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RESUMO

Com o avan¢o do setor de bovinocultura de corte, profissionais da area vém
colocando em préatica ferramentas que auxiliam na otimizacdo e melhoria da
eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional, a fim de atender adequadamente a
demanda. Desta forma, as biotécnicas de reproducdo ganham forca tendo em vista
suas vantagens frente a manejos convencionais. A produgdo in vitro é
iImplementada em muitas propriedades produtoras, por influenciar positivamente no
ganho genético do animal, na reducédo do intervalo de geracdes, assim como na
garantia de qualidade genética do embrido a ser implantado.Como qualquer
tecnologia, a mesma exige treinamento e capacitacdo adequados para que se
obtenha o sucesso desejado. A producado in vitro de embrioés possui como
obstaculo, custo implicito nas etapas de todo o processo. Varios estudos sao
realizados com o intuito de analisar os fatores que interferem nos resultados da
técnica

Palavras-chave: selecéo das doadoras; selecdo de recptoras; aspiracao folicula



1- INTRODUCAO

Tratando-se de producao de carne bovina, o Brasil se enquadra como o
segundo maior produtor, com um rebanho superior a 244 milhdes de cabecas, sendo
que o plantel de bovinos da india esta em primeiro lugar. Em 2020 as exportacdes
brasileiras de carne bovina in natura e processada atingiram o recordede 2,016
milhdes de toneladas. Segundo as informacdes da Associagdo Brasileira das
Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC) o crescimento foi de 8% comparado
com o ano de 2019 (MENEZES., 2020).

O cenario mundial em relagdo a demanda producdo de carne bovina para
consumo humano atualmente exige do empresario rural grande esforco para a
melhoria dos indicadores de eficiéncia reprodutiva, com vistas a melhoria da taxa de
desfrute e consequentemente retorno econdémico da atividade (FERREIRA., 2019).

Considerando que o Brasil possui grande capacidade de producéo de carne
devido ao clima tropical, e a vasta disponibilidade de pasto para a producdo animal
(LIMA., 2015). Os indices zootécnicos sao ferramentas necessarias para tornar a
pecuaria mais eficiente e lucrativa. O rebanho brasileiro ainda apresenta indices
reprodutivos abaixo do seu potencial, portanto para reverter esse quadro, a adogao
de méo de obra qualificada, nutricdo, sanidade e potencial genético do rebanho
entram como pontos chaves no sistema (ALMEIDA., 2012).

Neste contexto, dentre as biotecnias reprodutivas disponiveis, a producao in
vitro € uma das mais estudadas, tendo em vista seus inUmeros avancos tecnolégicos
aplicaveis ja encontrados, de modo a fornecer condi¢cdes vantajosas para o ganho
genético do animal, permitindo a reposi¢cdo de animais geneticamentesuperiores ao
plantel, maximizando a quantidade de descendentes, acelerando 0 progresso
genético dos rebanhos bovinos e diminuindo os intervalos de geracdes entre os
animais (MELO., 2016).

Por ser uma técnica extremamente promissora, as etapas para producao in
vitro de embribes devem ser analisadas minuciosamente e planejadas de modo
adequado.

Portanto esta revisao de literatura tem como objetivo descrever todo o
processo para realizacdo da producao in vitro e seus beneficios para a industria da

bovinocultura de corte.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e fisiologia do aparelho reprodutor da fémea bovina

A producdo in vitro sendo uma das aplicacbes de biotécnicas da
reproducao animal deve-se ter conhecimento da anatomia e da fisiologia da fémea
bovina. O aparelho reprodutor da fémea bovina é composto pelos ovarios,
ovidutos, Utero, cérvix, vagina, vestibulo da vagina e vulva (FIGURA 1) (SOARES
et al., 2018).

FIGURA 1- Representacdo esquematica do trato genital da fémea bovina

FONTE: CORDEIRO et al (2018)



2.1.1 Ovérios

Os ovérios possuem uma zona medular (estroma), na qual se localiza
nervos, vasos sanguineos e linfaticos, e uma zona cortical (regido
parenquimatosa) na onde se desenvolvem os foliculos ovarianos (FIGURA 2)
(SENGER., 2012).

Este 6rgdo varia suas dimensfdes conforme o periodo em que a fémea
se encontra, normalmente possuem formato eliptico, tém cerca de 1,5a5 cm de
comprimento e seu diametro é entre 1 a 3 cm. Estes 6rgaos sao sustentados pelo
mesovario, e irrigados pela artéria ovariana. Desempenha funcédo enddcrina e
exoécrina (OTTE et al., 2016).

FIGURA 2- Representacéo esquematica do ovario

FONTE: DA SILVA. (2010)

2.1.2 Ovidutos

Segundo SOARES & JUNQUEIRA. (2018), os ovidutos ou também
conhecido como tubas uterinas, possui 20 a 30 cm de comprimento e 2 a 3 mm
de didmetro, e estédo diretamente ligadas com a anatomia dos ovarios (FIGURA
3). Esse 6rgéo é dividido em trés estruturas funcionais:

v Infundibulo — onde se localiza as fimbrias, com forma de franjas.

Tém a funcéo de captar os odcitos liberados pelo ovario.



v" Ampola — onde ocorre o processo de fertilizacao.
v Istmo- é a estrutura que se liga ao corno uterino e capta 0s
espermatozoides, realizando contracbes para leva-los até a

ampola.

Tubas uterinas

Figura 3 - Representacao ilustrativa das tubas uterinas
Fonte: MORAES et al., (2012)

2.1.3 Utero

O utero é uma cavidade musculomembranosa onde ocorre o
desenvolvimento fetal (FIGURA 4). Apresenta trés por¢des bem definidas: cornos
uterinos, corpo uterino e colo uterino (conhecida como cérvix), e quando esticado
tem formato de Y (SOARES et al., 2018).

O tamanho do utero é varidvel, pois depende da idade da fémea,
guantidade de gestagbes e paricdes que a fémea ja teve, e do estado de
desenvolvimento estrutural (escore). Estima-se, que um utero ndo gravidico, tem
aproximadamente nos cornos 20 a 40 cm de comprimento e 1,2 a 4 cm de
didmetro (FRANDSON., 2016).




FIGURA 4- Representacdao ilustrativa do Utero de uma fémea bovina
FONTE: SENGER., (2012)

2.1.4 Cérvix

A cérvix é uma estrutura fibrosa que possui uma espessa parede, tém a
fungéo de uma “barreira” entre a vagina e o utero (FIGURA 5). Seu lumen abre-
se somente no cio ou no nascimento. Possui formato transverso sendo dividida

geralmente, por quatro pregas, denominados anéis (SOARES et al., 2019).

FIGURA 5 - Representacéo ilustrativa da cervix de uma fémea bovina
FONTE: FRANDSON et al., (2016)



2.1.5 Vagina

Esta localizada entre o colo do Utero e os labios vulvares, com forma tubular
e diferentes diametros internos em consequéncia do grande numero de pregas.
Apresenta um comprimento aproximado de 30 cm, apresentando sua porgao
cranial um formato de fundo de saco, na qual se encontra a por¢cao vaginal da
cérvix (entrada do colo) é denominada de fornice vaginal (FIGURA 6). A vagina e
Ostio externo da cérvix respondem pelo fechamento externo do trato genital

feminino através dos labios vulvares (JUNIOR et al., 2010).

FIGURA 6 - Representacéo ilustrativa da vagina de uma fémea bovina '
FONTE: FRANDSON et al ., (2016)

2.1.6 Vestibulo da vagina

Outro componente do trato reprodutor das fémeas bovinas é o vestibulo
da vagina. A juncao entre a vagina e o vestibulo € apontada pelo orificio uretral e
comumente por uma saliéncia (o himen vestigial). Ha casos de vacas, que o
himen é tdo proeminente que gera interferéncia na cépula. O vestibulo mede
aproximadamente 10 cm (MORAES., 2014).



2.1.7 Vulva

A vulva é composta por labios vulvares. Ela compreende a abertura externa
do trato reprodutivo. Os labios vulvares se unem conjuntamente nos angulos
dorsal (arredondado) e ventral (agudo) (KONIG & LIEBICH, 2011).

Para o estabelecimento da atividade reprodutiva o eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal é responsavel por desencadear uma série de eventos que
influenciam na ciclicidade, determinando entdo os eventos endocrinoldgicos
reprodutivos que caracterizardo as diferentes fases do ciclo estral (FIGURA 7)
(MORAES., 2014).

HIPOFISE

Progesterona

Feedback
Estrégeno negativo para LH
Feedback eFSH

Crescimento e
maturacdo dos
foliculos

positivo para LH

OVULACAO

Formacédo do

Corpo Luteo
AZG

Lise dos CL e reinicio da producéao de FSH

ENDOMETRIO pela hipofise

FIGURA 7 — Fluxograma bovino
FONTE: BARRIO (2014)

O hipotalamo produz e armazena o GnRH (horménio liberador de
gonadotrofina), que atua na hipoéfise anterior levando a liberagdo de FSH e LH
(hormonios gonadotroéficos foliculo-estimulantes e luteinizante,
respectivamente), os mesmos atuam diretamente no sistema reprodutivo. O FSH
atua estimulando o desenvolvimento folicular e sintese de estrégeno pelas
células da granulosa, enquanto o LH contribui para maturacéo final do foliculo e
ovulacédo (DAVIDSON & STABENFELDT., 2014).
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A fémea bovina € geralmente poliéstricas ndo sazonais, ou seja, com ciclos
estrais regulares intervalados em 21 dias. Em condic¢des fisiol6gicas normais o
ciclo possui quatro fases proestro, estro, metaestro e diestro (BENITES &
BARUSELLI, 2011).

Na fase folicular ocorre a regressdo do corpo lUteo e estende-se até a
ovulacdo. Durante esta fase existe a predominancia de foliculos em crescimento
e producédo de estradiol. O proestro pode durar de dois a trés diase nessa fase
ocorrem alteracbes anatbmicas (edema e hiperemia vulvar), relaxamento da
cérvix (como preparacdo para acasalamento ou inseminacédo); ocorre também
estimulo para secrecdo de muco que reveste a por¢cdo anterior do cérvix e
comportamentais (fémeas saltam umas sobre as outras, mas nao permitem a
monta). Alteracdes estas provocadas pelo alto nivel de estrégeno produzido pelos
foliculos ovarianos (KONIG & LIEBICH., 2011).

JA& no estro haverd manifestacdo de receptividade sexual, por
consequéncia dos altos niveis de estrégeno sérico. As vacas em cio (estro) irdo
manifestar postura submissa para serem montadas pelo touro e/ou por outras
vacas do rebanho, irdo apresentar atividade aumentada, mugidos constantes,
vulva edemaciada, mucosa vestibular e vaginal hiperémica, secrecdo de muco
vaginal de cor clara. A duracdo média do estro é 12 a 18 horas, sendo este valor
variavel, haja vista, que varios fatores podem influencia-lo, como por exemplo, a
raca (DIRKSEN., 2013).

Durante a fase denominada metaestro, que tém duracado média de dois a
trés dias, ocorre a ovulacdo que € desencadeada em média 12 horas apés o
termino do estro. As células do foliculo ovariano apdés a ovulacdo, irdo se
reorganizar e multiplicar, dando origem ao corpo Iateo, responsavel
principalmente, pela producédo de progesterona. A fémea neste estagio, ndo aceita
mais ser montada e pode ser avaliado em alguns animais, secre¢cdo de muco
sanguinolento (BENITES & BARUSELLI, 2011).

O diestro é conhecido como sendo o maior periodo do ciclo estral, sendo
este estagio caracterizado pela intensa atividade do corpo liteo, que secreta alta
concentracdo de progesterona. A mucosa vaginal se apresenta rosada e néo
muito Umida,enquanto a cérvix se apresenta bloqueada pela formacdo de um

tampé&o mucoso. Ao fim do diestro, as concentracdes de progesterona decrescem
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(devido a lise do corpo luteo, mediada pela protaglandina F2 alfa) levando ao
inicio de um novo ciclo estral. Entretanto, caso haja presenca de um concepto, a

lutedlise n&o ocorre e a gestacao prossegue (SOARES., 2018).

2.2 Selecdo de reprodutores para coleta e comercializacdo de sémen

Animais de alto potencial genético sao utilizados como reprodutores e seu
material seminal possui grande valorizagdo comercial. E importante frisar que
touros selecionados para reproducdo passam por inUmeras etapas que atestem
sua real qualidade reprodutiva, porém além disto, especificas formalidades séo
extremamente necessarias, como: registro do animal no ministério e a certificacédo
do animal na associacdo da raca, contendo atestado de pureza e indices
zootécnicos — 0 teste com resultado negativo para brucelose e tuberculose

também s&o outros pré-requisitos solicitados (SIMOES., 2017).

Dentro das centrais de reproducéo, inspecdes sanitarias,avaliacoes das
genitalias e avaliagbes do potencial genetico de cada animal,contando ainda
com andlises da potentia coeundi (diz respeito a capacidade de monta) e potentia
generandi (diz respeito a capacidade fecundante) (ALFARO., 2011). Em
sequéncia, obrigatoriamente os animais devem ser submetidos a um periodo de
guarentena no qual sdo procedidos o exame androlégico e a coleta do material
genético para diagnostico de campilobacteriose, tricomonose, brucelose, diarreia
viral bovina (BVD), leucose e rinotraqueite infecciosa dos bovinos (IBR)
(MENEGASSI, 2015).

E sabido que o exame androldgico faz-se primordial para selecdo de
touros pois caracteriza seu potencial reprodutivo, atendendo ao diagnéstico da
saude sexual,hereditaria e reprodutiva.O respectivo exame naoé somente
proposto com o objetivo de selecionar reprodutores, mas é também indicado em
casos de histdrico de infertilidade do animal, por exemplo (PENA., 2011).

A identificacdo tanto de informacfes pessoais do proprietario como
especificacdes do animal sdo fundamentais, a exemplo dessas Ultimas deve ter
o nome do animal, raca, espécie, numero de registro, brinco, tatuagem, data de

nascimento, filiacao, peso, foto do touro e seu histérico de saude , relacdo das
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ultimas doencgas que possam ter acometido o animal, em conjunto com adescri¢do
do tratamento realizado. Considera-se de praxe o conhecimento da dieta deste
animal, assim como a atividade sexual (participacdo em estacédo de monte, indice
de prenhez) (NUNES, 2018).

Ainda dentre as avaliacdes realizadas nos machos bovinos reprodutores,
ressalta-se a grande importancia de conferir o perfeito funcionamento dos
sistemas locomotor, respiratorio, circulatério, digestivo e nervoso, pois 0s mesmos
contribuem indiretamente para a qualidade reprodutivo do animal. Sendo que
determinados comprometimentos nos aprumos, podem prejudicar o animal no ato
da monta para coleta seminal ou mesmo problemas digestivos podem acarretar
em reducdo da qualidade do material genético. Logo, tais fatores sao
indispensaveis de avaliar-se (ALFARO, 2011).

A analise do escore de condicdo corporal (ECC) é caracterizada como
uma variavel crucial na selecdo de disseminadores seminais, pois o desempenho
reprodutivo esta associado com a condi¢cdo corporal que € avaliada através de
uma pontuagao de escore corporal, permitindo que uma medida com alto grau de
subjetividade torne-se quantificavel. Na pratica o animal pode ser classificado
dentro da faixa entre 1 e 5, sendo que 1 representa um animal muito magro e 5
um animal obeso (FARIAS et al., 2018).

Dentre os processos de avaliagdo do aparelho reprodutor, existem duas
analises a serem realizadas: avaliacdo interna (transretal) e avaliacdo externa,
onde na primeira, sdo examinadas (por meio de palpacdo ou ultrassom), as
glandulas sexuais acessorias, sendo elas: ampolas dos ductos deferentes,
glandulas vesiculares, préstata e bulbouretrais, estas ultimas normalmente nao
sao palpaveis. Dentre os parametros mensurados tem-se tamanho, consisténcia,
simetria, sensibilidade e mobilidade. Quando utilizado o auxilio do ultrassom na
avaliacdo interna, é possivel investigar a ocorréncia de altera¢cfes na vesicula,
como fibrose. Na avaliacdo externa, € examinado presenca de lesdes, a
temperatura, elasticidade da pele, ectoparasitas, espessura, sensibilidade e
mobilidade, de toda a bolsa escrotal (MENEGASSI, 2015).
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Ndo é possivel utilizar dados padronizados para avaliar as condi¢des
morfolégicas da bolsa escrotal de diferentes racas de touros, considerando que
cada animal possui suas especificidades, no que tange a genética e também a
idade do animal, sistema de criagdo. Ainda na mesma regido, analisa-se todo o
corpo do epididimo (responsavel pela producdo espermatica), verificando-se
integridade, temperatura e volume. Nos corddes espermaticos € examinados
volume, sensibilidade e torcées e no prepucio sdo examinados integridade da
pele, mucosa e tecido subcutdneo, presenca de feridas e ectoparasitas

(MARIANO, 2015).

No que tange o aparelho reprodutor do macho bovino, a respeito da
inadequacado de utilizacdo de padrdes, nas analises morfologicas devido aos
parametros de singularidade entre animais, como por exemplo genética, o
trabalho realizado por MENDONCA et al (2012) provou tais informacoes,
utilizando 40 touros, 20 da raca Nelore e 20 da raga Gir, com idade de 30 a 38
meses e peso entre 382 e 468 Kg. O intuito foi de caracterizar e diferenciar alguns
aspectos morfométricos do pénis e prepucio de touros das racas Nelore e Gir.
Dentre os resultados os autores encontraram que o comprimento meédio do pénis
e prepucio de touros da raca Nelore foi de 71,96 cm e 52,4 cm, respectivamente
e nos touros da raca Gir de 75,73 cm e 57 cm, respectivamente ( TABELA 1). Os
resultados contribuem para que sejam conhecidos padrdes em distintas racas, a
fim de correlaciona- los com outras medidas corporais necessarias para a selecao
de reprodutores.

TABELA 1 - Medidas em centimetros (média e desvio padréo), de pecas anatébmicas
de pénis de touros da raca Nelore e Gir de 30 a 38 meses de idade.
Raca CP GL FS PL CDA RCP

Nelore  71,9+0,983,1+0,1B31,6 +1,0B 9,0+0,3B30,6+0,749,8+0,8B

Gir 758 +1,6A 33+0,1A34+0,7A 9,8+0,3A30,6 +0,7A11,1+0,4A

CP - comprimento peniano, GL - comprimento da glande, FS - comprimento da flexura sigméide,
PL - comprimento da parte livre, CDA - comprimento da curvatura distal ao 4pice e RCP -
comprimento da raiz a curvatura proximal. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna

diferem estatisticamente pelo teste t de Student (p < 0,05).
FONTE: MENDONCA., (2012)
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Ainda no contexto de avaliacbes para selecdo de reprodutores, faz-se
necessario que o touro passe pelo teste de libido. O teste é composto por andlises
gue visam investigar a qualidade olfativa, reflexo de flehmen (acdo do touro de
levantar a cabeca e o labio superior, quando em contato com uma fémea na fase
de estro). A avaliacdo de liberacédo de liquido seminal também é uma observacéao
desejada dentro do teste de comportamento sexual, quando em contato com

fémeas que estdo ou nao no cio (GALVANI, 1998).

RONDA et al., (2015) confirmam que ha uma grande quantidade de
trabalhos realizados com o intuito de avaliar reprodutores bovinos de alto
potencial, utilizando como complemento ao exame androlégico, principalmente a
classificacdo androlégica por pontos (CAP) e o comportamento sexual (como
descrito anteriormente). A classificacdo androldgica por pontos permite associar
fatores que sédo inerentes a reproducdo como idade, puberdade, qualidade do
sémen, perimetro escrotal e componentes genéticos, por meio da pontuagéo e
ranqueamento dos reprodutores dentro das categorias, excelente, muito bom,

bom e questionaveis.

Ainda que j& obtidas vantagens incontestaveis como, identificacdo de
animais férteis e inférteis, permitindo otimizacdo de recursos investidos -, a
respeito da realizacdo do exame androlégico, alguns produtores ndo adotam a
pratica, sendo assim FILHO et al. (2015) realizaram estudo com o objetivo de
avaliar touros da raca Braford, em avaliacdo androldgica por pontos e determinar
a eficiéncia do teste da libido em curral. Os autores utilizaram 36 individuos, com
21 meses de idade.A exemplo da avaliacdo androldgica por pontos, FILHO et al
(2015) utilizaram como base para seu estudo, os parametros indicados por
FONSECA et al (1997) (TABELA 2)

TABELA 2 — Classificacdo andrologica por pontos para touros da subespécie Bos

taurus indicus, baseada no perimetro escrotal e nas caracteristicas
fisicas e morfolégicas do sémen.

Excelente Muito bom Bom  Questionavel
Classificacao

Motilidadd Sh&H R Stica 5 4<5 3<4 <3
Vigor (0-5)

Motilidade progressiva (%) 75 60 - 75 30 <60 <30
Morfologia espermatica

Defeitos maiores (%) 5 > 5-10 >10-20 > 20
Defeitos totais (%) 10 >10-15 >15-30 > 30

Fonte: Filho et al (2015)
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Foi concluido que a classificacdo andrologica por pontos pode ser utilizada

de forma complementar ao exame andrologico, auxiliando na selecdo de touros
do mesmo rebanho. Quanto ao teste de libido, foi estimado que o tempo de 15

minutos seria suficiente para ranquear 0s animais.

2.3 Selecao de matrizes

2.3.1 Selecao de fémeas para coleta de oécitos

Dentre os requisitos exigidos para que uma fémea seja escolhida como
doadora de odécitos, enquadram-se aquelas que sdo capazes de um recrutamento
de um maior numero de foliculos, sendo extremamente valorizadas, processo
esse que ocorre de maneira natural. A realizacdo da puncéo folicular n&o
impossibilita as fémeas que apresentem anomalias uterinas ou estejam
gestantes, pois a condicdo prioritaria € que seja possivel manusear os ovarios e
gue os mesmos contenham boa condi¢cdo de ciclicidade. Entretanto, fémeas que
possuam desordens hormonais causadas por cisto ovarianos, por exemplo, ndo
sdo doadoras aconselhaveis, pois impactam negativamente sobre a qualidade
dos gametas (PONTES et al.,2011).

7

Tratando-se da qualidade dos gametas, € sabido que animais em
diferentes estdgios da vida reprodutiva, possuem distintos niveis de
competéncia dos odcitos ao desenvolvimento. Além deste fator, variaveis como a
raca da fémea, efeito da nutricdo, idade da doadora, efeito da estimulagéo
hormonal, efeito do reprodutor, efeito do transporte e meios de cultivo sao

considerados determinantes para a qualidade oécitaria (BECHER et al., 2018).

Ainda que fémeas pré-puberes fornecam odcitos com reduzida
competéncia ao desenvolvimento no que se refere a taxa de clivagem e formacéao
de blastocistos a inclusdo das mesmas representa reducdo de intervalos de

geracdes, acelerando o melhoramento genético (LANDRY et al., 2016).

CHAGAS et al (2014) realizaram estudo contendo 396 ovarios, coletados
de 198 fémeas Bos indicus apdés o abate. No trabalho osautores propuseram
estudar os fatores anatomofisiolégicos que interferem na qualidade de odcitos
bovinos. Os ovarios foram separados por categorias, sendo distribuidos em
nulipara vs multipara. Dentre os resultados ndo foram observadas diferencas
significativas na taxa de recuperacdo ou mesmo na qualidade dos odcitos de

fémeas nuliparas vs multiparas, permitindo indicarque a categoria da doadora
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nao seria fator influenciador na qualidade deodcitos (TABELA 3).

TABELA 3 - Efeitos principais do grau de maturidade sexual da fémea doadora
sobre a taxa de recuperacao e qualidade de CCOs.

Variavel Grau de maturidade sexual
Multiparas no./ total (%) Nuliparas no./ total (%)

Taxa recuperagao 1329/3176 (41,8) 706/1764 (40,0)
Grau | 776/1329 (57,6) 393/706 (55,7)
Grau |l 221/1329 (16,6) 136/706 (19,3)

N&o houve diferenca significativa entre nuliparas vs multipara (P>0,05).
FONTE: MENDONCA., (2012).

Em suma, os fatores que estédo ligados a fémea doadora podem influenciar
de maneira negativa ou positiva, sendo assim cabe ao profissional que

selecionara a avaliacdo minuciosa do animal.

2.3.2 Selecao de fémeas receptoras

Primeiramente, deve se considerar que a escolha de fémeas que seréo
receptores € um ponto que demanda extrema cautela haja vista que deve-se
priorizar a utilizacdo de animais do préprio rebanho, para que se tenha
conhecimento e registro do seu histérico produtivo e reprodutivo. Com isto,
inimeros protocolos hormonais sdo utilizados com o objetivo de estimular a
sincronia doadora-receptora, por meio da utilizacdo de um ou mais hormonios
(SOUZA., 2014).

Dos requisitos que as receptoras devem portar para que seja apta ao
procedimento, estdo: apresentar atividade ciclica regular; estarem a mais de 60
dias pos parto; livres de doencas e anomalias no trato reprodutivo. Além destes,
sugere-se a adequacao do porte da raca do embrido a ser transferido com a fémea
receptora (KAERCHER et al., 2011).

SCANAVEZ et al (2011) avaliaram resultados de 1100 transferéncias de embrides
Y% Holandés/Gir (n=139) e % Holandés/Gir, realizadas em novilhas receptoras %2
Nelore/Simental sincronizadas. Os autores tiveram como objetivo de avaliar os
diversos efeitos, dentre eles o nimero de inovulacdes prévias realizadas em cada
receptora, sobre as taxas de prenhez e de perda degestacdo em receptoras de
embrides bovinos. Como mostrado na TABELA 4, ndo houve efeito do niumero de

inovulacdes prévias das receptoras nas taxas de prenhez e de perda gestacional.
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TABELA 4 - Taxas de prenhez e de perda embrionaria com relacdo ao numero
de inovulagbes prévias realizadas nas receptoras de programa
comercial de transferéncia de embrides.

il\flTl?)r\?S'r:Qg:S Taxa de prenhez % (n) Taxatde~pe(r)/da efE
previas gestacao % (n)
1 56,6 (322/569) 10,9 (35/322)

2 61,9 (180/292) 10,0 (18/180)

3 55,5 (61/110) 9,8 (6/61)

24 55,0 (71/129) 4,2 (3/71)
Valor P 0,615 0,322

FONTE:: SCANAVEZ et al (2011)

Esta varidvel possui relevancia pois evidencia a viabilidade de

manutencado de novilhas receptoras em programas de transferéncia por pelo

menos até quatro inovulacbes (pratica de deposicdo dos embrides no estagio

inicial de desenvolvimento do Gtero de fémeas receptoras).

Na pratica, no dia de realizacédo do procedimento de fato € conduzida uma
palpacéo transretal para avaliagdo do tamanho do corpo Iliteo, assim tem- se
conhecimento do estado reprodutivo da fémea, sendo possivel escolher
adequadamente os procedimentos de manipulacdo e sincronizacdo do ciclo
estral (HONORATO., 2013).

2.4  Protocolos pararealizacao de fertilizacéo in vitro (FIV)

Um fator de grande importancia na FIV diz respeito ao momento da
inovulacdo propriamente dita, pois a fémea receptora precisa estar na fase do
ciclo estral compativel com a fase de desenvolvimento embrionario. Logo,
levando em consideragcdo que tais processos coincidam, faz-se uso de
protocolos de inseminacéo de estro ou de ovulacédo. Contudo, deve-se lembrar
gue a deteccdo do corpo luteo por palpacédo retal ou ultrassonografia e a
observacdo do comportamento sexual das fémeas s&o elementos
indispensaveis para a utilizacdo e eficiéncia dos protocolos (LUSTOSA et al.,
2018).

Dentre as principais vantagens que giram em torno da utilizacdo de
protocolos, esta o aproveitamento e/ou otimizacdo de tempo demandado para o

manejo, além disso a técnica permite que seja utilizado numero reduzido de
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animais. Nos estudos sobre transferéncia de embrides, € pretendido o
desenvolvimento de protocolos de inducao de ovulacdo multipla a partir de uma
nova geracédo de hormonios, para que seja feita a transferéncia de embrides
em tempo fixo (TETF) (DA SILVA et al., 2015).

A exemplo, em estudo realizado por MORAES et al. (2012) foram utilizadas
1.802 fémeas bovinas receptoras, distribuidas em dois tratamentos, sendo 1)
grupo controle, composto por animais que nao receberam nenhum protocolo
hormonal, sendo os embrides transferidos apds observacao do estro natural e 2)
grupo TETF, as receptoras foram sincronizadas com protocolo hormonal iniciado
em um dia aleatorio do ciclo estral, com a inser¢do de um implante intravaginal

com 1g de progestdgeno e administragcdo de 2mg de

benzoato de estradiol, sendo esse considerado o dia 0 (D0O). No D8, o implante
intravaginal foi removido, sendo administrados 0,15 mg de PGF2a (D-
cloprostenol), 0,5 mg de cipionato de estradiol e 300 Ul de eCG (Gonadotrofina
Coridnica Equina). A transferéncia de embrides foi realizada sete dias apos a

deteccgé&o do estro no grupo controle e no D17 no grupo TETF (FIGURA 8).

0,15 mg de PGF2a

1g de progestageno 0,5 mg de cipionato de estradiol Transferéncia
2mg de benzoato de estradiol 300 Ul de eCG de embrides
DO D8 D17

FIGURA 8 — Protocolo hormonal de fémeas bovinas receptoras de transferénciade embrifes.
FONTE : MORAES et al. (2012).

Em concluséo, devido a nao diferenca estatistica detectada entre os
tratamentos de MORAES et al. (2012), os dois métodos, com e sem o0 uso do
protocolo hormonal mostraram a mesma eficacia em relagdo na avaliacdo da
taxa de concepgcao (objetivo do trabalho) sendo, 30,1% e 32,7%

respectivamente.

Diversos protocolos séo investigados para melhor aplicabilidade, devido
a variabilidade de respostas que cada farmaco presente nestes protocolos,

proporciona a técnica (VIEIRA et al., 2012).
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2.4.1 Aspiracéao folicular

A aspiracao folicular € o nome dado a uma das técnicas que objetiva a
coleta de odécitos em animais in vivo, realizada com o auxilio de ultrassonografia,
também pode ser conhecida como Ovum pick up (OPU).Dentre os outros
meétodos que eram feitos frequentemente antes do uso em grande expanséao da
OPU, estdo a laparotomia ventral média (in vivo) e as técnicas post mortem,

como puncéo folicular, slicieng (DE SOUZA., 2019).

O aumento exponencial de realizacdo da OPU se deu por apresentar
vantagens que vao desde sua acdo ndo invasiva até a possibilidade de
utilizacdo em qualquer fase do ciclo estral e ndo necessidade de pré estimulacao
com protocolos hormonais (PEIXER et al., 2018).

Na pratica, a coleta de odcitos em fémeas bovinas é realizada pela puncéo
folicular com uma agulha acoplada a uma sonda transvaginal, de forma que os
foliculos a serem puncionados sdo observados no aparelho de ultrassom
(FIGURA 9). No método OPU, pretende-se aspirar de foliculos odcitos com
diametro de 2 a 8 mm (foliculos menores que 2 mm séo incapazes de recomecar

a fase de meiose e maiores de 8 mm normalmente se encontram em estagio de

atresia para a maturacao, inviabilizando as duas formas) (BOLS et al., 2012).

FIGURA 9 — Técnica de aspiracao folicular para coleta de odcitos em animais in vivo por meio

de ultrassonografia.
FONTE: Embrapa (2020).

Outro beneficio da técnica de aspiracéo folicular que contribui para seu
sucesso, € a oportunidade de uso em fémeas inférteis devido a patologias no
trato reprodutivo, geralmente estas fémeas ndo mostram resultados positivos

com o uso de outros tratamentos para coleta de embrides (SIRARD, 2017).
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ZANIN. (2013) coletaram 7.335 od0citos coletados por aspiracdo folicular
transvaginal, sendo avaliados producéo total embrides e prenhez por fémea,
comparando-as entre as racgas Girolando, Brangus e Nelore. Destes, 3.597 foram
considerados viaveis (49%), produzindo 969 embrides (26.93%), destes foram
transferidos 922 embribes. No comparativo entre racgas, foi observada que a
guantidade total de od6citos ndo variou entre as racgas, porém foi notada variacao

individual de animais da mesma raca.

Em concordancia, PONTES et al. (2010) afirmam que fémeas da raca
Nelore tém uma grande variabilidade individual em relacdo ao numero de
foliculos e odcitos, entretanto, a média de odcitos aspirados por sessao das

racas de origem européia ndo superam as zebuinas.

Fémeas Bos indicus apresentam mais ondas foliculares ovarianas que as
Bos tauros, além de maior tamanho de foliculos ( >5 mm por onda). Devido a
essa maior eficiéncia em se recuperar oo6citos oriundos de foliculos <4 mm, uma
maior quantidade de foliculos menores sao aspirados e por consequéncia um
maior numero de odécitos sdo recuperados em animais de racas Bos indicus
(SANTOS et al., 2011).

2.4.2 Maturacéao oocitaria in vitro (MIV)

Todo o processo de maturacdo oocitaria € caracterizada por uma
sequéncia de eventos nucleares e citoplasmaticos. O procedimento sendo in
vitro, permite o desenvolvimento dos odécitos fora do ambiente folicular (DEY et
al., 2012).

Na espécie bovina os od6citos iniciam seu crescimento e maturacao
durante o intervalo das ondas foliculares, entretanto um Unico odécito é ovulado
enguanto que os demais sofrem atrésia (FIGURA 10). A partir desta informacao,
foi vista a oportunidade de obtencdo de uma grande quantidade de odcitos ainda
imaturos dos ovarios, a fim de cultiva-los artificialmente até sua fase madura
(MELLO et al., 2014).
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FIGURA10 — Esquema demostrativo de desenvolvimento do foliculo dominante.

FONTE: MELLO et al (2014).

O desenvolvimento dos o6citos depende de uma série de fatores como o
meio de cultivo, temperatura, suplementacao proteica e fatores de crescimento.
Vérios trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de melhoria de eficiéncia
da técnica de MIV, por meio de modificacdes no meio de cultivo. Como exemplo,
estuda-se sobre o melhor equilibrio da presenca de espécies reativas de
oxigénio durante a producdo de embrides in vitro, oriundas da tensédo de O2,

exposicao a luz e excesso de manipulacdo (YANG et al., 2013).

Ainda neste contexto, no estudo de GUEMRA et al. (2013) foi investigado
0 uso da quercetina (flavonoide com ac&do antioxidante) durante a fase de
maturacgdo in vitro e o seu efeito sobre a taxa de producéo de blastocisto. No
experimento foram utilizados 512 odcitos. O desenvolvimento embrionério variou
entre os tratamentos, o percentual de blastocisto (Ultimo estadio de
desenvolvimento do odcito) foi superior (P<0,05) entre os grupos tratados com
0,4, 2, 10 e 50JM de quercetina (56,9, 59,5, 53,6 e 49,6%, respectivamente) em
relacédo ao grupo controle (TABELA 5).

TABELA 5 - Uso da quercetina na maturagdo in vitro e seu efeito na taxa de
producao de blastocisto.

Tratamentos Odcitos N° Blastocisto N° (%+dpm)
Quercetina 0,4uM 295 168 (56,9+3,3)ab
Quercetina 2uM 287 171 (59,5+1,9)a
Quercetina 10uM 287 154 (53,6%4,9)bc
Quercetina 50uM 294 146 (49,6+3,1)c
Controle 253 107 (42,3+4,2)d

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferen¢a (P<0,05) entre tratamento.

FONTE: GUEMRA.et al
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Tratando-se da fase p0s maturacéo, ainda ha necessidade de se controlar

temperatura, pH, osmolaridade, tensdo de CO2 e O2 e uso do soro e células

somaticas. O periodo de maturacdo é concluido quando ocorre a extrusdo do

primeiro corpusculo polar, a partir de entdo os o0citos estdo prontos para a
fecundacédo (SILVA et al., 2011).

2.4.3 Fertilizagao in vitro (FIV)

A fecundacéo € a etapa seguinte a maturacéo do processo de producéo
in vitro de embrides, é caracterizada pelo momento de fecundacao (contato do
segmento equatorial do espermatozéide e a membrana plasméatica do odcito)
dos odcitos pelos espermatozdides, gerando um zigoto que ird evoluir para o
estagio de blastocisto (KASSESNS et al., 2015).

A FIV deve ser realizada por um periodo médio de 18 a 22 horas, 38,5°C
de temperatura, atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade a 95%. O dia da
fertilizacdo é considerado como o dia zero (DO) e a literatura cita a importancia
do meio de fecundacéo que permita a capacitacdo dos espermatozéides, sendo
gque o mais comum € o FERT-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato)
(MENCHACA et al., 2016).

A técnica exige a utilizacdo de sémen congelado, sendo sexado ou nao
e 0 método mais comum para separacao da fracdo espermatica (apés o sémen
ser descongelado) é por meio do gradiente Percoll. O Percoll é constituido por
particulas de silica coloidal cobertas com polivinilpirrolidona, preparado em
diferentes concentracdes para formar um gradiente necessario de separacéo
esperméatica (FIGURAL1). Entretanto, outros métodos também séo utilizados,
como o “swim-up” (MOURA, 2016).

Muito se fala dos fatores de impacto sobre a técnica de FIV, porém poucos
estudos focam no fator touro doador, a fim de analisar sua fragéo de influéncia
nos resultados. No trabalho de SERAFIM et al. foi avaliada a influéncia do touro
doador de semén sexado sobre a taxa de formacéo de blastocistos e resultados
de concepcédo de embrides produzidos in vitro. Foi observada grande variacao
na taxa de producdo de embrides, que oscilou de 16,09% a 47,83%, com media
de 31,97+8,57, havendo tendéncia de influéncia do touro/sémen sexado sobre
as taxas de formac&o de blastocistos (P=0.0659). E possivel concluir que existe

variagdo nas taxas de producdo embrionaria e na fertilidade de embribes
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produzidos in vitro, também quando levado em consideracdo o touro doador do

sémen sexado.

Diluidor

Percoll™ a 459%
Espermatozdides nao viaveis
em Percoll @A 459

Percoll™ a 909

Espermatozdides vivos em
Percoll™ a 909

FIGURA 11:Distribuicdo dos segmentos do sémen nas diferentes camadas dePercoll.

FONTE: Adaptado de PEIXER et al (2018)

Dentre os compostos presentes na FERT-TALP destaca-se a heparina,
importante capacitador espermético que proporcionou um marco historico para
a fertilizacao in vitro, devido a sua aplicabilidade (PARRISH, 2014).

2.4.4 Cultivo in vitro (CIV)

A etapa da CIV é composta por uma sequéncia de eventos que vao desde
a ativacdo do genoma embrionério, divisdo celular, compactacdo dos
blastbmeros até o inicio da distingdo embrionaria com a formacéo do blastocele
e rompimento da zona pelucida (STROEBECH et al., 2015).

Um dos pontos mais importantes na fase de CIV é que o ambiente in vitro,
se assemelhe com o ambiente natural in vivo do Utero e do oviduto da fémea
bovina em inicio da gestacdo, no que diz respeito a fluidos que fornecerdo a
nutricdo celular necessaria, além dos nutrientes, séo considerados pH, niveis
hormonais e taxa de oxigénio (FIGUEIREDO., 2010).

Na prética, apos 24 horas da fecundacéo, os oocitos sdo desnudados com
auxilio de uma pipeta e transferidos para o meio de cultivo in vitro (CIV), um meio
comum utilizado pelos laboratérios para essa etapa é o0 meio Synthetic
Oviductal Fluid (SOF), originado através de fluido do oviduto de fémeas bovinas,
gue expressam taxas agradaveis sem o aparecimento de células somaticas. O

tempo de variagdo de todo o processo de cultivo embrionario artificial é entre 7
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a 9 dias dependendo de cada forma, técnica e meios utilizados pelos laboratérios
em suas rotinas (WRENZYCKI, 2016).

Muitos estudos vém sendo feitos, no que se refere ao meio de cultivo, no
trabalho Chaves et al (2010) foram avaliados os aspectos relacionados aos
sistemas de cultivo in vitro para desenvolvimento de odcitos imaturos oriundos
de foliculos pré-antrais. Verificaram que as diferencas entre 0 ambiente in vivo
e in vitro é a quantidade de oxigénio, visto que no oviduto e no Utero € menor do
gue a utilizada nos sistemas de cultivo embriondrio in vitro, tendo enorme

influéncia na realizacéo e na qualidade dos embrides.

2.4.5 Inovulacao de embrides

E sabido que a transferéncia de embrides trata-se de um processo de alto
custo, que abrange vérios pontos, dentre ele a aquisicdo e manutencdo de
fémeas que serdo receptoras. O célculo feito para se determinar o numero de

receptoras necessarias para o procedimento é realizado baseando-se no

namero médio de embrides a serem produzidos por doadora (DANTAS, 2010).

Apoés a passagem de todas etapas anteriormente citadas, 0 momento
inovulacdo propriamente dita (deposicdo do embrido no terco meédio-final do
corpo uterino ipsilateral ao corpo Iuteo) deve ser feita por um profissionaltreinado
e qualificado, sendo que o animal deve estar condito adequadamente em
estacdo apropriada. De inicio, deve ser feita a administragdo de lidocaina via
epidural para anestesia da fémea (PENITENTE FILHO, 2011).

ApOs 0s primeiros passos, a limpeza da vulva e reto da receptora séo de
extrema importancia para que se reduza a probabilidade de contaminagdes. Para
transferéncia a fresco, o embrido deve sofrer trés banhos consecutivos com meio
de manutencéo para lavagem. A palheta onde o embrido sera colocado (BO et
al., 2010).

PESSOA et al. (2014) objetivaram analisar o efeito do local de inovulacédo
e do tamanho do corpo liteo sobre a taxa de prenhez em novilhas receptoras de
embrides produzidos in vitro. Analisaram-se 524 transferéncias de embribes,
sendo 371 oriundas de embrides frescos e 153 de embrides vitrificados em um
programa de transferéncia em tempo fixo. Ao analisar os dados, foi notado que
a taxa de prenhez nas transferéncias em tempo fixo com embrides bovinos

frescos foi maior do que com embrides vitrificados (P < 0,05) (TABELA 6).
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TABELA 6 - Efeito do local de inovulacdo sobre a taxa de prenhez em
transferéncia de embrides frescos e vitrificados.

Tipos de embrido

Local no corno uterino

Vitrificados % (n/n) Frescos % (n/n)
Apice 35,4% (35/99) 53,5% (115/215)
Porcdo média 41,9% (18/43) 43,6% (54/124)
Base 20,0% (1/5) 42,9% (6/14

Fonte: PESSOA et al (2014).

A respeito do trabalho, os autores ndo encontraram influencia do local de
inovulacéo no corpo uterino e o tamanho do corpo luteo sobre a taxa de prenhez.
Tais estudos séo significativos para o aprimoramento das técnicas reprodutivas

a fim de otimiza-las.

2.5 Congelamento de embrides

A biotécnica de congelamento de embriGes, possui grande aplicabilidade
econbmica e zootécnica. A técnica traz a oportunidade de armazenamento do
material genético da fémea doadora, para que se possa aproveitar os embrides
remanescentes da transferéncia. E notada a diferenca existente sobr a taxa de
prenhez entre os embrides produzidos in vivo e aqueles produzidos in vitro
(RODRIGUES, 2011)

O congelamento permite que o metabolismo celular do embrido entre em
um estado de quiescéncia, de maneira que apds o seu descongelamento, seja
possivel que o embrido volte ao seu desenvolvimento normal. Um dos principais
obstaculos na técnica de congelamento gira em torno da formacéo de cristais
de gela, sendo assim protocolos séo utilizados para que 0 mesmo néo ocorra.
Tais protocolos primam pelo uso de crioprotetores, permeaveis ou de membrana
(DODE et al., 2013).

MACIEL et al (2012) testaram a viabilidade de embribes apds o
congelado, produzidos in vitro e congelados de forma lenta utilizando dois
diferentes crioprotetores permeaveis, etilenoglicol (G1) e glicerol (G2). Como
resultado, observaram que apdés o descongelamento os embrides bovinos
produzidos in vitro e congelados de forma lenta em meio contendo etileno e
glicerol apresentaram maior taxa de reidratacdo e eclosdo comparados aos

embrides congelados em meio contendo glicerol.(TABELA 7)
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TABELA 7 - NuUmero de embrides reidratados e nao reidratados e suas
respectivas taxas.

Etileno Glicerol
Embrides reidratados 17 26
Embrides reidratados (%) 25,7 19
Média de embrides reidratados 1,88 1,3
Embrides nao reidratados 39 111
Embribes nao reidratados (%) 69,6 81,2

FONTE: Adaptado de MACIEL et al (2012)

Além do fator crioprotetor influenciar a criopreservagao, existem outros
gue podem comprometer a viabilidade da técnica, como o estagio do embrido,
gualidade do mesmo e o sistema de cultivo, evidenciando que a juncao
adequada de todos estes fatores que podera levar ao resultado reprodutivo
satisfatorio (SARAGUSTY E ARAV, 2011).

2.6 Producdo in vitro de embrides no ganho genético em bovinos de corte

O melhoramento genético é de grande importancia para a pecuaria de
corte, os criadores podem aumentar a eficiéncia de producao e a lucratividade
de seus rebanhos, por meio de principios genéticos. A criacdo de animais
geneticamente superiores permite utilizar de maneira mais eficiente os recursos
disponiveis.

A biotecnica producéo in vitro de embrides (PIV), € uma ferramenta
indiscutivelmente Gteis a pecuaria de corte , usadas de forma comercial. Auxiliam
na identificacdo, selecdo e principalmente na multiplicacdo mais rapida de
animais de alto valor genético. Esse conjunto de técnicas vem contribuindo para
a melhoria genética dos rebanhos, consequentemente incrementando o0s
resultados dentro dos sistemas de producéo, seja de carne ou leite, segundo
MARSON et al., (2003)

Autores como SUGIMOTO, (2012) esbo¢cam que a técnica de PIVE pode
aumentar o ganho genético quando considera-se a possibilidade de
cruzamentos fatoriais com reducdo da taxa de consanguinidade, além de

oportunidade de utilizacao de fémeas pré-puberes.

O potencial da técnica PIVE aumentou grandemente com a possibilidade

de se recuperar 0s ovQcitos imaturos de vacas vivas (puncao folicular), pois o
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uso de ovdcitos imaturos retirados de vacas recém-abatidas (oriundas de
rebanhos comerciais) ndo fornece material genético superior (Packer e Paz,
2001). Dessa maneira, a utilizacdo de ovécitos de vacas de alto potencial

genético permite produzir embrides de alta qualidade, em maior quantidade.

A biotécnica reprodutiva de producéo in vitro em bovinos de corte permite
grandes e rapidos saltos no ganho genético. Neste contexto, o processo da FIV
possibilita que um grande nimero de embrides seja produzido a partir de uma
doadora, levando a reducdo do intervalo entre as coletas. Na FIV, ambos os
individuos, macho e fémea selecionados podem ser de alto valor genético. Fato
este superior a técnica de inseminacao artificial, na qual em sua grande maioria,

somente o macho é geneticamente superior (SIRARD, 2017).

A técnica evita o descarte precoce de fémeas geneticamente melhoradas,
elevando o tempo de utilizacdo das mesmas, proporcionando maior rendimento

em numero de sua progénie (PEREIRA et al., 2010).
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3- CONSIDERACOES FINAIS

A técnica da producéo in vitro de embrifes esta diretamente relacionada
com o avanco biotecnologico da bovinocultura de corte, profissionais da area
juntamente com produtores vem colocando em pratica melhoria da eficiéncia
reprodutiva do rebanho comercial , a fim de atender adequadamente a demanda.
Desta forma , as biotécnicas de reproducédo ganham forca tendo em vista suas

vantagens frente a manejo convencionais.

A producéo in vitro, visa a obtencdo de embrifes viaveis de fémeas que
nao estdo mais aptas a produzirem descendentes pelas técnicas convencionais,
como em vacas doadoras que apresentem infertilidades ou por distarbios

patolégico do aparelho reprodutor feminino.

A PIVE, influencia positivamente no aumento do ganho genético do
animal , na reducdo do intervalo de geragcbes e na qualidade genética do

embrido ser a ser implando.
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RESOLUCAO n°038/2020 - CEPE

ANEXO I
APENDICE ao TCC

Termo de autorizagdo de publicagdo de produgdo académica
O(A) estudante EOowmoou PO} raswo Gomnwo

. doCursode  Zao/s G VO ) ,1natﬁcxﬂa®t5-2.m2¥m<4l‘5

telefone: £ 984 S ¥ U4 bﬁ...__ﬁmﬁlmmh%ngaﬁi@-&w, na
qualidade de titular dos direitos autorais, em consonancia com a Lei n° 9.610/98 (Lei dos Direitos

do autor), autoriza a Pontificia Universidade Catélica de Goias (PUC Goias) a disponibilizar o

Trabatho . de ~ Conclusdo de Curso intitulado
QL‘;L. . L LASNO NI o ‘,: : ) :
. Conk. ° U ondo  Foeduse \YY Jo\1002,

gratuitamente, sem ressartimento dos direitos aut?’)'rais, por 5 (cinco) anos, conforme permissoes
do documento, em meio eletrdnico, na rede mundial de computadores, no formato especificado
(Texto (PDF); Imagem (GIF ou JPEG), Som (WAVE, MPEG, AIFF, SND); Video (MPEG,
MWV, AVI, QT); outros, especificos da area; para fins de leitura €/ou impressdo pela internet, a
titulo de divulgagio da produgdo cientifica gerada nos cursos de graduagio da PUC Goias.

Goiania, 18 de maio de 2021.

Assinatura do(s) autor(es): *&bﬁm EQAY%QM

Nome completo do autor: ’[@OCAUOOQ} 4?\94\ YOhEN Oé@'m

)

Assinatura do professor-orientador: /} e Z . 4 e
v - 1

Nome completo do professor-orientador: Otavio Cordeiro de Almeida




