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RESUMO

O Estagio Técnico Profissional (ETP) é um momento de colocar em prética todo o
conhecimento adquirido durante a graduacdo de Medicina Veterindria, assim aprimorando-se
na area desejada para a futura atuagdo profissional. O ETP ocorreu no periodo de 17 de julho
de 2023 até 20 de outubro de 2023, totalizando 480 horas, sob orientacdo académica do Prof.
Dra Maria Isabel Botelho Vieira. Realizado na area de Biotecnologia da Reproducéo, na Central
de Congelamento e Processamento de Sémen Bovino (CCPS) Renascer Biotecnologia, onde foi
possivel acompanhar a rotina dentro do laboratorio, auxiliando as MV’s na avaliacdo,
processamento e congelamento de sémen bovino. Além disto foi possivel vivenciar todo o
processo desde exames de admissdo, androldgico, sanidade de novos touros ingressados € até a
coleta de sémen. O presente relatério tem o objetivo de descrever o local de estagio, as
atividades gerais desenvolvidas e realizadas durante esse periodo, e no final deste sera relatado
0 projeto que leva como titulo o excesso de defeito maior correlacionado com a taxa de prenhez.
Por fim, o ETP foi essencial para o amadurecimento profissional e pessoal, por conta das

interacdes com diferentes profissionais especializados na area desejada.

Palavras-chave: Criopreservacdo seminal; Melhoramento genético; Andrologia; Qualidade

espermatica.
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1. INTRODUCAO

A cada ano que passa se confirma que o Brasil é o celeiro do mundo, podemos observar
isso atraves dos resultados obtidos no mercado de grédos e/ou de produtos de origem animal. No
ano de 2022 o rebanho brasileiro era o segundo maior rebanho bovino do mundo com cerca de
202 milhdes de cabecas, o que representa 12,18% do rebanho mundial, além disto, ocupou a
segunda posicdo de producdo de carne neste mesmo periodo, produzindo 10,79 milhdes de
toneladas equivalente carcaca (TEC). Ja na exportacdo é considerado o maior exportador de
carne bovina do mundo, com 27,7% das exportagdes mundiais, chegando a 3,02 milhdes de
TEC (ABIEC, 2023).

O Rio Grande do Sul (RS), possui 13,19 milhdes de cabegas, ocupando a 6° posi¢éo no
ranking nacional (ABIEC, 2023). Este rebanho se encontra concentrado em maior nimero na
regido oeste e sul do estado, principalmente no bioma pampa (PROCERGS, 2022), nesta regido
a bovinocultura de corte para algumas cidades, como Uruguaiana que corresponde a 368.761
cabecas de gado e Barra do Quarai com 53.830 animais, tém alta relevancia para a economia
dos municipios (IBGE, 2023).

O aprimoramento da pecuaria brasileira € uma exigéncia do mercado e dos
consumidores, assim a bovinocultura de corte busca estratégias tecnoldgicas e de manejo para
buscar retorno econdémico para a atividade. A biotecnologia reprodutiva mais utilizada no
mundo € a inseminacdo artificial (1A), proporcionando grandes beneficios aos rebanhos quando
comparada ao uso da monta natural. Conforme o Departamento de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP)
em 2022 a Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) teve um aumento, atingiu 97,7% das
formas de inseminacgdes realizadas no Brasil. Mas em 2022 a comercializacdo de protocolos
teve um recuo de 5,3% comparado a 2021 (BARUSELLI, 2023), bem como o nimero de doses
que tiveram um declinio de 9,6%, atingindo 25.660.869 doses, conforme os dados da
Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial (ASBIA).

Apesar do retrocesso de 2022, é visivel os resultados do IATF na bovinocultura, que se
reflete diretamente nos ganhos para o produtor, como maior ganho genético, caracteristicas
reprodutivas, animais precoces com melhor performance ao desmame, rebanhos com maior
padronizacdo e qualidade nos produtos carneos. Deste modo as Centrais de Colheita de Sémen
buscam refletir as caracteristicas de seus reprodutores nos catalogos e também na qualidade de
sémen para obter bons indices de prenhez nas propriedades rurais.

Para obter o aprimoramento que o mercado exige e ter resultados satisfatorios, deve-se

manter uma constante atualizacdo dos profissionais. Pois a area da reproducao animal necessita
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de um amplo conhecimento, bem como, suas biotécnicas reprodutivas e suas aplicacfes que
vem a influenciar o cenario da pecuéria nacional e internacional.

O Estagio Teécnico Profissional (ETP) ocorreu no periodo de 17 de julho de 2023 a 21
de outubro de 2023, sob orientacdo académica da Prof®. Dr®. Maria Isabel Botelho Vieira,
totalizando 480 horas. Foi realizado na empresa Renascer Biotecnologia, na Central de
Congelamento e Processamento de Sémen (CCPS) bovino e na Estancia Renascer, ambas
localizadas no mesmo local, sob supervisdo da Médica Veterinaria (MV) Cecilia Machado
Pavin.

Durante o ETP foi possivel exercer o conhecimento adquirido durante a graduacgéo,
assim incentivando o aprendizado diariamente e o crescimento pessoal e profissional. O
objetivo do relatorio é descrever o local de estagio, atividades desenvolvidas e o relato de caso.
Durante o estagio era possivel acompanhar todas as atividades da central, desde a rotina no
laborat6rio ao manejo dos reprodutores e coletas de sémen. Ja na estancia realizou-se atividade
como manejo reprodutivos, entre eles protocolo de inseminacdo, IATF’s e diagndstico de

gestacdo, também auxilio cirtrgico, como de cesariana.
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2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Estagio Técnico Profissional foi realizado na Central de Congelamento e
Processamento de Sémen Renascer Biotecnologia e na Estancia Renascer, ambas localizadas
na Rodovia BR 472, Km 613-615, Estancia Renascer, s/n no Distrito de Guterrez, municipio
da Barra do Quarai, Rio Grande do Sul. A Estancia também conta com uma sede conhecida
como Reserva que € localizada no municipio de Uruguaiana, no Distrito Jodo Arregue.

2.1. Central de Congelamento e Processamento de Sémen Renascer Biotecnologia

No ano de 2017 a CCPS Renascer Biotecnologia (Figura 1) iniciou suas atividades, com
horéario de funcionamento das 08:00 as 18:00 horas de segunda a sexta-feira e no sdbado das
08:00 as 12:00 horas, no restante do periodo € realizado 0 manejo com 0s animais, como
alimentacdo e reposicdo da agua dos bebedouros. O objetivo da empresa é auxiliar o
melhoramento genético da pecuaria de corte da regido Sul do Brasil, mas hoje esta presente em
todo o territorio brasileiro e demais paises através da comercializacdo do sémen bovino

criopreservado.

Figura 1 — Imagem de satélite da CCPS Renascer Biotecnologia.

Renascer Biotecnologia' s

Fonte: Google Maps, 2023.



18

A empresa € composta atualmente por cinco MV’s, entre eles, o diretor comercial e
responsavel nutricdo dos animais, Leonardo Barreiro Pavin; a responsavel técnica da empresa,
Cecilia Machado Pavin; o responsavel pelo manejo sanitario e de coleta, Jocinei Alves Dichetti;
as responsaveis pelas avaliagdes, processamento e congelamento de sémen, Mayara Costa
Oyhenard e Natéalia Meregalli Zancanaro. Além de outros membros do setor administrativo,
financeiro, controle de estoque, vendas e manejo dos reprodutores.

A central é constituida por reprodutores de diferentes racas, entre elas Aberdeen Angus,
Red Angus, Brangus, Red Brangus, Charolés, Hereford, Braford, Devon e Nelore. Neste
periodo de estagio totalizavam 42 touros em manejo de coleta. Estes reprodutores eram
introduzidos de duas formas na central, podendo ser por contratacdo, deste modo esse animal
passa por uma avaliacdo dos seus indices de melhoramento genéticos, perfil morfolégico e
demanda de mercado. A outra forma de introducéo € através de prestacdo de servico, direto ao
produtor que busca congelar sémen dos seus touros para aplicacdo em seu proprio rebanho,

desta forma a comercializacdo para terceiros ndo é permitida.

A CCPS ¢ constituida e organizada da seguinte forma:

1) Laboratério (Figura 2): composta por um vestiario, sala de lavagem e esterilizacdo de
materiais, preparacdo de meios e impressdo de palhetas, area de processamento e
congelamento de sémen e de controle de qualidade de sémen. A recep¢do do sémen ocorre
através de um éculo com porta dupla, assim € a forma que entra da area de coleta para o

laboratorio.

Figura 2 - Sala de lavagem e esterilizacdo de materiais e preparacdo meios.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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2) Areade coleta dos reprodutores: possui vestiario, armario para medicacdes, sala de lavagem
e montagem de Vaginas Artificiais (VAs) (Figura 3), tronco de contengdo (Figura 4), &reas
para realizacdo de coletas de sémen (Figura 5), sendo de forma coberta e aberta, também

utilizada no manejo dos touros e piquetes de espera para coleta.

Figura 3 - Sala de lavagem e montagem de VA.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Figura 4 - Tronco de contencéo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Figura 5 - Area de coleta.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

3) Piquetes dos Touros Residentes (Figura 6): 60 piquetes, com aproximadamente 600m2 cada,

area coberta e cocho, saleiro e bebedouro individual.

Figura 6 - Piquete dos touros residentes

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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4) Quarentenario: 20 piquetes, com aproximadamente 225m? cada, area coberta com cocho,
saleiro e bebedouro individual. Também é composto por brete, tronco de contencdo e um
laboratdrio que é utilizado para realizacdo de exames dos animais que estdo em quarentena
(Figura 7).

Figura 7 - Estrutura do quarentenario

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

5) Deposito de racdo: é uma sala fechada onde é armazenada a racédo e o sal mineral.

6) Estoque (Figura 8): estd em conjunto com o laboratorio e a unidade administrativa, é o local
onde fica armazenado o sémen criopreservado que fica alojado em bancos de sémen os quais
possuem capacidade para armazenar 180 mil doses. Também é onde se encontram 0s

botijées de Nitrogénio Liquido (N2L) e outros materiais de consumo.

Figura 8 - Bancos de sémen

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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2.2 Estancia Renascer

A Estancia tem aproximadamente 30 anos de fundagdo, atualmente conta
predominantemente com animais da raca Braford, no qual 90% destes animais sdo registrados
na Associacgdo Brasileira de Hereford e Braford (ABHB). Também se iniciou a criacdo de
Brangus. O numero total de cabecas gira em torno de 2.800, distribuidas em duas fazendas, a
Renascer e a Reserva. A finalidade da propriedade é a producéo de terneiro, tanto destinado a
comercializacdo carnea e melhoramento genético. O MV Pedro Henrique Auzani é responsavel
pelo manejo sanitario e reprodutivo dos animais, bem como a gestdo do local. Em ambas as
sedes contam, com mangueira e tronco de contencédo, além de sala veterinaria, com local para

armazenamento de vacinas e medicamentos.

Figura 9 - Mangueira, tronco e sala veterinaria da Estancia Renascer.

Arquivo pessoal, 2023.

Figura 10 - Mangueira, tronco e sala veterinaria da Reserva.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2023.



23

3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio foram desenvolvidas inimeras atividades na CCPS e na
Estancia Renascer. Na rotina foi possivel acompanhar a admissao de reprodutores, coleta de
material para exames, aplicacdes de medicamentos, coletas de sémen através de VA e
eletroejaculador, montagem de VA, congelamento de sémen e avaliacbes pré e pds-

congelamento, bem como manejos reprodutivos da estancia, conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Resumo das atividades desenvolvidas durante o Estagio Técnico Profissional na CCPS Renascer

Biotecnologia, Estancia Renascer e Reserva, Barra do Quarai e Uruguaiana-RS

Atividades Desenvolvidas: Valor Quantitativo: Frequéncia:
IATF 920 24,72%
Diagnostico Gestacional 880 23 64%
Avaliacdo de motilidade e vigor a fresco 620 16,66%
Avaliacdo espermatica p6s congelamento 590 15,85%
Teste de Termorresisténcia 310 8,33%
Montagem de Vagina Artificial (VA) 210 5,64%
Avaliacdo de morfologia espermatica 60 1,61%
Raqueamento 50 1,34%
Coleta de Sémen com VA 30 0,81%
Envase sémen MRS1 20 0,54%
Coleta de material para exame de BVD, 10 0,27%
Trichomoniase e Campilobacteriose

Terapia profilatica contra Leptospirose 10 0,27%
Imunizagdo contra Clostridiose 3 0,08%
Coleta de Sémen com Eletroejaculador 3 0,08%
Exame de Tuberculose 2 0,05%
Exame de Brucelose 2 0,05%
Cesariana 2 0,05%
TOTAL 3.722 100%

Fonte: Ana R. Nehls, 2023.
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3.1. EXAMES DE ADMISSAO E ANDROLOGICO

Os touros reprodutores que chegam na central ficam alojados no quarentenario para que
seja submetido aos exames de admissdo. O exame de admisséo, que engloba o exame fisico
geral, exame androldgico e coleta de material para DNA. Também é realizado o preenchimento
de uma ficha de identificacdo do animal, constando dados como peso do animal, comprimento
corporal, profundidade do torax, perimetro toracico, altura da garupa, comprimento da garupa,
distancia dos isquios, Circunferéncia Escrotal (CE) e Escore de Condi¢do Corporal (ECC).

O exame fisico geral tem o objetivo de verificar a presenca de alguma lesdo e
comorbidade que venham interferir no servigo com animal, como por exemplo alguma
claudicacéo que interfere no sistema locomotor do touro. Se faz o exame clinico especifico,
onde é inspecionado os Orgdos reprodutores, através da palpacdo retal e testiculares e
ultrassonografia (US) testicular (Figura 11) também ¢é realizada a avaliacdo espermatica e do

comportamento sexual através da inducdo da monta.

Figura 11 - Avaliagdo do testiculo por meio de US.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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O comportamento reprodutivo dos machos na monta natural é dividido em trés etapas:
pré copulatério que € subdividido em busca pelo companheiro sexual, cortejo, estimulo sexual
e protrusao peniana, nesta etapa é possivel identificar a libido do animal e os principais sinais
fisioldgicos do comportamento sexual foram o ato de cheirar ou lamber o corpo da fémea,
cheirar ou lamber a vulva, seguidos ou ndo por reflexo de Flehmen. A segunda parte é a copula
que aborda a monta, intromissdo e ejaculagdo e a pos copula que vai ser o momento de
desmontar e periodo de recuperacdo do reprodutor. Esta avaliacdo é mais utilizada em animais
destinados a monta natural.

Apos isto, os animais ficam aproximadamente 40 dias no quarentenario para coleta de
exames para tuberculose, brucelose, diarreia viral bovina (BVD), campilobacteriose e
tricomonose genital bovina e imunizacdo contra clostridioses e terapia profilatica contra

leptospirose, que serdo relatadas a seguir.

3.1.1. Exames de Brucelose e Tuberculose

Os exames de brucelose e tuberculose sdo efetuados nos animais que chegam no
quarentenario da CCPS e também semestralmente nos touros residentes. O MV responséavel
pela coleta e manejo sanitario da central é responsavel pela realizacdo dos exames, esse MV é
habilitado pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT).

A brucelose faz parte do género Brucella, € uma doenca infectocontagiosa cronica e se
trata de uma zoonose. A Brucella abortus € a causadora da brucelose bovina e bubalina (MAPA,
2023), os principais sinais da doenca sao o aborto nas vacas no terco final da gestacéo e orquite
nos machos ocasionando perda de libido e infertilidade (VICENTE,2006). A transmissdo
venérea de touros infectados as vacas suscetiveis € considerada rara, apesar de encontrar a
Brucella sp no sémen, a vagina possui barreira inespecifica que dificulta a contaminacéo
(MERCK, 2014). J4 em caso de inseminacdo artificial deve se ter um cuidado maior, pois o
sémen vai ser depositado diretamente no (tero, assim ndo existem barreiras e se tem um
ambiente propicio para multiplicagdo do patégeno. Por conta disto, touros infectados néao
podem ser doadores de sémen (LAGE et al., 2006).

O teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) foi realizado para o exame de
brucelose, onde eram coletados 10 mL de sangue da veia coccigea em tubo vacutainer sem
presenca de anticoagulantes. Apds o repouso do material, 0 plasma sanguineo era pipetado e
colocado na placa de vidro propria para realizagdo do teste e em seguida é adicionado AAT, em

seguida é homogeneizado com movimentos circulares (Figura 12). A placa era colocada sobre
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uma caixa iluminada, com o objetivo de facilitar a visualizagdo. A amostra que tiver formacao

de grumos € considerada positiva, j& em caso de resultados negativos ndo ha reacéo.

Figura 12 — Realizacdo de teste de ATT.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

7

O Mycobacterium bovis é o causador da tuberculose que acomete principalmente
bovinos e bubalinos, considerada uma enfermidade de evolucdo crénica e zoondtica. A
formacdo progressiva de lesdes nodulares denominadas de tubérculos que se localizam em
qualquer o6rgdo ou tecido (LAGE et al., 2006). Em 90% dos casos, a transmissao do M. bovis
se da por aerossois durante o contato direto entre animais infectados e sadios. O animal
infectado pode eliminar o agente em secrecdes respiratdrias e vaginais, sémen, fezes, urina e
leite (MAPA,2023). A ocorréncia de transmissdo sexual é considerada pouco frequente, mas
pode vir a ocorrer em casos de epididimite e metrite tuberculosa (LAGE et al., 2006).

O exame de tuberculose também regulamentado pelo PNCEBT, na CCPS era realizado
o diagnostico através do teste cervical simples na regido da espinha da escapula, utilizando a
avaliacdo alérgica cutaneo com tuberculina. Antes de iniciar o teste era necessario realizar a
tricotomia do local, medida a espessura da pele com cutimetro e anotado o valor obtido. Em
seguida era inoculado 0, 1 mL de tuberculina bovina — PPD (Purified Protein Derivative)
bovina, por via intradérmica e, apds 72 horas da inoculagdo se faz mensuracdo da espessura de

pele com o cutimetro.
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A subtracdo ocorria através das duas mensuragdes, assim classificava o animal como
positivo, negativo ou inconclusivo. Os animais considerados negativos sdo aqueles onde a
diferenca entre as medidas nao ultrapassa 1,9mm, inconclusivos os com valores de 2,0 a 3,9mm,
e positivos os acima de 4,0mm. Ja no caso do Teste Cervical Comparativo, com PPD bovino e
aviario aplicados simultaneamente, somente era efetuado efetuado em animais suspeitos e
positivos, depois de 60 a 90 dias, se trata de um teste com maior especificidade em relacdo aos
testes simples. Esse teste permite eliminar a maior causa de reac6es falso positivas, que sdo as
infeccbes por micobactérias ambientais. E fundamental que os animais positivos sejam

abatidos, evitando-se, assim, a disseminacao da tuberculose (LAGE et al., 2006).

3.1.2. Coleta de Material Para Exame de Diarreia Viral Bovina, Tricomonose e

Campilobacteriose

A Diarreia Viral Bovina (BVD) é causada pelo género Pestivirus, podendo ser dividida
em diferentes formas. Existem dois gendtipos que sdo a BVD tipo 1 e BVD tipo 2 com
diferenciacdo baseada na sequéncia de genes e tem variagdes na viruléncia dentro de ambos 0s
gendtipos. Existem também dois biotipos, ndo citopatico (NCP) e citopatico (CP), baseados na
habilidade dos virus de provocar a vacuolizagdo citoplasmatica e morte das células em cultivo
(SANTOS e ALESSI, 2017).

A infeccdo pelo BVD pode cursar de forma assintomética ou sintomética, com sinais
respiratorios, digestivos e reprodutivos, além de imunossupressdo. A contaminacao do rebanho
pode vir a ocorrer antes ou ap6s a cobertura ou inseminacao artificial pode resultar em perdas
reprodutivas como infertilidade temporaria, retorno ao cio, mortalidade embrionaria ou fetal,
abortos ou mumificacdo, malformacdes fetais ou 0 nascimento de bezerros fracos e inviaveis
(BAKER 1995). Deste modo, a falha reprodutiva € considerada um dos principais sinais
clinicos.

No rebanho de corte, a infeccdo fetal é considerada uma das principais perdas
econdmicas. Quando a infecgdo ocorre durante o primeiro trimestre de gestacdo pode resultar
no nascimento de bezerros vivos que sdo infectados persistentemente (PI) com o virus da BVD
(RADOSTITS et al., 2002). Animais Pl sdo imunotolerantes, incapazes de eliminar o virus e
constituem uma fonte continua de excregdo através de secrecGes. Em geral, esses animais
morrem até o segundo ano de vida, devido a infec¢des secundarias ou doengas das mucosas
(DM), mas alguns chegam a idade adulta e entram em reproducdo, contaminando outros
animais do rebanho (BAKER, 1995).
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A transmissdo do virus também pode ocorrer através do touro infectado, podendo ser
por monta natural ou pelo uso de sémen contaminado, durante a inseminag&o artificial (WALZ
et al., 2010). Dados demonstram que, apés infec¢cdo aguda, o virus pode permanecer no tecido
testicular por até sete meses (GIVENS et al., 2003). Portanto, 0 monitoramento do virus é de
suma importancia em touros reprodutores para evitar a disseminacao pelo semén.

O exame de BVD ¢ enviado a andlise ao laboratério de virologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Era coletado 5mL de sangue por puncdo na veia
coccigea em tubo vacuntainer com Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) e enviado para

o laboratorio (Figural3).

Figura 13 — Coleta de sangue para exame de BVD.

2\

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

A tricomonose é uma doenca venérea de bovinos causada por um protozoario flagelado
denominado Tritrichomonas foetus (T. foetus) (PELLEGRIN e LEITE, 2003). As fémeas
contaminadas podem apresentar aborto precoce (pouco detectado devido ao pequeno tamanho
do feto), repeticdo de cio, vaginite, endometrite, piometra, infertilidade e consequente reducao
na producéo de carne e leite. O macho, muitas vezes, ndo apresenta sintomatologia, mas passa
0 parasito para outras vacas por meio do coito, sendo inviabilizado para a reproducédo. Os touro
positivos devem ser retirados do plantel e as fémeas ter um descanso sexual entre 3 a 4 meses,
pois a mudanca de pH durante o cio mata o parasito (MONTEIRO, 2022). Deste modo, 0s
reprodutores devem ser negativos, para evitar dissipacdo da enfermidade.
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A campilobacteriose genital bovina (CGB) é causada pela bactéria Campylobacter fetus
venerealis. Caracterizada, principalmente, por morte embrionéria precoce, diminuicdo da
producdo, infertilidade, estacdo de parto prolongada e, as vezes, abortamento. A transmissao
ocorre de forma venérea e também por meio de instrumentos e camas contaminados ou ainda
por inseminagdo artificial com sémen contaminado (MERCK, 2014).

Para o exame de tricomoniase e campilobacteriose eram injetados 50mL de solucdo
fisioldgica 0,9% no interior do prepucio do animal através do 6stio prepucial com auxilio de
uma pipeta de inseminacgédo (Figura 14), o liquido apds ser mantido por alguns segundos no
interior do preplcio em contato direto com as mucosas internas era coletado em tubos com
meios de cultura proprio para cada um dos microrganismos. As amostras eram destinadas para

analise ao Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS.

Figura 14 — Aplicacdo de solucao fisiolégica 0,9% no interior do prepicio do animal através do éstio prepucial
com auxilio de uma pipeta de inseminacdo para o exame de tricomoniase e campilobacteriose.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Durante o periodo do quarentenario os touros passavam por coleta uma vez por semana
durante quatro semanas. Os animais com resultado negativo para todos os testes se tornaram
reprodutores residentes, assim se tornando apto para a coleta de sémen. Ja os reprodutores
residentes sdo reexaminados semestralmente. Todos os exames realizados foram negativos para

as enfermidades acima.
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3.1.3. Imunizagdo Contra Clostridioses

Os Clostridium séo bastonetes, gram-positivos, anaerdbios estritos e formadores de
esporos. S@o encontrados na forma viva (célula vegetativa) ou dormente como esporos
(MERCK, 2014). As doencas causadas por clostridios podem ser divididas em trés tipos
principais: doencas neurotoxicas, botulismo e tétano; doencgas histotoxicas, carbunculo
sintomatico, gangrena gasosa e hemoglobindria bacilar; e doengas entéricas, enterite necrosante
e hemorragica, e enterotoxemia (SANTOS et al., 2019). As cepas patogénicas podem ser
adquiridas por animais suscetiveis tanto por ferida contaminada quanto por ingestdo. As
doencas que podem ser produzidas sdo constantes ameacgas a producdo bem-sucedida de
animais de criacdo em varias partes do mundo (MERCK, 2014).

A medida profilatica contra clostridioses era realizada nos animais que estdo no
quarentenario com uma dose da vacina Fortress® da Zoetis, sendo aplicados 5mL por via
subcutanea na admisséo e um reforgo com intervalo de 4 semanas e semestralmente nos animais
residentes. Assim obtendo imunizacdo contra Carbldnculo Sintomaético, Gangrena Gasosa,
Enterotoxemia e Hemoglobinuria Bacilar dos Bovinos, pois a vacina na sua composi¢do possui
culturas padronizadas e inativadas de Clostridium chauvoei, C. novyi, C. haemolyticum, C.

septicum, C. sordellii, C. perfringens, tipos C e D.

3.1.4. Terapia Profilatica Contra Leptospirose

A leptospirose se trata de uma zoonose, que pertence ao género Leptospira. E causada
por uma bactéria espiroqueta gram-negativa aerdbia, que possui diversos sorovariantes. Os
bovinos podem apresentar trés formas da doenca, subclinicas, particularmente em vacas néo
prenhes e ndo lactantes; Aguda ou subaguda é comumente associada a infec¢fes de hospedeiros
casuais e ocorrem durante a fase leptospirémica da infeccdo; Cronicas, onde vai se observa
sinais clinicos relacionados com a falha reprodutiva, aborto e natimortos, deste modo vai se ter
um aumento do numero de acasalamento/inseminacdo para a concepgdo e do intervalo entre
partos (MERCK, 2014).

A presenca de Leptospira spp. em sémen de touros, natural e experimentalmente
infectados, ja foi demonstrada, indicando a possibilidade de transmissao da leptospirose bovina
pela monta natural ou pela IA. Vale ressaltar que a técnica da 1A libera o sémen diretamente no
utero, fazendo com que eventuais agentes escapem da acdo germicida das secrecGes vaginais e
cervicais do estro. Portanto, para prevenir o risco de transmissdo de agentes infecciosos €

necessario um rigido controle da condicéo sanitaria dos touros doadores e da qualidade do
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sémen, desde a coleta até a conservagdo (SLEIGHT & WILLIAMS, 1961; MAGAJEVSKI et
al., 2004 apud GIRIO et al., 2005).

A estreptomicina foi um dos primeiros antibioticos a ser utilizado para a terapia da
leptospirose e é considerada, até hoje, uma das melhores opcdes de tratamento (GIRIO et al.,
2005), sendo eficaz no controle da leptospiremia e leptospiuria (KLAASEN; ADLER, 2015).
Deste modo a central realiza a prevencéo contra a Leptospirose com a aplicacdo de Sulfato de
Estreptomicina na dosagem de 25mg/kg por via intramuscular. Os reprodutores do
quarentenario recebem uma dose e um reforco apds 14 dias, ja 0s animais residentes sdo feitos

uma nova aplicacao do farmaco de forma semestral.

3.2. MONTAGEM DE VAGINAS ARTIFICIAIS

Na rotina das centrais de reproducao o método de coleta com auxilio da vagina artificial
é o0 mais utilizado por simular as condi¢cdes anatbmicas normais da vagina de uma vaca e
também por ser o mais simples (VASCONCELOS, 2018). A VA é constituida por um tubo
cilindrico de borracha rigida (envoltério térmico), uma mucosa fina de borracha, um cone de
borracha com paredes finas e um tubo de coleta coberto por um protetor de calor. O espaco
entre a parede do tubo rigido e a mucosa fina é preenchido com agua quente, para manter a
temperatura em torno de 45°C. O cone de borracha é adaptado a extremidade do tubo rigido.
Na outra extremidade do cone € colocado um tubo de ensaio graduado de 15 ml. Um envoltério
térmico € utilizado para garantir uma temperatura de aproximadamente 45 °C no momento da

coleta (Figura 15). Na mucosa interna aplica-se um lubrificante estéril (AX et al., 2004).

Figura 15 - Vagina artificial para coleta de sémen em touros evidenciando seus componentes

Tubo de coleta ——

Fonte: AX et al., 2004.

Vale ressaltar que para o bovino ter uma liberacdo do sémen é necessario ter uma

sinalizagdo causada pela vagina que engloba a pressdo e a temperatura na glande peniana. A



32

temperatura da VA é mais importante do que a pressdo que ela exerce sobre o pénis. A agua é
utilizada para controle de ambas, mas a presséo final pode ser ajustada pelo bombeamento de
ar. A temperatura dentro da vagina é proxima de 45 °C, podendo variar de 38 a 55 °C (AX et
al., 2004).

As VA’s eram montadas em uma sala separada da area da coleta. Inicialmente era fixada
a mucosa no tubo da VA com auxilio de tiras de borrachas para evitar que a mesma se soltasse
durante a coleta e é acoplado um cone de silicone na extremidade contraria da entrada do pénis
com a finalidade de conduzir o sémen até o tubo falcon que deve ser encaixado na extremidade
do cone. Apos isso, a VA é preenchida com agua a 45°C através da valvula de sua estrutura,
esta era fechada e fica mantida em estufa também a 45°, onde fica até 0 momento da coleta,
para evitar que perca calor e prejudique a coleta. No instante da coleta, era utilizada uma capa
protetora com temperatura controlada, que mantém o cone e o tubo falcon a 37°C com intuito
de evitar choque térmico ao ejaculado (Figura 16). O gel lubrificante era utilizado na
extremidade da VA para facilitar a entrada do pénis na mucosa de borracha.

Figura 16 — VA montada com protetor de temperatura ao lado.

SR

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

A limpeza das VA’s que eram realizadas na sala de limpeza, onde ficam de molho em

agua e sabdo neutro a 3% e eram esfregadas com escova no meio e nas extremidades para
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eliminar sujidades. Em seguida, enxaguadas com agua deionizada e desinfeccdo com alcool

70% e secadas a 40°C para serem reutilizadas.

3.3. COLETA DE EJACULADO

As coletas de ejaculado na CCPS Renascer Biotecnologia eram realizadas 4 vezes na
semana, com duas baterias de touros, onde uma era coletada na segunda e quinta e a outra na
terca e sexta. As particularidades de cada touro eram respeitadas, a fim promover o bem-estar
e seguranca tanto do animal quanto do técnico durante 0 momento da realizacdo da técnica.

Existem quatro maneiras de coletar sémen de um touro: aspirar da vagina de uma vaca
recém-criada; utilizar vagina artificial (AV); massagem transretal (RM) das glandulas sexuais
acessorias; e eletroejaculacdo (EEJ) (PALMER, 2005). Deste modo era delimitado o tipo de
coleta de cada animal. Também o tipo de estimulos, onde existem trés aproximacoes
estimuladoras: a apresentacdo a um animal para monta no local original; mudanca do local com
0 mesmo animal para monta, ou troca de ambos (local e animal) para monta. Se 0 macho nao
saltar ap6s 5 minutos, ele vai requerer mais estimulos para a obtencdo de uma boa ejaculagédo
(AX etal., 2004).

Os estimulos dos animais na CCPS eram realizados com auxilios de manequins vivos,
como uma fémea estimuladora, outro macho ou um macho castrado para prévia excitacdo dos
reprodutores, sdo as formas de maior sucesso para a coleta nas centrais (AX et al., 2004). Em
seguida ocorria a coleta de sémen com o uso de VA quando o animal monta sobre 0 manequim

ou eletroejaculador.

3.3.1.1Vagina Artificial

O método universal para a coleta de sémen de rotina das centrais é pela vagina artificial
(MIES, 1982). Através dele é permitido que seja mantido a libido normal do macho, a
integridade do drgéo reprodutor externo, bem como as caracteristicas bioldgicas do sémen
(BONADONNA, 1969 apud NEVES, 2015). Desta maneira requer a participacdo ativa do touro
e se aproxima muito de uma situacéo natural de reproducéo, permitindo a avaliacdo da libido
ou da capacidade de acasalamento (PALMER, 2005).

Os animais que eram coletados com VA precisavam passar por uma higienizacao da
parte externa do prepucio com agua e sabdo neutro a 5%, bem como, aparagem dos pelos
guando estes estivessem com comprimento maior que um centimetro. Assim, inicia 0 processo
de estimulacéo sexual do reprodutor, ja citados acima. Em seguida o animal era levado até o

local da coleta com o auxilio das manequins contidas era realizado os desvios pré-ejaculado,
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que consiste em um estimulo pré-coleta. O touro saltava sobre 0o manequim, e era nesse
momento que era realizado os desvios com em torno de 2 a 4 montas falsas, onde o pénis do
animal era desviado lateralmente com o objetivo de limpar o canal ejaculatorio e concentrar o
ejaculado.

Posteriormente a isto o reprodutor se encontra apto para a coleta, o responsavel pela
coleta se posiciona ao lado do animal, juntamente com a VA previamente montada, inflada
lubrificada e aquecida. Desta maneira, se espera até 0 momento da monta, onde era realizado o
desvio do pénis para dentro da VA (Figura 17), que era segurada ao longo do flanco do
manequim. Quando entrava em contato ambiente, com a textura, pressdo e temperatura
semelhantes a mucosa interna da vagina o reprodutor realizava o movimento de cépula e
ejaculava no interior da VA. Logo apds o tubo com sémen era identificado com o nome animal
e 0 numero do ejaculado, e era encaminhado através do 6culo de janela dupla até o laboratdrio.
Durante os procedimentos, o operador utilizava luva descartavel, no qual era uma para 0s

desvios e uma para a coleta e sempre era trocada de um touro para outro.

Figura 17 — Coleta de ejaculado com VA e auxilio de manequim.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

3.3.1.2Eletroejaculador
O meétodo da eletroejaculacdo € utilizado para animais férteis impossibilitados de efetuar

a monta, podendo ser por problemas locomotores, lesées no preplcio ou com um temperamento
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muito agressivo, que ndo estdo condicionados a vagina artificial. Contudo, essa forma de coleta
ndo permite a investigacdo de animais com distarbio da libido (GONCALVES et al., 2021).

O EEJ consiste na inducéo da ejaculacdo por meio da estimulacédo elétrica da medula no
nivel da quarta vértebra lombar. O aparelho de eletroejaculacao funciona através de eletrodos
anelares no reto do animal, no local onde os nervos da pelve que suprem os 6rgédos reprodutores
sdo estimulados. A voltagem € gradativamente aumentada com pulsos de estimulagéo ritmicos
e repetidos (AX et al., 2004). Se inicia com uma intensidade mais leve para prover a erecéo e a
liberacdo do pré-ejaculado (fragdo menos densa), aplicam-se estimulos mais intensos e de
duracdo mais prolongada para obter o ejaculado. A intensidade dos estimulos varia
individualmente conforme a idade (GONCALVES et al., 2021).

Os animais gque eram coletados com o método do EEJ, inicialmente recebiam estimulos
visuais e olfativos com auxilio das manequins. Apds eram encaminhados para o tronco de
contencdo, onde era colocado uma cinta na regido do esterno com o objetivo de evitar que o
animal deite durante a coleta. Em seguida era realizada a limpeza do prepucio, com agua
corrente, e do reto do animal para remocdo do excesso de fezes para evitar sujidades e
contaminacdo das amostras. A massagem das glandulas anexas era feita por palpacéo retal para
estimulagdo mecanica do touro, assim era introduzido a probe no reto do animal, propriamente
higienizada e lubrificada, com os eletrodos voltados ventralmente para que o estimulo chegue
até as glandulas anexas. Simultaneamente outro profissional fica na lateral do animal para
realizar a coleta sémen e para comandar o aparelho.

O EEJ (Figura 18) era ligado em modo automatico programado para bovinos com uma
escala de 0 a 35 volts, na primeira etapa o animal comeca a ficar excitado e exp6e o0 pénis, entéo
é feita a limpeza do mesmo com papel toalha, em seguida o coletador usando luvas descartaveis
segura com uma mao o pénis do animal e com a outra o tubo coletor previamente aquecido. Os
estimulos aumentam ao decorrer do tempo quando, assim o sémen ¢ coletado quando a cor da
ejaculacdo comeca a tornar turvo, indicando a fracdo espermatica. Apds a coleta, removia a
probe do reto do animal, e 0 mesmo era liberado do tronco de contencéo sendo encaminhado
para seu piquete individual ou para algumas das jaulas na area de coleta, ja 0 sémen recebe a
etiqueta com identificacio e é encaminhado para o laboratério. E importante ressaltar que os
animais que séo coletados mais de uma vez durante o dia eram realizados um intervalo de 30 a

40 minutos entre as coletas.
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Figura 18 — EJJ utilizado para coleta de sémen dos reprodutores.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

3.4. RECEPCAO DO EJACULADO

O volume, aspecto, odor e concentragdo é avaliado durante a recepcdo do sémen. Vale
ressaltar que o exame do sémen se inicia com a avaliacédo a olho nu, onde o volume do ejaculado
varia conforme a idade, raca e método de coleta, bem como as condi¢6es individuais de cada
reprodutor, podendo ser por manejo ou ambiente. Ja o aspecto do ejaculado pode dar uma
concentracdo subjetiva, onde é classificado em cremoso, onde é considerado uma alta
concentracio espermatica (maior ou igual a 1 milhdo/mm®) e a aquosa indica baixa
concentracdo (menor ou igual a 0,2 milhdo/mm3) ou azoospermia. O sémen bovino tem um
odor parecido com o da gema de ovo, a mudanca desse odor geralmente ocorre se tiver a
presenca de urina no sémen e em caso de algum processo infeccioso (GONCALVES et al.,
2016).

Durante esse exame macroscopico também pode ser observar presenca de outros
elementos, como esmegma, piospermia e/ou polutospermia. Tal como a visualizag¢ao da cor do
ejaculado que normalmente é esbranquicada ou marmdrea, mas pode vir a ser amarelado que é
considerado normal, por conta da concentracdo de riboflavinas e de varios tetraterpenos que
podem estar presentes na racdo. Em caso de uma variagdo de cor amarelo-esverdeada, é possivel
ter pus ou urina no sémen. A presenca de sangue no ejaculado também pode ser visualizado
através da tonalidade avermelhada do semen (GONCALVES et al., 2016).

Os ejaculados chegavam até o laboratdrio identificado com o nome do touro coletado e
namero do ejaculado, através do 6culo de janela dupla, onde ficava em banho-maria seco a
37°C ate a recepcéo e avaliacdes. No primeiro momento ¢ analisado e anotado em uma ficha
de controle, o0 nome do touro doador, horéario, responsavel pela coleta, método de coleta e
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volume de ejaculado. O volume era delimitado com auxilio uma balanca analitica previamente
tarada com o peso do tubo coletor sem a tampa e com o rétulo de identificacdo, assim o peso
do ejaculado era obtido e convertido para volume atraves da multiplicacdo deste valor por 1,02
(Figura 19).

Em seguida se utilizava espectrofotometria (AccuCell, IMV Technologies) para
mensurar a concentracdo do sémen, e também através desse equipamento era possivel ter as
informacdes da quantidade de diluente a ser acrescentado no ejaculado para que se obtenha uma
concentracdo de 20x106 espermatozoides por dose, sendo essa concentracdo definida pela
CCPS Renascer Biotecnologia, bem como o nimero de palhetas obtidas por ele. O AccuCell®
(Figura 20) funciona por meio de absorbancia da luz através da cubeta preenchida pelo
conteddo, quantificando assim o nimero de espermatozoides por mL. Para a realizacdo desta
analise automatica da concentracdo era necessaria uma amostra de 40uL do ejaculado que era
pipetado e adicionado em 3960pL de solucéo fisioldgica a 0,9% em uma cubeta de pléstico do
espectrofotdbmetro. A variacdo da concentracdo ocorre principalmente em virtude do método
de coleta do ejaculado. Entretanto, pode ser também pela frequéncia de colheitas, a época do
ano, a raga e o estado nutricional de cada individuo (GONCALVES et al., 2016).

Figura 19 — Area de recebimento com balanca analitica para mensuracao do volume através do peso do ejaculado
e ficha de controle.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023
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Figura 20 - Espectrofotdmetro para mensuracdo da concentracdo de espermatozoides no ejaculado (AccuCell,
IMV Technologies).

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

3.5. ESPERMOGRAMA

O espermograma é de suma importancia para avaliacdo de um reprodutor, desde a
comercializacdo para monta natural ou para CCPS. Vai ser atraves deste exame que sera
avaliado as caracteristicas fisicas, morfoldgicas e microbioldgicas do sémen, deste modo

garante que um sémen de boa qualidade e maior indices de producao.

3.5.1.1Anélise Imediata

O principal parametro para avaliar o sémen que tem capacidade de fecundar é a
motilidade espermatica. A avaliacdo deve ser feita imediatamente apds a obtencao do ejaculado.
Deste modo a porcentagem de espermatozoides maveis totais vai corresponder o indice de
motilidade da amostra, a média de 70% tem sido adotada como valor de referéncia, vai ter
variacdo de 40 a 80%, dependendo de cada CCPS (GONGCALVES et al., 2016).

Este exame é feito sob um microscopio com o sémen fresco, mas por conta das altas
concentracOes espermaticas, se torna dificil discernir padrdes de motilidade individual, por
tanto se indica a diluicdo do sémen em um diluidor de boa qualidade. Vale ressaltar a influéncia
das condigdes ambientais, podendo ser por excesso de calor ou frio, portanto é necessario
manter a amostra em uma temperatura de 35 - 37°C, a fim de proteger o sémen de condi¢des ou

agentes prejudiciais antes da analise (AX et al., 2004).
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O vigor da amostra também deve ser avaliado, onde vai ser expressado a velocidade do
movimento progressivo do espermatozdide, considerado uma avaliacéo subjetiva e o resultado
devera ser expresso de zero a cinco, onde o 0 significa a auséncia de movimento progressivo;
1, movimento lento; 2, movimento ativo; 3, movimento bastante ativo; 4, movimento muito
ativo; e 5, movimento vigoroso. Para efeito de avaliacdo € sugerido que o vigor seja no minimo
de 3 (GONCALVES et al., 2016).

Na CCPS esta analise imediata era realizada logo ap0s a recep¢do do sémen no
laboratorio. Para a avaliacdo efetuava a pipetagdo de 10uL do ejaculado a fresco em 100uL de
diluente comercial (OptiXcell®, IMV Technologies) previamente aquecido em um suporte
térmico. Em sequéncia era feito a homogeneizagao e colocado 10uLL da amostra para avaliagdo
em microscopia optica em aumento de 10x entre entre Ildmina e laminula previamente aquecidas
em mesa térmica (Figura 21). Os valores de referéncia da central para o sémen ser aprovado,
eram de motilidade total de no minimo 70%, avaliada em uma escala de 0 a 100%, e vigor em
uma escala de notas de 0 a 5, onde deveria ser igual ou superior a 3. As amostras aprovadas
eram encaminhadas para a analise morfoldgica, enquanto as reprovadas eram descartadas em

lixo biologico.

Figura 21 - Area de analise imediata do sémen com microscGpio, mesa térmica e demais equipamentos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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3.5.1.2 Avaliacéo da Morfologia Espermatica

A avaliacdo morfolégica dos espermatozdides é de suma importancia para o
espermograma. Deste modo deve se obter uma com uma boa populacéo de espermatozoides do
ejaculado para ser possivel analisar as anormalidades das células e avaliar a sua influéncia na
fecundacdo. O impacto dos defeitos pode ser avaliado através do conhecimento da funcéo de
cada parte do espermatozoides, assim é possivel buscar o local e a forma que essa patologia que
estd afetando o processo de fertilizacdo daquele sémen. Estas anormalidades podem ser
hereditarias ou adquiridas (FILHO et al., 2021).

No Brasil, atualmente a classificagdo proposta por Eric Blom na década de 1970, é
considerada a melhor definicdo e caracterizacdo para os diversos tipos de anormalidades
espermaticas do ejaculado do touro, bem como a classificacao para a interpretacao e diagnostico
de um disturbio (FILHO et al., 2021).

Os defeitos maiores ou principais sdo considerados mais importantes, pois o diagnéstico
esta associado com a subfertilidade ou esterilidade. Possivelmente de natureza hereditéria, e
por decorrerem de alteracGes a nivel testicular. Também pode estar associado a defeitos
espermaticos especificos, que podem ou ndo estar relacionados aos processos degenerativos e
inflamatorios dos testiculos, mas a defeitos considerados de origem genética (GONCALVES
et al., 2016).

Os defeitos menores ou secundarios ndo influenciam na avaliagdo da fertilidade do
reprodutor, isso significa que ndo estdo diretamente relacionados a processos patoldgicos dos
testiculos. Parte desses defeitos € adquirida durante a permanéncia e a passagem dos
espermatozdides pelos epididimos e pelas vias espermaticas (GONCALVES et al., 2016).

Para a analise da morfologia espermética era pipetado uma amostra de 10uL do
gjaculado e diluida em 200uL de Formol Citrato e corante Rosa de Bengala. Apds
homogeneizacdo, 2L dessa amostra passava por avaliacdo pelo método de cAmara imida, entre
lamina e laminula, sob microscopia éptica com aumento de 1000x com uso de 6leo de imerséo.

O sémen passava por uma contagem de 200 espermatozoides, incluindo as células
normais e células com defeitos, sendo eles classificados entre maiores e menores. A amostra
para ser aprovada deveria ter no minimo 70% de células normais, portanto nao deveria ter mais
que 30% de defeitos totais. Vale ressaltar que os reprodutores residentes passam por uma
avaliacdo morfoldgica dos espermatozdides semanalmente, mesmo néo sendo aprovados na

andlise imediata, a fim de detectar alteracdes reprodutivas.
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Tabela 2 - Classificacdo dos Espermatozoides de acordo com a Classificacdo de Blom, 1972.

Defeitos Maiores: Defeitos Menores: Outros:
Estreito na Base Cabeca Estreita/Gigante Formas Teratogénicas
Cabeca Piriforme Implantacao Formas Germinativas

Obliqua/Retroaxial
Cabeca Pequena Anormal Cabeca Isolada Normal Gota Citoplasmaética Distal
Cabeca Isolada Anormal Cauda dobrada ou enrolada Implantacdo Abaxial
Formas Duplas
Gota Citoplasmatica Proximal
Defeito de Acrossoma
Diadema (pouch formation)
Defeitos na Peca Intermediaria
Cauda Fortemente Dobrada
Cauda Enrolada na Cabeca
Cauda Enrolada na Cabeca
com Gota Citoplasmatica
Distal

Contorno Anormal

Fonte: Ana R. Nehls, 2023.

3.6. DILUICAO E ENVASAMENTO

A diluicdo do sémen tem o objetivo de proteger os espermatozoides, buscando preservar
a vitalidade e elevando o volume total do ejaculado para uma concentracdo espermatica
suficiente para o uso do sémen na IA. Deste modo, os diluentes devem fornecer condigdes ideais
para manutencao das células, ndo devem conter substancias toxicas e/ou teratogénicas e ainda
devem ser isentos de contaminacdo. O sémen diluido ¢é separado em doses de igual volume e
sugere-se que cada dose contenha, no minimo, 10 milhGes de espermatozdides moveis
(GONCALVES et al., 2021).

Na CCPS Renascer Biotecnologia era utilizado o diluente OptiXcell® (IMV
Technologies), composto por lipossomas sintetizados em substituicdo a proteina de origem
animal (gema de ovo e leite), este passava por uma dilui¢do de 1:2, onde era colocado 250 mL
de diluente + 500mL de agua ultrapura. Vale ressaltar que ap6s a homogeneizacéo, o equilibrio

de pH e pressdo osmotica dura até 24 horas, assim evitando perdas de diluente.
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O OptiXcell® cumpre os objetivos citados anteriormente, que consiste na biossegurancga
que reduz os riscos de conter microrganismos patogénicos e toxinas prejudiciais. Além disso,
permite uma qualidade maior para as avaliagcbes microscopicas e computadorizadas, pois
concebe uma vida util prolongada e evita 0 choque térmico, por conta das mudancas de
temperatura.

Os ejaculados que eram aprovados eram encaminhados para o processo de diluicdo que
consistia em duas etapas. No primeiro momento ocorria a diluicdo logo apds a avaliacao
imediata, onde adicionava diluente no mesmo mesmo volume do ejaculado (1:1), permitindo
uma adaptacgdo das células espermaticas com o0 meio e manutencdo das mesmas enquanto era
avaliada a morfologia espermatica. J& na segunda etapa realizava a dilui¢do final que consiste
na adicdo do restante do volume de diluente, informado pelo AccuCell com base na
concentracdo e volume do sémen. Todo esse processo acontecia em banho maria a 34 - 37°C.
Apos a finalizagdo da diluicdo o sémen era levado para o balcéo refrigerador em banho maria,
assim acontecia a estabilizacdo da temperatura em 4°C, durante um periodo minimo de 4 horas
(Figura 22).

Figura 22 - Balcdo refrigerador utilizado para realizagdo do resfriamento do sémen, no interior as envasadeiras
MRS1 e MRS4

__JAAAAR ‘

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

O sémen bovino atualmente é congelado quase exclusivamente em palhetas, que sdo
tubos plasticos de pequeno diametro com capacidade para 0,25 mL (palheta fina) ou 0,50 mL
(palheta média). Este método garante a melhor manutencdo das condi¢Oes sanitéarias e
bioldgicas do sémen durante a criopreservacdo. O fechamento de uma das extremidades da
palheta ocorre pelo enrijecimento de um tampao de alcool polivinilico, no momento que entra
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em contato com o sémen diluido, no momento do envase. Ja a outra extremidade é vedada por
uma soldadura. A palheta permite uma identificagcdo permanente, que facilita o armazenamento
e o manejo de IA. De acordo com as exigéncias do MAPA, cada palheta deve conter no minimo
as seguintes informacdes: numero da partida (data da congelacao); nome ou nimero do registro
do CCPS; nome e nimero do Registro Genealdgico Definitivo do touro (RGD); e cddigo da
raca padronizado internacionalmente (duas letras) (GONCALVES et al., 2021).

Antes do envase realizava a impressao das palhetas com os dados exigidos pelo MAPA.
Em seguida, as palhetas eram colocadas no balcéo refrigerado até 0 momento do envase. SO
apos o sémen passava pelo envasamento em envasadoras automaticas, MRS1® ou MRS4®
(IMV Technologies), com a capacidade de envasar 1 ou 4 palhetas por vez, respectivamente.
Posteriormente as palhetas eram distribuidas em grades com capacidade de 175 palhetas para

serem encaminhadas ao processo de congelamento.

3.7. CONGELAMENTO DO SEMEN

O principal objetivo da preservacdo do sémen ¢é obter gestacdes por IA que sejam tdo
eficazes quanto as obtidas com sémen a fresco. A aplicacdo do procedimento de criopreservagédo
tem obtido melhor resultado em bovinos que em outras espécies domésticas. A integridade da
célula depende da curva de congelamento (0 a -196°C), pois se a mesma for muito rapida, ndo
ha tempo para que ocorra a desidratacdo dos espermatozoides, possibilitando a formacédo de
gelo intracelular, prejudicando a célula (AX et al., 2004).

Para o sémen bovino se tem uma curva definida que tem como objetivo de baixar a
temperatura do sémen em uma velocidade de 0,3-0,5°C/minuto até o sémen atingir 4-5°C, assim
0 sémen que foi diluido a 34-37°C e passa por uma temperatura de 4°C durante 3 a 4 horas, este
tempo é denominado tempo de equilibrio. Este o sémen é colocado em um freezer de
temperatura controlado, estabilizado a 4°C, onde permanece por cerca de 15 minutos exposto
ao vapor de nitrogénio liquido a uma temperatura aproximada de -150°C, logo apds é
mergulhado em nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C, concluindo o processo de
congelamento (OHASHI, 2001).

O DigitCool® da IMV Technologies (Figura 23) era utilizado na CPPS para realizar o
congelamentos do sémen, este freezer tem uma temperatura e curva de congelamento
controlada e programada, tem capacidade de congelamento de 5250 palhetas. Inicialmente o
freezer passava por um refrigeramento até chegar a 4°C, s6 ap0s colocava as grades com as

palhetas, que ficavam cerca de 8 a 10 minutos.
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Figura 23 - Freezer de temperatura controlada para congelamento e sémen, DigitCool® IMV Technologies.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

O equipamento tem um grafico com a curva do congelamento com a temperatura tedrica
(curva modelo), temperatura da camara e temperatura do produto, essas informacdes eram
obtidas através de uma palheta que é colocada em uma probe localizada no interior do freezer.
Esses dados eram visualizados através da tela do computador de comando (Figura 24). A
temperatura do freezer atingia a temperatura de -140°C, por meio do vapor de N2L, apds o
encerramento do congelamento as palhetas eram retiradas do freezer e imersas em N2L em um
botijdo a -196°C, 3 palhetas eram separadas aleatoriamente para a avaliagdo pos congelamento

e o restante aguardava o resultado do teste de qualidade final para serem raqueadas.

Figura 24 - Computador de comando onde se visualizar a curva de congelamento do freezer, com a temperatura
tedrica em amarelo, temperatura da cAmara em vermelho e temperatura do produto em azul.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023



45

3.8. AVALIACAO POS CONGELAMENTO

A avaliagdo do sémen pos-congelacdo representa uma das principais etapas no
processamento tecnolégico do sémen. Os padrbes qualitativos desejaveis para sémen de
bovinos apos a descongelacdo, segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA),
s&o de motilidade superior ou igual a 30%, vigor igual ou maior que 3. Também é esperado que
a dose de espermatozoides congelados tenha no minimo 10 milhdes de espermatozoides
moveis. A partir da avaliacdo das caracteristicas seminais de uma dose descongelada, pode ser
emitido um laudo técnico que ateste a qualidade da partida de sémen (GONCALVES et al.,
2021).

A avaliacéo pos congelamento era realizada de duas formas simultaneas na central. Onde
utilizava duas palhetas, escolhidas aleatoriamente, passavam por um descongelamento em
descongelador automatico a uma temperatura de 36°C por 30 segundos e despejadas em tubo
eppendorf aquecido em rack sobre mesa térmica. A primeira analise consistia em uma avaliacao
subjetiva feita pela MV responsavel, onde era retirado 100uL do ejaculado e homogeneizado
em 200puL de diluente aquecido para facilitar a avaliagdo. Apos, 10uL. da amostra era analisada
entre lamina e laminula previamente aquecidas em microscopia optica. Nesse caso o parametro
para aprovagao os touros deveriam possuir uma motilidade total > 35% (em uma escala de 0 a
100%) e vigor > 3 (em uma escala de 0 a 5).

Ja a outra forma de avaliacdo era realizada pelo método de Sistema Computadorizado
de Avaliacdo do Movimento Espermatico (CASA) que permite a avaliacdo exata e objetiva da
motilidade, fornece informacgbes precisas e significativas da cinética da célula espermatica,
determina a porcentagem de células méveis na amostra e quantifica caracteristicas especificas
do movimento espermaético, essa informagdes sdo obtidas através de um sistema automatico
com hardware e software (ARRUDA et al., 2011 apud SANTOS et al., 2018).

O CASA é composto por uma micrometragem minima e maxima, é esse programa que
identifica os espermatozéides de acordo com a espécie animal. Deste modo as imagens dos
espermatozéides sdo capturadas pelo estroboscépico acoplado ao computador, que digitaliza as
imagens, formando um video do trajeto, obtido pelas marcac¢Ges de pontos, onde a cabeca do
espermatozdide estd em cada foto e eles sdo classificados em maovel ndo progressivo, linear
lento, linear rapido e imovel (BERGSTEIN et al., 2014 apud SANTOS et al., 2018).

A CPPS utilizava 0 CASA (IVOS lI-Hamilton Thorne) para essa avaliacdo objetiva, se
utilizava a mesma amostra diluida da avaliacdo subjetiva, onde é pipetado 10uL em uma lamina

especifica (Leja®, IMV Technologies) para o0 CASA. Esta era preenchida totalmente com uma
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amostra do pool ja diluido, e posta na mesa térmica da maquina para inicio da avaliagdo. Vale
ressaltar que todas as andlises ficam registradas no software do programa.

A avaliacdo do CASA (Figura 25) era considerada soberana, portanto, para serem
aprovadas a concentracdo, deveria ser igual ou superior a 20 milhGes de espermatozoides/dose,
motilidade total e progressiva da amostra, ambas em escala de 0 a 100%, sendo que, para serem
aprovadas devem obter motilidade total igual ou superior a 35% e progressiva igual ou superior

a 25%. As partidas reprovadas nesta analise eram todas descartadas.

Figura 25 - Sistema Computadorizado de Avaliacdo do Espermatica (CASA; IVOS lI-Hamilton Thorne).

IVOS Il

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

3.9. TESTE DE TERMORRESISTENCIA

Os testes funcionais podem ser realizados no sémen descongelado, onde é avaliado a
capacidade de resisténcia espermatica ao estresse térmico. Existem trés tipos de teste de
termorresisténcia (TTR): teste lento (cinética espermatica avaliada em amostra mantida em
banho maria por 300 min a 38°C); teste rapido (cinética espermatica avaliada em amostra
mantida em banho maria por 30 min a 46°C); e teste fisioldgico (cinética espermatica avaliada
em amostra mantida em banho maria por 180 min a 36°C) (GONCALVES et al., 2021). O TTR
fisioldgico € a considerado o mais proximo do que o0 sémen realmente passa no trato genital das
fémeas em cio (CUNHA et al., 2012).

Na central o TTR fisioldgico era realizado com uma palheta escolhida aleatéria, que era

colocada em um descongelador automatico a 36°C, onde permanecia por 3 horas. Apos este
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processo, 0 sémen é homogeneizado em um eppendorf e pipetado para avaliacdo entre lamina
e laminula pré-aquecidas sob microscopia 6ptica (Figura 26). Os parametros observados eram
a motilidade total que deveria resultar > 20% e vigor > 2 (0 a 5) para serem aprovada. As
partidas aprovadas eram liberadas para o raqueamento, armazenamento nos bancos de sémen e

comercializag&o. Ja as reprovadas eram descartadas.

Figura 26 - Microscépio, mesa térmica e demais equipamentos utilizados para TTR.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

3.10. RAQUEAMENTO E ARMAZENAMENTO

O raqueamento € o ultimo processo do sémen antes de chegar até o cliente, apos ser
aprovado em todas as etapas citadas acima. Esse processo é realizado manualmente, as palhetas
ficam submersas em N2L, evitando o choque térmico e morte das células. Em seguida sdo
colocadas em raques com capacidade para 20 unidades. Também nesse momento € separada as
contraprovas (2-8 palhetas) de cada partida de sémen, assim caso houvesse necessidade de
reavaliacdo € possivel realizar. Essas partidas ficam armazenadas nos bancos, onde

permanecem até a comercializacao.

Figura 27 - Processo de raqueamento, onde palhetas e raques estdo imersas em N2L.

R

Fonte: Arquivo pessoal, 2023
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3.11. MANEJO REPRODUTIVO

O Brasil teve um crescimento no abate total do ano de 2022, totalizando 42,31 milhdes
de cabecas, além disso foi observado uma reducdo na idade de abate dos animais, através do
menor percentual de bois terminados com mais de 36 meses no total de machos. Também o
aumento do rebanho em menor area, gerou um aumento na produtividade, onde teve o
crescimento de cerca de 3,3%, estimado em 202 milhdes de cabecas, e a reducdo da area de
pastagens em 5,7% para aproximadamente 154 milhGes de hectares, aumentou a taxa de
ocupacdo brasileira para 1,32 cabecas por hectares (ABIEC, 2023).

Para acompanhar essa demanda de mercado, algumas biotecnologias estdo ganhando
cada vez mais espaco, entre elas podemos citar a IATF. Deste modo é possivel otimizar a
producdo e aprimorar a genética na bovinocultura com o auxilio dos protocolos de
sincronizacao de ovulacdo (BERTON et al., 2022). Os fatores como categoria animal, manejo
reprodutivo e reprodutor utilizado na propriedade podem alterar os resultados desejados. Vale
ressaltar que se tratando de vacas de corte, uma das formas de maximizar a producéo é produzir
um bezerro por vaca em um ano (YAVAS; WALTON, 2000). A Estancia Renascer para obter
essa exigéncia de mercado, cada dia mais busca implementar 0 manejo reprodutivo com o
objetivo de aumentar os resultados de fertilidade e produtividade do rebanho, através das

biotécnicas de reproducéo.

3.11.1. Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo

A IATF tem o objetivo de adaptar o ciclo estral de vacas e novilhas através dos
horm®nios comerciais, assim é possivel sincronizar a ovulacdo (BARUSELLI et al., 2013). Os
protocolos evitam a necessidade de deteccao de estro paraa IA, pois tém como fungéo: controlar
o crescimento da onda folicular; regular a funcéo do corpo lateo (CL) e induzir a ovulacdo em
tempo fixo (SANTOS et al., 2021).

Em 2022 foi observado um aumento no percentual de animais que passaram por IATF,
de um percentual de 93% passou para 97,7%. Apesar da queda de 5,3% nas vendas dos
protocolos, se observou uma consolidagdo na utilizagdo do IATF (BARUSELLI, 2023). Entre
0s hormdnios comercializados, pode-se citar a progesterona (P4), analogos de prostaglandina
F2a (PGF2a) e ésteres de estradiol como o benzoato (BE) e o cipionato de estradiol (CE),
também pode se utilizar hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), bem como a

gonadotrofina coridnica equina (eCG), vai depender da finalidade desejada do protocolo.
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A técnica de IATF gera inimeros beneficios, entre eles podemos citar a possibilidade de
planejar a concentracdo dos partos, buscando delimitar a época do ano desejada, assim sendo
possibilitando lotes homogéneos, facilidade de manejo e comercializacao. Além disto é possivel
agregar genetica para rebanho, bem como a eficiéncia reprodutiva, onde é comprovado que a
concepgdo € antecipada em torno de 1 més quando comparada com a monta natural, bem como
0 aumento de cerca de 8% da taxa de prenhez ao final da estacdo de monta e aumenta o nimero
de vacas prenhez por IA (BARUSELLLI et al., 2013).

A reducéo do intervalo entre parto (IEP) € outra vantagem do programa, pois ocasiona
uma involugéo uterina para serem inseminadas futuramente. Deste modo se observa uma taxa
de servigo maior e uma diminuicdo do periodo de anestro pds parto, pois se tem uma inducéo a
ovulacdo. Acarretando em maiores taxas de prenhez e numero de bezerros nascidos, também é
possivel ter uma reducdo do numero de fémeas descartadas (BARUSELL et al., 2013).

Os protocolos de IATF’s acompanhados durante o ETP, pode ser dividido em dia 0 (DO0),
onde vai ser o inicio do programa de sincronizacao. Para isso era necessario realizar o exame
ginecologico completo, onde era avaliado escore de condi¢do corporal (ECC), categoria animal
(nuliparas ou multiparas), historico reprodutivo, avaliacdo sanitaria e do trato reprodutivo.
Assim classificando as fémeas aptas para sincronizacdo e as ndo aptas (prenhes e descarte,
podendo ser por problema no trato reprodutivo e/ou hereditario).

As consideradas eficientes eram submetida ao DO, no qual ocorria a administragdo de 2
mg/kg/IM de BE por via intramuscular (IM) e colocacdo de dispositivos intravaginais (DIV) de
P4, podendo ser de 1mg em casos de multiparas ou 0,5mg em nuliparas (Figura 28) . O estradiol
exdgeno tem o objetivo de promover a atresia de pequenos foliculos pela diminuicdo da
liberacdo do hormonio foliculo estimulante (FSH), ja o P4 atua nos foliculos maiores através
da inibicédo a liberacdo do horménio luteinizante (LH), deste modo ocorre atresia de todos 0s
foliculos independente do tamanho (BO E BARUSELLI, 2014).

Figura 28 — Matérias para realizagéo do DO.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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O dia 7 (D7) ou dia 8 (D8), vai ser delimitado através da categoria animal, onde em
nuliparas por ter uma maior metabolizac¢éo, podendo antecipar o cio, assim é realizada no D7 a
continuacdo do protocolo, ja as multiparas passam pelo D8, vao ter uma menor metabolizag&o.
Esta etapa ocorre a divergéncia folicular, onde era removido o DIV de P4, e administrado de
0,15mg/kg/IM de PGF2a com o objetivo de de fazer a lutedlise do corpo luteo (CL) e a reducdo
do indice de P4, assim estimula a liberagdo de LH (FERNANDES et al., 2007). Também
realizava a aplicagdo de 1mg/kg/IM de CE para induzir a ovulacdo do foliculo dominante,
através da liberacdo de GnRH e LH pelo hipotalamo e hipdfise, respectivamente (Moenter et
al., 1990 apud D’Avila et al., 2019). O volume de eCG era aplicada conforme a categoria dos
animais em novilhas administrava-se 300 U.I /kg/IM e em vacas com crias 400 U.I /kg/IM de
eCG possui € um hormoénio foliculo estimulante e luteinizante, pois se liga aos receptores de
FSH e LH do foliculo (STEWART E ALLEN, 1981; BARUSELLI et al., 2008), assim tem o
objetivo de aumentar o didametro do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF, melhorar a
taxa de ovulacdo e aumentar as concentracdes plasmaticas de progesterona durante a fase luteal
subsequente (SA FILHO et al., 2010). Além disso, as vacas eram pintadas com o basto

marcador na regido sacrocaudal para identificar o cio (Figura 29).

Figura 29 - Hormonios e tinta para pintura do sacrocaudal no D7.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

A inseminacdo artificial era realizada no dia 9 (D9) ou dia 10 (D10) conforme a
categoria. O intuito da IA é a depositar o do sémen no aparelho reprodutor da fémea, através

do auxilio de materiais e instrumentos especificos, entre ele podemos citar alguns utilizado
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como os aplicadores de sémen, palhetas de sémen, bainhas descartiveis de inseminagéo,
descongelador de sémen, termémetro, botijdo com nitrogénio liquido, tesoura e pinca, bem
como as condicdes que permitam obter a fecundacdo (GONCALVES et al., 2021) (Figura 30).
Os animais que ndo apresentavam cio, aquelas que continuavam com a tinta na regido
sacrocaudal passavam por administracdo de 10,5mcg/kg/IM de GnRh, com a finalidade de gerar
a liberacdo de LH, assim tendo como propdsito a ovulagdo e também atua nos ovécitos para

melhora a qualidade e aumenta a taxa de fertilizacdo (SA et al., 2023).

Figura 30 — Materiais utilizados para IA no D9

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

O ressincronizacdo precoce também chamado de dia 22 (D22) ou ressinc precoce
consiste na aplicacdo de DIV P4 e de 1,5ml de BE por IM, apds 22 dias do primeiro IATF em
todas as fémeas independente do diagndstico gestacional. As vacas submetidas ao D22 passam
por diagndstico gestacional aos 30 dias, assim as que sdo consideradas vazias seguem o0
protocolo de IATF que seria a realizagdo do D8, deste modo a IA ocorre com 32 dias. Atraves
do ressinc precoce é possivel fazer trés inseminagdes com intervalo de 64 dias (BARUSELLI
etal., 2019).
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3.11.2.Diagndstico Gestacional

O diagnostico gestacional na estancia era realizado com 30 dias por meio da
ultrassonografia, assim possibilitando a identifica¢do da viabilidade fetal, bem como a alteracao
de Utero, permite diferenciar o conteudo uterino para diagnosticar processos infecciosos, ou
seja, possibilita o diagnostico mais preciso da prenhez e de possiveis alteracfes no trato
reprodutivo da vaca (EMBRAPA, 2014).

3.11.3.Cesariana

A abordagem da cesariana pode vir a ocorrer por inimeros motivos, entre eles distocias
fetais de impossivel correcdo, fetos muito grandes, dilatacdo insuficiente do canal do parto,
enfisema e monstruosidade fetal. Esta técnica tem como objetivo a remocao cirdrgica do feto
Vivo ou casos de feto morto e enfisematoso (PRESTE, 2022).

Durante o ETP foi possivel auxiliar em duas cesarianas, onde um dos fetos se encontrava
vivo, em posic¢do longitudinal anterior, posicao superior, flexdo parcial da articulacao escapulo-
umeral unilateral e a progenitora apresentava pouca dilatacdo no canal do parto (Figura 31, A
e Figura 32). Ja na segunda intervencdo o feto estava morto, e era muito grande para passar pela
via fetal, resultando em dilatacéo insuficiente, apresentacao fetal era verticoventral (Figura 31,
B). Ambas as situacdes ndo se obtiveram sucesso nas manobras obstétricas e se optou pela

técnica cirurgica paramediana ventral ou também conhecida como paramamaria.

Figura 31 — Posicdo que os fetos se apresentavam. A - Posicdo longitudinal anterior, posicdo superior, flexdo
parcial da articulacdo escapulo-umeral unilateral e B- Apresentacao verticoventral.

Fonte: PRESTES, 2022.
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Figura 32 — Apresentac¢do do feto com vida.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

No pré operatorio ambas as matrizes passaram por sedacdo com Acepramazina 1% (0,05
mg/IM) e imobilizadas com cordas em decuUbito lateral direito. Na regido da linha média e a
veia abdominal subcuténea, onde se estende do umbigo caudal até a glandula mamaéria
(HENDRICKSON E BAIRD, 2017), realizou a lavagem e a tricotomia da area com agua e
Digluconato de Clorexidina 20%, ap6s a antissepsia foi realizada com lodo 2,25% e Alcool
70%. Em seguida o Cloridrato Lidocaina 2g + Epinefrina 0,002g (1mg/kg) era infiltrado como
anestésico local na linha de seccéo.

Durante o trans- operatorio ocorreu a incisdo com o bisturi de aproximadamente 30 cm
em direcdo longitudinal no local da paramamaria (Figura 33, A), onde iniciou a sec¢do na
seguinte ordem: pele, fascia dos musculos reto abdominal, obliquo interno do abdome,
transverso abdominal e peritonio (HENDRICKSON E BAIRD, 2017). Logo depois da entrada
na cavidade peritoneal, buscava-se o corno uterino onde se localizava o feto e o exterioriza
parcialmente, apds se seccionar o Utero na regido mais préxima da ponta do corno na curvatura
maior e sob 0 membro posterior, deste modo evitando os grandes vasos e as carunculas. Desta

maneira o feto ficava exposto (Figura 33, B).
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Figura 33 - Trans- operatorio da técnica de paramamaria. A — Inicio da seccdo do local. B — Exposicéo do feto
através da seccdo da ponta do corno na curvatura maior, sob 0s membros.

Fonte: Pedro H. Auzani, 2023.

O feto era removido com auxilio de correntes obstétricas colocadas sob o boleto e
metacarpo, assim evitando possiveis traumas ortopédicos (Figura 34). O feto da primeira matriz
era uma fémea e se encontrava com vida foi necessario realizar a massagem toracica, bem como
o0 levantamento pelos membros pélvicos e a limpeza das narinas, com o objetivo de eliminar 0s
liquidos aspirados, ja no segundo caso o feto era um macho, logo ap6s remocéo foi verificado

0s parametros vitais que confirmaram gue o animal se encontrava em obito (Figura 36 e 37).

Figura 34 — Correntes obstétricas colocadas sob o boleto e metacarpo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023
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Logo apds a remocdo, fazia retencdo do Gtero com o objetivo de evitar que os fluidos
fetais entrassem na cavidade peritoneal e os restos fetais soltos eram removidos. A seguir era
realizada a histerorrafia, onde na primeira camada utilizava o padrdo Cushing, antes do
fechamento do ultimo ponto colocava Cloridrato de Tetraciclina 1,09 + Excipientes
efervescente 7,0 g (Ginovet®), 2 tablete/animal/lU/SID, intuito de evitar ou tratar a infeccdo
uterina. J& a segunda sintese do Utero utilizava a Lembert, ambas realizadas com catgut n°3.
Assim retornava o Utero para a cavidade. Na miorrafia e no peritdnio usava o padrdo Reverdin
(Figura 35, A), a sutura continua simples era utilizada para diminuicdo de espaco morto, assim
se realizava no subcutaneo com ancoragem na muscular (Figura 35, B). Todas as citadas acima
utilizavam o catgut cromado, nimero 4. A dermorrafia era com nylon 0,70mm através da sutura
de Wolff (Figura 35, C).

Figura 35 — Padrdo de suturas utilizados na paramamaria. A — Padrdo Reverdin para miorrafia, B — Sutura
Continua Simples para reducao de espago morto e miorrafia e C — Padrdo Wolff para dermorrafia

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

No p6s operatério aplicava pomada a base de permetrina 0,5 g + Oxido de Zinco 20 g
+ Butoxido de Piperonila 3,5 g + Excipiente g.s.p 100 g sobre a ferida, servindo como repelente
contra as moscas, assim evitando as miiases (Unguento) (Figura 3) e administrava
Benzilpenicilina Potassica 20.000.000 Ul + Sulfato de Gentamicina 1,660 g + Veiculo g.s.p 30
mL (Gentopen®), na dose de 0,05mg/kg/IM a cada 24h por 3 dias, Meloxicam 1,0 g + Dipirona


https://www.vetsmart.com.br/be/produto/2456/tetraciclina
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Sddica 50,0 g + Veiculos g.s.p 100,0 mL (Prador®), 0,04mg/kg/q 24h/IM por 3 dias, Flunixin
Meglumine 8,3g + Veiculos g.s.p 100,0 mL, 1,1mg/kg/q 24h/IM por 3 dias (Flumax®) e o
pontos da pele removidos em 10 dias. Ambas as progenitoras e prole tiveram prognostico
satisfatorio (Figura 36 e 37). Vale ressaltar que a técnica descrita acima preferida em muitos
casos por conta da completa exteriorizacdo do Utero, deste modo facilita a extracdo de fetos
grandes, mortos ou enfisematosos (HENDRICKSON E BAIRD, 2017).

Figura 36 — Aplicacéo de Unguento sob a ferida da progenitora e seu feto sem vida.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

Figura 37 — Paciente p0s- operatdrio e sua prole com vida.
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RESUMO

O mercado carneo vem se desenvolvendo cada dia mais, e para acompanhar as
exigéncias dos consumidores e produtores vem sendo amplamente utilizadas as biotécnicas
reprodutivas, em destaque a IATF. A busca pela comercializacdo de sémen criopreservado com
potencial de fecundacdo que geram bons indices de prenhez, melhoramento genético e
rentabilidade torna-se o objetivo das CCPS. Para chegar até esses resultados essas células
passam por andlises criteriosas, entre elas a avaliagdo morfoldgica, sendo possivel observar os
defeitos que podem ocasionar impactos sobre a fertilidade. O presente estudo teve como
objetivo a avaliacdo do indice de prenhez de 44 multiparas, submetidas ao protocolo de IATF
utilizando sémen de um reprodutor de elevado valor genético, porém com alta porcentagem de
diadema (9,5 %), e que apresentou resultados satisfatorios pos IA. Deste modo, comprovando

algumas teorias e a capacidade de fecundacao.

Palavras-chave: Andrologia; Diagnostico gestacional; Patologia espermatica; Reproducao;

Sincronizacgéo; Vacuolo.
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INTRODUCAO

O Brasil é o segundo pais com maior rebanho bovino no mundo (ABIEC, 2023).
Atualmente para manter essa colocacdo é necessario ter aprimoramento da bovinocultura, como
a aplicacao de biotecnologia da reproducéo, sendo a Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo a
biotécnica mais utilizada (BARUSELLI et al., 2013). Para obtencdo de bons resultados na
IATF, é essencial profissionais, matrizes e protocolos qualificados, além da utilizac&o de sémen
de boa qualidade. Para isto é fundamental o controle adequado nos CCPS, comercializando um
produto apto para reproducdo.

Entre as avaliacdes realizadas pela CCPS, a morfoldgica espermatica é indispensavel
para decidir o destino do ejaculado, tendo como objetivo avaliar a anatomia da célula
espermatica, permitindo uma avaliacdo parcial da capacidade de fertilizacdo desta célula.
Diferentes fatores interferem na morfologia espermatica, como por exemplo alterac@es clinicas,
climéticas e nutricionais. E considerando que a maior parte dos defeitos sdo causados durante
a espermatogénese, ou seja, nos 61 dias que antecedem a coleta de sémen (RAHMAN et al.,
2018), é fundamental que esta aconteca corretamente, evitando assim alteracbes morfoldgicas,
metabolicas, imunoldgicas ou genéticas (ARRUDA et al., 2015).

A patologia espermética tem como finalidade classificar os tipos defeitos observados,
de acordo com Blom (1972), os defeitos podem ser classificados em maiores e menores, onde
0s maiores estdo relacionados com a subfertilidade ou esterilidade, e geralmente decorrerem de
alteracdes e/ou injurias a nivel testicular ou de epididimo (GONCALVES et al., 2016). Os
principais defeitos maiores sdo: subdesenvolvimento, formas duplas, knobbed head, diadema,
alteracOes na cabeca (formato ou tamanho), acrossoma ou peca intermediaria, além da presenca
de células com cauda fortemente dobrada ou enrolada (ARRUDA et al., 2015). J& os defeitos
menores estdo relacionados com fertilidade do reprodutor, e ndo engloba 0s processos
patoldgicos dos testiculos, sendo considerados menos relevante, geralmente atribuidos a
permanéncia e a passagem dos espermatozoides pelos epididimos e pelas vias espermaticas
(GONCALVES et al., 2016), dentre estes defeitos, destacamos: cabeca normal destacada e
cauda dobrada ou enrolada (ARRUDA et al., 2015).

Segundo o manual do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal, os valores ideias para
liberacdo do sémen que passa pela avaliagio morfolégica é de no minimo 70% de
espermatozoides normais, onde os defeitos maiores podem chegar até no maximo 20%, e
defeitos menores 30%. Além disto deve se observar os defeitos individuais, onde é possivel ter
a mesma anormalidade em 5% dos defeitos maiores e 10% para defeitos menores (FRENEAU,
2011).
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Dentre os defeitos maiores, destacamos a presenca de vaclolos na cabeca dos
espermatozoides. A vacuolizagdo ocorre no momento da espermiogénese, Ultima etapa da
espermatogénese onde ocorre a diferenciagdo morfologica do espermatozoide, e pode ser
causada por estresse ambiental e/ou climéatico ocasionando uma degeneracéo testicular leve.
Existem evidéncias de que pode ter origem hereditaria em alguns touros (PERRY, 2021). Além
disso, pode ser ocasionado por evento aciddtico e/ou tratamento com glicocorticoide
(ARRUDA et al., 2015). Vale ressaltar que esse defeito ocorre com mais frequéncia em touros
que tem cruzamento com Bos indicus quando comparado com Bos taurus (TAYLOR, 2020).

Existem trés formas de vacuolizacgdo, entre elas a anormalidade chamada de diadema
que é um arranjo de vacuolos, localizada na cabeca do espermatozéide, na regido pos-
acrossomal, formando um “colar de pérolas” (Figura 38). Este defeito afeta 0 DNA, deste modo
a uma reducéo da fertilidade, mas vale ressaltar que a comprovacao das deficiéncias pelas quais
estes espermatozoides ndo seriam competentes para fertilizar ndo foi totalmente esclarecida
(FRENEAU, 2011)

Figura 38 — llustracdo de diadema.

oY r T,
| . 1
[} 'l I|- = r lII
e g ool
1 2

Fonte: Chenoweth, 2005.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a taxa de prenhez de fémeas submetidas a

IATF com sémen apresentando elevado indice de células com diadema.

MATERIAIS E METODOS

O projeto ocorreu na Barra do Quarai, RS, no periodo de julho a outubro. Iniciou na
CCPS Renascer Biotecnologia, onde aconteceu a coleta de sémen do touro da raca Braford, que
apresentava historico de altos niveis de espermatozoide com diadema, a cerca de 1 ano. A coleta
ocorreu através do método de VA, logo apos realizou-se o espermograma, com analise imediata
da motilidade, vigor e patologia (Figura 39), o sémen foi diluido e submetido ao processo de

criopreservacao, sendo avaliado logo ap6s o descongelamento, conforme Tabela 3.
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Figura 39 — Avalicdo de morfologia através de microscopia 6ptica com aumento de 1000x e dilui¢do do sémen
em Formol Citrato e corante Rosa de Bengala, sendo possivel observar 5 células com diadema do touro doador,
na CPPS Renascer Biotecnologia.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Para avaliar a taxa de prenhez, foram submetidas 44 vacas ao protocolo de IATF, onde
0s animais passaram pelo DO que consistiu na avaliacdo ginecologica completa, assim
selecionando as vacas aptas, apds administrado 2 mg/kg/IM de BE, DIV de P4 1mg/IV. No D8
aplicado PGF2a 0,15mg/kg/IM, CE 1mg/kg/IM, eCG 400 U.l /kg/IM e pintura na regido
sacrocaudal para identificacdo de cio. JA no D10 aconteceu a aplicacdo de GnRh
10,5mcg/kg/IM nos animais que ndo apresentaram cio (continuavam com a tinta regido
sacrocaudal), bem como a IA com o sémen do touro. Realizou-se a ultrassonografia apds os 30
e 60 dias de IA.

Figura 40 — Esquema do protocolo de IATF.

Do D8 D10
BE PGF2a 1A
CE (»GnRh
ECG SE NAD APRESENTOU CIO

Fonte: Arquivo pessoal, 2023
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RESULTADOS

Com intuito de avaliar a fertilidade dos espermatozoides foi realizado o IATF, estas
partidas de sémen utilizadas apresentavam o espermograma da Tabela 3. No diagnostico
gestacional das 44 vacas sincronizadas, obteve 57,09% de prenhe com 30 dias (Figura 40, A),
tendo assim 25 futuras progenitoras e 19 falhadas e na segunda avaliacdo com 60 dias obteve
56,09%, ocorrendo somente 1 absorcéo (Figura 40, B).

Tabela 3 — Laudo dos resultados obtidos do espermograma.

2. CARACTERISTICAS FISICAS

Volume do Ejaculado: 3,4 mL Motilidade Progressiva: 75%

Vigor (0-5):3 Concentragiio: 605 x 10° Espermatozoides/mL

3. PROCESSAMENTO

(x) Congelamento ( ) Resfriamento

Meio utilizado: Diluente Optix Cell

Volume da dose: 0,25mL Concentragio: >20 x 10° Espermatozoides/Dose
4. AVALIACAO POS-CONGELAMENTO OU RESFRIAMENTO
Motilidade total: 40% Vigor (0-35):2

Concentragio: 20,1 x 10° Espermatozoides/Dose

Teste de Termo Resisténcia (TTR):
Motilidade: 20% Vigor (0-35):2
5. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Contorno Anormal: 0,5% Cabeca Isolada Normal: 1%
Defeitos de Acrossoma: ,5% Cauda Enrolada: 5%
Diadema: 9.5%

Defeitos na Peca Intermedidria: 1,5%

Cauda Fortemente Enrolada: 1%

Cauda Enrolada na Cabeca: 1%

Defeitos Maiores: 14% Defeitos Menores: 6%

Outros Elementos: % Espermatozoides Normais: 80%

Fonte: CCPS Renascer Biotecnologia, 2023.
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Figura 41 — Diagnostico gestacional através de ultrassonografia. A — 30 dias de gestacgdo e B - 60 dias de prenhez

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

DISCUSSAO

O reprodutor da raca Braford, utilizado no trabalho, apresentou o defeito maior,
diadema, desde a sua chegada na central, em torno de 1 ano. Conforme Taylor et al, 2020, o
cruzamento com Bos indicus tém maior propensdo a desencadear a patologia, sendo o touro da
raca Braford, composta por 3/8 Zebu e 5/8 Hereford. Nesta raga, observa-se um genotipo com
mais suscetivel a esta anormalidade. Esta suscetibilidade também pode ser induzida através de
situagdes de estresse ambiental, assim se tem uma diminuicao da producéo de testosterona pelas
células de Leydig, apdés um aumento de cortisol induzido por estresse, reduzindo o LH
circulante, neste caso sendo uma patologia transitéria, podendo estar presente em grande
numero em um ejaculado e desaparecer em ejaculados subsequentes (ARRUDA et al., 2015).
Pelo fato de o reprodutor apresentar o defeito por um longo periodo, com pequenas variagdes
na quantidade, acredita-se que a alteracdo € de base genética (PERRY, 2021).

O reprodutor j& havia passado anteriormente por inimeros tratamentos, com o intuito de
reduzir para aos 5% aceitos de um mesmo defeito, mas sem sucesso. Por ultrapassar 0s
parametros de referéncia utilizados, o sémen n&o foi liberado para comercializacdo antes de
obter resultados de prenhez. Em estudo anterior, destacou-se que o nivel de vacuolos nucleares
ndo deve ultrapassar 20%, pois pode trazer resultados negativos para fertilizacdo
(THUNDATHIL, 2001). Nossos resultados colaboram com este achado, visto que a partida
utilizada demonstrou 9,5% de diadema, ndo comprometendo a fertilidade do doador.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/leydig-cell
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A teoria de Thundathil et al, 2001 é que a reducdo da fertilidade causada pela célula com
diadema, venha a ocorrer principalmente em monta natural, pois o espermatozoide € depositado
na vagina, assim tem dificuldade de atravessar o trato reprodutivo da fémea até chega no
ovacito. Ja no caso da IA o sémen é introduzido no corno uterino, assim tendo mais facilidade
de chegar até o odcitos. Por este motivo e considerado uma anormalidade compensatoria
quando utilizado nas biotecnologias reprodutivas, pois acredita- se que esse espermatozoide
defeituoso tenha dificuldade em fazer a ligacdo com a zona pelUcida, mas aquele
espermatozoide que consegue acessar faz a fecundacéo e desenvolvimento fetal (SAACKE,

2008). Deste modo, pode-se explicar o resultado obtido com o experimento citado acima.

CONCLUSAO

A morfologia espermatica € considerada um dos fatores mais importantes para avaliacéo
da fertilidade dos touros, principalmente para CCPS que buscam entregar resultados para seus
clientes. Porém existem controversias sobre os inumeros defeitos encontrados, e as
consequéncias deles. O presente trabalho demonstrou um bom indice de prenhez através da
utilizacdo de sémen com mais de 5% de diadema. Desta maneira, a CCPS deve estar conectada
sempre com o campo, assim observando se os resultados obtidos sdo satisfatorios para o
produtor. Bem como, a possibilidade de comercializacdo das partidas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante o ETP foi possivel vivenciar o avanco das biotecnologias da reproducao da
bovinocultura de corte. Assim acompanhando o aprimoramento da pecuéria, através do
melhoramento genético, padronizacdo de rebanho e producdo em grande escala. Sendo
vivenciado o ciclo completo da fabricacdo de terneiros, desde a coleta e processamento do
sémen criopreservado, as necessidades e parametros para seu congelamento e comercializagédo
até a técnica de IATF. Desta maneira, toda a pratica realizada a campo durante o estagio foi
associada com o conhecimento teorico adquirido durante a jornada académica.

Portanto, para atuar na area da biotecnologia da reproducéo, € preciso estar em constate
aperfeicoamento, sempre vinculados com busca por conhecimento. Pois, ainda se tem muitas
incégnitas sobre o desenvolvimento espermatico e evolugdes sobre a reproducdo bovina é
continua para atender a demanda do mercado consumidor. Para alcancar o objetivo de entregar

cada vez mais lucratividade ao produtor e melhor produto final & populag&o, a carne bovina.
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