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RESUMO

O estégio curricular supervisionado foi realizado em duas etapas. A primeira etapa foi no
periodo de 10 de janeiro a 10 de margo de 2022 no Laboratoério de Fisiologia e Endocrinologia
Molecular (LFEM) do setor de reproducdo animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, campus Pirassununga, sob supervisdo do Prof. Dr.
Guilherme Pugliesi. Foram vivenciadas as atividades realizadas no LFEM, onde sua equipe era
responsavel pelo manejo reprodutivo do rebanho do campus, como inseminacao artificial em
tempo fixo, diagnostico de gestacao precoce e super precoce por meio de ultrassonografia modo
B e modo Doppler, ressincronizacdo super precoce, acompanhamento folicular, pesquisas e
treinamentos relacionados a reproducdo animal. A segunda etapa do estagio foi realizada no
periodo de 21 de marco a 15 de abril de 2022 na empresa ABS — Pecplan Importacdes e
ExportacOes na cidade de Governador Valadares — MG, onde foi possivel acompanhar uma
rodada de transferéncia de embriGes em tempo fixo (TETF) completa no rebanho das fazendas
de gado de leite de toda regido. As atividades foram avaliacdo das receptoras para iniciar o
protocolo de TETF, inicio de protocolo hormonal, aspiracdo folicular pela técnica ovum pick
up (OPU), transferéncia de embribes, diagnostico de gestacdo e sexagem por ultrassonografia
modo B. No presente relatério sera feita a descricdo detalhada das rotinas acompanhadas
durante as duas etapas do estagio, dando énfase nos assuntos de maior interesse e estabelecendo
um paralelo com o que ja se tem relatado na literatura. A vivéncia da rotina e o
acompanhamento da conduta de diferentes médicos veterinarios especializados na area da
biotecnologia da reproducédo animal em bovinos, 0s quais atuam tanto na pesquisa como na area
comercial, foi de suma importancia para a formacdo do senso critico e aprimoramento das
condutas no ambito pessoal e profissional. A experiéncia adquirida foi fundamental para a etapa
final da graduacdo e inicio da vida profissional como médico veterinario.

Palavras-chave: Bovinos, inseminacdo artificial em tempo fixo, reproducdo animal,
transferéncia de embriGes em tempo fixo.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias reprodutivas, como inseminacdo artificial (1A) por deteccéo de cio ou
em tempo fixo (IATF), apresentam um papel importante para melhorar a eficiéncia produtiva
dos rebanhos bovinos se comparadas com a monta natural (BARUSELLLI et al., 2018). Apesar
do Brasil contar com 218,2 milhdes de cabecas de gado (IBGE, 2020), apenas 23% das fémeas
bovinas de corte e leite com idade reprodutiva s&do inseminadas (ASBIA, 2021). Assim, o Brasil
ainda possui um grande potencial para desenvolver a técnica da IA, seja na cadeia produtiva da
carne ou do leite.

A 1A tem sido utilizada mundialmente e sua aplicacdo traz grandes beneficios para o
rebanho (LIMA et al., 2010). Porém, existem algumas barreiras que dificultam a técnica, como
baixa ciclicidade dos animais zebuinos e falha na deteccéo de estros (BARUSELLI et al., 2004;
BO et al., 2007). Assim, uma das formas para conseguir vencer essas barreiras foi a criacdo da
IATF, uma técnica que permite realizar a inseminagdo nos animais sem a necessidade da
observacao do estro, por meio do uso de protocolos hormonais que induzem o surgimento de
uma nova onda folicular, controlam a concentra¢do sanguinea de progesterona e induzem a
ovulacdo em tempo fixo. GnRH, progesterona, benzoato de estradiol, cipionato de estradiol e
PGFa séo hormonios utilizados nos protocolos. Nesse sentido, 93% das inseminagdes no Brasil,
no ano de 2018, foram realizadas por IATF (BARUSELLI et al., 2022).

Outra estratégia desenvolvida e que vem sendo aperfeicoada para acelerar o ganho
genético e melhorar a producéo dos nossos rebanhos € a producao in vitro de embrides (PIVE).
Nas Ultimas décadas essa técnica tem se destacado, expandindo notavelmente quando
comparada com a producao in vivo de embrides (WATANABE et al., 2017). A técnica tem
suas variacOes, porém ela consiste basicamente na aspiracdo dos foliculos ovarianos com pelo
menos 2mm (SANTOS et al., 2016) de uma doadora com genética superior, pela técnica de
aspiracdo folicular guiada por ultrassom ou ovum pick up (OPU). Os odcitos recuperados
passam pelo processo de maturacdo in vitro (MIV), fertilizagdo in vitro (FIV) e cultivo do
embrido in vitro (CIV). Assim, os embriGes produzidos sdo inovulados pela técnica de
transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF), respeitando a particularidade de cada embrido
(fresco, vitrificado e direct transfer), em uma receptora com potencial para manter a gestacao.

Partindo disso, o presente trabalho tem como objetivo relatar as rotinas acompanhadas
no estagio supervisionado e a importancia das biotecnologias reprodutivas IATF e PIVE no

cenario da producao animal.
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2 DESCRICAO DO PERIODO E LOCAIS DE ESTAGIO

O estégio curricular teve carga horéria total de 480 horas, sendo realizado em dois locais,
no periodo entre 10 de janeiro a 08 de abril de 2022. A escolha dos locais foi baseada na
oportunidade de adquirir o maximo de conhecimento no ambito da reproducdo animal e suas
biotecnologias direcionadas a espécie bovina.

Durante o periodo de 10 de janeiro a 10 de marco de 2022 foi realizado o estagio na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Campus
Fernando Costa- Pirassununga - SP, no Laboratdrio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular
(LFEM) do Departamento de Reproducdo Animal (VRA) sob a supervisdo do Prof. Dr.
Guilherme Pugliesi. Foram acompanhadas atividades de pesquisa relacionada a IATF e
ressincronizacao super precoce. Também, foi possivel acompanhar alguns servicos de IATF e
ressincronizacao super precoce em fazendas comerciais localizadas na regido de Pirassununga
— SP.

A segunda etapa do estégio foi realizada em Governador Valadares — MG, na empresa
ABS — Pec Plan. A rotina foi realizada em fazendas comerciais produtoras de leite na regido e

as atividades foram desenvolvidas nas areas de PIVE e TETF.

3 DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO ANIMAL FMVZ/USP- CAMPUS
PIRASSUNUNGA, SP

3.1 Instalag6es e equipamentos
A FZMV conta com um rebanho total de 1.430 cabecas. Na estacdo de monta

2021/2022, foram utilizadas 447 matrizes, incluindo vacas e novilhas, pertencentes a prefeitura
do campus e 95 novilhas do Laboratdrio de Avaliacdo Animal e Qualidade da Carne (LAAQC).
Além do mais, 10 vacas e 18 novilhas sdo de uso exclusivo do VRA para pesquisas, aulas
praticas e treinamentos da equipe.

O manejo reprodutivo do rebanho foi realizado em dois locais denominados “Projetao”
e LAAQC. O “Projetdo” é equipado com um curral para manejo das vacas e novilhas da
prefeitura do campus, que participaram da estacdo de monta 2021/2022. Este local (Figura 1),
possui um tronco de contengdo convencional para bovinos, balanga, curral para manejo com
apartadores e seringa, além de uma &rea anexa com uma bancada e pia, cozinha, banheiro,
escritério e um almoxarifado. Por fim, foram utilizadas 447 vacas e novilhas, divididas em nove

lotes mantidos em pasto Braquiaria decumbens.
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Figura 1— Curral do “Projetdo”.

Fonte: Do autor (2022).

O LAAQC conta com 95 novilhas, mantidas em trés lotes de acordo com o peso. Cada
lote fica em um piquete com 4 cochos automaticos que calculam o consumo, onde apenas um
animal tem acesso por vez ao cocho, e as novilhas ficam no sistema de confinamento a base de
silagem de milho. O manejo reprodutivo dos animais é realizado em um curral construido com
ferragens e que possui uma seringa, tronco de contencdo convencional, balanca, almoxarifado,
além de uma bancada com pia (Figura 2). O local também possui baias individuais para algumas

novilhas.

Figura 2 — CurraI’(lo Laboratdrio de Avaliagdo Animal e Qualidade da Carne.

Fonte: Do autor (2022).

J& no perimetro do VRA h& um curral de manejo equipado com porteiras de apartacao,
tronco de contengdo convencional e mais seis troncos de contencdo em ferro para manejo dos

animais destinados a pesquisa, treinamento e aula pratica do LFEM, além dos demais
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laboratérios presentes no VRA. O espago também possui uma bancada com pia e € todo coberto,
como apresentado na Figura 3.

Fonte: Do autor (2022).

O VRA possui uma estrutura completa de cozinha, sala de professores, anfiteatro e
diversos laboratdrios relacionados a reproducdo animal. Um dos laboratérios é o LFEM, que
possui dois ambientes, sendo um deles reservado para cultivo celular. O LFEM é equipado com
quatro equipamentos de ultrassom (US), trés botijées de nitrogénio liquido para armazenamento
de sémen, uma centrifuga com capacidade para 80 tubos de 15mL cada, micro centrifuga,
bancada, pipetas, dois freezers -20°C , dois freezers -80°C, duas geladeiras, filtro de agua miliQ
e destilada, fluxo unidirecional horizontal, estufa, banho seco, banho maria, maquina de RT
PCR, pHmetro, balanca de precisdo, agitador magnético, leitora de absorbéncia, lavadora de
placas, Nanovue, speed vacum, computador e TV. Laboratdrio é apresentado nas figuras 4,5,6
e.



Figura 4 — Identificacdo do Laboratorio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular.

LABORATORIO DE FISIOLOGIA E
ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

Fonte: Do autor (2022).

Figura 5 — Entrada ao Laboratorio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular.

Fonte: Do autor (2022).

13
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Figura 6 — Ambiente interno do Laboratdrio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular.
PR LE |} =

e =% .l -

Fonte: Do autor (222).

Figura 7 — Ambiente interno do Laboratdrio de Fisiologia e Endocrinologia Molecular.

Fonte: Do autor (2022).

3.2 Descricdo das atividades acompanhadas no estagio

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar a rotina completa dos alunos da
poés-graduacdo, que fazem parte da equipe do LFEM, coordenada pelo professor Guilherme
Pugliesi. Assim, houve participacéo ativa na estacdo de monta, bem como em treinamentos, em

duas pesquisas e em visitas a fazendas comerciais.

3.2.1 Estacdo de monta do campus

A estacdo de monta teve inicio no dia 15 de novembro de 2021 e término no dia 15 de
fevereiro de 2022. Os manejos reprodutivos do rebanho da universidade eram concentrados

principalmente no periodo da manhd e a tarde eram realizados os treinamentos da equipe, as
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atividades de pesquisas ou uma eventual visita em fazendas comerciais. Foi utilizado protocolo
de IATF com trés manejos dos animais, que visam cumprir trés premissas bases para 0 sucesso
da técnica: induzir a emergéncia de uma nova onda folicular, controlar a concentracdo
sanguinea de progesterona (P4) durante o protocolo e, em seguida, sincronizar a inducdo da
ovulacédo (B6 et al., 2013). Para os animais de uma cria ou mais, os trés manejos eram realizados
da seguinte forma, representado também na figura 8:

Dia 0 = administracdo de 2mg de benzoato de estradiol (BE) + dispositivo intravaginal
1g de P4 de primeiro ou segundo uso + 500 microgramas de d-cloprostenol nos animais que
apresentavam CL; garantir a sincronizagdo de uma nova onda.

Dia 8 = retirada do dispositivo + administragéo de 300 Ul de eCG + 1mg de cipionato
de estradiol (CE) + 500 microgramas de d-cloprostenol + bastdo de cio; controlar a P4 durante
o0 protocolo e sincronizar a ovulacéo.

Dia 10 = inseminagdo artificial + administragdo de GNRH (10,5 microgramas de acetato
buserelina) nos animais que ndo demonstraram estro.

Em todos os dias de manejo era realizado o acompanhamento dos ovarios por meio de

ultrassonografia transretal.

Figura 8 — Protocolo para sincronizacdo da ovulacéo, vacas.

DO D8 D10
[ Dispositivo P4 ]
A A A
L 2mg de BE L 1mg de CE L 1A
PGF2a (Animais com CL) PGF2a GnRH ( 5/ estro)
us 300Ul eCG us

BastSo de tinta
(estro)
us

Fonte: Do autor (2022).

Nas novilhas, representado na figura 9, a dose de alguns horménios utilizados era
reduzida, visto que segundo Girotto et al. (2016) tal dosagem em novilhas ja é suficiente para
trazer 0s mesmos resultados na IATF, sendo elas:

D0 = 1mg de BE + dispositivo intravaginal 1g de P4 de segundo ou terceiro uso + 500

microgramas de d-cloprostenol nas novilhas que apresentavam CL;
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D8 = retirada do dispositivo intravaginal 1g de P4 de segundo ou terceiro uso + 200 Ul
de eCG + 0,5mg de CE + 500 microgramas de d-cloprostenol.

Figura 9 — Protocolo para sincronizacéo da ovulacao, novilhas.

Do D8 D10
[ Dispositivo P4 J
I A A
L 1mg de BE L 0,5mg de CE L 1A
PGF2a (Animais com CL) PGF2a GnRH ( 5/ estro)
us 200Ul eCG us

Bastdo de tinta
(estro)
us

Fonte: Do autor (2022).

Ap6s a primeira IATF foi realizada a ressincronizagcdo super precoce, COMO
representado na figura 10, que consiste na insercdo do implante de P4 e 1mg de BE 14 dias ap6s
a inseminacdo (GUIMARAES et al., 2022). No dia 22 é realizado o diagndstico doppler e os
animais que apresentarem CL com perfusdo sanguinea >25% (PUGLIESI et al. 2014b) na sua
maior area sdo consideradas gestantes (até 10% de falso positivo). Logo, esses animais nao
recebem mais aplicagfes hormonais. Os demais animais do lote que sdo diagnosticados como
ndo gestantes recebem a continuacdo do protocolo de IATF, com administracdo de 1mg de CE
associado a PGF2, e 300Ul de eCG. A segunda inseminacgdo dos animais trabalhados ocorre 2
dias depois, ou seja, dia 24 ap6s a primeira IATF (GUIMARAES et al., 2022).

O diagnostico gestacional da segunda IATF foi realizado 30 dias depois no modo B do
US, juntamente com o DG confirmatdrio e a sexagem fetal nas vacas que foram diagnosticadas
prenhas no DG doppler. Ademais, animais que estavam vazios nesses 2 servi¢os foram soltos
com touros para, posteriormente, realizar o DG final da estacdo de monta do campus. A figura
11 apresenta os animais utilizados no curral do “projetdo” e as figuras 12 e 13 representam

alguns dos manejos realizados durante o estagio.



Figura 10 — Ressincronizagao super precoce.

DO D14 D22 D24 D54

| Animais ndo gestantes |

[ Dispositivo P4

12 DG Doppler 22 |ATF DG convencional 30 dias da
1mg de CE Ressinch super precoce
IATF img de BE RERRLELsupErp
GnRH ( S/ estro)

. PGF2a DG confirmatério Dogpler &
Us (Ovulagdo) Us Sexagem
300U eCG.
Bastdo de
tinta (estro)
us

Fonte: Do autor (2022).

13

[

Figura 11 — Animais da estagdo de

onta “Projetdo”.
» . Lo 3

-

Fonte: Do autor (2022).

Figura 12 — Manejo reprodutivo estacdo de monta ‘“Projetdo”.

¥ 1 !
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 13 — Manejo de inseminagé&o artificial em tempo fixo realizado nas novilhas do
Laboratorio de Avaliagdo Animal e Qualidade da Carne.

i\

Fonte: Do autor (2022).

No ambito das planilhas para o controle dos animais da estacdo de monta, a equipe do
LFEM identifica o animal, descreve a situacdo deles (gestante ou ndo gestante) e realiza o
escore de ovario das vacas vazias, conforme abaixo:

1 = animais sem foliculo dominante em um dos ovarios

2 = animais com foliculo dominante em um dos ovérios

3 = animais com CL em um dos ovarios
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O diagndstico de gestacdo dos animais trabalhados na estacdo de monta é apresentado

nos gréficos 1 e 2.

Gréfico 1 — Porcentagem de vacas gestantes e ndo gestantes e porcentagem de falsos-positivos
do “Projetdao”

80%
70%
60% 54%

68%

46%

50%
40%
30%
20%
10%

0%

32%

I 3

DG Doppler DgG Confirmatoério

B Gestantes M N3o Gestantes M Falso Positivo

Fonte: Do autor (2022).

Gréafico 2 — Porcentagem de novilhas gestantes e ndo gestantes e porcentagem de falsos-
positivos do Laboratério de Avaliacdo Animal e Qualidade da Carne.
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50%

40%

30%

20%

10% .
0%

DG Doppler 1IA DG Confirmatoério 2IA

B Gestantes M N&do gestantes M Falso Positivo

Fonte: Do autor (2022).
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Além das vacas e novilhas acompanhadas, realizou-se o DG em bufalas que foram
submetidas a TETF. Os resultados e 0 manejo sdo apresentados respectivamente na tabela 1 e

na figura 14.

Tabela 1 — Resultado do diagnostico de gestacdo da Transferéncia de Embrides em Tempo
Fixo em bubalinos
Numero de animais | % de animais gestantes

Gestantes 4 18%
Ndo Gestantes 18 82%
Total 22 100%

Fonte: Do autor (2022).

Figura 14 — Diagnostico de gestacdo da transferéncia de embrides em tempo fixo em
bubalinos.

Wiy @
Fonte: Do autor (2022).
3.2.2 Atividades relacionadas as pesquisas realizadas pela equipe do LFEM

A primeira pesquisa acompanhada tinha como objetivo avaliar os efeitos da antecipagéo
do desmame (150 dias vs. 240 dias) das crias de vacas Nelore no desempenho reprodutivo das
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matrizes, desempenho ponderal das bezerras desmamadas e das bezerras da proxima estagdo de
monta que passaram pela programacgdo fetal. Assim, além das atividades relacionados ao
manejo reprodutivo da estacdo de monta, que também estavam incluidos no estudo, foi possivel
participar de:

- Coleta de sangue da jugular e processamento para obtencdo do plasma;

- Biopsia de figado e do masculo trapézio de uma amostra representativa das bezerras e
dos bezerros, respectivamente, nascidos na Gltima estacdo de paricéo.

A segunda pesquisa que ainda era um piloto, tinha o objetivo de avaliar o efeito da dose
de BE administrado 12 dias apds a IA em novilhas inseminadas. Participaram da pesquisa 15
novilhas Nelore que receberam 500 microgramas de cloprostenol sédico + implante de P4, e 7
dias depois receberam o detector de cio Estrotect®. As novilhas eram observadas por alguém
da equipe duas vezes ao dia, como representado na figura 15, sendo 40 minutos na parte da
manha e 40 minutos na parte da tarde, e as que apresentavam cio eram inseminadas no sistema

am:pm.

Figura 15 — Observacdo de estro nos animais utilizados no estudo.

¥

nt: oautor (2022).

Fo
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3.2.3 Treinamentos realizados no VRA sob supervisdo do Prof. Dr. Guilherme Pugliesi e
sua equipe

- Avaliacdo da perfusdo sanguinea do CL pelo US modo Doppler; treinamento
representado na figura 16.
- Avaliacéo do trato reprodutivo por palpacao retal e US;

- Passagem de aplicador para inseminagdo em vacas e novilhas;

Figura 16 — Treinamento realizado no Departamento de Reproducdo Animal com
ultrassonografia modo Doppler.

i
i

Fonte: Do autor (2022).

Como estagiario, tive liberdade e responsabilidade para realizar quase todas as etapas
do manejo reprodutivo da estacdo de monta e das pesquisas, sendo as etapas que realizei
descritas abaixo:

- Administragdo de hormonios,

- Marcacdo com bastéo para identificacdo de cio,

- Manejo no tronco de contengdo,

- Avaliacéo ginecoldgica pelo US,

- IATF,

- DG doppler com 22 dias,

- DG com US modo B aos 30 dias ap6s a segunda 1A do US modo B,
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- Sexagem fetal,

- Coleta de sangue e processamento do mesmo no laboratoério,

- Observacéo de cio.

Durante o estagio também pude acompanhar visitas a fazendas comerciais para
realizacdo do protocolo de IATF e ressincronizagao super precoce em vacas e novilhas de corte
da raca Nelore.

4 BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUCAO (IATF, DG DOPPLER E
RESSINCRONIZACAO SUPER PRECOCE)

4.1 1ATF

Com o avango da producdo de proteina animal no nosso pais, o Brasil tem uma
importante posicao para a industria de carne mundial, destacando-se também no mercado das
exportacGes. Nesse contexto, tornou-se fundamental garantir uma melhor performance
reprodutiva e, consequentemente, maior eficiéncia econdémica e produtiva de rebanho. Assim,
as biotecnologias da reproducdo conquistaram seu espaco na nossa pecuaria.

Tendo isso em vista, a IA por deteccdo do estro foi uma estratégia que surgiu
apresentando grandes avancos em relacdo a monta natural, como maior ganho genético,
resultando em progénies superiores (LAMB; MERCADANTE, 2016), menor incidéncia de
distocia no parto e um maior controle das doencas transmitidas sexualmente (VISHWANATH,
2003). No entanto, apesar dos avanc¢os citados, a técnica apresenta dois principais problemas
que dificultavam a sua execucdo, como o anestro pés-parto e a falha na deteccao de estro (BO
et al., 2007). Essas dificuldades séo agravadas quando se trata de animais Bos indicus, pois
apresentam estro de menor duracdo do que os Bos taurus (FIGUEIREDO et al., 1997) ou do
que de vacas leiteiras de alta producdo, que ndo possuem uma boa performance reprodutiva e
deteccdo de estro devido a sua alta producdo de leite, parametros que estdo inversamente
correlacionados (WILTBANK et al., 2006).

Com o objetivo de solucionar os problemas relacionados com a IA, surgiu a IATF,
estratégia que permitiu aos animais sairem do anestro pds-parto mais cedo e serem inseminados
sem a necessidade da detecgdo de estro. Para conseguir esse feito, diferentes estudos
proporcionaram a elaboracao de protocolos a base de GNRH ou de ésteres de estradiol e, apesar
de cada protocolo ter sua particularidade para categoria e/ou sistema a ser trabalhado, todos eles

possuem trés premissas em comum para garantir o seu sucesso na concepgao, sendo:
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1- Nova emergéncia da onda folicular;
2- Controle da concentragdo sanguinea de progesterona durante o protocolo;
3- Induzir a ovulagéo sincronizada;

O protocolo a base de GnRH mais utilizado foi designado de Ovsynch por Pursley et al.
(1995), e consiste na administragcdo de GnRH no primeiro dia, permitindo a emergéncia de uma
nova onda folicular pela inducdo da ovulagéo, seguida da administracdo de PGF2, sete dias
depois para lisar o CL e controlar a concentracdo sanguinea de progesterona. Uma segunda
administracdo de GnRH ¢ feita 48 h apos a aplicacdo de PGF2, e a IA acontece 16h apoés a
segunda aplicacdo do GnRH.

Nessa perspectiva, 0 Ovsynch é mais utilizado em vacas de leite de alta producéo
(WILTBANK et al.,2011), e é necessario realizar uma pré-sincronizacdo para que o animal
esteja em uma fase do ciclo estral mais responsiva ao primeiro GnRH do protocolo (CHEBEL
AND SANTOQOS, 2010), ocasionando, assim, melhores resultados para o0 Ovsynch (WILTBANK
et al., 2011). E importante salientar que tal protocolo para vacas zebu lactantes, mantidas em
pastos tropical, apresenta baixa eficiéncia, pois tal condicéo esta associada a alta incidéncia de
anestro pés-parto (BARUSELLI et al., 2002).

O protocolo a base de ésteres de estradiol mais utilizado tem duracéo entre 9 e 11 dias
e consiste na administracdo intramuscular de 2mg de BE associada a insercao do dispositivo de
liberacédo lenta de P4 no dia zero (DO - dia do inicio do protocolo), com objetivo de sincronizar
a emergéncia de uma nova onda folicular no animal em qualquer estagio do ciclo estral (BO et
al., 2002). Tendo isso em vista, o dispositivo de P4 exdgena intravaginal permanece no animal
por 7, 8 ou 9 dias (BARUSELLI et al., 2004) e, no momento da sua retirada, é administrada
uma dose de PGF», para permitir o controle da concentracdo sanguinea de P4, combinado a uma
dose de eCG, com a funcdo de dar suporte ao LH para o crescimento final do foliculo
dominante, principalmente em animais com menor escore e/ou fémeas em condicdo de pos-
parto (PESSOA et al., 2016). Além disso, ainda no momento da retirada do dispositivo, é
administrado 1mg de CE para induzir a ovulacédo sincronizada (Sales et al., 2012) e 48h ap06s é
realizada a IATF.

Segundo Monteiro et al. (2015), em 25% das vacas com alta producdo de leite a
administracdo de BE mais insercdo do dispositivo de P4 intravaginal ndo sincroniza uma nova
emergéncia de onda folicular, com isso, estas vacas chegam ao final do protocolo com um
foliculo persistente de menor fertilidade (MELO et al., 2018). Nesse sentido, houve uma

adaptacdo do protocolo a base de ésteres de estradiol mais P4 com uma combinacdo da
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administragdo de GnRH no DO, diminuindo o nimero de vacas com foliculo persistente no
momento da inducdo a ovulagéo.

Essa estratégia € interessante pelo fato de o GnRH ovular um possivel foliculo e
aumentar a P4 no inicio do protocolo, fator que aumenta a fertilidade em vacas leiteiras de alta
producgéo, submetidas ao protocolo de IATF (BISINOTTO et al., 2015). Por outro lado, quando
se trata de gado de corte, a administracdo de PGF2, no inicio do protocolo (dia 0) pode trazer
melhores resultados na concepcdo pelo fato de ocorrer a lutedlise em animais com CL
responsivos a PGF,, baixando, assim, a concentracdo sérica de P4 durante o protocolo
(CARVALHAES et al, 2016).

Outra estratégia também utilizada para rebanho leiteiro de alta producdo € a
administracdo de uma segunda dose de PGF2, Visto que ela permite uma maior taxa de lutedlise
para as vacas com CL, diminuindo a P4 no momento do proestro e estro do animal e, com isso,

provocando aumento na taxa de prenhez por IA (WILTBANK., 2015).

4.2 Uso da ultrassonografia doppler em programas de IATF

O diagnostico de gestacdo por meio da ultrassonografia foi um dos avancos tecnoldgicos
no campo da pesquisa e comercial, uma vez que tornou-se mais preciso e precoce o DG se
comparado com a palpagéo transretal. O ultrassom convencional no modo brilho (B, escala de
cinza) proporciona uma imagem bidimensional da estrutura a ser avaliada e permite a avaliacdo
das imagens para diversos fins, como acompanhamento da dinamica folicular, diagndstico de
gestacdo, avaliacdo de possiveis patologias no trato reprodutivo das fémeas e viabilidade
embrionéria e fetal (GINTHER, 1995).

Um dos varios fatores que garante o sucesso de uma gestacdo bem estabelecida € a
manutencdo do CL funcional mesmo ap6s o periodo da lutedlise, periodo esse que ocorre em
gado de corte zebu entre os dias 15-18 apds a ovulacdo (PUGLIESI et al., 2014b), representado
no grafico 3. Nesse cenario, o Interferon-t (IFN-t), € uma glicoproteina secretada pelo concepto
e, quando presente, inibe a pulsatilidade de secrecdo da PGF2, pelo endométrio, impedindo,
dessa forma, a lutedlise. Além do mais, permite a secrecao de P4 pela sobrevivéncia do CL e a
manutencdo da prenhez (SPENCER et al., 2007).

Atualmente, o0 método mais usado para realizar o diagnéstico da gestacao nos rebanhos
bovinos € baseado na visualiza¢do da viabilidade embrionaria pelo US transretal modo B, entre
os dias 28 e 35 apos a inseminacdo (FRICKE et al., 2002). Essa técnica é relativamente atrasada

se tomar como base o reconhecimento materno, que ocorre préximo ao periodo critico da
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lutedlise (Thatcher et al., 1995). Nesse sentido, € relevante diagnosticar a gestacdo o mais cedo
possivel para diminuir o intervalo de inseminag¢Ges nas vacas ndo prenhes e, assim, conseguir
uma melhor eficiéncia reprodutiva do rebanho a ser trabalhado (FRIEDRICH et al., 2010). Com
isso, alguns autores propuseram o uso da ultrassonografia modo Doppler como uma técnica
para diagnosticar precocemente a gestacdo (QUINTELA etal., 2012). Assim, a ultrassonografia
Doppler comegou a ser utilizada para conseguir identificar os animais ndo gestantes de forma
precoce pela deteccdo do CL afuncional, baseado na reducdo do tamanho luteal e do fluxo
sanguineo (PUGLIESI et al., 2013).

Gréfico 3 — Area e perfusdo sanguinea do corpo llteo ap6s a inseminacéo artificial em tempo

fixo de vacas gestantes e ndo gestantes.
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Fonte: Pugliesi et al (2014b).

Area do CL(cm?) e fluxo sanguineo periférico, medido pela porcentagem de sinais coloridos na
aréa luteal do CL com a ultrassonografia modo Doppler de vacas gestantes e ndo gestantes ao

longo dos dias ap6s a IATF.
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Figura 17 — (esquerda) corpo luteo com >25% de vascularizacao; (direita) corpo lateo com
<25% de vascularizacéo.
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Fonte: Do autor (2022).

Subsequente, baseado nas informacoes ja presentes na literatura, Siqueira et al. (2013)
e Pugliesi et al. (2014b) avaliaram a acuracia do DG pelo modo doppler em vacas de leite e de
corte, respectivamente, aos 20 dias ap6s a inseminagdo. No estudo de Siqueira et al. (2013),
foram observados alta acuracia e quase 100% de sensibilidade usando apenas a vascularizagdo
do CL como parametro para diagnosticar a gestacdo. Ja no gado de corte, Pugliesi et al. (2014b)
observaram 100% de sensibilidade e 91% de acurécia quando combinaram o tamanho com a
perfusdo sanguinea do CL. Com essas pesquisas, pode-se inferir que a ultrassonografia doppler
¢ uma ferramenta acurada para diagnosticar precocemente a gestacdo, devido a sua baixa
possibilidade de diagnostirar um animal gestante como ndo gestante (0% de falso-negativo).
Dessa forma, esse ponto é fundamental para a técnica ser aplicavel em campo, pois uma perda
econdmica, por um possivel resultado falso-negativo, pode impactar de forma a sobrepor os
ganhos obtidos pelo uso da untrassonografia modo doppler.

Os critérios de avaliacdo utilizados nos estudos para determinar um CL afuncional ou
em regressdo nas vacas nao gestantes baseiam-se principalmente na menor vascularizacdo
apresentada pela ultrassonografia doppler (SIQUEIRA et al., 2013; PUGLIESI et al; 2014b).
Alguns critérios, por sua vez, apresentam certa diferenca na interpretacdo, por exemplo,
Siqueira et al. (2013) consideraram que as vacas vazias ap0s a inseminacgao seriam aquelas que
ndo demonstrassem sinais coloridos indicativos de fluxo sanguineo na regido central do CL. Ja
nas vacas de corte, Pugliesi et al. (2014b) determinaram que o animal considerado ndo gestante
era aquele que apresentava sinais coloridos indicando fluxo sanguineo < 25%, na regido central

do CL. Na Figura 17 pode-se notar a diferenga apresentada de um animal gestante para um néo
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gestante seguindo os critérios de avalia¢do da funcionalidade do CL, de acordo com Pugliesi et
al. (2014).

Apesar da técnica ser acurada e adiantar significativamente o DG, de 30 para 22 dias
apos a inseminacdo, € importante considerar o risco de resultados falso positivos, ou seja,
animais considerados gestantes, mas que no DG convencional no dia 30 apos a IATF n&o estdo
gestantes. Esses resultados que levam a um CL funcional no dia do diagndstico precoce podem
estar relacionados a fatores como um animal com ciclo estral mais longo (>22dias) e ovulacao
mais tardia no protocolo de IATF. Porém, grande parte também pode estar relacionada com a
perda embrionéria entre o diagdstico precoce no modo doppler (Dias 20-22) e a confirmacgédo
pelo DG convencional (Dia 30), visto que este periodo de 8-10 dias de intervalo entre os dois
pode aprsentar maiores perdas embrionarias (DISKIN et al., 2008).

Portanto, essas perdas embrionarias no periodo citado podem ter impactado na menor
acurécia observada em vacas leiteiras de alta producdo (SIQUEIRA et al., 2013) se comparadas
com vacas nelores de corte (PUGLIESI et al., 2014b), uma vez que vacas especializadas para
producdo de leite possuem um indice de mortalidade embrionaria de 2 a 4 vezes maior
(FRICKE et al., 1998).

4.3 Ressincronizagao super precoce

O uso de programas para ressincronizacao da ovulacdo permite uma consolidacdo da
IATF nos rebanhos de corte, acelerando o ganho genético obtidos da IA e reduzindo a
necessidade de touros reprodutores na fazenda (BARUSELLI et al., 2017). Além disso, 0s
programas de ressincronizacao resultam em maiores taxas de concepg¢éo no final da estacéo de
monta do que uma IATF seguida de monta natural em gado de corte (CREPALDI et al., 2017).
Tais resultados sdo causados muitas vezes pelo grande nimero de vacas zebu que ndo ficaram
gestantes e também retornam para a condicao de anestro apds a primeira IATF (ALVES et al.,
2021), condigéo essa que ocorre principalmente em animais com baixa condigdo de escore
corporal (AYRES etal., 2009). Portanto, usando os programas de ressincronizacdo da ovulagéo,
estes animais tém uma segunda chance de retomar a atividade ovariana ap0s o parto.

Em estudos iniciais, a ressincronizagéo foi realizada no momento do DG convencional,
entre 28 e 32 dias depois da IATF (BO et al., 2016). As vacas diagnosticadas como n&o
gestantes eram imediatamente submetidas a ressincronizacdo, sendo esse programa flexivel e
com maior aproveitamento dos hormdnios, pois existe uma janela de tempo para realizar o DG,

e apenas 0s animais nao gestantes recebem o tratamento. Entretanto, o intervalo de
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inseminacdes pode ultrapassar 38 dias, 0 que é considerado um tempo excessivo se comparado
com a exposicdo ao touro, em que as montas ocorrem por volta dos 21 dias ap6s a primeira
IATF nas vacas que retornam ao estro natural. Contudo, a taxa de servico na monta natural para
0s animais que retornam ao estro aproximadamente 21 dias apds a A é por volta de 50% (SA
FILHO et al., 2014). Assim, mesmo com esse maior intervalo de inseminag6es promovido pela
ressincronizacao convencional, a técnica apresenta beneficio, pois diminui a duracéo da estacdo
de monta e garante 100% de taxa de servico.

Nesse contexto, para otimizar o intervalo de inseminacfes nos programas de
ressincronizacao, foi desenvolvido a ressincronizagédo precoce (RE22), na qual o protocolo se
inicia 22 dias ap6s a primeira IATF, ou seja, 8 dias antes do DG convencional pelo ultrassom
modo B (SA FILHO et al., 2014). Os primeiros tratamentos, que consistem na insercdo do
dispositivo intravaginal de P4 e administracdo de estradiol, sdo realizados nas vacas gestantes e
ndo gestantes no dia 22 apds a IATF. O uso de 2 mg de BE em vacas que se encontram gestantes
nesse periodo ndo afetou a concepcdo (SA FILHO et al., 2014). No dia 30 é realizado o DG e
a continuacao do protocolo de IATF nos animais que foram diagnosticados como ndo gestantes
e, dessa forma, o intervalo de inseminacdes diminui para 32 dias. A adesdo a ressincronizacao
precoce (RE22) é mais dificil por parte dos produtores, pois o tratamento é iniciado em animais
gestantes e ndo gestantes, e também pelo fato do DG ndo ser flexivel, dificultando, assim, para
a fazenda encaixar o0 manejo reprodutivo na sua rotina.

Em determinado momento, tornou-se possivel identificar com alta acurécia as fémeas
ndo gestantes com 22 dias ap6s a IATF, por meio da avaliacdo da funcionalidade do CL pela
ultrassonografia color-doppler (SIQUEIRA et al., 2013; PUGLIESI et al., 2014b). Dessa forma,
surgiu o programa de ressincronizagao super precoce, que consiste em iniciar o protocolo 14
dias apds a IATF e 8 dias depois, ou seja, 22 dias apos a IATF, realizar o DG utilizando a
ultrassonografia doppler.

Nessa perspectiva, 0s animais diagnosticados como ndo gestantes continuam no
protocolo e dois dias depois é realizada a segunda IATF, diminuindo para 24 dias o intervalo
de inseminagdes. Tal reducéo é tdo significativa que estd proximo a capacidade do touro cobrir
uma vaca que retorna ao estro aproximadamente 21 dias apds a IA encurtando ainda mais a
estacdo de monta e aumentando a eficiéncia reprodutiva da fazenda (OJEDA-ROJAS et al.,
2021). Contudo, é importante ressaltar que os tratamentos hormonais deste programa se iniciam

antes do reconhecimento materno da gestacdo (BINELLI et al.,, 2001), gerando uma
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preocupacéo, pois para 0 surgimento da emergéncia de uma nova onda, o0 mais utilizado nos
paises da América do Sul é a combinacéo de P4 e BE.

Nesse vies, sabe-se que 0 E> tem o efeito luteolitico pela inducéo de pulsos de PGF2,
pelo endométrio (PUGLIESI et al., 2012). Contudo, segundo Guimarées et al. (2022) ha um
efeito dose dependente, sendo que para a utilizacdo de BE no dia 14 ap6s a primeira IATF no
programa de ressincronizagao super precoce deve ser utilizada a dose de 1mg, visto que esta
dose se mostrou suficiente para sincronizar uma nova emergéncia de onda folicular, sem
comprometer os resultados da concepcdo em vacas de corte. Em adicao, novilhas de corte que
receberam 1mg de BE associada a inserc¢ao do dispositivo intravaginal de P4 no dia 14 apos a
IATF, ndo apresentaram menor taxa de concepcdo (MOTTA et al., 2020).

5 ABS - PECPLAN - GOVERNADOR VALADARES, MG

No periodo de 21/03/2022 até 15/04/2022 foi realizado o estagio na empresa Pecplan
ABS Importacdo e Exportacao Ltda, em Governador Valadares — MG, sob supervisao da equipe
de técnicos a campo que realizam atividades de OPU e Transferéncia de Embrides em Tempo
Fixo (TETF) para produtores de leite da regiao.

Atualmente, em sociedade com a Cooperativa Agropecuéria Vale do Rio Doce, a ABS
presta assisténcia para 120 fazendas cooperadas, produtoras de leite. Com isso, a empresa leva
0 avanco genético proporcionado pela biotecnologia aos produtores cooperados e também para

eventuais propriedades ndo cooperadas que queiram adotar a atividade em sua fazenda.

5.1 Instalagdes e equipamentos

A empresa possui um alojamento na cidade de Governador Valadares — MG, onde ficam
hospedados os técnicos que trabalham a campo e os estagiarios da regido e/ou de outras regides
que trabalham em periodos determinados, como na semana da OPU, por exemplo. No
alojamento, fica armazenado todo o material para uso no DG e avaliagdo de receptoras, inicio
de protocolo para sincronizagdo de receptoras e TETF, como ultrassom, descongelador de
sémen e embrido, inovuladores, caixas térmicas para transporte dos equipamentos, botijoes de
nitrogénio liquido para armazenamento dos embrides congelados, seringas, agulhas, pistola de

vacinacdo e horménios que serdo utilizados nos protocolos.
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Durante a OPU, a equipe transportava para o campo todo material necessario para a
aspiracdo das doadoras e manejo dos odcitos, na propria propriedade assistida, como mostrado
na figura 18. Nesse sentido, foram considerados materiais para aspiracdo OPU: mesa, luva de
palpacdo e procedimento, ultrassom, guia de aspiracdo folicular, probe microconvexa, tubo
Falcon, cateter, bomba de vacuo, aquecedor de bolso com bateria, lidocaina 2%, camisinha para
aspiracdo folicular, filtro para bomba de vécuo, sistema de aspiracdo folicular com rolha de
aluminio, agulhas e seringas. Os materiais para selecdo de odcitos e maturacao incluiram: lupa,
meio MIV, filtros, transportadora de odcitos, pipetas, meio para lavagem do liquido folicular e

odcitos, placas e tubos para armazenagem dos 06citos na transportadora.

Figura 18 :J_Es't'rutura montada a campo para o dia da ovum pick up.

S It

Fonte: Do autor(2022).

Para a TETF, os equipamentos foram levados a campo e de acordo com o tipo de
embrido a ser transferido (a fresco, vitrificado ou direct transfer - DT). Os equipamentos da
TETF em comum para os trés tipos de embrides consistiam no pano de campo, inovuladores,
alcool, seringas, agulhas, lidocaina 2%, camisinhas de transferéncia de embrides (TE), bainhas
de TE e ficha controle.

Os embrides a fresco e vitrificados foram levados a campo em transportadora, ja 0s
embrides DT ficavam armazenados em botijoes de nitrogénio liquido e eram descongelados em
descongeladores de sémen e/ou embriéo.

O laboratério para envazar os embrides era montado no apartamento em um quarto

higienizado anteriormente e restrito, onde apenas 0s técnicos da respectiva semana em que se



32

realizava as TETF tinham acesso. O laboratorio contava com uma estrutura completa para

desvitrificacdo, avaliagdo e envasamento de embrides, representado na Figura 19.

Figura 19 — Laboratorio de embrides montado no apartamento.

Fonte: Do autor (2022).

5.2 Atividades acompanhadas durante o estagio

5.2.1 Avaliacdo de receptoras e DG da rodada passada de TETF

Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar o processo que envolve a rotina
de TETF da empresa. Nesse Viés, a rotina consiste no DG por ultrassonografia transretal, com
no minimo 23 dias da inovulacdo da rodada anterior de TETF; 23 dias pois 0s embrides sdo
inovulados com 7 dias apos sua fertilizacdo. O controle dos animais diagnosticados era feito
em ficha utilizada na TETF (Figura 27). Junto com o DG, também foi realizada a avaliacdo das
receptoras que seriam candidatas a receberem a proxima rodada de TETF, tabela 2. As
anotacbes dos receptores foram realizadas em ficha especifica contendo identificacdo do
animal, raca, categoria (novilha, vaca lactante, vaca parida e vaca solteira), e seu ECC (Figura

20), os demais espagos eram preenchidos de acordo com as visitas dos manejos seguintes.
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Figura 20 - Ficha de avaliacdo de receptoras.
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Fonte: Do autor (2022).

A vaca ou novilha selecionada para receptora necessariamente demonstra parametros
importantes durante a sua avaliacdo, ou seja, bom ECC, utero com tamanho e ténus desejavel,
ovario com espessura aumentada e/ou com presenca de estruturas (foliculo, CL), indicando
atividade ovariana. Animais com Utero flacido ou de tamanho infantil e que apresentavam um
ovario muito pequeno e sem estrutura palpavel eram considerados em anestro e excluidos da
selecdo. A avaliacdo de receptora, como demonstrada na figura 21, era realizada apenas pela
palpacdo transretal, mas eventualmente por alguma necessidade, como por exemplo a

identificacdo de liquido no limen uterino a palpag&o, esses animais eram também examinados
por ultrassonografia modo B.
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Figura 21 — Avaliacdo de receptoras e diagndstico de gestacao.

Fonte: Do autor (2022).

5.2.2 Protocolo hormonal para TETF

Com as receptoras selecionadas ap6s a avalia¢do, 0s técnicos organizavam junto com os
produtores o inicio do protocolo hormonal de sincronizacdo da ovulacdo para TETF, como
apresentado na figura 22. A equipe da ABS-Pecplan executava o0 DO em algumas fazendas e
em outras, os proprios produtores, aqueles capacitados, iniciavam o protocolo. Os manejos de
D7 e D9 eram de responsabilidade exclusiva dos produtores. O protocolo consistia basicamente
na administracdo de 2mg de BE + insercéo do dispositivo de P4 1g de primeiro ou segundo uso
no DO, seguida pela administracdo de 500 microgramas de cloprostenol sédico (PGF2a), 1mg
de CE (cipionato de estradiol), 300Ul de eCG e remocao do dispositivo de P4 no D9. No dia 18
era realizado a TETF. Algumas adaptacdes poderiam ser realizadas no protocolo, sendo elas a
aplicacdo do GnRH (vacas de alta producdo de leite) ou administragdo de PGF2a (novilhas com
CL no inicio do tratamento) no DO, e adi¢do de 500 microgramas de cloprostenol sodico (PGF2a
) no D7 para vacas leiteiras de alta producdo. Na tabela 2 esta demonstrado a relagdo de animais

avaliados e animais que iniciaram o protocolo hormonal.
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Figura 22 — Protocolo hormonal para sincronizacdo da ovulacdo da TETF utilizado pela

empresa ABS.
Do D7 D9 D18

[ | |

| [ [ I
-2mg BE -500ug de -300U1 eCG
-500ug de Cloprostenal Cloprostenol -500ug de Cloprostenol TETF
sodica) sédico sédico
-GnRH (16ug de acetato -img de CE

Fonte: Do autor (2022).

A empresa, em conjunto com a cooperativa, tem como utilizacdo padréo o protocolo da

Empresa Ourofino. Além disso, os produtores tinham a liberdade de optar por outros produtos.

5.2.3 Semana da OPU

Subsequente a semana do inicio dos protocolos foi realizada a OPU nas fazendas que
possuiam animais de genética superior e optaram por usar as suas doadoras a PIVE. A OPU foi
executada por dois técnicos da empresa que vieram de Mogi Mirim - SP para Governador
Valadares - MG, um aspirador e outro selecionador. Ap6s a montagem dos equipamentos na
fazenda e contencdo devida do animal, o aspirador administrava 3mL de lidocaina 2%, via
epidural, nas doadoras ¥z Gir x %2 HO e 2,5 mL nos animais mais apurados para o Zebu, como
% Gir x ¥4 HO. Ademais, a aspiragdo ocorria na fase aleatdria do ciclo estral e em todos os
foliculos “visiveis” no ultrassom do ovario esquerdo e do ovario direito. As vacas gestantes
também eram aspiradas, desde que a gestacdo ndo estivesse avancada e fosse possivel a

manipulacdo dos ovarios. O manejo da OPU esta representado na figura 23.
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a semana da ovum pick up.

A

Figura 23 — Imagem de aspiragao dos foliculos n
. | Y

Fonte: Do autor (2022).

Apobs a aspiragdo de todos os foliculos visiveis, o liquido aspirado era entregue
imediatamente para o selecionador, alojado na propria fazenda, se possivel o mais proximo do
local da OPU.

Ap0s o selecionador receber o fluido folicular da OPU, ele o colocava em um filtro
préprio para realizar a lavagem do liquido, selecionava e classificava os odcitos, representados
na figura 24, em viaveis (grau 1, 2 e 3) e ndo viaveis (grau 4). Em seguida os odcitos eram
lavados e transferidos para um tubo com meio MIV e atmosfera controlada. Os tubos eram
colocados em uma transportadora de odcitos com temperatura regulada para 38°C. O processo
se repetia para a aspiracdo da proxima doadora. Cada animal tinha seu préprio tubo para néo
misturar os o0citos. Apds ser concluida a aspiracao de todos animais no dia, 0s 00citos presentes
na transportadora eram enviados para o laboratério em Mogi Mirim — SP. A maturagdo dos
odcitos era realizada na trasportadora, de modo que os odcitos chegavam ao laboratério no
momento proximo a FIV. A tabela 3 e os gréficos 4 e 5 demonstram os resultados da semana
de OPU.
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Fonte: Do autor (2022).

5.2.4 Transferéncia de embrides em tempo fixo

No dia 18 do protocolo foi realizada a TETF, resultados representados nos graficos 6 e
7. As receptoras recebiam a administracdo de lidocaina 2%, 3mL para animais % Bos indicus x
Y Bos taurus e 2,5 mL para animais Bos indicus ou % Bos indicus x ¥ Bos taurus, representado
na figura 26. Antes de comecar a montar os embrides nos inovuladores, as receptoras eram
avaliadas para saber se responderam ao protocolo. As receptoreas que apresentavam CL na
palpacdo transretal e no exame ultrassonografico estavam aptas para receber a transferéncia do
embrido.

A ABS realiza a TETF com trés tipos de embrides: a fresco, o vitrificado e DT. Apesar
de cada um ter sua particularidade no manejo da transferéncia, hd alguns pontos em comum,
como utilizagdo da camisinha por cima da bainha nos inovuladores. O embrido € inovulado
apos a curvatura maior do corno ipsilateral ao do CL.

Os embrides DT possuem a vantagem da sua praticidade a campo, pois eles eram
armazenados no botijdo de nitrogénio liquido, ja envazados em uma paleta de 0,25mL, como
mostrado na figura 25. Imediatamente ap0s a avaliacdo da receptora como apta a receber o
embrido, os embrides DT eram descongelados do seguinte método: retirava o embrido
congelado do botijdo de nitrogénio liquido, esperava 5 segundos com ele na temperatura
ambiente e em seguida era mergulhado na &gua com temperatura igual a 30°C e permanecia por

mais 30 segundos. E, entdo, eles seguiam para os inovuladores, figura 25, para ser feita a TE.
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Esse sistema possui grande vantagem pois evita a perda de embrido pela falta de receptora néo
apta na avaliagdo e também ndo necessita de um laboratério para ser descongelado e/ou

envazado.

Figura 25 — (esquerda) Descongelamento do embri&o Direct Transfer; (direita)

montagem do inovulador para a transferéncia de embrides em tempo fixo.
Sersmm—  — o 7 e | A - 2 -"v"’v_ -

Figura 26 — (esquerda) Aplicacdo da anestesia epidural; (direita) passagem do inovulador no
trato reprodutivo da receptora durante a transferéncia de embrides em tempo fixo.
. ‘ — ) f v | b 1~

Os embrides frescos seguem do laboratério de Mogi Mirim — SP em meio CIV para
terminar seu cultivo em Governador Valadares — MG. Entéo, o técnico realiza a avaliagdo, no
laborat6rio montado a campo no apartamento (Figura 19), e envaza aqueles que apresentavam
uma boa qualidade no 7° dia apds a FIV. Esse processo é realizado na madrugada antes do
manejo da transferéncia. Os embrides sdo enumerados de acordo com o cruzamento descrito na
ficha controle, representado na figura 27, e posicionados na transportadora de embriGes com

temperatura programada de 36°C, como demonstrado na figura 28.
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Figura 27 — Ficha de controle para os animais que receberam a transferéncia de
embrides em tempo fixo e Eosteriormente_ passaram pelo diagnostico de gestacao.
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Fonte: Do autor (2022).

J& os embrides vitrificados, diferente dos embrides DT, requerem que o técnico do
laboratorio realize a desvitrificacdo e sua avaliacdo, para assim serem envazados. Assim, a
vitrificacdo (VIT) é uma técnica menos préatica, pois apesar de seu processo para congelamento
ser mais rapido e de menor custo, ha necessidade de alguém capacitado e de uma boa estrutura
de laboratdrio para avaliacdo dos embrides, antes de estes serem enviados para o campo. Os
embrides desvitrificados sdo envazados e transportados nas mesmas condi¢cGes que aqueles
frescos, e apenas embrides que sdo considerados de boa qualidade pela avaliagdo eram enviados
paraa TETF.
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Figura 28 —Estrutura montada a campo para montagem dos inovuladores e controle
dos animais no dia da transferéncia de embriGes em tempo fixo.

Fonte: Do autor (2022).

Durante a semana da TETF (18 dias ap6s o inicio do protocolo) foram realizadas
algumas confirmagbes e sexagens, como demonstrado nas figuras 29 e 30, com
aproximadamente 60 dias de gestacéo, referente aos animais diagnosticados como gestantes no
DG da rodada passada de TETF, acompanhado junto com a avaliacdo das receptoras no inicio

do estégio.



Fonte: Do autor (2022).

Figura 30 — Sexagem macho.

Fonte: Do autor (2022).
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5.3 Relacao dos animais e fazendas assistidos durante o periodo de estagio

Tabela 2 — Relagdo das receptoras avaliadas para iniciar o protocolo hormonal de
transferéncia de embriGes em tempo fico em 66 fazendas assistidas.
N° de Receptoras %

Protocoladas 940 72,3
Na&o protocoladas 360 21,7
Avaliadas para TETF 1300 100

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 3 — Relagdo dos o6citos aspirados na semana da ovum pick up.
N° Fazendas N° Doadoras N° odcitos viaveis | N° odcitos ndo viaveis
(Grau l,2e3)
15 137 2855 3662

Fonte: Do autor (2022).

Gréfico 4 — Porcentagens de odcitos viaveis (graus 1, 2 e 3) e ndo viaveis coletados na
semana da ovum pick up.

m Vidveis

= N3o
Viaveis

Fonte: Do autor (2022).
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Grafico 5 — Porcentagens de odcitos de grau 1, 2 e 3 coletados na semana da ovum
pick up.

2,20%
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Fonte: Do autor (2022).

Gréafico 6 — NUmero de animais que receberam o protocolo hormonal e nimero de
transferéncias de embrides em tempo fixo realizadas
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Fonte: Do autor (2022).
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Grafico 7 — Porcentagens de transferéncias de embrides em tempo fixo realizadas e de
animais refugo

m %TETF m % Animais refugo
Fonte: Do autor (2022).

6 BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUCAO (PIVE E TETF)
6.1 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

A producdo in vitro de embriGes € uma biotecnologia reprodutiva que possibilita a
formacdo de um novo embrido fora do trato reprodutivo da fémea. A técnica teve grande avanco
nos ultimos anos, principalmente tratando-se do Brasil, pais que realizou 57% das transferéncias
de embrides oriundos da PIVE em todo mundo (Viana et al., 2018). O uso da PIVE permite um
aumento significativo na eficiéncia reprodutiva dos rebanhos de corte e de leite quando
selecionados animais com genética superior para obtencao dos odcitos (SIRARD et al., 2018).
Além da obtencdo do ganho genético acentuado, a biotécnica pode ser direcionada para otimizar
a reproducgdo em rebanhos que possuem baixa fertilidade (HANSEN, 2004), ou até mesmo, nas
fémeas de genética superior que possuem algum problema reprodutivo, que as deixam inférteis
para a reproducdo convencional (ANDRADE et al., 2012).

Com a introducéo do sémen sexado houve um ganho ainda maior com a utilizagéo desta
biotecnologia, exemplo disso é em fazendas produtoras de leite, em que um embrido sexado de
fémea possui um maior beneficio para producdo e economia da propriedade. Ademais, 0 uso
do sémen sexado em larga escala nos programas de PIVE foi muito bem demonstrado no estudo
de Morotti et al. (2014).
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A coleta de odcito pela OPU é uma técnica que tem sido utilizada associada a PIVE e
que permite a aspiracdo de vacas e novilhas geneticamente superiores, diminuindo, assim, o
intervalo de geracdes na propriedade (LEEUW, 2006). A OPU possui a vantagem de néo
precisar da administracdo de horménios para seu procedimento e, com isso, ser realizada em
fase aleatdria do ciclo estral na doadora, aspirando desde foliculos antrais a foliculos
dominantes, método mais executado por empresas e técnicos que prestam o servico de PIVE.

Apesar disso, a sincronizacdo de uma nova emergéncia de onda previamente a aspiracao
dos foliculos com a administragéo de estradiol e P4 demonstrou ser eficaz e permitiu 0 aumento
do numero de complexos cumulus-odcitos obtidos e blastocistos produzidos em animais Bos
taurus (BARUSELLI et al., 2016). Pelo maior nimero de foliculos, Bos indicus possuem uma
maior quantidade de odcitos recuperados na OPU e, consequentemente, uma maior producao
se comparadas com os Bos taurus (BARUSELLI et al 2012). E importante ressaltar que a OPU,
quando executada da forma correta, ndo traz maleficios para o bem estar das doadoras, pois, a
concentracdo sanguinea de cortisol ndo sofre alteracdo e também ndo ha decréscimo na
producdo de leite (CHASTANT-MAILLARD et al., 2003).

Apbs a realizacdo da OPU, é efetuada a selecéo e classifica¢do dos oo6citos em Grau 1,
Grau 2, Grau 3, Grau 4 (OLIVEIRA et al., 2014). Para a PIVE sdo aproveitados o0s o6citos de
grau 1, 2 e 3, que posteriormente a classificagdo sdo destinados a trés etapas: MIV dos odcitos
coletados, FIV e o CIV dos embrides (GOLCALVES et al., 2008)

A fase da MIV consiste em um conjunto sequencial de acontecimentos em que um
odlcito em estagio de vesicula germinativa progride para a segunda divisdo meidtica com o
segundo corpusculo polar (BLANCO et al., 2011). Nesse processo in vitro, 0 o6cito completa
a sua maturacdo em 24h (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1987). A maturagdo odcitaria é uma
etapa fundamental no processo da PIVE, pois proporciona ao o6cito competéncia e capacidade
para ser fecundado. Assim, 0 processo de maturacdo esta diretamente relacionado com a taxa
de embrides produzidos e, consequentemente, ao sucesso da PIVE (RUSSELI et al., 2006)

Para a FIV, os o0citos que tiveram sucesso na etapa anterior e se encontram maduros
sdo incubados com os espermatozoides durante um periodo de 18 a 24 horas (GORDON, 2003).
Os espermatozoides devem ser tratados por fatores capacitantes que lhes deem a habilidade de
penetrar a zona pelucida do oocito. A quantidade minima de espermatozoides requeridos por
odcito ndo é bem estabelecida e ha uma grande variagdo entre os touros reprodutores e suas
ragas, no entanto, é mais usado na FIV a concentracdo de 1 a 2 milhdes de espermatozoides por
mL (WARD et al., 2002).
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A terceira fase da PIVE é CIV do embrido, em que os odcitos fertilizados s&o colocados
em meio CIV e armazenados na estufa por sete dias até chegarem ao estagio de blastocisto
(FERRE et al., 2020). No geral, a taxa de zigotos formados com a fertilizacdo que chegardo ao
estagio de blastocisto € de 20 a 40% (RIZOS et al., 2008). Apos a CIV, o embrido, agora em
estagio de blastocisto, sera destinado para a TETF a fresco, ou passara pela criopreservacao e
sera congelado ou vitrificado para, posteriormente, ser transferido para uma receptora com
potencial de manter prenhez.

A taxa de concepcdo ao primeiro servigo com a transferéncia de embrides PIVE a fresco
tem se mostrado interessante, sendo 43,24% (SANCHES et al,2016). No entanto, embrides a
fresco tém pouca praticidade a campo, uma vez que o manejo de sincronizagédo da ovulagéo de
receptoras para estarem aptas a receberem um embrido necessita estar ajustado ao nimero de
embrides que serd transferido, sem uma janela para erro. Nesse contexto, surgiu a necessidade
da criopreservacdo embrionaria, que possui a vantagem de ndo precisar descartar embribes que
excedam o numero de receptoras no dia da TETF. Além disso, a criopreservacdo facilita a
comercializacdo dos embrides (importacdo e exportacao).

Atualmente, sdo utilizadas duas técnicas para criopreservacao dos embrides, a VIT e 0
DT. As principais diferencas entre as duas metodologias € a quantidade da concentracdo de
crioprotetores no meio, a velocidade de arrefecimento e o descongelamento (SANCHES et al.,
2016).

A VIT consiste no congelamento do embrido de forma rapida e com baixo custo para
execucdo. Para isso, utilizam-se grandes concentracfes de crioprotetores que fazem a agua
celular se solidificar em estado vitreo, ndo havendo a formacdo de cristais de gelo que
prejudicam o embrido. Outro ponto importante € que a técnica necessita de um laborat6rio com
um profissional treinado para fazer o descongelamento e a avaliacdo do embrido antes de ser
transferido (VAJTA et al., 1998), o que restringe a técnica para ser usada comercialmente em
grande escala.

J& 0 método DT realiza o congelamento do embrido de forma lenta, conferindo para a
técnica um maior custo para sua execugdo. Contudo, apesar desse maior custo, esta técnica e
mais pratica e acessivel para ser aplicada comercialmente em larga escala, pois elimina a
necessidade do descongelamento em laboratorio e de um profissional preparado para isso. Em
adicdo, ela também utiliza menor concentracéo de crioprotetores, reduzindo a toxicidade para
0s embrides (SANCHES et al., 2016)
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6.2 Transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF)

A TE é uma importante estratégia para obtencdo de um ganho genético acelerado em
rebanhos de leite e corte, possibilitando 0 aumento da producdo em um menor tempo investido
e melhores indices reprodutivos (PELLEGRINO et al., 2016). Basicamente, ela consiste na
transferéncia de embrides produzidos in vivo ou in vitro (mais utilizado atualmente), de
doadoras com valor genético superior para uma receptora que tem potencial para gestar, mesmo
gue com baixo valor zootécnico. Assim, uma fémea doadora pode produzir maior nimero de
descendentes superiores geneticamente durante sua vida reprodutiva, reduzindo o intervalo de
geragdes e aumentando significativamente a velocidade do melhoramento genético na
propriedade (ANDRADE et al., 2002).

Além das vantagens ja mencionadas, a TE possibilita que fémeas em condi¢des de
subfertilidade, estresse pelo calor excessivo, problemas com o ambiente uterino, alta taxa de
perda embriondria ou baixa taxa de concepgdo, possam ser trabalhadas na reproducédo
(RODRIGUES et al., 2010).

Para garantir o sucesso da técnica e, consequentemente, o sucesso da PIVE, é preciso
trabalhar de forma adequada alguns fatores limitantes, como, estabelecer uma nutricdo bem
alinhada de acordo com a necessidade das receptoras, uma vez que elas permitirdo o seguimento
da gestacdo, e garantir uma eficiente sincronizacdo de estro com o maximo de ovulacdes
(MAPLETOFT; BO, 2016). Para garantir a eficiéncia de um desses fatores limitantes como a
deteccdo de estro, os protocolos para a sincronizacdo da ovulagdo em um tempo determinado,
que originalmente foram desenvolvidos para IATF, podem ser utilizados também de forma
satisfatoria em receptoras inseridas no programa de TETF (BO et al., 2012a). Tendo isso em
vista, 0 protocolo para sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda e sincronizacdo da
ovulacdo para receptoras mais utilizado na America do Sul sdo aqueles a base de estradiol e P,
que consistem na administracdo de 2mg BE e inser¢do do dispositivo intravaginal de P4 para
inducdo de uma nova emergéncia da onda folicular, seguidas da administracdo intramuscular
de PGF2,, 300Ul de eCG, 1mg de CE e remocdo do dispositivo de P4 no D7, D8 ou D9 para
realizar o controle da progesterona e a sincronizagdo da inducéo a ovulagéo. As receptoras que
responderem ao protocolo apresentando CL no D16, D17 ou D18 recebem o embrido pela
técnica de TETF (BARUSELLI et al., 2010).
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Dessa forma, embrides a fresco ou vitrificados necessitam de um ndmero maior de
receptoras sincronizadas para diminuir a perda pelas receptoras que ndo responderam ao
protocolo (SIQUEIRA et al., 2009).

7 CONCLUSAO

As experiéncias adquiridas durante o estagio tanto no &mbito de pesquisa como no
comercial agregaram confianga, conhecimento tedrico e pratico ao exercicio da profissdo. Em
adicdo, mostraram a realidade da rotina comercial de uma empresa com grande demanda de
animais assistidos e de uma instituicdo de pesquisa com métodos diversos para atuar na area da
reproducédo animal.

Portanto, a oportunidade de realizar o estagio supervisionado nos dois locais foi de
grande importancia para o crescimento pessoal e profissional nesta etapa final da graduacéo,
além de confirmar que a reproducao animal de bovinos é um segmento da medicina veterinaria

extremamente promissor e desafiador para 0 médico veterinario.
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