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RESUMO

O presente relatério tem por finalidade discorrer sobre as atividades desenvolvidas
durante o estagio obrigatorio supervisionado, sendo uma disciplina necesséria para a
concluséo do curso de Medicina Veterinaria. O estagio foi realizado em duas etapas,
a primeira parte no periodo de 01/03/2018 a 30/03/2018 no Laboratério de
Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina sob a supervisao do Prof.
Dr. Marcelo Marcondes Seneda, e a segunda parte durante os dias 02/04/2018 a
31/05/2018 no Hospital Veterinario de Grandes Animais da Universidade Federal do
Parana sob a superviséo do Prof. Dr. Jodo Henrique Perotta. O objetivo deste trabalho
€ relatar a rotina e as atividades desenvolvidas durante esse periodo. O estagio
obrigatério supervisionado é de suma importancia para a formacéo profissional do
estudante, pois o prepara para pdr em pratica os conhecimentos adquiridos durante a
graduacéo.

Palavras-chave: Medicina Veterinaria, Grandes Animais, Reproducao, Clinica

e Cirurgia de Grandes Animais.
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1. INTRODUCAO

O Estagio Obrigatdrio Supervisionado € uma disciplina exigida para a concluséo
do curso de Medicina Veterinaria, em que o discente tem a oportunidade de se
aperfeicoar e colocar em pratica a teoria aprendida durante o curso.

O estagio foi realizado em duas instituicbes de ensino. A primeira parte, no
Laboratério de Reproducao Animal — REPROA, da Universidade Estadual de Londrina
— UEL, sob a supervisdo do Prof. Dr. Marcelo Marcondes Seneda, no periodo de
01/03/2018 a 30/03/2018, somando 168 horas.

A segunda instituicao escolhida foi a Universidade Federal do Parana — UFPR, no
Hospital Veterinario de Grandes Animais, sob a supervisdo do Prof. Dr. Jodo Henrique
Perotta, do dia 02/04/2018 a 30/05/2018, completando uma carga horaria de 344
horas. Totalizando 512 horas de estagio, sendo assim, foi cumprida a exigéncia da
carga horaria minima da disciplina que € de 440 horas.

Gomes et al. (2017) reportaram que nos ultimos 5 anos, o faturamento pela
exportacao de carne aumentou por volta de 45%, uma vez que corresponde a 3% das
exportacoes brasileiras, 6% do PIB brasileiro e 30% do PIB do Agronegdécio. Em 2015
0 pais contava com 209 milhdes de reses, ganhando o posto de maior rebanho bovino,
seguido de segundo maior exportador (1,9 milhdes toneladas equivalente carcaca) e
o segundo maior consumidor (38,6 kg/habitante/ano) de carne bovina do mundo,
abatendo por volta de 39 milhdes de cabecas. No ano seguinte, conforme os dados
do IBGE (2017), houve um aumento de 1,4%, atingindo efetivo de 218,2 milhdes de
bovinos.

A pecuaria brasileira segue em constante evolucdo, passando por extensas
transformacdes, destacando-se mundialmente nos quesitos producéo e comércio de
carne bovina. Isto nada mais € que consequéncia da competitividade com outras
proteinas de origem animal (aves e suinos), além das exigéncias do mercado interno
e externo e o histérico de problemas sanitarios. Por sua vez, os resultados estéo
chegando, o agronegocio ganhando respeito, elevando a produtividade e a qualidade
do produto nacional. O cenario lucrativo e extrativista da década de 80 foi dando

espacgo para um contexto competitivo, de rentabilidade regular a baixa, obrigando os
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fazendeiros a se adequarem implantando tecnologias, buscando alternativas para
poder sobreviver na corrida da pecuaria (OLIVEIRA et al., 2006).

As biotécnicas da reproducdo sao utilizadas na pesquisa fundamental
(compreenséo da fisiologia reprodutiva) e no controle da reproducéo animal (emprego
de técnicas que visam tanto a contracep¢do como a multiplicacdo de animais). Os
grandes impulsores das biotécnicas reprodutivas tém sido, sem duvida, a necessidade
do ser humano em conhecer o funcionamento da natureza para o desenvolvimento de
tecnologias para o aumento da qualidade de vida, bem como a manipulacéo
reprodutiva para o aumento da quantidade e qualidade alimentar para a sobrevivéncia
humana. (FIGUEIREDO, et al.,2008)

Aplicadas a reproducéo animal, as biotécnicas tém contribuido significativamente
para a pesquisa e a producado animal, ajudando a elucidar as funcées fisiologicas, a
aumentar os indices de produtividade das diferentes espécies animais e a multiplicar
animais em perigo de extingdo. O dominio destas técnicas tem provocado uma
verdadeira revolucao cientifica. O controle do ciclo estral, associado a inseminacgao
artificial em tempo fixo, a transferéncia de embrides, a producéo in vitro de embrides,
o diagnédstico precoce de gestacdo com o auxilio de ultrassom, entre outras
biotécnicas, tém contribuido para extrapolar indices pré-estabelecidos de producéo.
Essa evolucdo tem sido acelerada nas ultimas décadas e tem conferido aos paises
detentores destas tecnologias um progresso econémico significativo, tanto em relacao
aos registros de inovacgdes tecnoldgicas como as suas aplicacdes para obter sistemas
mais produtivos de criagdo animal. (FIGUEIREDO, et al., 2008)

O presente relatério tem por objetivo descrever os locais de estagio e as atividades
desenvolvidas dentro da area de reproducdo animal durante esse periodo, com o
intuito de repassar as experiéncias vividas pelo discente e a contribuicdo para a sua

formacdao profissional.
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2. DESCRICAO DOS LOCAIS DE ESTAGIO.

2.1 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL DA UNIVERSIDADE ESTADUAL

DE LONDRINA — REPROA - UEL

O Laboratério de Reproducdo Animal (REPROA) (Figura 1A) € regido pelo
Departamento de Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Londrina — UEL.
E um prédio préximo ao Hospital Veterinario destinado as aulas de disciplinas ligadas
a area e a pesquisa com reproducédo animal, tanto para grandes quanto pequenos
animais.

O REPROA conta com dois professores responsaveis. O Prof. Dr. Marcelo
Marcondes Seneda, orientador durante o estagio, que tem como linha de pesquisa o
cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de fémeas bovinas, producédo in vitro de
embribes de fémeas bovina e populacdo de foliculos antrais de fémeas bovinas e
éguas. E a Profa. Dra. Maria Isabel Melo Martins, que desenvolve trabalhos
relacionados a reproducao de pequenos animais, principalmente com sémen.

No laboratério h4 sob a orientagcdo do Prof. Dr. Marcelo M. Seneda trés
mestrandos, oito doutorandos, uma pos-doutoranda e uma residente, o docente
também ministra a disciplina de Teriogenologia de Grandes Animais para alunos da
graduacdo, sendo que algumas aulas praticas e tedricas sao realizadas no laboratério.

Entrando no laboratério, a porta a esquerda leva a lavanderia e almoxarifado, em
seguida as escadarias levam ao segundo piso onde ficam as salas de estudos, sala
dos professores e auditério. Ainda no térreo localiza-se os laboratérios de pesquisa, a
esquerda a sala da residente, e a direita a cozinha e banheiros (Figura 2A e 2B).

Ha dois laboratérios no térreo do prédio, onde um laboratério (Laboratorio 1)
(Figura 3A e 3B) é destinado a manipulagéo e preparacéo de fragmentos ovarianos,
como desidratagcdo de fragmentos, processamento para analise histologica e
coloracdo de laminas para histologia classica e posterior avaliacdo por microscopia
eletrbnica. O outro laboratério (Laboratério 2) (Figura 4A e 4B) possui uma divisao

com uma sala destinada somente a producdo de embrides In vitro e cultivo de
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fragmentos ovarianos In vitro, e o restante da sala € destinada a aspiracéo de foliculos
ovarianos e demais processos de analises de sémen (Figura 5A, 5B, 5C e 5D).

O piso superior conta com um Anfiteatro onde sado realizadas as reunides,
defesas de mestrado e doutorado e aulas das disciplinas ministradas pelos
professores de reproducdo. Esse pavimento ainda aloja as salas dos professores e a
sala de estudos para os orientados dos professores e estagiarios (Figura 6A e 6B).

Figura 1. Vista frontal do Laboratério de Reprodugcédo Animal da Universidade Estadual de
Londrina — UEL,; Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 2. Laboratdrio de Reproducgdo Animal da Universidade Estadual de Londrina- UEL. (A) Entrada
do laboratdrio de reproducéo, planta térrea. (B) A primeira porta a direita d4 acesso a cozinha, e no
final do corredor localizam-se os banheiros. As janelas de vidro & esquerda mostram o laboratério de

manipulagdo dos fragmentos ovarianos. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3. Laboratorio de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina- UEL. (A) Vista da
entrada do Laboratério 1, em cima da bancada ha duas estufas, um micro-ondas, balanca e
microscopio. (B) Bancadas para pesquisas do Laboratério 1, pias com torneiras, geladeiras para
acondicionar materiais utilizados em experimentos, prateleiras e no fundo do laboratério uma camara
de fluxo laminar para manipulagéo dos experimentos. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4. Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina- UEL (A) Portas
gue dao acesso ao Laboratério 2 e a Sala da Residente de Reproducao de Grandes Animais; (B) Sala
da Residente de Grandes Animais, onde também ha algumas prateleiras para armazenamento de
materiais. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5. Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina- UEL (A) Vista ao
entrar no Laboratério 2, no centro da sala ha uma bancada destinada principalmente a aspiracao de
foliculos ovarianos, bancadas laterais com estufas, microscopios e abaixo delas trés botijdes de
Nitrogénio para armazenamento de sémen para FIV e IATF, e na lateral um computador para analise
computadorizada de espermatozoides. (B) Vista contralateral do Laboratério 2, nessa outra
extremidade o laboratorio possui duas geladeiras para armazenamento dos materiais utilizados nos
experimentos e uma bancada com pia e balanca. No canto direito da imagem h& uma porta que fornece
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acesso direto a sala de experimentos da FIV e CIV. (C) e (D) S&o imagens do interior da sala destinada
aos experimentos da FIV de embrides. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina- UEL . Salas

localizadas no piso superior. (A) Anfiteatro. (B) Sala de estudos para os orientados dos professores e

estagiarios. Fonte: Arquivo pessoal.

2.2 UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - UFPR, HOSPITAL
VETERINARIO DE GRANDES ANIMAIS.

A segunda parte do estagio obrigatério supervisionado foi realizada no setor de
Clinica Médica e Cirargica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (UFPR) — Curitiba (Figura 7), Setor de Ciéncias
Agrérias, localizado na Rua dos Funcionarios, 1540 — Juvevé, Curitiba - Parana. O
estagio foi realizado no periodo de 02 de Abril a 30 de Maio de 2018, totalizando 344

horas, sob a supervisdo do Professor Dr. Jodo Henrique Perotta.
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Figura 7. Vista frontal do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana — UFPR, Curitiba.
Fonte: Arquivo pessoal.

O HV-UFPR Curitiba possuia um prédio central com atendimento geral a clinica
e cirurgia de pequenos animais, animais silvestres, grandes animais e reproducao
animal. O departamento de Clinica e Cirurgia de Grandes Animais (CCGA) era
localizado atrds do prédio central, com desembarcadouro e entrada principal pela
lateral esquerda do prédio, em um galpéao dividido em grandes salas com um corredor
central.

O horério de funcionamento do HV — UFPR, é de segunda a sexta-feira das
7:30 as 19:30, além disso eram realizados plantdes noturnos e aos finais de semana
pelos médicos veterinarios residentes e professores quando haviam animais
internados ou emergéncias, o setor de grandes animais ainda contava com o auxilio
de enfermeiros 24 horas/dia. A equipe de setor de Clinica e Cirurgia de Grandes
Animais era composta por seis docentes, quatro médicas veterinarias residentes, uma
meédica veterinaria responsavel pelo setor, quatro enfermeiros terceirizados, um
técnico terceirizado para organizacdo do centro cirargico e sete funcionarios
terceirizados para alimentacdo dos animais e limpeza.

O setor de grandes animais possuia sala de reunides, sala dos residentes,
almoxarifado(Figura 8A) e farmécia (Figura 8B), sala de demonstragdo com um tronco
de contencao e auditério (Figura 9). Na farmacia do local, solu¢des para uso topico
como pomadas, cremes e sprays, agulhas, seringas, sondas e demais equipamentos
poderiam ser encontrados. Porém esta nao possuia todos os medicamentos utilizados
na rotina do hospital por motivos de controle de entrada e saida de farmacos, sendo
assim, medicamentos injetaveis ou outras drogas deveriam ser adquiridas na farmacia

central do hospital, localizada no prédio central.
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Figura 8. A) Sala do Setor de Grandes Animais, visdo geral da sala e B) Farmécia da sala de Grandes
Animais do Hospital veterinario da Universidade Federal do Parana - Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9. Sala de demonstracdo com tronco e auditério do Hospital veterinario da Universidade
Federal do Parana - Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.

A rotina era dividida em quatro categorias de atendimentos: atendimento
clinico, atendimento cirdrgico, atendimento externo e atendimento a fazenda da
faculdade. Com isto, cada semana um residente era responsavel por um tipo diferente
de atividade. No atendimento clinico, o residente ficava encarregado de realizar o
manejo de feridas e troca de curativos, acompanhamento de animais internados e
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tratamentos medicamentosos. Na cirurgia, o recebimento de animais agendados para
procedimentos cirdrgicos, organizacdo, realizacdo e auxilio durante a intervencgéo
ficava designado ao residente da semana.

Havia um centro cirdrgico na estrutura (Figura 11), sendo equipado com
aparelho de anestesia inalatéria, foco cirtrgico, mesas cirurgicas, duas televisoes,
bancada e armérios para armazenamento de agulhas, seringas, gazes, compressas,
etc. Equipamentos como endoscoépio, ultrassom e demais ferramentas ficavam em
uma sala anexa ao centro cirargico que também era utilizada para esterilizacao e
armazenamento de materiais estéreis. O acesso ao centro cirdrgico ocorria por duas
entradas. Uma que possuia o fluxo correto de antissepsia: sanitérios, vestuérios e sala
de antissepsia, dando entrada a sala cirtrgica. E outra utilizada somente para a
entrada de animais através da sala de inducéo e recuperacéo anestésica (Figura 10),

a qual possuia paredes acolchoadas, piso antiderrapante, ar-condicionado e o sistema

de talha, para conduzir o paciente até a mesa cirurgica.

Figura 10. Sala inducdo e recuperacao anestésica de grandes animais do Hospital veterinario da
Universidade Federal do Parana - Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 11. Centro cirurgico do Hospital Veterinario de Grandes Animais da Universidade Federal do
Parana. (1) Eletrocautério e sugador; (2) Apoio de mesa cirdrgica para decubito dorsal; (3 e 5)
Aperelhos para anestesia inalatéria; (4) Foco de luz; (6) Mesa de instrumental; (7) Mesa cirargica
acolchoada para grandes animais. Fonte: Arquivo pessoal.

O setor de grandes animais era composto por um corredor central, e mais trés
corredores adjacentes, cada um com 12 baias. O primeiro corredor destinava-se ao
internamento de bovinos (Figura 12), o segundo para ovinos, caprinos e suinos (Figura
13) e o terceiro para equinos (Figura 14) sendo que uma das baias desse ultimo

corredor era utilizada como UTI do setor (Figura 15).

Figura 12. Corredor de baias de bovinos do Hospital Veterinério da Universidade Federal do Parané —
UFPR, Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 13. Baias do corredor de ovinos, caprinos e suinos do Hospital veterinario da Universidade
Federal do Parana - Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 14. Baias do corredor de equinos do Hospital veterinario da Universidade Federal do Parana
- Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 15. Baia destinada a Unidade de terapia Intensiva de equinos do Hospital veterinario da
Universidade Federal do Paran& - Curitiba. Fonte: Arquivo pessoal.

Ainda pertencente ao setor, existiam oito piquetes, sendo dois destes destinados

aos animais internados e 0s demais para 0s animais da institui¢ao.

3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

3.1 LABORATORIO DE REPRODUCAO ANIMAL - REPROA,
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA — UEL

3.1.1 Acompanhamento a campo de manejos de Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo — IATF

As saidas a campo foram realizadas em propriedades que os doutorandos
prestavam assisténcia, localizadas na regido de Ivaipord — PR, e uma na regiao de
Lidiandpolis — PR. A Fazenda Jacutinga e Paineira, proximas a Ivaipord — PR,
continham respectivamente 83 e 22 vacas para receber o protocolo e serem

inseminadas. Enquanto na Fazenda Costa do Ivai, em Lidianopolis — PR, 40 vacas
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participaram do protocolo, pois era a segunda inseminacdo daquele lote. Também
houve saida a campo com os veterinarios da Sheep embryo, empresa que tem
parceria com o REPROA, e as propriedade atendida era na regiao proxima a Londrina
— PR, com 43 vacas. Todas as vacas inseminadas eram da raca Nelore.

O protocolo utilizado foi o de trés manejos, entdo no dia 0 do protocolo (DO0), o
veterinario inseria o implante de progesterona (P4) intravaginal (Primer®) nas fémeas
vazias e aplicava 2 mL de Benzoato de estradiol (BE) FertilCare Ovulacéo, oito dias
depois (D8) ele voltava a propriedade para retirar o implante e aplicava 2 ml de BE
(FertilCare Ovulacgéao) (0,5 mg CE), 2 ml de cloprostenol sédico (Estron®), analogo da
prostaglandina (PGF2a), e 300Ul de Ecg (SincroeCG®) para vacas e 200 Ul para
novilhas. No décimo dia do protocolo (D10), realizava-se a Inseminacéao artificial (1A)
nessas fémeas. E apos trinta dias (D40) realizava-se o diagnostico de gestacao,
sendo que nas vacas diagnosticadas prenhes cortava-se a vassoura do rabo para
distingui-las no rebanho e nas vacas vazias reiniciava-se o protocolo do DO. No total
eram realizadas trés inseminacdes por lote, se ainda assim houvessem vacas vazias,
essas eram descartadas.

Durante as saidas as propriedades o estagiario péde realizar aplicacbes
hormonais intramuscular nos animais, retirada de implantes de P4, montagem de

aplicador de sémen e palpacao transretal em vacas para diagnéstico de gestacao.

3.1.2 Limpeza e organizacéo

Realizou-se junto aos demais estagiarios e sob as orienta¢cdes dos mestrandos
e residente a limpeza de equipamentos, materiais, bem como a desinfeccdo com
alcool da sala destinada ao cultivo de foliculos e Fertilizac&o in vitro (FIV), que devia

ser limpa constantemente para evitar a contaminacéo dos experimentos.

3.1.3 Classificagédo de ovarios

Durante o estagio obrigatorio uma das mestrandas havia comecado seu projeto

de mestrado, cujo objetivo era avaliar a taxa de producao de embriGes a partir da fase
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da onda folicular em que o animal se encontra. No laboratério os experimentos séo
realizados com ovarios de animais de abatedouros, e o que se faz normalmente é
aspirar todos esses ovarios sem uma classificacdo prévia. Com o advento desse novo
projeto o objetivo € escolher ovarios cujo os foliculos estejam na fase de crescimento
folicular e aspirar somente estes.

A mestranda e o professor estdo desenvolvendo o seu préprio padrdo de
classificacdo, pois ainda ha poucos estudos baseados nisso. Os ovarios eram
classificados e aspirados no laboratério de FIV. Na classificacdo foi utilizado como
critério somente caracteristicas macroscopicas do ovério (Figura 16 A e 16B), para no
final do experimento avaliar se houve algum incremento utilizando-se essa nova
metodologia. Para o experimento tanto os ovarios classificados quanto os nao
classificados eram aspirados com o objetivo de avaliar se haveria diferenca
significativa nos pardmetros entre os dois tipos de ovarios.

Goncalves et al. (2011) relataram que In vivo a maturacdo meidtica do odcito
ocorre préxima a ovulacdo, quando o foliculo atinge seu diametro folicular maximo,
porém In vitro a maturagdo meidtica inicia-se imediatamente ap6s a remogéao do od4cito
do interior do foliculo. Odcitos aspirados de foliculos menores que 2mm de didmetro
geralmente ndo sdo competentes para reiniciar a meiose, enquanto a maioria dos
foliculos maiores que 8mm ja estd em processo de atresia ou apresenta o6citos em
processo de maturacdo, e em ambos 0s casos, a viabilidade dos odcitos estara
comprometida. No laboratério a mestranda classificava os ovarios medindo o diametro
dos foliculos, classificando aqueles que possuiam foliculos entre 2mm e 6mm de

didmetro.
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Figura 16. Laboratério de Reproducao Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. A Ovarios
classificados para aspiragdo. B Ovarios desclassificados para aspiracdo de oocistos. Fonte: Arquivo
pessoal.
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3.1.4 Dissecc¢éao de pecas do trato reprodutor de fémeas bovinas

Foram dissecadas seis pecas do sistema genital feminino obtidas em um
abatedouro da regido, as pecas seriam utilizadas em aula pratica do Prof. Dr. Marcelo
Marcondes Seneda, da matéria de Teriogenologia de Grandes Animais, para que 0S
alunos pudessem observar as particularidades do trato reprodutivo da fémea bovina
e as estruturas que o compde (Figura 17 A e 17B).

Os 6rgaos femininos da reproducao sdo compostos de ovarios, ovidutos, Utero,
cérvix uterina, vagina e genitalia externa. Os 6rgdos genitais internos (o primeiro de
qguatro componentes) sdo sustentados pelo ligamento largo. Este consiste do
mesovario, que suporta o ovario; do mesossalpinge, que suporta os ovidutos e do
mesomeétrio, que suporta o Utero. Em bovinos e ovinos, a unido do ligamento largo é
dorsolateral na regido do ilio, local onde o Utero disp6e-se como 0s cornos de um
carneiro, com a convexidade dorsal e os ovarios localizados préximos a pelve.
(HAFEZ e HAFEZ, 2003)
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Figura 17. Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Utero
bovino gravidico, com aproximadamente 75 dias de gestagdo dissecado para aula pratica de
reproducdo. Na imagem A, a peca que obtida no abatedouro, onde as estruturas ndo estdo bem
definidas. Na imagem B, apos a dissec¢cdo da peca as estruturas estdo melhor apresentadas, para
facilitar o aprendizado dos alunos para reconhece-las. Fonte: Arquivo pessoal.
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3.1.5 Producéo In Vitro de Embrides (PIVE)

Nos ultimos anos, a produtividade dos rebanhos bovinos tem aumentado
significativamente, e isso tem sido atribuido principalmente a intensa selecdo de
caracteristicas produtivas através do aperfeicoamento de biotécnicas de manejo
reprodutivo. Desse modo, biotécnicas como a inseminacédo artificial em tempo fixo
(IATF), transferéncia de embrides (TE) e producéo in vitro (PIV) de embrides vém
sendo desenvolvidas a fim de se maximizar o potencial reprodutivo de fémeas bovinas
e melhorar os indicadores de produtividade (BURATINI Jr., 2006).

A producéo in vitro (P1V) de embribes € uma importante biotécnica reprodutiva
gue permite a interacdo entre o espermatozdide e o0 odcito fora do trato reprodutivo da
fémea, com a formacdo de um novo individuo. Esta técnica compreende trés etapas
realizadas em laboratoério: a maturacdo oocitaria in vitro, a fecundacédo dos odcitos in
vitro e o cultivo embrionario in vitro até chegar nos estadios de morula e blastocisto,
guando entédo poderao ser transferidos ou criopreservados. (VARAGO et al., 2008)

A coleta de odcitos para a producdo in vitro de embrides pode ser feita por
diversas técnicas, como a post mortem, a partir da puncao folicular do ovario coletado
em abatedouro, técnica que foi realizada durante o estagio, ou in vivo por meio da
laparotomia ou de laparoscopia via flanco, e ainda por laparoscopia vaginal ou pela
técnica da aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassom — Ovum Pick Up
(OPU), que é a mais utilizada atualmente. (VARAGO et al., 2008).

Os ovérios do experimento foram trazidos de um abatedouro da cidade de
Ibipord — PR, e quando coletados eram armazenados em uma garrafa térmica
contendo solucao fisiolégica aquecida a 30 - 35°C, ao serem trazidos para o
laboratério continuavam em solucao fisiol6gica aquecida em banho maria até que
fossem aspirados. A aspiracéo dos odcitos dos foliculos (Figura 18A) foi feita com uma
seringa de 10ml e uma agulha 25x0,8. Ap6s aspirar todos os foliculos de cada ovario
o liquido coletado era transferido para um tubo Falcon que era mantido aquecido a 35
- 37°C até a busca. Apos a aspiracédo o0 proximo passo era buscar os odécitos (Figura
18B) com o auxilio do microscopico, selecionar os mais viaveis (Figura 18C) em placa
com meio de lavagem (Figura 18D), lavar em duas gotas de 150ul de meio MIV cada

e transferi-los para a placa MIV (Figura 18F), que devia conter em cada gota 100ul de
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meio MIV cobertas com 6leo mineral para ajudar a estabilizar as gotas, cada gota
deveria ter no maximo 15 odcitos (Figura 19 A). Esses procedimentos sdo executados
no primeiro dia, as placas e os meio utilizados nos odcitos deverdo estar sempre

aguecidas e sdo armazenadas em estufa a temperatura de 38.5°C e 5,0% de CO2,

com umidade controlada (Figura 19 B).

A\
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Figura 18. Laboratério de Reproducao Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Na imagem
A, é o momento de aspiracao dos odcitos de foliculos antrais, com o auxilio de seringa e agulha, esse
procedimento é realizado no laboratério de reproducdo animal. B) A mestranda, buscando os od4citos
que anteriormente foram aspirados. C) Odécito viavel. D) Todos os materiais utilizados para armazenar
0s odcitos devem ser sempre manipulados em placa aquecedora & 36°C. A esquerda da imagem, uma
plaguinha com meio de lavagem (rosa), onde os 06citos encontrados na busca eram repassados. E)
Segunda sele¢do dos odcitos que estdo viaveis, descartando os desnudos e os com citoplasma
irregular. F) Lavagem dos odcitos em meio MIV, antes de serem passados para a placa de maturacao.
Fonte: Arquivo pessoal.

Os o6citos passam em torno de 22 a 26 horas no meio de maturagéo, quando
ocorre a maturacdo pode-se visualizar uma expansdo das células do cumulus
oophorus dos oocitos (Figura 20 A) e inicia-se entdo os preparativos para a FIV.
Primeiro deve-se preparar o meio FIV, acrescentando 11pl de heparina e 44pl de PHE
para cada 1 ml de meio FIV. A heparina ir4 ajudar na capacitacdo espermatica e o

PHE ira melhorar a motilidade do espermatozéide. Depois passava-se 0 meio de
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fertilizagdo do tubo no vortex por 40 segundos para homogeneizar, fitrava-se o meio
para preparo de placa com meio FIV e armazenava-se a placa FIV na estufa. ApGs
esse procedimento os odcitos eram lavados (Figura 20B) em uma gota de 150ul de
TLSémen, uma gota de 75ul de TLSémen + 75ul de FIV e outra de 150ul de FIV e

apos esse processo transferia-se 0s oocitos para a placa de FIV.

OVER HEAT
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Figura 19. Laboratorio de Reproducao Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Na figura
A) Os odcitos viaveis selecionados. B) Temperatura e concentracéo de CO2 da estufa. Fonte: Arquivo
pessoal.

Existem duas técnicas que sdo mais utilizadas na separagdo espermatica para
Fecundagdo In Vitro, que sdo o meétodo de migracdo ascendente (swin up) e o
gradiente de Percoll®, que foi a técnica vista no laboratério. A técnica ideal para
separacédo dos espematozoides vivos deve ser rapida, simples, de baixo custo, capaz
de recuperar a maioria dos espermatozoides moveis, ndo resultar em alteracdes
espermaticas, remover espermatozéides mortos e outras células, incluindo
microorganismos, remover substancias téxicas, permitir o processamento de grandes
volumes de sémen, além de permitir o controle de concentracdo e volume final da
suspensao espermética. (GONCALVES et al., 2011)

Na separacdo espermatica com o Percoll® (Figura 20C), o sémen é
centrifugado pela passagem por diferentes gradientes para permitir a separacao dos
espermatozoides vivos dos demais constituintes do sémen, com base na diferenca de
densidade.

Primeiramente, descongela-se o sémen a 35°C, avalia se 0os espermatozoides
estdo vivos e coloca-os em um eppendorf. No fundo de um tubo de ensaio sao

colocados 300pl de Percoll® 90% e sobre essa solugdo adicionam-se lentamente
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300pI de Percoll® 45%, sem permitir homogeneizacao entre as duas solucdes, apos
isso é depositado 100ul de sémen sob a superficie da solugédo de Percoll® 45% e em
seguida é centrifugado por 5 minutos a 9.000 RPM, apds a centrifugacao retira 600yl
do sobrenadante e adiciona 300ul de meio FIV, homogeniza e faz uma centrifugacao
de lavagem por 3 minutos & 5.000 RPM, retira 0 sobrenadante até a primeira marca
do eppendorf e homogeniza novamente, Somente os espermatozéides mais fortes
conseguem atravessar a camada de Percoll 90%.Retira a placa de FIV com os o0citos
da estufa e fecunda a placa com os espermatozoides (Figura 21 A), em cada gota foi

utilizado 4l desse sémen selecionado e lavado e depois recolocada a placa na estufa.

~.~

Figura 20. Laborat6rio de Reproducgéo Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Na imagem
A 0s odcitos apds 24 horas de maturagdo, com as células do cumulus oophorus expandidas. B)
Lavagem dos odcitos para passar para a placa de FIV.; C) Preparacéo dos microtubos de Percoll, para
selecionar os espermatozoides mais fortes para a fertiliza¢do. Fonte: Arquivo pessoal.

Apbs 20 a 24 horas da fecundacao, desnudava-se os provaveis zigotos (Figura
21 B) em 150ul de TLSémen através de pipetagens sucessivas, posteriomente estes
eram lavados em uma gota de aproximadamente 75ul de TLSémen + 75uL de meio
SOF e outra gota de 150 pl de SOF. Apés a lavagem, os zigotos eram colocados na
placa de cultivo (CIV) em meio SOF. Depois de dois dias realizava-se o 1° feeding,
para isso retira-se 50ul de uma gota de 100ul e substituia-se por 50ul de meio SOF
novo, nesse dia também avaliava-se a taxa de clivagem. Novamente apés dois dias,
era realizado o 2° feeding, onde retirava-se 50ul de uma gota de 100ul e substituia-se
por 50ul de meio novo de SOF glicosado; pois nessa fase de desenvolvimento a
exigéncia dos zigotos aumenta. Dois dias depois do 2° feeding realizava-se a
avaliacdo da taxa de blastocistos. Os blastocistos com sete dias deveriam estar

expandidos, eclodindo.
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Figura 21. Laborat6rio de Reproducgdo Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL. A) Odcitos
apo6s a inoculacdo de espermatozoides na placa de fertilizac&o in vitro. B) Alguns odcitos desnudos.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.1.6 "PROTOCOLO DE TRES MANEJOS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL
EM TEMPO FIXO - IATF” — RELATO DE CASO

3.1.6.1 Introducgéo

O entendimento da fisiologia do ciclo estral bovino possibilitou que 0 mesmo
fosse manipulado de forma a aumentar-se a eficiéncia reprodutiva em operacoes
pecuarias. Entende-se por manipulagéo do ciclo estral a interferéncia humana visando
alterar sua duracao. Tal alteracao se da pela interferéncia na sequéncia cronolégica
natural das ondas dentro de um ciclo e das fases dentro de cada onda de crescimento
folicular. Para as manipulagdes do ciclo estral bovino sdo comumente utilizadas
estratégias farmacoldgicas. Tais estratégias consistem em protocolos de tratamentos
hormonais, aplicados em uma sequéncia pré-definida, visando um ou mais efeitos
especificos, como por exemplo, controlar o recrutamento, a sele¢do, a ovulagéo ou a
atresia folicular. (BINELLI, 2006)

Entretanto, apenas 0s técnicos capacitados possuem o0 conhecimento da
biologia reprodutiva nas diferentes ragas de bovinos, podendo preconizar com
consciéncia e seguranca os protocolos que maximizem a eficiéncia com o minimo de
risco aos indices reprodutivos e econdémicos de cada propriedade. (TORRES, JR., et
al., 2009)
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A aplicagdo de estrogenos causa, inicialmente, uma supressdo na secrecao
tanto de FSH quanto de LH (Martinez et al., 2002), levando a atresia dos foliculos.
Quando o mesmo vai saindo da circulacdo ha liberacdo de um pico de FSH e,
consequentemente, o recrutamento de uma nova onda. Enquanto que o implante de
progesterona (P4), mimetiza a agdo do corpo luteo (CL), suprimindo a secrecéo de LH
e inibindo a ovulagéo durante o periodo de sua administracao.

No protocolo utilizado foi administrado eCG com o intuito de interferir com o
mecanismo de selecéo folicular e levar ao desenvolvimento multiplo de foliculos, e
assim aumentar a possibilidade de ovulacdo. Este hormbdnio € uma gonadotrofina
glicoproteica produzida pela placenta de equinos durante a gestacédo. O eCG mimetiza
o FSH, embora possa se ligar também aos receptores de LH, de modo a otimizar o
crescimento/maturacao final do foliculo dominante e estimular a sintese de estradiol.
Seu uso ao final do tratamento progestogénico induz a formacdo de um corpo luteo
de alta producéo de progesterona. O efeito da eCG é mais potente nas vacas lactantes
e com baixo ECC, o que coincide frequientemente com o periodo puerperal (até 50
dias pos parto). Também é adequado para uso em vacas no anestro. Para vacas com
bom ECC e ciclando seu uso é dispensavel. (COMBARNOUS, 1992)

Segundo CARRIJO Jr. (2006), vacas com bezerro tratadas com eCG tendem a
ter um indice de prenhez menor do que vacas sem bezerro ao pé, pois o efeito de
opibides hipotalamicos ativados pelo mecanismo de percepcao inguinal na hora da
mamada, podem inibir a onda de LH (alteracdo da pulsatilidade). Williams et al. (1983)
verificaram aumento no numero de pulsos de LH em animais que sofreram remocéo
de bezerros por 48 horas em relacdo aos animais que nao sofreram remocéo de
bezerros (3,0 vs. 1,2 pulsos em 6 horas).Por isso, o ideal € que em lotes de matrizes
de corte paridas seja feita a separacdo dos terneiros, da retirada do implante até a
inseminacao artificial.

Para que ocorra a ovulacdo € necessario que um foliculo dominante seja
exposto a um pico de LH. Pode-se induzir a presenca de um FD com capacidade
ovulatéria programando-se anteriormente o recrutamento da onda de crescimento
folicular pelos métodos descritos acima. Na auséncia de P4 a ovulagcdo ocorrera
espontaneamente. Assim, uma forma de se programar a ovulacdo é a inducao
farmacoldgica da lutedlise utilizando-se prostaglandinaF2a e a remogéao do dispositivo

contendo P4. Para se controlar mais precisamente o momento da ovulagéo, € comum
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utilizar-se em protocolos de IATF algum agente indutor da ovulagéo. (BINELLI, 2006)
Concomitantemente, nesse momento é aplicado um estrégeno e com a progesterona
em baixa dose na circulagdo, ocorrerd um estimulo da sintese de receptores para
GnRH, aumentando a frequéncia e amplitude dos pulsos de GnRH, o resultado é um
pico de LH, levando a ovulagdo. (BO, 2002) Para que todos esses mecanismos
ocorram, da-se um intervalo de 48 horas para que entdo seja feita a IA.

O objetivo do presente estudo foi relatar um protocolo de IATF de trés manejos

e seus resultados em vacas Bos taurus indicus da raca Nelore.

3.1.6.2 Material e Métodos

O manejo de IATF foi realizado em trés propriedades, duas delas localizadas
na regido de lvaipord — PR e outra em Lidianopolis — PR. A Fazenda Jacutinga e
Paineira, proximas a lvaipord — PR, continham respectivamente 83 e 22 vacas para
receber o protocolo e serem inseminadas. Enquanto na Fazenda Costa do Ivai, em
Lidianopolis — PR, 40 vacas participaram do protocolo, totalizando 145 vacas. Foi
utilizado fémeas bovinas Bos taurus indicus da raca Nelore e o sémen foi proveniente
de touro Bos taurus taurus da ragca Angus.

Foi realizado um protocolo de trés manejos. No primeiro dia de manejo (D0O) as
fémeas bovinas receberam 2 mL de Benzoato de Estradiol (Fertilcare sincronizacdo®)
por via intramuscular (IM) e foi inserido um implante intravaginal de Progesterona
(Primer®), oito dias (D8) depois (D8) retirou-se o implante intravaginal e admistrou-
se, por via intramuscular, a aplicacdo de 2 mL de Cloprostenol sédico (Estron®), um
analogo da PGF2-a, 2 mL de Cipionato de Estradiol (Fertilcare ovulacao®) e 300Ul de
de eCG (sincro eCG®). Ap6s a administracdo dessas substancias marcou-se com
bastdo vermelho em “X” na garupa para sinalizar que aquela vaca havia recebido o
protocolo, e um risco na regido sacral para, no dia 10, ter um parametro das vacas
gue apresentaram sinais de estro, pois as fémeas que demonstraram sinais de cio
foram montadas por outras vacas e tiveram a tinta parcialmente ou totalmente
removida.

No dia 10 (D10) do protocolo, 48 horas ap6s o manejo do D8, foi realizado a

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).Trinta dias apds a IATFrealizou-se o
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diagnostico de gestacdo por ultrassonografia transretal (Aloka, SSD 500, Japdo;
transdutor linear de 5 MHz). Nas vacas diagnosticadas prenhes, corta-se a vassoura
da cauda para poder distingui-las no rebanho, e nas vacas vazias € realizado a
ressincronizacdo da ovulacdo, com protocolo semelhante ao DO. O manejo de
ressincronizacaofoi realizado 3 vezes, pois ndo havia touros para repasse no rebanho,

descartando as vacas que ndo concebiam apoés a ultima IATF.

3.1.6.3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nessas propriedades foram, respectivamente, 54,2%,
54,6% e 54,4% de taxa de prenhez. Nos lotes acompanhados a maioria das vacas
possuiam um escore da condi¢ao corporal bom, o ideal é que a vaca esteja num ECC
de5a7 (escalala9, SPITZER, 1986).

Segundo Baruselli (2003), atualmente, a taxa de prenhez em média gira em
torno de 50% a cada IATF, mas pode atingir 60% e até 70% em algumas propriedades
com bom manejo nutricional, ambiental, sanitarios e reprodutivos. Este autor, ainda
afirma que “os protocolos disponiveis demoraram anos para serem estabelecidos e
estdo plenamente definidos e com um patamar de resultados que ndo tém muito que
mudar através da ciéncia”’. Portanto, na visdo do autor o indice obtido com este
protocolo esta dentro da média.

PESSOA et al. (2013), fez uma comparacao entre um protocolo de de IATF
com trés e quatro manejos para vacas leiteiras criadas a pasto, e obteve
respectivamente, uma taxa de prenhez de 40% e 42,6%. E concluiu que nas condicdes
deste estudo, o protocolo com trés manejos foi tdo eficiente quanto o de quatro
manejos, podendo ser uma alternativa para reduzir custos e o estresse dos animais
ao diminuir um manejo. Além disso, pode-se observar que os indices obtidos no
protocolo deste relato, foram superiores a ambos os obtidos pelo autor.

Gottschall, et al., (2012), realizou uma avaliacdo do desempenho reprodutivo
de vacas de corte lactantes da raca Montana submetidas a IATF a partir da aplicacao
do GnRH, da manifestacéo estral, da reutilizacdo de dispositivos intravaginais e da
condicao corporal, nesse caso o resultado relevante para o presente estudo, € o obtido

no grupo que nao recebeu o tratamento com GnRH (N=100), que obteve uma taxa de
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concepcao a IATF de 49%, enquanto o grupo que recebeu GnRH (N=122) no
protocolo teve uma taxa de 52,5%. Portanto, eles concluiram que o efeito do GnRH
como indutor da ovulacdo sobre a taxa de prenhez a IATF, ndo demonstrou diferenca
significativa entre os animais que receberam GnRH e os que ndo receberam GnRH
(P > 0,05).

3.1.6.4 Consideracfes Finais

Conclui-se entédo que no presente trabalho, a taxa de prenhez obtida com esse
protocolo foi satisfatoria, pois teve um resultado superior a 50%. Destaca-se também
a eficiéncia do cruzamento industrial utilizando matrizes Nelore e sémen de touros
Angus, em que tem se obtido animais com maior adaptabilidade e precocidade,
diminuindo o tempo de abate e aumentando a produtividade do rebanho.
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3.2 UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - UFPR, HOSPITAL
VETERINARIO DE GRANDES ANIMAIS

De manha eram realizados os exames fisicos (FC, FR, TR, TPC e motilidade
intestinal), curativos e medica¢cfes dos animais internados. No periodo da tarde eram
examinados apenas 0s animais em tratamento intensivo ou que necessitavam de
maior aten¢do. Havia 0 acompanhamento dos atendimentos de rotina e emergéncias
(clinicas e cirurgicas) e dos atendimentos externos. Também foi possivel acompanhar
as aulas de clinica médica e cirargica de grandes animais. Em forma de rodizio, os
estagiarios acompanhavam um residente, responsavel por uma area de atendimento
definida semanalmente.

Os procedimentos cirdrgicos eram realizados pelos professores, tendo como
auxiliar um dos residentes, aos estagiarios cabia o auxilio a equipe cirlrgica, a
organizacdo do centro cirdrgico, auxilio como volante durante a intervencdo e
acompanhamento do animal na inducdo e recuperacdo anestésica foram as tarefas
executadas. O tratamento pds-operatorio era feito pelos residentes e estagiarios, ja
gue alguns animais necessitavam de cuidados 24 horas por dia, havendo assim um
revezamento entre os responsaveis ja que havia uma tabela de plantbes previamente
estabelecida.

Os atendimentos externos acompanhados foram na fazenda escola da propria
faculdade, para diagnésticas de gestacdo em ovinos.

Os atendimentos que envolviam o sistema reprodutor eram de
responsabilidade dos professores e pdés-graduandos do setor de Reproduc¢édo Animal,
os atendimentos oftdlmicos eram realizados pelos responsaveis pelo setor de
Oftalmologia Veterinaria, com o auxilio das residentes de grandes para administracéo
das medicacdes e colirios diarios. E a anestesia dos animais que eram encaminhados
para cirurgia sempre era de responsabilidade do professor de Anestesiologia

Veterinaria, sendo feita pelos residentes da area.

3.2.1 Casos Acompanhados
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A Tabela 1 mostra os casos clinicos e os procedimentos acompanhados
durante o estagio Curricular Supervisionado no Hospital Veterinario de Grandes

Animais da UFPR — Setor Agrarias.
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Tabela 1: Descricdo por espécie atendida da afeccdo e/ou procedimento acompanhado,

namero de casos e o0 setor que realizou o atendimento, do HV-UFPR, Setor Agrarias.

SISTEMA AFECCAO/PROCEDIMENTO N° CASOS SETOR
EQUINOS
Sistema Fratura sesamoide proximal 1 Cirargica
Locomotor Osteomielite
Artrite séptica/Artroscopia 1 Clinica
Osteocondrite dissecante 1 Cirargica
Tenorrafia 1 Cirargica
1 Cirargica
Sistema Sarcéide 3 Clinica/Cirargica
Tegumentar Laceracédo de pele (ferida) 3 Clinica
Sistema Genito- Criptorquida/Orquiectomia 1 Cirargica
urinario
Sistema Empiema de bolsa gutural 2 Cirargica
Respiratorio Pneumonia verminética 1 Clinica
Envelopamento de epiglote 1 Cirargica
Olhos e anexos  Ceratite fungica 1 Clinica
Sistema Fratura de mandibula/ 1 Cirargica
osteomuscular osteossintese
ASININOS
Sistema Otite bacteriana 1 Clinica
Auditivo
BOVINOS
Sistema Genito- Parto distocico 1 Clinica
urinario Castracao 7 Cirargica
Sistema Indigestdo vagal idiopatica 1 Clinica/Cirurgica
Gastrointestinal (Mini Jersey)
CAPRINOS
Sistema Casqueamento corretivo 2 Clinica
Locomotor
OVINOS
Sistema Ferida aberta 1 Clinica
Tegumentar
Sistema Pneumonia 1 Clinica
Respiratério
Sistema Verminose 1 Clinica
Gastrointestinal
SUINOS
Sistema Bernes e abcesso 1 Clinica
Tegumentar
Sistema Genito- Orguiectomia 8 Cirargica
urinario
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Durante o periodo de estagio foi atendido um total de quarenta e dois animais
no Hospital Veterinario da UFPR — Setor Agrérias, sendo que destes, dezoito eram
equinos, portanto esta foi a espécie mais atendida no hospital. Cabe ressaltar que
nem todos os procedimentos cirargicos puderam ser acompanhados pelo estagiario,
pois havia um rodizio entre os estagiarios para que todos pudessem acompanhar o
mesmo numero de cirurgias e ao mesmo tempo nao deixar os atendimentos clinicos

sem auxilio.
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4. CONCLUSAO

O estagio curricular obrigatorio é de grande valia para aumentar a percepgao
estudantil da importancia do conhecimento tedrico, pois durante a graduacdo busca-
se muito a atuacao prética, e muitas vezes, ndo se compreende a necessidade de
uma boa base teérica, para que possa agir de forma correta no meio profissional.
Porém, cabe aqui também ressaltar que muitos dos questionamentos tedricos surgem
somente durante a vivéncia pratica, e que a busca de conhecimento deve ser
constante e idealmente, aliado a prética.

Durante essa experiéncia destaca-se também a importancia do contato feito
com diversos profissionais renomados nas areas de interesse, que nao sé agregaram
muito conhecimento durante o estagio, como servem de inspiracao para o caminho a

trilhar daqui pra frente.
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