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RESUMO

A pecuaria brasileira vem aplicando técnicas que visam o
aperfeicoamento dos programas de melhoramento genético e ampliacdo de
rebanhos puros. Dentre essas técnicas, encontram-se a inseminacao artificial
(IA), inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), avaliagdo seminal e
congelacao de sémen. Este trabalho descreve biotécnicas reprodutivas
realizadas no estagio supervisionado no Laboratério de Reprodugdo Animal
(LABORA), localizado em Salvador, e na Fazenda Experimental de Criagao de
Entre Rios (FEER), localizada no municipio de Entre Rios, a 140 Km de
Salvador; ambas propriedades da UFBA. As espécies trabalhadas foram

bovinos, bubalinos, ovinos e equinos.

Palavras-chave: Biotecnias reprodutivas. Produtividade. Bahia.



ABSTRACT

Brazilian livestock farming has been applying techniques that aim to
improve breeding programs and increase pure herds. Among these techniques
are artificial insemination (Al), fixed-time artificial insemination (TAl), semen
evaluation and semen freezing. This work describes reproductive biotechnics
performed at the internship required at the Animal Reproduction Laboratory
(LABORA), located in Salvador, and the Experimental Breeding Farm of Entre
Rios (FEER), located in the municipality of Entre Rios, 140 km from Salvador;
both properties of UFBA. The species studied were cattle, buffaloes, sheep and
horses.

Keywords: Reproductive biotechniques. Productivity. Bahia.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento econdmico de um pais € afetado diretamente
pelas suas atividades agropecuéarias (BRASIL, 2014), que é a principal
atividade econdmica brasileira, atingindo um PIB de R$ 1,26 trilhdo, que
equivale a 21% do PIB do pais (ABIEC, 2016). O Brasil proporciona condi¢des
naturais, como energia solar abundante, grande abrangéncia territorial possivel
de ser usada para agricultura, clima diversificado e 13% de toda agua doce do
mundo.

Em numeros absolutos, o Brasil contém, em cabecas, 215.199.488
milhées de bovinos, 1.365.636 milhdo de bubalinos e 5.551.238 de equinos e
18.410.551 milhdes de ovinos. Sendo, dentre estes, o rebanho bovino um dos
maiores do mundo, perdendo apenas para india (IBGE, 2016). Hoje, o principal
sistema utilizado para grande parte das espécies é o regime de monta natural,
gue acarreta lentiddo no crescimento genético e produtivo dos rebanhos.
(VISHWANATH, 2003).

Dentro desse contexto, a pecuaria brasileira vem aplicando técnicas
que visam o aperfeicoamento dos programas de melhoramento genético e
ampliacdo de rebanhos puros. Também vem procurando melhorias na nutricao
pastagens e controle sanitario, além de capacitacdo da mao-de-obra, ja que a
procura do mercado por animais geneticamente superiores vem demandando a
formacao de trabalhadores qualificados (VEIGA, 1974; LUCY, 2007). Dentre
essas técnicas, encontram-se a inseminacao artificial (1A), inseminagéo artificial
em tempo fixo (IATF), avaliacdo seminal e congelacdo de sémen
(FIGUEIREDO, 2008).
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2. OBJETIVOS

Objetivou-se por meio deste relatério descrever as atividades
desenvolvidas durante a disciplina de Estagio Supervisionado realizadas no
setor de reproducdo animal da UFBA, a fim de aprimorar os conhecimentos
praticos e teoricos adquiridos durante a graduacdo referente as areas de
reproducao animal e biotécnicas aplicadas na bovinocultura, bubalinocultura,

equinocultura e ovinocultura.
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3. LOCAL DO ESTAGIO

3.1 Laboratério de reproducao animal (LABORA)

O Laboratério de Reproducado Animal (LABORA) é coordenado pelo
Prof. Dr. Anténio de Lisboa Ribeiro Filho, e fazem parte de sua equipe o0s
professores Dr. Marcos Chaloub Coelho Lima, Dr. Rodrigo Freitas Bittencourt,
Dr. Marcus Vinicius Galvao Loiola e Dr. Carmo Emanuel Almeida Biscarde. As
principais linhas de pesquisas desenvolvidas sdo na area de andrologia,
inseminacado artificial em pequenos animais, inseminagdo em tempo fixo em
ruminantes e equinos, criopreservacao espermatica de diversas espécies e
ginecologia, sendo ainda responsavel pela produgcdo e manutencdo de um
banco de germoplasma com diferentes espécies domésticas e silvestres. Além
disso, o laboratério também da suporte a atividades de extensao e ensino.

3.2 Fazenda Experimental de Criacao de Entre Rios (FEER)

Existem duas fazendas Experimentais da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FEEMVZ) na UFBA, uma localizada no distrito de
Sergi Mercé, municipio de Sdo Gongalo dos Campos, a aproximadamente 110
km de Salvador, possuindo 100 hectares, e outra, onde foi o foco principal
deste TCC, a Fazenda Experimental de Criagdo de Entre Rios (FEER), tem
uma area de 360 hectares e é localizada no municipio de Entre Rios, a 140 Km
de Salvador. Os professores responsaveis pela mesma sao o Prof. Ms. Ricardo
Diniz Guerra e Silva e o Prof. Dr. José Esler de Freitas Junior.

A FEER é composta pelos setores de bovinocultura de leite/corte,
bubalinocultura de corte/leite, caprinocultura de leite, ovinocultura, apicultura,
equideocultura e avicultura. No setor de bovinos, hd um rebanho de 70
matrizes mesticas das racas Holandesa, Girolando, Jersey e Gir e 15 matrizes
da raca Nelore. Ja no rebanho de bufalas, ha 45 matrizes das racas
Mediterraneo e Murrah. Ambas as culturas estdo em sistema de pastejo
continuo.

Os setores de bubalinocultura e bovinocultura de corte, séo
rebanhos em desenvolvimento. O desejo da universidade é aumentar o nimero

de cabecas para possibilitar melhores pesquisas na area de producao de carne
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e leite, por mais que, atualmente, esteja sendo realizada algumas pesquisas na
area de reproducéo, voltado para dinamica folicular.

O setor que acomoda essas duas culturas é constituido por uma
sala de ordenha, esta € composta por ordenhadeiras mecanizadas, ha também
um tanque de expansao para armazenamento de leite e um almoxarifado para
o deposito de medicamentos e racbes. Além disso, encontra-se trés currais que
dao acesso ao brete, no qual sao realizados os manejos como vacinagao,
ultrassonografia, coleta de sangue, palpagao e entre outros.

O intuito de ambas as fazendas é aperfeicoar as atividades de
ensino, pesquisa e extensado, permitindo aos alunos um maior contato com o
campo e um conhecimento pratico do que € visto em aula, além de servir como
polo para a geracao e difusdo de tecnologias tanto para o meio cientifico como
para o meio rural. Muitas atividades séo realizadas nas FEEMVZ, como aulas,
visitas técnicas, dias de campo, experimentos, cursos de extensdo, projetos,
capacitacao, realizacao de leildes etc.

O setor de ovinos possui um rebanho de 60 matrizes da raga Santa
Inés e reprodutores das ragas Santa Inés, Dorper e Morada Nova, sendo o0s
dois ultimos geralmente usados como rufides. O sistema de pastejo é continuo
e a de modo que os animais sdo abrigados em aprisco de piso suspenso,

composto por 5 baias.

Imagem 1: Entrada da Fazenda Experimental de Criagao de Entre Rios (FEER)
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4. ATIVIDADES REALIZADAS E ACOMPANHADAS
4.1 Diagnéstico de gestacao

O diagnéstico de gestacdo € uma ferramenta utilizada para
identificar mais eficiente e precocemente a gestacdo, obtendo uma melhor
eficiéncia reprodutiva do rebanho, fator contribuinte para sua maior
lucratividade e produtividade, além de antecipar a identificacdo de problemas
de fertilidade (GROHN & RAJALA-SCHULTZ, 2000).

4.1.1 Exame retal ou palpacao

A palpacao retal € um método de diagnosticar a gestagéo utilizado
em bufalas, vacas e éguas, onde se introduz uma das maos no reto para fazer
a palpacao. Antes de iniciar qualquer protocolo de sincronizacdo de cio para
posterior inseminacao artificial ou monta controlada, eram realizadas palpacées
retais, de modo que os animais eram alocados nos currais e posteriormente
direcionados para o tronco de contengéo.

Com as maos higienizadas e secas, vestia-se a luva de palpacao
retal e a lubrificava com uso de lubrificante industrializado ou caseiro, para
facilitar a passagem. As fezes eram retiradas para facilitar a manipulacéo, e o
Utero era palpado com o objetivo de perceber a presenca/auséncia de: corpo
luteo, deformidades ou aumento uterino (sinal de gestacao).

No caso das vacas e bufalas era possivel distinguir o corpo luteo
completamente desenvolvido em um dos ovarios, no primeiro més,
acompanhado de um relaxamento uterino. No segundo més ja era possivel
sentir um acréscimo no tamanho do corno do utero onde houve a fertilizacao
por causa do liquido advindo da gestacao. No terceiro més, ocorria a decida do
utero e o feto ja era palpavel. Nesse periodo tinha-se que tomar cuidado com a
manipulagdo para n&o lesionar alguma estrutura e prejudicar o
desenvolvimento da gestacao.
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4.1.2 Ultrassonografia

Apos a palpagéao, era feito a ultrassonografia nos animais, que se
caracteriza por ser uma técnica ndo invasiva (GONZALEZ et al., 2004), que
consiste em inserir o transdutor (sonda de 5 a 7 MHz) pelo reto das vacas,
bufalas e ovelhas, e permite diagnosticar a prenhez, confirmar a viabilidade
fetal e determinar o nimero de fetos. Qualquer coisa que interfira nas ondas
geradas pela sonda, reflete as mesmas e gera uma imagem que é transmitida
no monitor. A partir dessas imagens podemos medir e identificar diferentes
estruturas e aferir um diagnéstico de gestacao (HAFEZ et al., 2004). Apés a
realizacdo do DG, as fémeas gestantes eram realocadas para um lote
especifico de fémeas em gestagcdo, do contrario, dava-se prosseguimento ao
protocolo utilizado.

A diferenca na ultrassonografia entre vacas/bufalas para ovelhas, é
que nas primeiras, a mao adentra o animal para acompanhar o transdutor no
percurso ao utero. Realizou-se também a ultrassonografia transabdominal, nas
ovelhas, de modo que o transdutor € passado apenas na superficie abdominal
com a ajuda de um gel préprio para o processo. Para uma ultrassonografia
mais eficiente, fazia-se a tricotomia, que consiste na retirada dos pelos do
abddmen com uma lamina cirdrgica ou de barbear.

Durante o estagio, foi ainda possivel acompanhar ultrassonografia em

caes e gatos. Os animais eram colocados de barriga para cima (decubito
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dorsal) em uma maca de aluminio com um colchao de suporte (calha), seguido

por tricotomia e ultrassonografia transabdominal.

4.2 Coleta de sémen de ovinos e equinos

A coleta de sémen pode ser feita por duas técnicas: vagina artificial
e eletroejaculagao. A vagina artificial € um método utilizado para a maioria das
espécies de animais, além de ser a melhor técnica por simular a monta natural.
(HAFEZ et al., 2004), enquanto na eletroejaculacao, geralmente utilizado para
garanhdes velhos ou que nao se estimulam mais com a vagina artificial, ocorre
a introdugédo de um eletrodo no reto do macho, entédo a voltagem € aumentada
gradualmente até que ocorra a ejaculacao.

Os carneiros eram coletados 2 vezes por dia durante 2 dias por
semana para posterior congelacao do sémen. Os mesmos recebiam 20 ml por
dia do suplemento vitaminico JRC Reproductive Garanhdes®. Foram também
coletados sémen de equino para congelacdo. O garanhao utilizado para a
coleta e congelacdo de sémen nao pertencia a faculdade, mas a um haras
localizado no interior da Bahia, no municipio de Santo Anténio de Jesus, que

tinha parceria com o setor de reprodugao da UFBA.

4.2.1 Material utilizado

e Copo coletor

e Funil

e Garrafa térmica

e Mergulhdo (ebulidor)
e Recipiente com agua
e Termbmetro

e Vagina Atrtificial

4.2.2 Montagem da vagina

Antes do processo colocava-se agua para aquecer a vagina artificial,
de modo que a temperatura interna fosse de 37° C para ovinos, e entre 42° a
45°C para equinos, se assemelhando com a temperatura da fémea. Chegando
ao local amarrava-se os animais e montava-se a vagina artificial. Vestia-se um
tubo falcon® de 50 ml em uma camisinha e o passava por dentro da vagina
artificial prépria. Prendia-se a camisinha numa das pontas da vagina.
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Posteriormente, aferia-se a temperatura da agua, caso nao tivesse ideal,
misturava-se agua quente com fria até alcancar 37°C. Adicionava-se a agua
dentro da vagina, e na hora de fecha-la, colocava-se um pouco de presséo,
com objetivo de obter a maxima semelhanca de temperatura e pressao vaginal
observadas no canal vaginal das fémeas.

4.2.3 Coleta

Apo6s montada a vagina artificial, seguia-se para coleta. Colocava-se
um cabresto no carneiro para facilitar o manejo, e a ovelha era contida para
evitar movimentagédo impedindo que o carneiro a montasse. Lavava-se a area
do pénis do carneiro, a fim de ndo haver contaminagdo no sémen. Enquanto
uma pessoa segurava o macho, outra segurava a fémea e uma outra ficava
com a vagina artificial na mao preparada para a hora da monta e ejaculacéo.
Assim que o carneiro montava, desviava-se o pénis para dentro da vagina
artificial e esperava-se pela ejaculacdo. Ap6s a coleta, fechava-se o tubo
falcon® e o protegia do contato com a luz.

Vale salientar alguns fatores que podem dificultar a coleta:
temperatura e pressao dentro da vagina artificial, maior tamanho da fémea em
relacdo ao macho, nao aceitacdo de monta da fémea e, piso com declividades
ou esburacados. Esses foram 4 dos principais fatores que ocorriam quando o
carneiro demorava a ejacular.

Em equinos, ap6s a montagem da vagina artificial, seguia-se para o
local onde ia ocorrer a coleta. Foi utilizada uma fémea no cio para o
procedimento. Logo que o macho a montava, pegava-se na base do pénis e 0
desviava para dentro da vagina artificial, a segurava firmemente e esperava
pela ejaculacdo. Ap6s o arranque final, o0 garanhao ficava visivelmente mais
relaxado e perdia um pouco do interesse na fémea (periodo refratario). Antes
que ele finalizasse a monta, a vagina artificial era retirada verticalmente, para
que o ejaculado passasse pelo filtro e fosse depositado na garrafa de coleta.

E de extrema importancia que as éguas utilizadas sejam ddceis,
aceitem monta facilmente ou que estejam no cio, assim, naturalmente ela
estara apta para monta. A utilizacdo de fémeas que nao correspondem a essas
carateristicas dificulta a coleta e por serem animais de grande porte, pode

resultar em riscos para os manejadores.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Avaliacao seminal

O exame androlégico, que auxilia, também a estimar o potencial
reprodutivo do macho, se faz necessario sempre que se deseja, comercializar o
sémen, iniciar a estacao de monta, realizar a criopreservacao entre outros. As
condi¢des reprodutivas mais atuais de um macho sado validadas pelo exame
androldgico.

A avaliacdo seminal (espermograma) representa a andlise das
condicbes do sémen, para avaliacdo das caracteristicas quantitativas e
qualitativas do sémen. O laudo da andrologia tem de ser feito com determinada
frequéncia, pois o animal pode ser exposto a patologias ou situagcdes que
depreciem a qualidade do seu sémen.

Apds a coleta o sémen era levado para o laboratério, e entdo
analisado e congelado. Sempre que possivel, o local de coleta deve ser o0 mais
perto do local de andlise, para que o sémen nao perca suas caracteristicas e
os testes feitos sejam os mais proximos do real. Para otimizacao de tempo,
também ¢ ideal deixar todo o material pronto para ser utilizado.

Chegando ao local, despejava-se o ejaculado num tubo falcon® e
verificava-se o volume e a cor do ejaculado. Posteriormente, colocava-se uma
gota de sémen entre uma lamina ja aquecida em uma placa aquecedora a uma
temperatura de 37° C. A lamina era colocada no microscopio para visualizagdo
da motilidade, vigor e turbilhonamento. A motilidade total diz qual a
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porcentagem de espermatozoides moveis, variando em uma escala de 0 a
100%. Numa escala de 0 a 5, era analisado o vigor espermatico, que consiste
em avaliar a velocidade e direcdo que o espermatozoide se desloca. No
turbilhonamento, observava-se a movimentacdo em formato de ondas nas
bordas da gota de sémen. Classificado de 0 a 5.

Os valores ideais para motilidade e vigor eram, respectivamente,
maiores ou iguais a 70% e maior ou igual a 3.

Fazia-se também, a viabilidade dos espermatozoides através do
teste de eosina, que €& um corante supravital avermelhado. Se os
espermatozoides permitissem que o corante ultrapassasse a membrana, ele é
tido como nao viavel, pois logo, teria uma lesdo na membrana. O corante deve
ficar concentrado ao redor da cabeca do espermatozoide, caracterizando a
membrana como ilesa.

Posteriormente, aferia-se a concentracao espermatica. Por mais que
0 ejaculado de equino ndo seja tdo concentrado, era necessario fazer uma
diluicdo para uma melhor contagem. Diluia-se 10 ul do sémen em 500 ul de
solucédo formol salina aquecida e a homogeneizada. Essa solucdo tem como
objetivo ocasionar a morte dos espermatozoides a fim de facilitar a analise.
Preparava-se a Camara de Neubauer e fazia a contagem nos 5 quadrados
diagonais da camara com a ajuda de um contador. Ap6s a soma dos
espermatozoides contados, fazia-se a média aritmética e aplicava-se na
formula: N° médio de sptz contados x 2,5 x 10°. O resultado indica a

concentragéo de sptz/ml.

Imagem 4: Avaliagdo seminal.

Fonte: Arquivo pessoal
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4.3.1 Material utilizado

e (Caderno/Ficha de anotacéo;
e (Calculadora;

e Céamera de Neubauer;
e (Caneta/Lapis;

e Contador;

e Laminas;

e Laminulas;

e Mesa aquecedora;

e Microscépio;

e Papel toalha;

e Pipetas graduadas;

e Solucao formol-salina;

e Tubos de centrifugacao.

4.4 Congelacao e descongelacao do sémen equino

Cada vez que os procedimentos de inseminacgao artificial atingem
um nivel mais elevado de desenvolvimento, ha a necessidade que as técnicas
de manipulacdo de sémen acompanhem. Em 1907, Elias Ilvanov conseguiu
substituir liquidos produzidos pelas glandulas anexas por um soro artificial,
criando assim o meio conservador de sémen. A partir de entdo o
aprimoramento de diluidores foi responsavel pela propagacéao da técnica tanto
de congelacao de sémen quanto de IA (FOOTE et al., 2002).

Os indices de fertilidade com sémen equino congelado sdo menores
gque na maioria das outras espécies domésticas, a partir disso a
criopreservacdo se torna uma grande ferramenta para o melhoramento
genético da espécie equina, pela maximizacdo do uso de bons reprodutores e
aperfeicoamento das técnicas (FURST et al, 2005).

Apés as andlises de concentracdo, motilidade, volume,
turbilhamento e vigor espermatico, diluia-se o sémen em BotuSémen® na
concentragéo de 2:1 e centrifugava-se por 10 min, na velocidade 2 (2000rpm)
da centrifuga utilizada, Excelsa Baby 2 Fanem Mod.206%. Enquanto isso,
verificava-se o numero de palhetas necessarias para congelacao. Cada palheta
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de 0,5 ml deveria conter 100 milhdes de espermatozoides viaveis. Para saber o

numero de espermatozoides viaveis foi utilizado a seguinte formula:

Volume x Concentracao espermatica x Motilidade Total

Por exemplo:
e Volume do ejaculado = 75 ml
e Motilidade espermética = 85%

e Concentracdo espermatica: 63 milhdes/ml

EV = 75 x 63x10° x 0,85 = 4.016.250.000 espermatozoides viaveis
N° palhetas = 4.016.250.000 / 100x10° = 40,16

Ou seja, seria necessario, aproximadamente, 41 palhetas.

Ap6s a centrifugacdo, desprezava-se o sobrenadante e os pellets
eram ressuspendidos no diluidor de congelacdo, porém era necessario um
célculo prévio da quantidade de Botucrio®, que foi o diluente utilizado. Cada
palheta contém 0,5mL, multiplicava-se, entdo, esse volume pelo nimero total
de palhetas e encontrava-se o volume final de ressuspenséo.

Por exemplo,

0,5x41=20,5ml.

Os diluidores de sémen sao adicionados na fase de congelacao a
fim de possibilitar uma melhor protecdo dos espermatozoides. Para o bom
funcionamento desses diluidores, estes sdo aquecidos em banho maria a 37°C,
pois essa temperatura simula a dos 6rgéos sexuais, dando um conforto térmico
ao espermatozoide (OLIVEIRA et al., 2010).

Apoés identificar as palhetas com o nome do macho e a data do
congelacdo, aspirava-se o sémen com Botucrio® deixando uma bolha a cada
meio centimetro e fechava-se a palheta em alcool polivinilico. Refrigerava-se
as palhetas a 4°C por 25 min em um refrigerador mével. Logo em seguida, as
mesmas eram submetidas a uma rapida refrigeracéo, onde eram colocadas em

uma rack a 4 cm acima do nivel de nitrogénio liquido, em uma caixa de isopor.
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Apos 15 minutos, retirava-se a rack e as palhetas eram derrubadas diretamente
no nitrogénio.

Alguns defeitos parcialmente irreversiveis aos espermatozoides
decorrem da etapa de refrigeracdo, pois, quando nao realizada de modo
adequado pode causar choque térmico que acarreta em problemas como
reducdo da atividade metabdlica, lesbes no acrossoma e na membrana
plasmatica, anomalias de movimento, etc (GRAHAM, 1996).

Para a descongelacdo do sémen, pegava-se uma palheta, com a
ajuda de uma pinga e um papel toalha, para ndo queimar as maos no
nitrogénio, e a tirava do botijao. Logo em seguida, a palheta era depositada em
um recipiente com agua pré-aquecida a 37° C, durante 1 minuto. Retirava-se a
palheta do banho-maria e a secava com um papel-toalha para que néo
houvesse contaminacdo da agua no sémen. Cortava-se o lacre com uma
tesoura e colocava-se o sémen em um eppendorf. Verificava-se vigor,
concentracdo e motilidade espermatica pds-descongelacdo. Os niveis
aceitaveis para que a dose fosse apta a inseminagao artificial era possuir
motilidade total maior ou igual a 50 e vigor maior ou igual a 3. Se 0 sémen

tivesse apto, as doses eram colocadas na pipeta para posterior inseminacao.

4.4.1 Materiais utilizados

Alcool polivinilico;

e Banho-maria;

¢ Botijao de Nitrogénio;
e Botucrio®;

e BotuSémen®;

e (Caderno de anotacao;
e (Calculadora;

e (Caneta/Lapis;

e Caneta de tubo fina;

e (Centrifuga Excelsa Baby 2 Fanem Mod.206®;
e |sopor;

e Palhetas;
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e Papel toalha;
e Rack;

e Refrigerador;
e TermOmetro;

e Tubos de centrifugacao.

4.5 Sincronizacao de cio

Os protocolos de sincronizagao para IATF objetivam sincronizar a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, a finalizagdo da fase
lutea e a ovulagdo em todos os animais simultaneamente (BARUSELLI et al.,
2007). A sincronizagdo do cio para a técnica de IATF torna possivel que os
animais sejam inseminados e figuem prenhes no inicio da estacdo de monta.
Isso é importante, pois, além de melhorar o controle zootécnico e focar a mao
de obra em um periodo especifico, ainda diminui o periodo de servigco e
aumenta a eficiéncia reprodutiva dos animais (MOREIRA, 2002). Com esta
técnica, todo o ciclo reprodutivo pode ser controlado pela equipe encarregada
da tarefa, sendo possivel inseminar um ndmero grande de animais em um
unico dia. Podendo programa a inseminacdo, O nhascimento dos
bezerros/borregos e os dias que precisara de mais mao-de-obra (BARUSELLI,
2004).

Existem varios tipos de protocolo, variando o tipo de horménio
utilizado, o tempo de aplicacdo, etc. A escolha de qual sera empregado
depende da disponibilidade de tempo e de dinheiro da equipe que realizara a

operagao.

4.5.1 Vacas e bufalas

4.5.1.1 Sincronizacdo da emergéncia da onda folicular.

O primeiro passo para um protocolo é sincronizar a emergéncia
da onda folicular. Para isso, podem ser aplicados GnRH, progesterona e
estradiol. Esses hormbnios agem nos foliculos que estdo em crescimento,
induzindo-os a entrar em atresia. O dispositivo de progesterona juntamente
com o estrégeno mantém o nivel niveis de LH baixo. A nova onda folicular

acontece em 3 a 4 dias apés a aplicacao (Hafez e Hafez, 2004)
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No dia 0 do protocolo, aplicou-se 2mg de E; (benzoato de estradiol)
e colocou-se o implante de progesterona (DIB). Nas bufalas, além desses dois
citados por ultimo, foi aplicado 2ml de PGF2a.

4.5.1.2 Finalizacado da fase lutea de forma sincronizada.

O segundo passo é a finalizacdo da fase lutea de forma
sincronizada. Para isso, no dia 9, tirou-se o implante com P4 e aplicou-se 12,5
mg de PGF.a. Nas bufalas, aplicou-se também 2 ul de eCG, a fim de fazer as
fémeas em anestro ciclarem novamente.

Com a retirada do implante, os niveis de LH sobem, pois a
progesterona ja ndo exerce mais o feedback negativo, e a aplicagédo de PGF.a
cessa a liberagdo de P4 endbgena e induz a regressao do corpo luteo em fase
responsiva, pela sua acao luteolitica. A inseminacao acontece sempre 48 horas
da retirada do implante de P4 (HORTA, 1985).

4.5.1.3 Sincronizacao das ovulacoées

O terceiro passo do protocolo é sincronizar as ovulagdes. Para isso,
no dia 9, aplicou-se E; (cipionato de estradiol). Apds a diminuicdo da
progesterona, o estrégeno possui efeito oposto, induzindo o pico de LH e a
ovulacdo. Nao se optou pelo benzoato de estradiol, pois a aplicacao teria que
ser um pouco mais proxima da inseminagdo, pelo motivo do benzoato de
estradiol ter uma vida 0til mais curta, aumentando um dia de manejo ao
protocolo. O cipionado, por ter uma vida util mais prolongada, pdde ser
aplicado no mesmo dia que se tirou o implante. Esse horménio tem um efeito
oposto apds a diminuicao da progesterona, induzindo liberacdao de LH e FSH e
a ovulacao (HAFEZ,1995).

Ja nas bufalas, optou-se pela aplicacao de 1ml de Benzoato de
Estradiol, no dia 10, a fim de sincronizar a ovulacéo e realizar a inseminacao no

dia 11 do protocolo.
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Gréfico 1: Linha do tempo do protocolo de sincronizagédo do cio em vacas.

P4

1mg CE
P4 DIB 12,5mg PGF,a Observagao Palpacio retal
2mg BE 300U1 eCG IA de retorno de Ultrassonografia
I P4 | ] io + IA l
I | 1 |
DO D8 D10 D29 D34 D40

Gréfico 2: Linha do tempo do protocolo de sincroniza¢do do cio em bufalas.

P4DIB P4
2ml BE 2ml PGFza Ob z .
2ml PGFaa 300Ul eCG servacdao Palpacio retal
2 1mlBE IA de retorno de Ultrassonografia
i P4 | | I 0 + IA 1
| I 1 | 1
DO D9 D11 D12 D30 D35 D40

Imagem 5 e 6: aplicagado de hormdnios em vacas e sele¢do de ovelhas para inicio do protocolo
de sincronizagao de cio.

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.2 Ovelhas

Foi realizado diagnéstico de gestacdo nas ovelhas da raca Santa
Inés, através de ultrassonografia transabdominal, e subdivididas em ovelhas
com DG positivo e com DG negativo. As fémeas com DG negativo foram
selecionadas para entrar no protocolo de sincronizagéo de cio.

No dia 0, colocou-se o implante de progesterona em todas as
ovelhas. Apenas um carneiro foi utilizado como reprodutor, entdo separou-se
as ovelhas em 4 lotes, para, assim, evitar o desgaste excessivo do macho.

As retiradas de implante do lote 1, 2, 3 e 4 ocorreram,
respectivamente, nos dias 7, 9, 11 e 14 do protocolo, juntamente com a
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aplicacdo de PGF.a (Sincrocio®) que atua na lutedlise de corpos luteos
existentes, que porventura possam afetar a sincronizacao. Vale ressaltar que o
lote quatro foi uma excecéo a regra diante dos lotes anteriores. O implante de
progesterona foi retirado com um espaco de 3 dias por conta da disponibilidade
da equipe de manejo, e ndo houve aplicagao de PGF.q, pois, pelo tempo, nao
deveria existir mais corpos luteos para lise.

A rufiagdo dos lotes acontecia sempre com 48 horas da retirada do
implante. Colocava-se o rufiao pela manha e pela tarde, durante dois dias e
realizava-se a observacao do cio através da tentativa da monta do macho, do
reflexo de flehmen e, principalmente, da aceitagdo da monta pela fémea. Se
uma fémea fosse identificada no estro, ela era marcada com o auxilio de um
bastdo marcador, sendo diferentes para cada lote de ovelhas, a fim de facilitar
0 manejo. As matrizes eram levadas de uma a uma para a baia do reprodutor e
entdo confirmado o cio e a realizacdo da copula, caracterizando a monta
dirigida.

Se a fémea apresentasse estro/cio pela manha, a mesma era
coberta pelo reprodutor a tarde, caso o cio fosse identificado a tarde, a

cobertura era feita na manha seguinte.

Grafico 3: Linha do tempo do protocolo de sincronizacao do cio em ovelhas.

Lote 1 P4 out
P4 in PGF,a
Do D7 D9 D11
Lote 2 P4 out
P4 in PGF,a
DO D9 D11 D13
Lote 3 P4 out
P4in PGF,a
Do D11 D13 D15
Lote 4
P4 in P4 out

Do D14 D16 D18
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4.6 Inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em bovinos e bubalinos

Biotecnologias aplicadas a reproducdo animal contribuem
positivamente para o melhoramento genético. A Inseminagao Artificial em
Tempo Fixo, vem ganhando grandes proporcdes € impactando
economicamente a producao de bovinos, aumentando a produgéo por hectare,
através de cruzamentos industrias em regides tropicais, além de melhorar
geneticamente o plantel. Porém a realidade € que mesmo com tantas
vantagens, poucos proprietarios utilizam a inseminacao artificial (ASBIA, 2003).

A IATF € um programa reprodutivo que permite a inseminacao de
varios animais em dias e horarios programados. Uma das grandes vantagens
dessa técnica é desonerar o alto custo gasto com mao de obra e a dificil
observacédo de cios por longos periodos de tempo, além de alguns animais
apresentarem cio a noite, dificultando a observagdo. Ou seja, diferente da
inseminacao tradicional, na IATF ndo ha deteccao de cio e ainda € capaz de
trazer fémeas do anestro a ciclarem novamente (INFORZATO, G. R et al.
2008)

A |ATF é implantada no rebanho através de horménios capazes de
sincronizar o cio dos animais desejados para uma data pré-estabelecida, que
irdA de acordo com a vontade de quem estd montando o protocolo de
sincronizagdo. Os hormbnios ministrados ndo trazem nenhum prejuizo para a
fémea, pois estes se assemelham com os produzidos endogenamente, e
depois que o efeito é finalizado, ndo interfere em futuros ciclos. (INFORZATO,
G. R et al. 2008)

Vantagens da Inseminacao Atrtificial (HAFEZ, D; HAFEZ, E. S. E. 2004):

A utilizacdo de sémen de reprodutores provados, da a confianca de
que os descendentes irdo receber caracteristicas de alta producédo, sendo
também possivel efetuar a reducdo de doencas reprodutivas, uma vez que a
compra do sémen seja em centrais legalmente firmadas e o controle da
qualidade do ejaculado rigoroso.

Através de outros métodos de coleta utilizados, reprodutores de alta
genética que por algum motivo ndo conseguem realizar a monta natural, ainda
tém a capacidade de gerar descendentes e mesmo com os animais longe um

do outro, é possivel fazer a fecundagdo. Sendo um unico ejaculado capaz de
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fertilizar varias fémeas, além da possibilidade da escolha do sexo dos
descendentes, através do sémen sexado.

Além de todas essas vantagens de inseminacdo artificial, a
inseminacgao artificial em tempo fixo possui algumas mais, como por exemplo:
facilitar a utilizacdo de IA em manejo extensivo, induzir cio em animais em
anestro, sincronizar doadoras e receptoras para transferéncia de embridao e

reduzir periodo gasto na observacao de cio (TECNOPEC, 2008).

Foram verificados através de palpacao e ultrassonografia a presenca
de animais gestantes ou com algum problema no aparelho reprodutor, como
cistos, endometrites, por exemplo. Apds fazer a selecao dos lotes, tanto de
bufalas como de vacas que entrariam no protocolo, os animais eram reunidos
nos currais e direcionados para o tronco de contengcdo para dar inicio ao

protocolo.

4.6.1 Material utilizado

e Agua limpa;

e Botijao de sémen,;

e Recipiente com agua;
e Papel toalha

e Termbmetro

e Palheta com sémen

e Aplicador

e Pinca

e Garrafa térmica

e Tesoura
4.6.2 Inseminacao Artificial

4.6.2.1 Montagem do aplicador

e Apds a descongelacdo de sémen, enxugava-se a palheta com
papel toalha,
e Dava-se uma leve chacoalhada no sentido da bucha,

e Cortava-se a extremidade da palheta que possuia o lacre
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e Encaixava-se a extremidade que foi cortada da palheta no plastico
da bainha. (Deve-se atentar para o tipo de palheta estd usando, pois ha
palhetas finas e médias.)

¢ Introduzia-se o aplicador na bainha, empurrando a palheta até a
ponta do tubo.

e Encaixava-se o émbolo metalico até sentir que encostou na bucha
da palheta.

Ap6s a montagem do aplicador, seguia-se para a vaca/bufala para

fazer a inseminacao artificial propriamente dita.

4.6.2.2 Insercao da pipeta

e Limpava-se a vulva com agua para tirar as impurezas que
porventura poderiam ir para dentro do trato reprodutivo na passagem da pipeta,

e Seca-se a vulva com um papel toalha,

e Introduzia-se a pipeta com uma inclinacdo de 45° na vagina,
direcionado para cima. Além de facilitar a entrada, evita machucados no canal
urinario.

¢ Depois de introduzido, posicionava-se a pipeta horizontalmente e
a levava até o fundo de saco

e Com a outra méo inserida no reto, segurava-se a cérvix e guiava-
se a pipeta até o orificio de entrada. (Cuidado para nao confundir o fundo de
saco (férnix), que é o final da vagina, com a passagem pela cérvix.)

e Apds a passagem da pipeta pelo orificio, era hora de passar pelos
anéis cervicais, chegando até o corpo do Utero, onde é o foco do inseminador.

Obs: O inicio do corpo uterino é o local ideal para a deposicao de
sémen, pois assim os espermatozoides tém a possibilidade de se espalharem
pelos dois cornos, garantindo maior chance de fecundagéo.

e Apertava-se lentamente o émbolo metalico para que o sémen
fosse depositado.

e Por fim, retirava-se a pipeta e massageava-se a vulva da vaca

para estimular as contrac6es uterinas e facilitar a entrada do sémen.
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Grafico 4: Evolugédo da venda de sémen das ragas de corte e leite, no periodo de 2011 a 2013.
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Fonte: Elaborado a partir de dados do Index Asbia, 2013.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

O periodo de vivéncia de estagio no LABORA/FEER pelo Setor de
Reproducdo Animal da UFBA, proporcionou a aquisicdo de conhecimento
tedrico e pratico das biotecnias: inseminacao artificial criopreservacao, coleta
de sémen e sincronizacdo de estro, além de imensuravel crescimento pessoal
e profissional.

O conhecimento técnico na area de reproducado animal aliado as
praticas acompanhadas durante o periodo do estagio supervisionado, tanto em
laboratério, quanto em campo, foram fundamentais para o engrandecimento
como futuro profissional, pois 0 dominio de biotecnias, tais como as citadas
anteriormente, é de grande valia para o profissional de Zootecnia, sabendo da
importancia das mesmas para o aumento de produtividade do rebanho.
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