos pela técnica FIV entre 1997 e 2007, com 301.503 e
133.542, respectivamente (BELTRAME et al., 2010).

Foi relatada por Pontes et al. (2011) que o Brasil colaborou em 2003 com

56,5% da producdo mundial de embrides in vitro, valores séo representados no diagrama
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da figura 1. E um estudo referente a pesquisa de dados de reportagens de técnicos
brasileiros de TE.

Segundo os dados estatisticos da IETS para o ano 2010 de TE em animais
domeésticos, o Brasil liderou novamente na PIVE com 264.263 embrides produzidos in
vitro de um total de 451.000 mundiais (contribuindo com 58,6%) e em coleta de embrides
equinos por lavagem uterina (STROUD, 2011). O gréfico da figura 2 compara os valores
de PIVE relatadas no mundo, ressaltando a grande contribuicdo do Brasil nessa area da
reproducéo.

PIVE (2003)

106.220 embrides
produzidos no
mundo

60.000 embrides
produzidos no Brasil

11.000
procedimentos
de aspiragdes
foliculares

267.000
ovocitos
recuperados

Figura 1. Estudo baseado em dados reportados por técnicos brasileiros de transferéncia de
embrides no ano de 2003.
PONTES et al., 2011
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Figura 2. Gréfico com dados estatisticos da IETS para 0 ano 2010 de transferéncia de

embrides em animais domésticos.
STROUD, 2011

O rebanho brasileiro é composto aproximadamente por 80% por animais da
raca Nelore, sendo que as fémeas Bos indicus tem algumas particularidades que as
diferenciam da subespécie taurus (PONTES et. al., 2011). Normalmente sdo criados em
clima tropical e subtropical, ambientes quentes e Umidos, que diminuem
consideravelmente o desempenho reprodutivo, o desenvolvimento ponderal e producéo
(FERREIRA, 2012).

Caracteristicas essas como resisténcia ao estresse termico (FERREIRA, 2012),
ocorréncia de 3 a 4 ondas foliculares por ciclo estral, diferentemente do taurino que tem
entre 2 a 3 ondas; recrutamento de maior niumero de foliculos > 5mm por onda de
crescimento folicular; promocdo de uma maior resposta ao tratamento superovulatorio;
didmetro do foliculo dominante variar de 5,4 a 6,2mm e dos subordinados de 5,3 a 5,9mm;
foliculo dominante ser responsivo ao LH quando seu diametro atinge 7,0 a 8,4mm, ou segja,
a capacidade ovulatoria é adquirida com diametros menores em relacéo ao taurino; indugédo
da ovulacdo em protocolos de superestimulacdo ser obtida precocemente; diametro
maximo alcangado pelo foliculo dominante em duas ondas de crescimento folicular ser de:
11,3 e 12,1mm, e no caso de trés ondas: 10,4; 9,4 e 11,6mm.

O corpo lateo da raca zebuina é também menor, variando de 17 a 21mm,
entretanto as concentracGes de progesterona permanecem mais elevadas decorrentes do
metabolismo diferenciado, devendo tomar cautela ao empregar tratamentos com
progesterona para ndo diminuir a pulsatilidade de LH e comprometer o crescimento
folicular (BARUSELLI; GIMENES e SALES, 2007; PONTES et al., 2011). Fatores

distintos esses que indicam vantagens de fémeas zebuinas sobre as taurinas para técnica de
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transferéncia de embrides e OPU-PIVE e explicam o porqué do rebanho brasileiro ser
constituido majoritariamente por zebuinos. Essa relacdo também estd correlacionada ao
alto valor agregado no mercado pelo Nelore, que ja perdura por uma década (PONTES et
al., 2011).

4.1.2 Ovogénese e foliculogénese

A foliculogénese e ovogénese sdo eventos fundamentais para melhor entender
as etapas da producdo in vitro de embrides. Sdo didaticamente separados, no entanto estdo
intimamente associados.

Para dar inicio a ovogénese, os progenitores dos gametas femininos, que séo as
células germinativas primordiais, migram para as respectivas gbnadas em desenvolvimento
no periodo embrionério através da invaginacdo do intestino posterior. Apds a formacao
estrutural da crista genital, os cordGes sexuais aparecem (nos bovinos aos 30 dias e ovinos
aos 20 dias de gestacdo — GONCALVES, 1999) e as células germinativas mantém
ativamente sua proliferagdo por mitose seguida da diferenciacdo em ovdcitos ou
espermatozoides. A determinacdo sexual dos gametas depende da constituicdo
cromossémica da crista, de suas células somaticas se tornarem em ovarios ou testiculos,
respectivamente (ALBERTS et al., 2004).

A partir das gbnadas femininas, nas quais células germinativas originam as
ovogonias, € iniciada a ovogénese, que sofrem mitoses consecutivas gerando os ovocitos
primarios (2n). Sucedendo a primeira divisdo meiética, conforme Aberts et al., (2004), no
qual “o DNA ¢ replicado, de modo que cada cromossomo consiste de duas cromatides-
irmds, os cromossomos homdlogos duplicados pareiam ao longo de seu eixo longitudinal, e
a recombinagdo ocorre entre as crométides ndo-irmas desses cromossomos pareados”,
estacionando em dipléteno da préfase | antes do nascimento, ficando até puberdade.
Durante o periodo de profase | € marcado pela formacdo de granulos corticais, zona
pelicida pela sintese de trés glicoproteinas (ZP1, ZP2 e ZP3), e cromossomos de aparéncia
plumosa, denotando a intensa atividade de sintese de RNA (ALBERTS et al., 2004).

Na puberdade, as alteragdes hormonais séo significantes e exercem grande
influéncia na proxima etapa, a maturacdo in vivo de ovdcitos primérios, atingindo

finalmente a maturidade sexual. O hipotalamo nesse momento perde gradualmente sua
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hipersensibilidade ao estrégeno, ndo mais bloqueando por feed-back negativo o eixo
hipotalamico-hipofisario, aumentando a liberacdo de GnRH, sendo mais frequentes os
pulsos desse hormonio, estimulando a secrecdo de gonodotrofinas e, por conseguinte, a
producdo de esteroides pelos ovarios, iniciando os ciclos (GONCALVES, 1999). A divisao
meidtica é retomada pelo pico de LH chegando até a metafase Il, na puberdade.
Concomitantemente, ocorre a maturagdo mitocondrial, com producdo de ATP e acimulo
de energia para os posteriores eventos (ASSAF, 2007) e alteracBes como divisdes redutivas
ocorrem a nivel nuclear (ANTUNES et al., 2008), relatadas pelo autor Alberts et al.
(2004), em que o envelope nuclear é rompido, os cromossomos homologos replicados,
antes de aspecto plumoso, sofrem condensacdo e separam-se na anéfase | gerando dois
nucleos-filho haploides compostos de duas cromatides-irmas.

A divisao assimétrica citoplasmatica produz duas células (n), uma de tamanho
desproporcionalmente reduzido, o corpusculo polar, e a outra extremamente maior, 0
ovacito secundario em metéafase I, que ocorreria nessa etapa a ovulacdo em bovinos.
Ulterior a esse evento, outra divisdo é procedida com a continuidade da meiose |1, exibindo
um grande ovocito maduro, também denominado como ovotideo ou 6vulo, e um segundo
corpusculo polar, ambos contendo grupos de cromossomos haploides (n). No entanto, esta
ultima etapa sera concluida somente se houver fecundacdo. Os corpusculos polares estdo
envoltos pela zona peltcida do ovdcito, no espaco perivitelino, e entrardo em degeneracéo
(ALBERTS et al., 2004; ANTUNES et al., 2008).

Estrategicamente, 0 ovocito atrasa a primeira divisdo meiotica, com intuito de
crescer rapidamente possuindo copias extras de genes, pois Seus grupos cromossomais
ainda estardo em diploidia e duplicata (4n), ou seja, maior quantidade de material genético
(DNA) disponivel para sintese de RNA. Esse estagio € fundamental, pois o acimulo de
ribossomos para sintese proteica serd necessario para suprir a demanda durante o periodo
inicial da embriogénese (ALBERTS et al., 2004).

Coexistindo, a foliculogénese ou ascensao de um foliculo dominante carece de
diversos fatores, tais como mecanismos enddcrinos, paracrinos e autocrinos. Logo, para
mimetizar esses recursos de um ambiente ovariano fisiol6gico, componentes hormonais,
fatores de crescimento entre outros constituintes nos meios de cultivo, descritos no
subtitulo 4.7, deverdo desempenhar essas funcdes (GONCALVES, 1999).

Durante o periodo fetal inicia-se o desenvolvimento folicular, continuando até
a senescéncia (GONCALVES, 1999). Ao longo da ovogénese, a fase de crescimento

rapido do ovocito, antes de atingir puberdade (na profase 1), esta intimamente associada ao
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desenvolvimento folicular. A partir do momento que o ovdcito atinge diametro aproximado
de 100um, concomitante ao inicio do aparecimento do antro folicular, seu crescimento se
estabiliza podendo atingir didmetro de 130um (BESSA, 2011), em contrapartida o foliculo
por estimulos hormonais hipofisarios prossegue em seu desenvolvimento (ANTUNES et
al., 2008). Nesse periodo, o foliculo passa por trés etapas: recrutamento, o qual esta sob
acdo de elevadas concentracfes plasmaticas de FSH; selecdo, por meio de maior liberacdo
de IGF (fator de crescimento semelhante a insulina) que potencializa acdo das
gonodotrofinas estimulando seu crescimento continuado; dominancia, o qual ¢é estabelecida
pela grande secrecdo de estrogenos e inibina pelo foliculo, que por consequéncia vao
reduzir os niveis de FSH circulantes por feed-back negativo, fazendo com que os outros
foliculos entrem em atresia. Esse foliculo dominante é capaz de continuar seu crescimento
até que chegue a ovulacdo, pois comeca a expressar receptores de LH nas células da
granulosa, tornando-se dependente somente a este hormdnio gonodotréfico. E com o pico
de LH que a ovulagdo ocorrerd, a qual também é determinada pela auséncia de corpo lteo
secretando progesterona, hormonio inibidor do pico de LH e responsavel pela manutencéo
da gestacdo, que acarretaria na atresia do foliculo dominante. Repetindo-se todo esse
processo: recrutamento, selecdo, e dominancia, de 2 a 4 ondas foliculares, em 21 dias na
espécie bovina, denominado de ciclo estral (GONCALVES, 1999).

Anatomicamente, os foliculos sdo estruturas formadas por células epiteliais,
somaticas, dispostas ao redor do gameta feminino em desenvolvimento, proporcionando
ambiente adequado e nutricdo dos ovdcitos através do fornecimento, pelas juncdes
comunicantes tipo gap na membrana plasmatica, de micromoléculas precursoras de
macromoléculas. Estas Gltimas, por sua vez, adentram a célula por endocitose ou
contribuem para o controle do padrdo de assimetria espacial e axial pela atividade nos
receptores de membrana. Uma das causas de infertilidade, por impedimento do
desenvolvimento das células da granulosa e ovocito, é a mutacdo do gene codificante da
conexina Cx37, responsavel pelas conexdes intercelulares das células da granulosa e entre
estas e 0 ovicito (ALBERTS et al., 2004).

Para determinar histologicamente a diferenca do crescimento folicular, foi
estabelecido como foliculo primordial o ovécito em potencial circundado por uma dnica
camada de células pavimentosas com algumas cuboides e membrana basal; por mitoses
aumentam as células da granulosa tomando formato cubico, sendo este designado como
foliculo primario. Continuando o crescimento folicular, o ovécito em seu interior aumenta

de didmetro e surge a zona peldcida envolvendo-o. Mais camadas da granulosa emergem

20



por mitose dando origem ao foliculo secundério. Inicia-se durante a vida fetal em bovinos,
a formacdo do antro pela atividade secretora e acumulo de fluido entre as células da
granulosa sob a acdo de gonodotrofinas hipofisarias, que vao dissociar-se formando a
coroa radiata (camada de células foliculares radiais), a qual circunda a zona pelicida. O
aparecimento do antro e multiplicagdo das células da granulosa d& origem ao foliculo
tercidrio. Prosseguindo, o ovdcito é pressionado lateralmente sendo envolto por células
foliculares (células do cumulus) que se conectam a membrana da granulosa. O foliculo
maduro € determinado quando atinge o didmetro méaximo, entre 12 a 19mm
(GONGCALVES, 1999; HAFEZ e HAFEZ, 2003; ANTUNES et al., 2008).

4.1.3 Aspiracao folicular

Segundo Gordon e Lu (1990), metodologias que permitam a extracdo de
ovacitos in vivo, tais como a utilizacdo de um protocolo de superovulacéo na vaca doadora,
sdo dispendiosas. Portanto, caso o objetivo seja a obtengdo dessas células para pesquisas e
testes de protocolos, mais sensato e menos custoso seria a utilizacdo de ovarios de
abatedouros, além de também proverem grande taxa de recuperacdo. Opcdo esta seguida
durante o estagio curricular.

Na rotina da Embrapa, ovéarios provenientes de abatedouros locais sdo
encaminhados ao laboratério de PIVE do LRA 1, imersos em solucdo salina a 0,9%
suplementada com penicilina G (100UI/mL) e sulfato de estreptomicina (50ug/mL) em
recipiente de vidro estéril e preferencialmente em compartimento térmico, como caixa de
isopor contendo agua entre 32°C a 35°C, na tentativa de manutencdo de ambiente e
temperatura fisioldgica de 37°C. Ha estudos que testaram a permanéncia do ovéario a 20°C
por um periodo maximo de 8 horas sem observar grande comprometimento dos ovocitos
com relacdo a maturacdo e fertilizagio (GORDON e LU, 1990). Durante transporte,
sempre verificar a temperatura, pois se houver grande variagdo, esta devera ser levada em
consideracdo ao longo dos estudos, pois pode influenciar nos resultados. Na recepgéo, 0s
ovarios sao lavados com solucdo salina 0,9% estéril previamente aquecida e realocados
com o liquido em recipientes de vidro, o qual permanecera em banho-maria durante a

aspiracdo. Todo sistema é disposto em fluxo laminar, do tipo horizontal, que fornece
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melhor protecdo estéril para reagentes e meios de cultivo, devendo este ser ligado 30
minutos antes de qualquer procedimento.

O tempo entre a coleta e processamento ndo deve exceder 12 horas, a fim de
ndo prejudicar a viabilidade das células. Preferencialmente entre 4 e 6 horas contabilizando
o tempo de saida dos ovarios do abatedouro até 0 momento do inicio da maturacdo dos
ovacitos em estufa, garantindo melhores taxas de clivagem.

Anteriormente a puncédo folicular e manuseio dos ovarios, estes sdo secos em
papel toalha autoclavado e aspirados com agulha do escalpe (18G) ndo logo acima dos
foliculos e sim lateralmente a estes, no tecido ovariano para depois direcionar a agulha ao
foliculo, demonstrado na figura 3 B. Preferencialmente, puncionar grande maioria de uma
sO vez, quanto menos perfurar o ovario, melhor. Aprofundar a agulha em direcéo ao centro,
na tentativa de recuperar aqueles que nédo sdo visiveis.

Com auxilio de escalpe conectado a uma bomba de vacuo, efetua-se a
aspiracdo folicular, mais rapidamente que quando realizado com seringa, utilizando uma
pressdo de aspiracdo de 10 a 15 mL/min. No entanto, a taxa de recuperacdo desses ovocitos
é relativamente menor, que serd compensada pela velocidade da operacdo, fator de grande
relevancia em uma linha de producéo de embrides in vitro (GORDON e LU, 1990).

O sistema de aspiracdo por bomba de vacuo, indicado na figura 3 A, funciona
através da conexdo desta por uma mangueira de silicone a um erlenmeyer. Frasco este que
deveréa ser vedado por uma rolha de borracha e que a partir desta saird outra mangueira de
silicone, porém menos calibrosa conectada a uma agulha 40mmx12 perfurando a tampa de
borracha do tubo de centrifuga de 15 mL. Essa agulha deverd ser acoplada
superficialmente, evitando que o liquido folicular e ovdcitos aspirados sejam
encaminhados ao erlenmeyer, no caso de aspirar o liquido deste tubo. Novamente, partindo
deste tubo, sairdo outras duas agulhas, de tamanho ja referido, que estdo conectadas a dois
escalpes 18 ou 19 G por conectores, permitindo que dois operadores realizem a aspiracao
simultaneamente. Todos os materiais utilizados deverdo estar estéreis. Selam-se o0s
acoplamentos com filme ZAP® VCI, ndo permitindo o escape de ar. Normalmente séo
aspirados de 6 a 10 ovdcitos por ovario provenientes de foliculos de diametro entre 3 e

8mm.
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Figura 3. Foto tirada no Laboratorio de PIVE no LRA I. A: Sistema de bomba de vacuo. B:
Aspiracdo folicular de ovario bovino.

Para melhores resultados, todo procedimento deve ser executado em fluxo
laminar e banho-maria ligados previamente, bancadas e materiais de uso limpos com
etanol 70%. Uso de luvas de procedimento é fundamental, assim como assepsia correta das
maos. As mangueiras devem sofrer trocas diarias e consecutivamente a pressdo de vacuo
devera ser calibrada para uma padronizagio do sistema. E ideal a troca do escalpe a cada
20-30 ovarios aspirados ou quando achar necessario, visto que a agulha perde seu poder de
perfuracdo e com isso diminui a eficiéncia de recuperacdo dos ovocitos.

Os ovocitos apds serem transferidos a tubos estéreis, vedados com tampas de
borracha, permanecerdo em banho—maria por 10 minutos para que ocorra a sedimentacao
celular. O sobrenadante que é o liquido folicular é retirado com pipetador automatico,
centrifugado a 700G por 5 minutos para retirar o excesso de células epiteliais do meio, o
que o torna mais limpido, servindo como meio no qual 0s ovacitos serdo rastreados. O PBS
pode substituir o liquido folicular. O sedimento formado € constituido de células epiteliais
e dos complexos cumulus ovacitos, sendo coletado por pipeta e depositado em placa petri
(100X20) contendo o liquido folicular centrifugado para diluir o sedimento contendo os
ovacitos facilitando o rastreamento. Todos os aparatos devem ser mantidos a temperatura
de 37°C.

Sempre levar em consideragdo que a medida que os ovocitos sdo aspirados,
apesar de estarem em meio inibidor da meiose (liquido folicular), o processo de maturagdo
se inicia continuando até a FIV. Isso explica a importancia de atuar de forma mais agil
possivel durante os procedimentos da PIVE (ASSAF, 2007).
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4.1.3.1 Ovum Pick up (OPU)

Na Fazenda Sucupira, pelo programa de divisao de distribuicdo dos ovarios de
abatedouro, todas as sextas-feiras os mesmos eram reservadas a este laboratorio para
posterior PIVE. No entanto, outras metodologias de obtencdo de ovécitos eram realizadas,
como Ovum Pick up, nomenclatura em inglés para designar a retirada de ovocitos de
foliculos de animais in vivo por meio do uso de ultrassom. Esta tecnologia € também
conhecida como aspiracdo folicular guiada por ultrassom.

Os animais eram contidos em bretes apropriados para espécie bovina e
aplicado uma dose de 4mL de anestésico local Cloridrato de Lidocaina (0,029/mL) com
vasoconstritor epinefrina (0,2x10™g/ml) pela via epidural entre a Gltima vértebra sacral e a
12 coccigea. Apés blogueio, era verificada a eficacia do procedimento anestésico pela
tonicidade da cauda, a qual era contida com elastico. A vulva era higienizada com agua
corrente e detergente neutro, seguido de secagem com papel toalha e aspersao superficial
com alcool etilico 70%, o excesso era removido com papel toalha.

Era usada mucilagem (Carboximetilcelulose) sobre luva de palpagéo e guia de
aspiracdo no intuito de lubrificar e evitar danos as mucosas retal e vaginal. Primeiro era
introduzido a guia de aspiracdo e depois o braco pelo reto, com o objetivo de segurar o
ovario e aproxima-lo da guia de aspiracdo para visualizacdo dos foliculos no monitor do
ultrassom. Era determinado a busca de foliculos maiores que 3mm de didmetro utilizando
um ultrassom Aloka SSD500, acoplado a uma sonda convexa de 7.5 MHz, montada na
guia de aspiracdo. Nesta também havia um sistema de aspiracdo composto por uma agulha
18G conectada ao tubo coletor (tubo de centrifuga de 50mL) através de uma mangueira
(0.8 m de comprimento e 2 mm de diametro interno). A aspiracéo foi realizada usando uma
bomba de vacuo com uma pressdo negativa de 10-12 mL de &gua/min. O meio de
aspiracdo era composto por PBS acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB), 5mg /mL de
sulfato de gentamicina e 10,000 IU/L de heparina sddica. O material aspirado era passado
em filtro coletor de embrides com auxilio do PBS suplementado com 5% de SFB, para
diluir o sangue que era aspirado junto com o0s ovocitos e facilitar a visualizacdo dos
mesmos. A busca era feita em placa petri (100X20), os CCOs eram retirados, classificados
e colocados em MIV.

Em desavenga, no trabalho de Pontes et al. (2011) incluiam-se também

foliculos de 2mm. Também em seu estudo, diferencas ndo foram relatadas na producdo de
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ovoécitos quando animais eram submetidos a sessfes de OPU consecutivas (intervalo
menor que 15 dias entre aspiragdes), apesar de ocorrerem variagdes individuais entre
doadoras. No LRA Il seguia-se aproximadamente o mesmo intervalo entre aspiracGes, sem

que pudesse observar diferencas drasticas.

4.1.3.2 Videolaparoscopia para aspiracao folicular

Como esse procedimento é considerado cirurgico, ovelhas permaneceram em
jejum alimentar de 24h e hidrico de 12h. Foi aplicado previamente sedativo cloridrato de
xilazina a 2% na dose de 0,07mg/Kg e cetamina 0,1g/mL na dose de 0,1-0,2mL/Kg. Apos,
realizou-se a contencdo em decubito dorsal em maca de metal, posicionando os membros
esticados e amarrados com elasticos sem que formasse garrote. Foi realizada tricotomia na
regido abdominal. Feita a antissepsia rigorosa com sabao e dgua corrente, seguida de alcool
iodado com gaze estéril em forma de espinha de peixe, e o animal era encaminhado a sala
de videolaparoscopia, inclinando a maca de forma que os membros pélvicos ficassem mais
elevados que os toracicos. Desta forma, possibilitando fécil acesso a cavidade abdominal.
Efetuaram-se botdes anestésicos de 2mL, aprofundando na musculatura e adjacéncias com
Cloridrato de Lidocaina 2%, nos trés locais de onde seriam inseridos os trocateres. Foi
realizado uma pequena incisdo com lamina de bisturi voltada para cima, no tamanho ideal
de maneira que permitisse a passagem dos trocéteres estéreis a cavidade. Um orificio era
destinado a pinca de manipulacéo (posicionamento e fixacdo dos ovarios), outro para ética
com fonte de luz xénon e o ultimo para o acesso com agulha de aspiracdo folicular
(0,12x40mm). A insuflacdo da cavidade com CO, objetivava facilitar a visualizacdo dos
6rgdos, da mesma forma a injecdo de soro no trocater da Otica para desembagcar a lente. A

imagem era transmitida ao video em tempo real, conforme mostra a figura 4.
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Figura 4. Videolaparoscopia em ovino na sala de procedimentos do LRA Il no Campo
Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem.

Ao término era feito um curativo tdépico com antibiético oxitetraciclina (de
concentracdo 200mg/mL para uma dose de 0,1mL/Kg); por cima unguento e Matabicheira
Fort Dodge Spray®. Em alguns animais, preferiu-se suturar o subcutaneo com ponto tipo
simples continuo e epiderme com Wolff interrompido devido algumas aberturas estarem
demasiadamente grandes, pois normalmente ndo hé necessidade.

A taxa de recuperacdo na primeira vez ndo foi boa, obtendo dois
ovocitos/ovelha, sendo que do total, dois encontravam-se degenerados. Normalmente
obtém-se 5 ovdcitos/ovelha em sessGes de videolaparoscopia.

No entanto, na segunda vez, obtiveram-se trés ovécitos desnudos e um de grau
3 para um animal; trés de grau 3 para outra ovelha e na ultima cinco desnudos, dois de grau
3 e dois de grau 2. Essas taxas foram relativamente melhores se comparadas a primeira

vez. Provavelmente isso ocorreu devido a falha técnica ou falta de pratica na primeira vez.
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4.1.4 Obtencao de foliculos pré-antrais

Em equipamento Tissue Chopper, a regido cortical (onde encontram-se 0s
foliculos) separada do restante do ovéario com auxilio de Id&mina de bisturi era fatiada em
espacamentos de aproximadamente 1mm nas direcbes longitudinais e transversais
(BESSA, 2011), lavada com PBS e transferida para tubo cénico. Com pipeta de Pasteur,
mistura-se o0 contetdo por vinte vezes, no intuito de separar as células da granulosa dos
foliculos, posteriormente é filtrado em outro tubo, permitindo que somente foliculos pré-
antrais (primordiais, primarios, secundarios iniciais e finais) livres de células e tecido
passem. Recolhe-se o pellet sedimentado (algumas células e ovdcitos) e deposita-0 em
placa de Petri (100X20) misturando com PBS e 10% soro fetal bovino. Em microscépio
invertido, rastreiam-se os foliculos transferindo-os para uma gota de 200ul de meio LAV.
Apo6s lavagem no meio LAV, sdo lavados novamente em meio PBS de congelamento, ou
seja, sem calcio e magnésio, e os foliculos selecionados apos classificados com seus
respectivos diametros foliculares: < 20 um (foliculos primordiais); entre 25 e 35 pm
(foliculos primérios); 40 e 60 um (foliculo secundario inicial); 65 e 85 um (foliculo
secundario final) (BESSA, 2011) eram congelados separadamente em microtubo contendo
PBS de congelamento em freezer a -80°C para futura extracdo de DNA ou RNA. A titulo
de facilitar o trabalho no momento da extracdo, eram transferidos até dez foliculos em cada

microtubo.

4.1.,5 Rastreamento, selecdo de ovdcitos e maturacao in vitro

Antes de acrescentar contetdo na placa de petri grande, como descrito no
subitem 4.1.3, sdo tracejados no fundo da placa linhas retilineas com aproximadamente
1cm de distancia com auxilio de objeto pontiagudo, como agulha, para facilitar o
rastreamento de ovaécitos. Assim, o campo de visualiza¢do na lupa se torna mais limitado,
facilitando a localizagéo.

Apdbs rastreamento, todos os ovécitos encontrados sdo direcionados a outra
placa de petri, no entanto menor (50X15) contendo meio de lavagem (LAV — TCM-Hepes

com 10% de soro fetal bovino) ou liquido folicular centrifugado. Em seguida, na lupa, 0s
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ovocitos eram classificados quanto a qualidade, descrita na tabela 8, sendo selecionados 0s
de qualidade 1 e 2, os quais sdo considerados os mais capazes de dar continuidade ao

processo de maturacao, fecundacao e desenvolvimento.

Tabela 8. Classificacdo dos ovoécitos quanto a qualidade das células do cumulus e
ooplasma.

] células do cumulus
Qualidade Camadas Aspecto Ooplasma

1 Mdltiplas  Densa, compacta, rodeando todo Homogéneo, granulagdes
ovacito finas

2 Min. 5 Compacto, envolvendo todo Homogéneo com pequenas
ovocito areas de pigmentacoes

irregulares
3 Min. 3 Revestindo ou ndo Heterogéneo/vacuolizado
completamente
4 Menos  Completamente ou parcialmente Heterogéneo
que 3 ausente, células expandidas

Fonte: CAIXETA et al. (2009).

Imediatamente, prepara-se outra placa, identificando-a com caneta permanente
e adicionando-se 200l de meio para maturacdo in vitro (MIV) coberto com éleo mineral
delicadamente para ndo misturarem. Antes da passagem para esse meio de maturacdo ja
estabilizado, efetua-se a lavagem dos CCOs em 200 ul de meio MIV em outra placa.
Posteriormente coloca-se para maturar em estufa a temperatura de 39°C, com concentragao
de CO; a 5,0%, O, aproximadamente a 20% e umidade relativa de 95%, por 22 a 24 horas.
Toda a operacao de selecdo até o0 momento de ir para a incubadora deve durar no maximo
45 minutos. Na identificacdo de qualquer produto, deve constar no fundo da placa ou
lateral: data, nome do técnico responsavel, fase do processo (MIV, FIV, CIV), nimero da
amostra e, se necessario, a quantidade de ovocitos ou de embribes. Em relacdo da
quantidade de meio, gotas de 50ul suportam até 10 estruturas, 100ul até 15, 150l até 20 e
200ul acima de 25.

E importante que todos os procedimentos sejam realizados no menor tempo
possivel para evitar variagdes de temperatura, pH e muito contato com luminosidade. Por
isso qualquer operacdo fora da estufa com os ovocitos ou embriGes deve ser realizada o
mais agil possivel, contudo com qualidade e confianca.

A titulo de comparagdo, em Dublin, diferentemente do LRA I, ovdcitos em
préfase | sdo maturados por 24 a 26 horas na quantidade de 40 células em 2mL de meio de
maturacgdo, obtendo mais de 90% de ovocitos em metafase |1 (GORDON e LU, 1990).
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A pipeta de manipulacdo de ovacitos e embrides utilizada no LRA na Embrapa
é produzida com mangueiras de silicone do calibre semelhante ao do escalpe e do equipo
de soro, cortados em tamanho ideal para compressao com o dedo indicador e polegar. Uma
extremidade € obstruida por pedaco de capilar ocluido e na outra sera inserida a ponteira
fabricada a partir de tubo capilar esticado pelo calor. Na figura 5 o0 esquema de idealizacéo

deste sistema.

Figura 5: Pipeta caseira com sua respectiva ponteira. Equipamento de manipulagéo de
ovacitos, zigotos e embrides.

4.1.6 Anélise de sémen

O sémen sofre uma primeira avaliacdo no local de coleta, ou seja, no Campo
Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem. No laboratdrio, sdo analisados aspectos
macroscopicos (volume, cor, aspecto) e microscépicos (turbilhdo, motilidade, vigor e
concentracdo).

Apos todo processo, se atingir padrdes minimos exigidos pelo Manual de
Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 1998): 70% de motilidade e vigor 3; sera criopreservado e armazenado em botijao
de nitrogénio liquido, a uma temperatura de -196°C, preservando a qualidade.

No laboratorio, uma palheta serd descongelada a 37°C por 20 a 30 segundos e
avaliado sua concentracao, vigor e motilidade progressiva, sendo feita de forma subjetiva
em microscopio de campo invertido. Uma amostra ¢é levada para analise no CASA®. O

programa CASA® (Computer Assisted Sperm Analysis) realiza a analise de sémen
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computadorizada por um software e hardware permitindo visualizar, digitalizar e analisar
imagens sucessivas, fazendo leitura de diversos parametros da motilidade individual
celular de forma acurada, fornecendo ao fim um resumo estatistico (MATOS et al., 2008).
Segundo Matos et al. (2008) este sistema € excelente na quantificacdo de “um grande
nimero de células com padrao de motilidade heterogéneo em um curto periodo de tempo™.
Fornece diversos dados em um programa caracterizado por confiabilidade, versatilidade e

facilidade de manuseio e configuracao.

4.1.6.1 Fluorescéncia

Apbs analise do sémen no programa CASA®, eram procedidas técnicas de
fluorescéncia para avaliacdo funcional e morfologica espermatica.

A coloracdo de hidroclorido de clortetraciclina (CTC) é realizada a partir do
protocolo baseado na técnica desenvolvida para o Laboratorio de Reproducdo Animal da
Embrapa. A finalidade dessa coloracdo é diferenciar espermatozoides capacitados de nao
capacitados, pois é um quelante de Ca*?, onde a fluorescéncia indicaria a localizagdo desse
ion devido a uma alteracdo de membrana. Os visualmente uniformes quando observados
em microscopio de fluorescéncia sdo os ndo capacitados; nos capacitados é distinguivel o
acrossoma por estar mais fluorescente que o resto de sua estrutura, naqueles com reagéo
acrossomal aparece um halo com fluorescéncia mais intensa na base do acrossoma e a
cabeca permanecendo de cor mais palida, assim como também ha a possibilidade de
aparecerem com as duas Ultimas caracteristicas em comum. Na figura 6 sdo representadas

essas caracteristicas.
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Figura 6. Andlise espermética com fluorescéncia de CTC em aumento de 1000x. A:
espermatozoide capacitado e bactéria (seta); B: espermatozoide com reacdo acrossomal; C:
espermatozoide ndo capacitado; D: espermatozoide central capacitado e com reagédo
acrossomal, na lateral direita com reacdo acrossomal; E: contaminacgdo por fungo e bactéria
(seta).

A leitura das laminas é feita apds o tempo suficiente para completa decantacéao
dos espermatozoides ou overnight, o qual é preferivel. No entanto, o aparecimento de
bactérias e fungos contaminando a amostra pode ocorrer e € demonstrado na figura 6
subitem E.

E efetuada a contagem de 200 espermatozoides, classificando cada um pelas
categorias ja descritas, ¢ possivel avaliar sua qualidade em relacdo ao animal doador. E
desejavel que a primeira categoria, ou seja, os de ndo capacitados, esteja em maior
proporcdo, pois sdo estes que terdo melhores chances de fecundar um ovocito por
ganharem sua capacitagao no trato reprodutivo feminino, no istmo da tuba uterina (HAFEZ
e HAFEZ, 2003), pois conforme Carvalho (2009 apud GADELLA et al., 2001.) “se a
reacao do acrossoma € iniciada antes da ligacdo do espermatozoide a ZP, as enzimas sdo
perdidas e o espermatozoide ndo ¢ capaz de ultrapassar a ZP e de fecundar o ovocito”. A
capacitacdo e fundamental para que ocorra essa ligacdo a ZPA.

Para confirmacdo do acrossoma reagido, requer efetuar coloracdo PNA.
Portanto, outra metodologia de mensurar a integridade acrossomal é através do uso de
lecitinas conjugadas, que se ligam a glicose, manose, galactose e N-acetilglucosamina ou
outros carboidratos especificos de glicoproteinas que estdo exclusivamente localizados no

acrossoma. O PNA, por exemplo, € a lecitina de amendoim (peanut aglutinin), que por sua
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vez, tem a competéncia de avaliar a integridade de acrossoma ligando-se a glicoproteinas
da membrana acrossomal externa, fornecendo uma coloragéo esverdeada quando reagido.
O PNA conjugado ao isoticianato de fluoresceina permite a visualizacdo dos
espermatozoides, sob microscopia de epifluorescéncia e de contraste de fase, e conjugado
ao iodeto de propideo a avaliacdo da integridade de membrana, ao ligar-se no DNA de
espermatozoide com membrana lesada/permeével resultando em coloracdo avermelhada
(CARVALHO, 2009). De acordo com Carvalho (2009), sdo classificados em:

morto com acrossoma integro (presenca de coloracdo vermelha na cabeca e
auséncia de coloracdo no acrossoma); morto com acrossoma reagido (presenca
de coloracdo vermelha na cabega e verde no acrossoma); vivo com acrossoma
integro (auséncia de coloragdo na cabega e acrossoma); vivo com acrossoma
reagido (auséncia de coloracdo na cabega e presenca de coloracdo verde no
acrossoma).

4.1.7 Fecundacdo in vitro

Antes, de se iniciar o procedimento, 0S meios deverdo estar previamente
preparados.

Primeiramente, se retiram as solucdes de Percoll 90%, meio de lavagem TALP
(CAP), e FEC da camara fria para o fluxo laminar do Laboratorio de Foliculogénese. Nele,
séo separados trés microtubos de 2mL, nos quais serdo acrescidos 400uL de Percoll 90%
(puro) em um; em outro 250uL de Percoll 90% mais 250uL de CAP e no ultimo 1000uL
de CAP. Do tubo de microcentrifuga contendo as misturas de meios (Percoll 45%) serdo
coletados 400uL e delicadamente depositados sobre o Percoll puro. Desta forma, o
gradiente de Percoll para selecdo dos espermatozoides com motilidade e vigor melhores
esta concluida e sera estabilizada a temperatura de 39°C em estufa por 2 horas juntamente
ao microtubo contendo CAP, mantendo seus recipientes abertos e em contato com as
condigdes ambientais da estufa.

Em seguida, para uma receita de FEC, o rendimento final ¢é de
aproximadamente quatro gotas de 200uL, devendo esta ser multiplicada para obtencdo de
quantidade de gotas suficientes para comportar cada pool de ovdcitos. Por exemplo: 200uL
servem para banho dos ovdcitos MII, com propoésito da remocgdo dos resquicios do meio

anterior; mais 200uL para a fecundacéo in vitro.
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O FEC é composto de 900uL de FEC (TALP Fert), 40uL de PHE (2mM de
penicilamina, 1 mM de hipotaurina e 250mM de epinefrina) e 10uL de heparina,
totalizando 950uL. Ou seja, 800puL sdo destinados aos pools e o volume restante (150uL),
ndo utilizado, servira para suprir a margem de erro da pipetagem e ressuspensdo dos
espermatozoides no CAP (TALP). De acordo com o volume a ser preparado pode ser
acondicionado em tubo cénico de centrifuga de 15mL ou tubo de microcentrifuga. S&o
montadas placas de petri pequenas (50X15) com suas respectivas gotas de meio FEC
submersas em 6leo mineral e identificadas para estabilizacdo de temperatura e gaseificagdo
na mesma estufa pelo mesmo periodo de tempo.

A penicilamina, a hipotaurina e epinefrina tém por funcdo agir como
antioxidantes, estimular a motilidade espermatica e ser uma fonte proteica, garantindo
efeitos favoraveis aos resultados (GORDON e LU, 1990). In vivo, estdo presentes no fluido
tubarico a transferrina e albumina. Em contrapartida, a heparina capacita 0s
espermatozoides pela remocdo de componentes do plasma seminal da superficie
espermatica (HAFEZ e HAFEZ, 2003).

O trato reprodutivo feminino é responsavel pela capacitacdo espermatica
(ALBERTS et al., 2004), processo fundamental para espermatozoide ligar-se a ZP
sofrendo alteracGes funcionais e estruturais, que em conjunto com a reagdo acrossomal,
torna-o capaz de fecundar o ovocito (CARVALHO, 2009). Este fen6meno é disparado pela
presenca de ions bicarbonato (HCO3') na vagina, os quais ativardo a enzima adenilil ciclase
soltvel no citosol do espermatozoide, que, por sua vez, produzira AMP ciclico, iniciando
alteraces na composicao lipidica e glicoproteica da membrana plasmatica, aumentando
metabolismo e motilidade espermatica e tornando a membrana hiperpolarizada (ALBERTS
et al., 2004). Segundo Carvalho, a capacitacdo consiste em mecanismos gue removem ou
alteram a estabilidade da membrana plasmatica do espermatozoide. Dentre os quais ha
modifica¢bes da fluidez da membrana, do fluxo de ions e pH intracelular. A presenca de
albumina promove o efluxo de colesterol iniciando a desestabilizagdo da membrana
espermatica. Por fim, a reacdo acrossdmica € iniciada apds a capacitagdo e a ligagdo as
glicoproteinas especificas da zona pelacida (HAFEZ e HAFEZ, 2003; CARVALHO,
2009).

Passados as 2 horas para estabilizagdo dos meios, uma palheta de sémen €
descongelada em agua a temperatura de 37°C por 20 a 30 segundos. Sua extremidade é
cortada invertendo-a na boca de abertura de um tubo de microcentrifuga. Corta-se a outra

ponta deixando todo sémen escorrer para o recipiente. Em seguida, faz-se a avaliacdo de
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5uL quanto aos parametros de motilidade e vigor. O sémen restante é transferido para o
gradiente de Percoll delicadamente, com ponteira voltada para parede do tubo, resultando
em uma solucdo bifasica, submetido a centrifugacdo em microcentrifuga a 9000rpm por 5
minutos. Encerrado a centrifugacdo, o microtubo é observado sob lupa estereoscopica em
fluxo laminar para visualizar o pellet formado. O sobrenadante é descartado, recolhendo o
pellet, colocando-o no tubo contendo 1mL de CAP. E centrifugado novamente na mesma
velocidade e tempo. Nesse interim, sdo retiradas da estufa as placas contendo os ovdcitos
maturados (expandidos e em meiose Il (MII)) para lavagem em 200uL de FEC antes de
serem transferidos para a placa FIV. Apds a transferéncia para as gotas, a placa retorna
para a estufa. Ao término da centrifugacdo, retira-se 0 microtubo com cuidado para nao
desfazer o pellet, no qual o sobrenadante € descartado. O pellet é ressuspendido com 50uL
de FEC e imediatamente 5uL desse pellet sdo avaliados em lamina para motilidade e vigor
e na camara de Neubauer é determinada a concentracdo. Para contagem de células na
camara de Neubauer, sdo pipetados 5L de espermatozoides adicionando em 95uL de gua
destilada (diluicdo 1:200) cuja funcdo é espermicida, recolhendo aproximadamente 7L
dessa solucéo diluida para preencher a camara.

A partir desses valores, obtém-se a dose inseminante, determinada pela

equacéo:
ClxV1=C2xV2

Onde:

C1: concentracdo obtida na cAmara de Neubauer
V1: volume da dose inseminante

C2: concentracao final

V2: volume final

Retira-se novamente da estufa a placa com ovdcitos em MII para adicionar a
dose inseminante calculada de forma que a concentragdo final seja 1,0 x 10° sptz/mL e o
volume final 200uL, sendo tudo controlado em lupa. Os espermatozoides séo
fotossensiveis, desta forma é recomendado colocar o filtro na lupa e o procedimento deve
ser 0 mais breve possivel. Por fim, retorna a placa com ovdcitos inseminados para estufa

sendo este momento considerado o dia O ou DO.
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Em contraste, em Dublin a selecdo espermatica é realizada por 60 minutos no
procedimento swim-up com ulterior lavagem e incubagdo em meio contendo heparina por
15 minutos. E, durante a FIV, ovocitos MII sdo parcialmente desnudos das células do
cumulus por pipetagem e em seguida sdo lavados em solucéo de citrato de sodio a 3% para
facilitar a exposicdo aos espermatozoides, sem efeito adverso sobre a FIV e
desenvolvimento embrionério inicial. A dose espermatica normalmente utilizada é 1
milhdo/mL (GORDON e LU, 1990).

Os espermatozoides capacitados ao entrarem em contato com as células do
cumulus liberam enzimas hidroliticas permitindo sua passagem e em seguida, ao se ligarem
a ZP, liberam hialuronidase (HAFEZ e HAFEZ, 2003; ALBERTS et al.,, 2004,
CARVALHO, 2009) ou arilsulfatase em suinos (HAFEZ e HAFEZ, 2003).

A medida que se aproximam da zona pelGcida, ocorrem dois eventos, a fixagdo
espécie-especifica e a penetracao pela reacdo acrossémica. Na fixacao, receptores proteicos
de ligacdo na membrana da cabeca do espermatozoide ligam-se a proteina ZP3. Ocorre a
abertura nos canais de célcio para influxo desse ion ao citosol do espermatozoide, o qual
age nos fosfolipidios de membrana auxiliando na fusédo dos dois gametas. Ha transito de
hidrogénio e sédio para interior da célula pela abertura de canais de Na* com posterior
alteracdo de pH; ha também a sintese de substancias fusogénicas e aumento da presséo
hidrostatica, resultado do influxo de 4gua (HAFEZ e HAFEZ, 2003; ALBERTS et al.,
2004; CARVALHO, 2009). Tudo culminando na inducdo do espermatozoide a sofrer
reagdo acrossdmica, liberando seu contetdo enzimético por exocitose. Enzimas
hialuronidase auxiliardo na abertura de tlneis através da zona pellcida, expondo proteinas
da superficie do espermatozoide as proteinas da zona pelucida ZP2 fornecendo maior
aderéncia enguanto ele atravessa a mesma (HAFEZ e HAFEZ, 2003; ALBERTS et al.,
2004).

A fim de evitar a polispermia, a despolarizacdo rapida da membrana plasmatica
advinda do aumento de célcio e diminuicdo do sodio intracelular do ovdcito é fundamental,
no entanto logo sua polarizacéo é restabelecida, sendo necessario um segundo mecanismo
mais duradouro. A reacgéo cortical asseguraria o bloqueio da polispermia (ALBERTS et al.,
2004).

Concomitante a fusdo das membranas das células masculina e feminina, o
calcio citosolico aumenta manifestando-se por oscilagdes ou ondas, ativando o ovacito,
para continuacdo da meiose e liberacdo do corpusculo polar; também liberando o contetdo

dos gréanulos corticais por exocitose, incluindo enzimas capazes de hidrolisar parcialmente
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a ZP2 e ZP3, tornando endurecido o envoltério extracelular do ovdcito (HAFEZ e HAFEZ,
2003; ALBERTS et al.,, 2004; CARVALHO, 2009). Microvilosidades da superficie
ovocitaria sdo agrupadas em torno do espermatozoide potencializando sua aderéncia a
membrana citoplasmatica facilitando a penetracdo. O gameta masculino é absorvido com
seu pré-nacleo (n), para subsequente fusdo com o pré-nacleo feminino, e suas organelas,
como o centriolo, que também sdo aproveitadas pelo gameta feminino (ALBERTS et al.,
2004).

Outro fator capaz de influenciar nas taxas de fecundacéo sdo as diferencas no
sémen de diferentes touros e ragas, mencionado no trabalho realizado em Dublin e descrito
pelo autor Gordon e Lu. (1990).

As laminas e laminulas utilizadas nas avaliacbes espermaticas foram pre-
aquecidas a 37°C.

Com objetivo de efetuar o cultivo in vitro CIV) no dia seguinte (18 a 20 horas
pos-fecundacdo), é importante deixar o meio SOF estabilizado em estufa no dia anterior
(DO0) ou overnight.

4.1.8 Cultivo in vitro

Passadas as 18 a 20 horas da fecundagdo, contabilizando como dia 1 (D1),
esses possiveis zigotos sdo transferidos ao meio SOF, cujo protocolo de fabricacdo esta
descrito no subitem 4.7.

Esta etapa é critica devido a grande exigéncia nutritiva e metabdlica, que
aumenta relativamente ao nimero de células embrionarias, isto denota a importancia do
ovacito estocar energia durante a ovogénese (ASSAF, 2007).

Inicialmente, em fluxo laminar, utilizando a lupa estereoscOpica, possiveis
zigotos sdo desprendidos um dos outros com retirada de excesso de células do cumulus
(CC). Também sdo banhados em 200uL de meio SOF, com intuito de retirar 0 meio
anterior, e pipetados sucessiva e cuidadosamente com a pipeta de manipulacdo para
remocdo de CC e espermatozoides mortos que produziriam toxinas as células viaveis.
Preparado uma placa de petri (50X15) com 200uL de SOF submersa em 6leo mineral e
identificada pela data, nome do técnico, etapa (cultivo in vitro - CIV) e os diferentes pools

(grupo controle e grupo(s) a ser(em) avaliado(s), os possiveis zigotos sao transferidos e
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colocados em estufa a temperatura de 39,1°C, com concentragcdo de CO; a 5,0% e O, a
10%. As CC restantes, nesse caso, substituem as células de oviduto para cultivo, que serdo
comentadas posteriormente, reduzindo riscos de contaminacdo do meio e da incubadora.
Essa técnica se diferencia do cultivo in vivo e do uso de monocamada celular tubarica por
atrasar um dia do desenvolvimento embrionéario (GORDON e LU, 1990).

No dia 2 os possiveis zigotos sdo retirados da estufa e soltos do fundo da placa,
para aumentar a area de contato com o meio, incluindo o descarte de CC unidas a placa, e
analise do total de nimero de estruturas, de clivados e de zigotos com mais de quatro
celulas, em lupa.

Nos dias 6, 7 e 8 é avaliada a producdo de embrides fornecendo uma previsao
das estruturas que véo se desenvolver tendo o cuidado de evitar que fiquem aderidos ao
fundo da placa. S8o observados estagios de desenvolvimento de blastocistos iniciais,
blastocistos, blastocistos expandidos, blastocistos em ecloséo, blastocistos eclodidos e
estruturas degeneradas e ndo fecundadas. Todos os procedimentos realizados, incluindo os
resultados, sdo anotados em ata de controle.

No D7, caso seja necessario, 0s embrides sdo envasados para transferéncia e no
D8 prepara-se 0s embrides para congelamento e posterior avaliacdo em PCR para extragédo
de DNA ou RNA.

Uma alternativa, no trabalho realizado em Dublin, Gordon e Lu (1990) relatam
zigotos bovinos obtidos in vitro foram transferidos para a tuba uterina cirurgicamente
ligada de uma ovelha apds algumas horas de sua ovulagdo para o cultivo in vivo. Houve
discrepancia de resultados, dependendo de fatores enddgenos do animal e exégenos, como
a experiéncia do técnico, variando a taxa de recuperacdo de 0 a 100%, além de ser
dificultoso reproduzir essa técnica em escala industrial. Diferente do que ocorre in vitro,
onde os fatores de interferéncia sdo mais controlados podendo produzir embrides em
massa. Em contrapartida, centenas de zigotos podem ser introduzidas em uma mesma tuba
sem comprometimento da porcentagem de recuperacdo, como também de propiciar um
ambiente muito mais semelhante ao de uma tuba uterina de bovino vivo.

Novamente no trabalho de Gordon e Lu (1990) a presenca de uma
monocamada de células de tuba uterina de vaca recentemente ovulada, no cultivo in vitro,
permitiu o desbloqueio de seu estagio de desenvolvimento inicial, entre 8 e 16 células.
Também relata que a concentragdo de soro bovino no meio de cultivo para producdo de
embrido e aditivos como insulina refletem no desenvolvimento entre 0s estagios de 48

horas pos-inseminacdo e morula/blastocisto.
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Pesquisas indicam que a presenca de co-cultivo de células somaticas modifica
0 meio pela secregdo de substancias promotoras do desenvolvimento do embrido,
removedoras de impurezas e redutoras de nutrientes em excesso, tornando um ambiente
favoravel ao crescimento embrionario. Niveis de glicose devem estar reduzidos na maioria
das vezes, que sdo definidas pelo uso dos meios sequenciais. Em contrapartida é exigido
niveis maiores quando no periodo de pds-compactacdo, desta forma, meios de cultura
sequenciais livres de soro trouxeram bons resultados para CIV até a fase de blastocisto
(ASSAF, 2007).

4.2 DESNUDAMENTO DE OVOCITOS

A partir de 24h apds inicio da maturagdo dos ovocitos em estufa, a placa de
MIV é removida para o fluxo laminar para manipulacdo. Neste momento, 0s ovicitos sdo
realocados para uma gota de 100ul de hialuronidase por 5 minutos. Essa enzima tem a
funcdo de auxiliar na remogdo das células do cumulus que estdo aderidas a zona pelucida.
Porém, somente esse procedimento ndo é suficiente para completo desnudamento, logo,
devem-se mover os ovdcitos para uma gota de 200 pl de meio PBS, os quais serdo
pipetados sucessivamente em pipeta regulada para 70ul com ponteira com a ponta achatada
com auxilio de uma pinga. Esse volume marcado na pipeta evita formacao de espuma, que
atrapalha na visualizacdo dos ovocitos na lupa. Os ovocitos a medida que forem
desnudados sdo removidos para um tubo de microcentrifuga contendo 15ul de PBS.

Posteriormente sdo transferidos para o tubo de fixacéo.

4.3 FIXACAO DE OVOCITOS

Os ovacitos contidos no microtubo com 1mL de solugdo de fixagdo (3:1 de
etanol puro e acido acético glacial, permanecem no minimo por 48 horas para completa
fixacéo.

Decorrido o tempo previsto, com pipeta de Pasteur todo conte(ldo do microtubo

é transferido para uma placa de quatro pocos. Os ovocitos sdo entdo transferidos para uma
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lamina identificada com o nome do técnico, data, fase e horas de maturagdo. Esta lamina
deve ter duas linhas de vaselina solida para evitar que quando for colocada a laminula esta
ndo rompa os ovocitos. Em uma das extremidades longitudinais da mesma, duas gotas de
corante Lacmoide sdo acrescentadas com auxilio de pipeta de Pasteur. Com auxilio da lupa
ao observar a membrana do ovocito se assemelhando a um halo rosado, remove-se o
excesso de corante adicionando volume suficiente de solucdo de fixagdo no mesmo bordo
em que fora aplicado o corante. No bordo oposto, encosta-se um pedaco de papel toalha
adjacente a laminula, que ira absorver o excesso de liquido extravasado, a lamina torna-se
transparente gradativamente. Ao término desse procedimento, selam-se as duas
extremidades da laminula com esmalte, impedindo a evaporacdo da solugédo; localizam-se
0s ovocitos os quais sdo circulados com caneta propria, preferencialmente no lado
contrario da lamina a qual se encontra a laminula, impedindo com que esta se mova e
esmague a célula.

Ao microscépio de contraste de fase e em aumento de 1000x, observa-se a
morfologia nuclear das células. Nos ovdcitos em metéafase 11, os cromossomos dipldides
homologos sédo separados, formando a placa metafasica, indicando que o ovdcito realizou a
maturacdo nuclear. Por conseguinte, as duas caracteristicas primordiais para avaliacdo
dessas células, se o procedimento de MIV ocorreu com sucesso € 0 aparecimento do
corpusculo polar e dos cromossomos condensados separando-se dos seus homélogos.

Nesse mesmo processo, € possivel avaliar os ovdcitos a Oh, ou seja, ainda em
profase I. As caracteristicas observaveis sdo a presenca de vesicula germinativa com 0s
cromossomos descondensados, ou seja, ndo perceptiveis. Algumas vezes, a vesicula ndo
estd mais aparente. Este fendmeno é explicado pela retomada da meiose, ocorrendo a
quebra da vesicula germinativa com subsequente condensacdo da cromatina e
reorganizacdo dos microtibulos, formando o fuso metafésico, determinando a primeira
divisdo meidtica. Os ovocitos continuam o processo de maturagdo com parada na metéfase
Il até o momento da fecundacdo (ASSAF, 2007).

4.4 COLORACAO DE HOECHST

Possui a férmula (2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1H-
benzimidazole trihydrochloride trihydrate) e tem a propriedade de adentrar a membrana
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celular se ligando principalmente aos nucleotideos adenina e timina da molécula de DNA,
a qual quando exposta a luz ultravioleta emite fluorescéncia azul de comprimento de onda
de 460-490nm. Desta forma, é possivel avaliar o nucleo de células vivas ou fixadas
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2012).

O protocolo utilizado segue com o preparo inicial do marcador fluorescente
produzido pela mistura de 1000uL de PBS com 10uL de corante Hoechst 33342, na
concentracdo de 1pg/ml. Essa solucdo, por ser fotossensivel, devera ser armazenada em

microtubo envolto em papel laminado.

4.4.1 Em zigotos:

A coloragdo de Hoechst 33342 permite avaliar os zigotos pela presenca de
pronucleos, verificando a eficicia da fecundacao in vitro.

Em placa de quatro pogos, colocar a solucdo diluida do corante e adicionar os
possiveis zigotos D2 provenientes do cultivo in vitro, deixando agir por 5 minutos em
ambiente escuro (placa de petri laminada). Com a pipeta de manipulacdo, transportar os
possiveis zigotos para ldmina, cobrindo-os com laminula para visualizacdo no microscépio
de epifluorescéncia em aumento de 200x, equipado com filtro UV. Esse evento €
apresentado na figura 7, destacando em fluorescéncia azul os prondcleos masculino e

feminino.

Figura 7. Coloracéo de Hoechst. Fluorescéncia em aumento de 200x destacando 0s
pronucleos dos zigotos.
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4.4.2 Em embrides:

Se o objetivo for contagem de blastdbmeros, fazer a coloracdo de Hoechst
33342 em blastocistos expandidos no sétimo dia p6s fecundagdo. Antes, porém, é
fundamental sua mensuracdo, que sera descrito no subitem 4.6. O procedimento de preparo
dos embrides é idéntico ao dos zigotos, colocando-os em placa de quatro pogos com a
solucéo diluida de corante por 5 minutos em ambiente escuro. Em seguida transportando-
os ldamina com posterior visualizacdo no microscépio de epifluorescéncia em aumento de
200x, equipado com filtro UV, demonstrado na figura 8. Em fluorescéncia azul, destacam-

se 0s nucleos dos blastdmeros, que indiretamente possibilitam a contagem destes.

Figura 8. Coloracéo de Hoechst. Fluorescéncia em aumento de 200x destacando os nlcleos
dos blastémeros.

Essa contagem realizada em blastocistos D7 tem o intuito de estabelecer um
padrdo de crescimento de embrido. Faz-se uma comparacdo entre a contagem total de
blastdmeros e a média geralmente obtida para determinado didametro do embrido, sugerindo
um crescimento melhorado ou ndo com relacdo ao tratamento empregado durante o

cultivo.
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4.5 MENSURACAO DE FOLICULOS

Inicialmente, era necessaria a dissecacdo dos foliculos a partir da regido
cortical dos ovarios, com uso de bisturi, tesoura ponta romba e pinca. Eram selecionados
aqueles que possuiam didmetro entre 1 a 3mm e 6 a 8mm, mantendo-o0s em placa aquecida
com meio LAV a 36°C. Somente em lente graduada na lupa estereoscépica era possivel
determinar o tamanho exato das estruturas.

Essa demarcagdo permite a avaliacdo da capacidade do ovdcito oriundo de
foliculos de diferentes tamanhos de se desenvolver. A capacidade destes ovocitos €
dependente dos transcritos e constituintes maternos estocados na célula. Estes transcritos e
constituintes estardo presentes em maiores ou menores proporcdes variando com o
tamanho folicular, pois todas as células possuem aparatos para potencial desenvolvimento
(BETTERIDGE, 2003).

Em foliculos de 1 a 3mm, o ovdcito encontra-se consideravelmente dependente
de fatores externos advindos de células somaticas circundantes (CAIXETA et al., 2009),
fornecendo taxas significativamente baixas de producdo de embrides ap6s maturacdo e
fecundacdo in vitro (GORDON e LU, 1990). O crescimento do ovocito é completo quando
o foliculo atinge diametro de 3mm, o qual sera responsivo ao FSH (CAIXETA et al.,
2009).

De antemdo, ovdcitos oriundos de foliculos entre 6 e 8mm possuem grande
estoque destes fatores obtidos durante a foliculogénese (CAIXETA et al., 2009), tornando-
se independentes do ambiente ovariano, propiciando seu crescimento ordenado até a
ativacdo do genoma embrionario. Estes sdo designados competentes meioticamente
(GORDON e LU, 1990) e em desenvolvimento, por terem sido capazes de acumular
transcritos especificos inseridos em seus pools de RNAmM, mas o mecanismo em si de

como se adquire tal designacdo permanece obscuro (CAIXETA et al., 2009).

4.6 MENSURACAO DE OVOCITOS E EMBRIOES

Os ovocitos sdo mensurados com auxilio de camera Motic®, que capta

exatamente a imagem observada na lupa estereoscOpica. Esta cdmera possui no seu
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software uma ferramenta que mensurard o didmetro de cada ovocito. Esta técnica €
utilizada, pois existe uma relacdo também com a competéncia ovocitaria (CAIXETA et al.,
2009).

O mesmo procedimento se repete com embrides, selecionando o0s que
estiverem apresentando didmetro maior de 160pm na Motic®. O desnudamento desses
embrides é semelhante ao descrito no subitem 4.2, contudo realizando processo com pipeta
normal esterilizada, sem modifica-la; também n&o é usado hialuronidase e ter cuidado para
protecdo de contaminantes externos. Os embrides devem ser manipulados com luvas de
procedimento e méscara, pois o destino final deles sera o congelamento em microtubo
contendo PBS de congelamento para pesquisas posteriores com extracdo de DNA e RNA.

Se, porventura, 0 objetivo seja a coloracdo com meio Hoechst, apos
desnudamento, transferem-se esses embrides para placa de quatro pocos ou microtubo
contendo meio LAV, dependendo do numero de pools utilizados no cultivo in vitro.
Continuando-se com a metodologia relatada no subitem 4.4.

4.7 PREPARACAO DOS MEIOS E SOLUCOES

O meio LAV cuja funcdo € a lavagem das células e facilitar a manipulacéo,
designado também como meio de bancada, é feita pela adicdo em tubo cénico de 45mL de
meio TCM 199 (Sais de Hank’s, GIBCO) com Hepes, mais 5mL de soro fetal bovino e
15uL de amicacina. Filtrar o meio em filtro millipore de 0,22 um. Selar com filme ZAP® e
armazenar em temperatura de 4°C. Para uso imediato, estabilizar na estufa por 2 horas a
37°C.

Os protocolos do MIV, FEC e SOF (fluido de oviduto sintético) sdo meios
prontos da marca GIBCO® modificados e antes de utiliza-los, adiciona-se Sulfato de
Amicacina objetivando a reducéo de contaminacdo externa, na proporcéo de 15ul/50ml de
meio.

Pesquisas demonstram que a permanéncia de células do cumulus no meio de
maturacao, assim como a suplementacdo hormonal, como gonodotrofinas (FSH ou LH) e
estradiol, sdo pré-requisitos para dar suporte a maturagéo citoplasmatica (GORDON e LU,
1990). Mais especificamente, o FSH atua na maturacdo das células do cumulus e da
granulosa (ASSAF, 2007). No meio comercial M-199 é constituido de 20% soro
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estrogénico bovino, podendo ser substituido pelo soro fetal bovino. Em geral,
proporcionam fonte de esteroides, hormonios peptideos e fatores de crescimento
(GORDONE LU, 1990).

Logo, 0 meio de maturacdo utilizado durante o estagio na rotina do LRA |
consistiu em meio comercial TCM 199 sais de Earl (GIBCO BRL®) acrescido de 10% de
SFB, 24 Ul/mL de LH, 10 pg/mL de FSH, 1 pg/mL de L-glutamina e 50 pg/mL de
estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina (CARVALHO, 2009).

Ao proceder o CIV de embrides, utilizou-se 0 meio SOF suplementado “com
aminoacidos essenciais e ndo essenciais, 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM myo-inositol
e 5% de SFB (SOFaaci)”, semelhante ao utilizado por Carvalho (2009).

A suplementagdo com substratos energéticos sdo fundamentais no inicio do
desenvolvimento embrionario, mais especificamente do blastocisto. Piruvato, lactato,
citrato de sddio e aminoacidos sdo exemplos, além de servirem também como reguladores
de pH e osmolaridade intracelular, assim como a glicose é requerida nos estagios de
morula e blastocisto, sendo essencial na sintese proteica do blastocisto juntamente com os
outros substratos (ASSAF, 2007).

O SFB, no entanto, tem papel crucial no desenvolvimento do embrido como
fonte proteica, mostrada sua importancia no trabalho de Leivas et al. (2011), em que a sua
adicdo nos meios de cultivo trouxe taxas maiores na producao de blastocistos inclusive nos
de qualidade I. Também resultou em melhores taxas de prenhez por COC quando
maturados in vitro.

Esses meios permanecem armazenados a 4°C e sdo preparados um por vez,
evitando a retirada de varios ao mesmo tempo da geladeira. MIV e SOF podem ser
elaborados no dia anterior, somente o FEC recomenda-se preparar no momento de sua
utilizacdo. Entretanto, se a fecundacéo for muito cedo no dia, pode ser feita essa excecao.

As solucdes LAV, TALP (tyrode’s, albumin, lactate, pyruvate — CAP, GE®) e
Percoll (GIBCO®) manuseadas no LRA |, sdo adicionadas de substancia Hepes como
agente tamponante, ndo havendo necessidade de estabilizar em estufa por duas horas a
temperatura de 39°C, com controle de concentragédo de CO, a 5,0%. Em contrapartida, o
tampéo bicarbonato de sodio (NaHCO3), presente nos meios MIV, FEC e SOF, requer essa
estabilizacdo por no minimo 2 horas em incubadora para a nao ocorréncia da alcalinizacéo
de pH pela produgéo de fons H*, por meio da interacdo de condigBes de temperatura e ar
atmosféricos (ASSAF, 2007), indicado pela modificacdo da coloracéo rosa para arroxeado

e conforme a equagéo a seguir:
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1CO2 (ag) + H20 — TH,CO3 a9) (Acido carbdnico) — tH* + THCO3"
Fonte: ASSAF, (2007) modificado

O CO, fornecido pelo ambiente de estufa tendera a equacdo para direita,
produzindo mais &cido carbénico (acido fraco), tornando meio estavel. Desta forma, o
contato com o0 meio externo promove a dispersdo de CO,, tendendo a formula para
esquerda, reduzindo os niveis de H*. De acordo com Gomes, Verza e Esteves (2004), o
tempo maximo de exposicdo a atmosfera fora da incubadora é de 2,5 minutos, mesmo
estabilizado previamente a niveis elevados de CO, (6,0%). Exceder nas concentracfes de
tampdo no meio, acima de 50 mM especificamente, torna-se toxico as células ou embrides
(Assaf, 2007).

Conforme Assaf (2007), a acidez pondera os efeitos do metabolismo celular
sobre 0 meio pela sintese de acido latico e piravico, podendo baixar o pH para valores
inferiores a 7,0.

Mais comumente utilizado é o bicarbonato, devido a seus beneficios
nutricionais além de seu potencial tamponante reduzindo o meio ao pH fisioldgico de 7,3 a
7,5+ 0,1 (GORDON e LU, 1990 apud ASSAF, 2007). Em contraste, o0 HEPES (acido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico) ndo proporciona beneficio nutricional, em
compensacéo fornece efeito tamponante suplementar entre pH 7,2 a 7,6 a cultura celular. E
ideal em culturas celulares que exijam manipulacdo por tempo superior exteriormente a
incubadora ou estufa (LIFE, 2012).

Para preparacdo da hialuronidase utilizada no desnudamento adicionar 10mg
de hialuronidase a 10mL de meio LAV em tubo de centrifuga e aliquotar em 20 tubos de
microcentrifuga 500 pL da solugdo.

Na receita de PBS modificado, fazem parte NaCl, KCI, CaCl, 2H,0, MgCl,
6H,0, Na,POH,4, KH,PO,, piruvato de sodio, glicose, penicilina G sddica e sulfato de
gentamicina. Concentracdes e dose ndo sdo informadas por informagdo ser restrita da
Embrapa. No PBS para congelar, estdo ausentes os sais de calcio e magnésio no intuito de
evitar interferéncias nas analises moleculares.

A solucgéo para coloracdo de Lacmoide é produzida pelo acréscimo de 1g de
Lacmoide em 45mL de acido acético e 100mL de agua Mili Q. Depois é passado em papel
filtro (CARVALHO, 2009).
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4.8 OUTRAS TECNICAS:

4.8.1 Manipulagéo hormonal

Conforme ja descrito, a necessidade de aumentar a produtividade em épocas de
escassez de alimentos ou de grande lucratividade no mercado da carne trouxe na década de
40 os primeiros trabalhos com terapias hormonais (BETTERIDGE, 2003). Esses
protocolos sdo vastamente utilizados na atualidade para aumentar a taxa de prenhez de
receptoras pela sincronizacdo e estimular a superovulacdo nas doadoras, permitindo o
aprimoramento das biotécnicas, além de possibilitar um planejamento ao longo do ano da
realizacdo das atividades.

Segundo Ferreira (2012), sua aplicacdo na inseminacdo artificial em tempo fixo
em vacas leiteiras almejava eliminar problemas de deteccdo de cio ocasionados pela alta
temperatura, aumentando as taxas de prenhez, porém néo alcancando niveis semelhantes
aos periodos mais frescos do ano. A baixa fertilidade nos periodos de calor pode ser
justificada pela grande sensibilidade a temperaturas elevadas de ovocitos e embrides em
estagio de desenvolvimento inicial.

No campo experimental Sucupira, protocolos de sincronizacéo de cio auxiliam
na preparagdo de receptoras bovinas para transferéncia de embrides D7 produzidos in vitro
no LRA I ou no préprio estabelecimento (LRA II). Entretanto, o Unico protocolo hormonal
acompanhado durante a vigéncia do estagio foi o de superovulacdo de doadoras.

Era utilizado o protocolo de superovulacdo semelhante ao realizado por
Kohram e Poorhamdollah (2012), sincronizando o cio com uma aplicacdo de PGF2a e
colocacdo de implante de progesterona, possibilitando a lute6lise de corpos Iuteos
maduros, porém mantendo o animal em diestro. Entre os dias 8 e 12 pos-sincronizagao,
doses decrescentes de Folltropin® foram administradas duas vezes ao dia (12h de
intervalo) intramuscular em 4 dias seguidos: 3,5; 3, 3; 2.5, 2.5; 2, 2; 1.5ml; para
estimulacdo de mais foliculos emergirem evitando a dominancia de apenas um. Ao fim, era
aplicada juntamente com o Folltropin® a prostaglandina para inducdo da lutedlise de

qualquer resquicio de corpo luteo do ciclo estral anterior, retirada do dispositivo
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intravaginal e era realizada inseminacéo artificial. Nos dois dias posteriores e consecutivos,

IA seria efetuada uma vez ao dia.

4.8.2 Transferéncia e colheita de embrides

A TE também se tornou uma estratégia de contornar o problema de estresse
térmico em bovinos de leite, o qual ocasiona efeito deletério no crescimento folicular com
queda de qualidade ovocitaria. Portanto, melhora a fertilidade, pela realizacdo de
protocolos de superovulacdo em periodos mais frescos do ano associado a criopreservacao
de embrides com posterior TE em estacGes quentes. Serve também para incrementar as
taxas de concepcdo de fémeas repetidoras de servigo (FERREIRA, 2012).

Antes de iniciar a técnica de inovulacdo, as vacas receptoras selecionadas e
sincronizadas com 7 dias pds estro eram separadas do plantel para posterior contencdo em
brete. O animal era avaliado para presenca de corpo lateo. Todo o procedimento inicial é
similar ao descrito na OPU no subitem 4.1.3.1, do bloqueio anestésico epidural até a
higienizacdo da vulva. O inovulador com o embrido protegido pela camisa sanitaria era
introduzido na vulva até o fundo de saco vaginal. Depois era introduzido o bracgo pelo reto,
posicionado o inovulador na entrada da cérvix, onde era rompida a camisa sanitaria,
passagem da cévix e migracdo para o corno uterino ipsi lateral ao CL. A deposicdo do
embrido era 0 mais proximo possivel da juncdo Utero tubarica.

Na coleta de embrides ndo cirdrgica, ap6s o0 prévio processo de contencdo
fisica e quimica ja descrita, era introduzida no Utero por via transcervical uma sonda de
Foley de duas vias. Esta era posicionada no corpo do Utero, sendo fixada inflando o baldo
com aproximadamente 15 ml de ar. Apds era conectado um equipo em Y, sendo uma das
extremidades conectada ao PBS e a outra ao copo coletor com filtro de embrides (WTA).
Por gravidade, 1 a 2L da solugéo de PBS com 5% SFB, (fixada na altura da cabeca do
técnico), descia ao Utero lavando simultaneamente os dois cornos uterinos. Esse volume
era dividido em madltiplas lavagens e a massagem uterina era fundamental para completa
drenagem do liquido. N&o era permitida que o filtro ficasse completamente vazio,
considerando a desidratacdo da possivel presenca de embri&o.

No término, o filtro era removido do equipo e enviado ao laboratério onde

passava por lavagens e o conteudo vertido em placa de petri (100X20) sob lupa
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estereoscopica para a procura dos embrides. Os embrides eram colocados em meio de

manuteng&o, e eram destinados a TE imediata ou a congelagéo.

5. COMENTARIOS SOBRE O ESTAGIO

Durante o estigio supervisionado, muitas técnicas foram introduzidas, de
forma sucinta, devido ao curto tempo disponivel: 504 horas em 4 meses. Dessa forma, o
relatorio de estdgio curricular complementa com breves revisdes bibliograficas as
biotecnologias, enfatizando a PIVE e seu reflexo no mundo, demonstrando graficamente
comparagOes que colocam o Brasil na lideranca.

Semanalmente, era realizada uma reuniéo entre doutores, alunos de doutorado,
mestrado e estagiarios para o Journal Club, na qual foram abordados diversos temas
relacionados com a area em questdo, seguidos de discussdo. Temas estes que também
englobavam defesas de teses, planejamento e organizacdo de projetos. Foi considerada
uma excelente forma de aprendizado e ampliacdo de conhecimento nas diferentes areas que
envolvem reproducdo, seja genética, molecular, celular ou hormonal, incluindo a
manipulacdo com o animal.

O numero limitado de estagiarios possibilitou que o aprendizado das técnicas
fosse extremamente rapido pelo fato dos materiais, equipamentos e atengdo dos instrutores
estarem centradas em poucos alunos.

Os laboratérios dispunham de todo o aparato necessario para a elaboracéo das
técnicas, questdo essa muito valorizada pelos orientadores responsaveis e considerada
fundamental para a pratica de experimentos de alta confiabilidade.

Por fim, a equipe de instrutores era composta por orientadores, alunos de
doutorado, mestrado e técnicos, sempre disponiveis a responder e solucionar problemas,

fator marcante que determinou um estagio de excelente qualidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A rotina dos laboratorios de biotecnologias de reproducdo animal mencionados
é considerada intensa mediante a quantidade de experimentos realizados diariamente. O
ponto culminante que determina a préatica das biotécnicas com qualidade é a agilidade e o
cuidado durante 0 manuseio dos equipamentos, principalmente na PIVE.

A Embrapa é exemplar nas suas linhas de pesquisa, mantendo um alto nivel de
confiabilidade, sendo referéncia internacional e colaborando para que o Brasil mantenha a
lideranca frente aos paises produtores de embrido in vitro.

Para tanto, o LRA | e o LRA 1l do Campo Experimental Sucupira Assis
Roberto de Bem, para manutengdo da qualidade, possuem diversos pontos de controle
higiénico e sanitario ao definir o destino apropriado para cada material e equipamento,
logo, tornando-se fundamental a obediéncia as regras dos laboratdrios.

Na medida do possivel foram expostos os protocolos utilizados nas biotécnicas
portanto, sem prejudicar a autoria dos experimentos. Enfim, procurou-se ao méaximo
explicar detalhadamente cada técnica, enfatizando a PIVE, para a qual fora realizada uma
revisao bibliogréfica.

Por fim, as fotos presentes no artigo foram de autoria prépria, procurando-se
selecionar as de melhor definicdo, angulacdo e qualidade, permitindo ao leitor visualiza-las

e compreender melhor as técnicas e préaticas do estudo.
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