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Resumo

O presente trabalho de concluséo de curso apresenta as atividades realizadas
na disciplina de Estagio Curricular Obrigatorio realizado na area de reproducao
animal sob orientacdo do professor Dr. José Antdnio de Freitas da Universidade
Federal do Parana — UFPR, Setor Palotina. O estagio foi realizado na instituicdo
de pesquisa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Gado de Leite, em
Coronel Pacheco — Minas Gerais, no Setor de Ovinos e Caprinos, da Embrapa
Caprinos e Ovinos — Nucleo Regional Sudeste. No periodo de 31 de julho a 17
de novembro de 2017, sob supervisdo do pesquisador Dr. Jeferson Ferreira da
Fonseca. Serdo descritas neste trabalho as atividades e procedimentos
acompanhados na area de Reproducdo Animal durante o periodo do estagio,
contemplando as atividades propostas no plano de atividades do estagio, assim
como a descri¢cao da estrutura e funcionamento do Setor de Ovinos e Caprinos.
Sera também apresentada uma revisao bibliografica sobre tema de maior

interesse.

Palavras-chave: Coleta de embrides, superovulacao, ultrassonografia



ABSTRACT

The present work of conclusion of course presents the activities carried out in the
discipline of Compulsory Curricular Internship in the area of animal reproduction
under the guidance of Professor Dr. José Antonio de Freitas of the Federal
University of Parana - UFPR, Palotina Sector. The internship was carried out at
the Brazilian Agricultural Research Corporation - Milk Cattle Research Institution,
in Coronel Pacheco - Minas Gerais, in the Sheep and Goat Sector, Embrapa
Goats and Sheep - Regional Sudeste Nucleus. In the period of July 31 to
November 17, 2017, under the supervision of researcher Dr. Jeferson Ferreira
da Fonseca. This work will describe the activities and procedures followed in the
area of Animal Reproduction during the period of the stage, contemplating the
activities proposed in the activity plan of the stage, as well as the description of
the structure and functioning of the Sheep and Goat Sector. A bibliographic

review on a topic of major interest will also be presented.

Key words: Embryo collection, superovulation, ultrasound
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1. INTRODUCAO

Durante o curso de graduacao, os graduandos tém a possibilidade de
entrar em contato com varias areas de atuacdo profissional, permitindo-lhes
capacidade de escolha em suas areas de preferéncia, na qual desejam atuar no

mercado de trabalho.

Desta forma o estagio supervisionado obrigatério € uma oportunidade
para o graduando entrar em contato com profissionais de areas afins e aplicar
0os conhecimentos adquiridos durante o curso, de modo a gerar conhecimento
pratico mais profundo na é&rea de interesse. Aprendendo novas técnicas,
repassando conhecimento para outros estagiarios e supervisores, ocorre uma
grande troca de conhecimento durante todo o periodo de estagio. Deste modo,
0 académico cria maior confianca em relacdo a si proprio e aos seus

conhecimentos.

O estagio foi realizado na area de Reproducédo Animal, sob orientacdo do
professor Dr. José Antbnio de Freitas, no Setor de Ovinos e Caprinos da
Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco, MG, sendo este local escolhido
pelo pesquisador por ser referéncia nacional e internacional de reproducéo em
pequenos ruminantes, com o desenvolvimento de técnicas e tecnologias

aplicadas a reproducao.

O presente trabalho tem por finalidade descrever a estrutura e
funcionamento do local de estagio, apresentar e relatar as atividades realizadas
durante o estagio na area de Reproducdo Animal, assim como realizar uma

breve revisao de literatura na area de reproducdo de pequenos ruminantes.
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2. DESCRIGCAO GERAL DO LOCAL DO ESTAGIO

O estégio curricular foi realizado no Nucleo Regional Sudeste da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) — Caprinos e Ovinos, o qual
esta vinculado a EMBRAPA — Gado de Leite. Este esta integrado ao Campo
Experimental José Henrique Brusch (CEJHB) localizado em Coronel Pacheco —
Minas Gerais. A sede administrativa da Embrapa Gado de Leite fica localizada
em Juiz de Fora - MG. O periodo de estagio foi de 31 de Julho a 17 de Novembro
de 2017.

2.1 EMBRAPA GADO DE LEITE

A Embrapa Gado de Leite foi fundada em 1974 no municipio de Coronel
Pacheco, Minas Gerais. E uma das 46 Unidades Descentralizadas da Embrapa.
Atualmente a sede esta localizada em Juiz de Fora (MG) e possui campos
experimentais em Coronel Pacheco (MG) e Valenca (RJ). Além de ndcleos
regionais que apoiam a transferéncia de tecnologia em cada regido do pais, esta
unidade é referéncia mundial em pesquisas em pecuaria leiteira de clima tropical.
Na Figura 1 destaca-se o prédio administrativo do Campo Experimental da
EMBRAPA.

FIGURA 1. FOTO DO PREDIQ DA ADMINISTRACAO DO CAMPO
EXPERIMENTAL DE JOSE HENRIQUE BRUSCH (CEJHB)
LOCALIZADO EM CORONEL PACHECO - MG.

Fonte: EMBRAPA.
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2.2 EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS, NUCLEO REGIONAL SUDESTE

Fundada em 2002, esté4 inserido dentro do CEJHB, localizado em Coronel
Pacheco, e sua criacao foi impulsionada pelo crescimento da producéo de leite
de caprinos na regido. A instituicdo possui foco em pesquisas relacionadas a

reproducao de ovinos e caprinos (Figura 2).

FIGURA 2. VISTA DE FRENTE DA SALA DE MANEJO DOS ANIMAIS E DOS DOIS
PRIMEIROS ESTABULOS, NO SETOR DE CAPRINOS E OVINOS, EMBRAPA GADO
DE LEITE.

Fonte: EMBRAPA.

2.1.1 ESTRUTURA FiSICA E FUNCIONAMENTO DO NUCLEO SUDESTE

O horario de funcionamento do Nucleo Regional Sudeste da Embrapa —
Caprinos e Ovinos, segue o padrdao da fazenda como um todo, sendo de
segunda a sexta-feira das 7:30 as 11:00 e das 12:00 as 16:30. Aos sabados,

domingos e feriados, apenas os funcionarios de plantdo trabalham.

O Setor de Caprinos e Ovinos do Campo Experimental de Coronel
Pacheco dispbe de um bloco apenas para a utilizagdo ovinos e caprinos em
experimentos. Neste bloco estdo localizados os laboratorios para analise e

congelamento de sémen e de embrides, sala para analises hematoldgicas, sala
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de estudos, escritério, banheiros e almoxarifado. Também ha uma sala
especifica para a realizacdo de atividades com os animais, onde séo realizados
0S exames ultrassonograficos, coletas de embrides, coletas de sémen e

inseminacdes artificiais.

Ao lado da sala de manejo dos animais estdo dispostas 8 baias com
fémeas que dao suporte ao manejo dos animais do setor, sendo as duas
primeiras baias, denominadas enfermaria, onde permanecem apenas 0s animais
gue necessitam de medicag0Oes e cuidados intensivos. Estas baias possuem
area coberta para protecdo da chuva, com telhado e possui piso pavimentado,
onde estdo os comedouros, bebedouros e cocho de sal, também cada baia
possui uma area de solario de chao batido. Utiliza-se o sistema de creep feeding
para ovinos e caprinos, para acelerar o desmame e facilitar a recuperagéo da
matriz como é possivel observar na Figura 4. Possui um rebanho em torno de
150 animais, sendo estes caprinos e ovinos, separados por espécie, estado
nutricional, reprodutivo e idade. Na Figura 3, é possivel visualizar o local onde

as fémeas permanecem.

Possui ainda duas baias distantes das fémeas, onde estdo alocados os
machos, que estédo separados a uma distancia de aproximadamente 450 metros
e posicionamento no qual as fémeas néo sintam o cheiro e ougam o barulho dos
mesmos. Uma baia é destinada a carneiros e cordeiros desmamados, e outra

para cabritos desmamados e bodes.

Uma baia das ovelhas prenhes e outra de cabras prenhes, possui um
sistema de creep feeding, o qual proporciona um melhor desenvolvimento dos

animais. Como é possivel observar na figura 4.
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FIGURA 3. BAIAS DAS FEMEAS DO
SETOR DE CAPRINOS E OVINOS, NA
EMBRAPA.

Fonte: EMBRAPA

FIGURA 4. CREEP FEEDING PARA CORDEIROS EM
LACTACAO, DO SETOR DE CAPRINOS E OVINOS.

Fonte: EMBRAPA
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O rebanho é composto por ovelhas predominantemente da raga Santa
Inés, também possuindo ovelhas da raca Lacaune e cruzadas Lacaune x Santa
Inés. Ja as cabras, séo representadas pelas racas Saanen, Pardo Alpino, Anglo
Nubiano, Boer, e cruzadas meio sangue. Possui carneiros Dorper, Santa Inés e

Lacaune; e bodes Pardo Alpino, Anglo Nubiano e cruzados.

A alimentacgéo do rebanho é fornecida separadamente, sendo no periodo
matutino a racao produzida na fazenda, contendo farelo de soja e milho, e no
periodo da tarde é fornecida a silagem de milho, também produzida na fazenda.

Diariamente é feito a limpeza das baias, comedouros e bebedouros, a fim
de controlar e diminuir a infec¢ao por parasitas gastrointestinais nos animais do
rebanho. Também, duas vezes por semana, é reposto o sal para os animais, de

forma que nunca falte sal no cocho.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO

Durante o estagio realizado no Nucleo Sudeste da Embrapa Caprinos e
Ovinos, na é&rea de reproducdo de pequenos ruminantes, foi possivel
acompanhar o manejo dos animais do Setor, a utilizacdo de farmacos para
inducao de cio, protocolos de superovulacéo, protocolos de dilatacao cervical,
coleta e analise de sémen, auxilio e acompanhamento em partos de cabras e
ovelhas, coleta de embrides pela via transcervical, inseminagdes transcervicais
em cabras e ovelhas, avaliacfes ultrassonogréficas do sistema reprodutor de
cabras e ovelhas, dinamica folicular ovariana, dinamica luteal, diagndéstico de
prenhez, auxilio em projetos de iniciacao cientifica, experimento de inducéo de
corpo lateo acessorio em cabras e ovelhas. Todos os procedimentos foram
supervisionados pelo pesquisador responsavel e pés-graduandos, orientados e
coorientados pelo supervisor responsavel.

TABELA 1: CASUISTICA DAS AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS REALIZADAS

DURANTE O PERIODO DE ESTAGIO NA EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS -
NUCLEO SUDESTE.

Atividade realizada Quantidade
Diagnostico de Gestacéao 80
Dinamica Folicular 272
Dinamicas Luteais 229

Dinamicas em modo Doppler Colorido 364
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3.1 ACOMPANHAMENTO DE PARTOS

Durante o periodo de estagio foi possivel assistir a um total de 20 partos,
sendo estes 15 de cabras e cinco de ovelhas na Figura 5 € possivel observar
parto duplo de fémea caprina. Durante esta atividade foi possivel observar todas
as etapas do parto, e em certos casos podendo intervir com auxilio obstétrico,

guando fossem diagnosticadas distocias.

Foi necessaria a intervencao obstétrica em apenas cinco partos, com a
retirada manual, ou apenas reposicionamento do feto. As fémeas eram
monitoradas para saber se era necessario ou ndo auxilia-las. Caso fosse
necessario, a intervencao era realizada primeiramente com palpagdo vaginal,
verificando a dilatacdo da cérvix, posicionamento fetal e, caso necessario, eram

realizadas manobras obstétricas para reposicionamento fetal.

A tracdo dos fetos era realizada com cautela, acompanhando as
contracdes uterinas, utilizando luvas de palpacédo e lubrificagdo das mesmas.
Apoés o parto, era feito aplicacdo de antibidtico de amplo espectro nas fémeas
gue necessitassem da palpacao intrauterina e reposicionamento fetal, devido a
possivel contaminacdo do Utero. Também, em alguns casos que foram
observados a baixa quantidade de contracdes em algumas fémeas, era aplicado
calcio na via subcutanea, de forma a evitar uma possivel hipocalcemia, e assim

melhorar as contracoes.

ApOs o0 nascimento, eram realizadas a pesagem dos filhotes (Figura 6) e

cura do umbigo com solucéo de iodo alcodlico 10%.



FIGURA 5. IMAGEM REALIZADA LOGO APOS O PARTO DE DOIS
CABRITOS, NO SETOR DE CAPRINOS E OVINOS.

Fonte EMBRAPA.

FIGURA 6. PESAGEM DOS ANIMAS
NO PRIMEIRO DIA DE VIDA,
REALIZADA DURANTE PERIODO DO
ESTAGIO NO SETOR DE CAPRINOS E
OVINOS.

Fonte EMBRAPA.

20
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3.2 COLETA DE EMBRIOES PELA VIA TRANSCERVICAL

Durante o periodo de estdgio foi possivel acompanhar 12 tentativas de
transposicao cervical e lavagem uterina, com objetivo de coletar embrides em
ovelhas. Assim, as atividades compreenderam na contencdo das fémeas,
tricotomia para anestesia peridural, procedimentos anestésicos, tentativas de
passagem transcervical, manipulacdo do sistema de lavagem dos cornos

uterinos, e andlise das estruturas recuperadas no lavado uterino.

Com o crescimento da cadeia produtiva de ovinos e caprinos, busca-se
uma forma de melhorar o gendétipo dos animais em sistemas de producdo. A
utilizacdo de biotecnologias aplicadas a reproducdo € uma ferramenta
importante quando se deseja acelerar a multiplicacdo de animais com alto valor
zootécnico, que com seu genotipo irdo acrescentar grandes melhorias no
rebanho. Quando o foco € nos machos, a melhor forma de multiplicar seu
gendtipo é através da inseminacdo artificial, sendo a mais eficiente e econdémica
forma de propagar seu genoma. Ja para as fémeas, o foco sédo os programas de
multipla ovulacéo e transferéncia de embrides (MOET), a melhor forma de

aumentar o numero de suas progénies.

Estes programas sédo a soma de varias etapas para atingir o objetivo final
gue é o nascimento de embrides transplantados em fémeas receptoras. Para
iSso sdo necessarias varias etapas, contemplando uma boa producdo de
embrides, que é possivel com a utilizacédo de protocolos de superovulacao e um
programa de acasalamento das fémeas superovuladas, de forma a proporcionar
uma alta taxa de prenhez, utilizando monta natural ou inseminacao artificial.
Apdés, é realizada a coleta destes embrides, avaliagcdo e manipulacdo adequada
para manter um namero adequado de embrides viaveis, respeitando as normas
vigentes (WRIGHT, 1999). Para finalizar o processo, é necessario realizar a
transferéncia para fémeas receptoras, com técnica adequada e técnico treinado,

resultando em boas taxas de gestacao e partos.

O ponto chave para o melhor resultado destes programas, esta na colheita
dos embrides, que pode ser realizado através de laparoscopia e laparotomia,
ambas técnicas cirurgicas. Também € possivel através da forma nao cirurgica,

pela via transcervical.
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Para a realizacdo da coleta transcervical em ovelhas é indispensavel o
conhecimento anatdmico do sistema reprodutor ovino, que difere da maioria das
outras espécies de interesse zootécnico, pois apresenta uma maior quantidade
de projecBes da cérvix chamados de anéis, podendo apresentar de 4 a 7,
variando entre individuos. Estes anéis ndo apresentam uniformidade, desta
forma o orificio de cada anel pode estar em uma posicao diferente; além disso
ha diferenca no espacamento entre aneéis, pois servem de barreira contra
contaminagdes externas; e sua cérvix varia em comprimento de 5,7 a 10 cm e

difere entre racas, idade e nimeros de partos (MOURA et al., 2011).

A realizacdo da técnica ndo cirdrgica tende a ser completamente adotada
em relagdo a técnica cirirgica em pequenos ruminantes, sendo estes
procedimentos cirdrgicos restritos em alguns paises. A coleta pela via
transcervical difere principalmente das coletas cirdrgicas pela facilidade e
simplicidade de um protocolo anestésico e analgésico local, diferente da
anestesia geral necessaria pelas vias cirargicas. Também, é possivel realizar
multiplas coletas através da via transcervical em virtude de nao ocorrer
aderéncias uterinas comparado aos procedimentos cirargicos onde héa
realizacdo de incisdes para introducdo da sonda no Gtero, diminuindo a vida util

das fémeas que passam pelo processo cirdrgico (FONSECA, et al. 2016).

Outro fator positivo em relacdo ao procedimento ndo cirdrgico, é a nao
necessidade de manter os animais em jejum alimentar e hidrico, sendo liberados
imediatamente. ApoOs tal procedimento, 0s animais voltam ao seu
comportamento natural em seus respectivos ambientes. Outra vantagem seria o
menor tempo de realizacdo da coleta na técnica ndo cirdrgica comparado aos
métodos cirdrgicos, aumentando, a eficiéncia das coletas em varios animais
(ANDRIOLI et al., 1999).

O primeiro passo para 0 sucesso de um programa de MOET é a
superovulacdo das fémeas doadoras. Para isto sao utilizados diversos
protocolos para estimular os foliculos ovarianos, para bloquear o efeito de
dominéancia folicular, e ou fornecer hormoénio foliculo estimulante (FSH) a todos
os foliculos responsiveis a este hormdénio. Sao utilizados farmacos como

gonadotrofina (GnRH), gonadotrofina coriénica equina (eCG) e o préprio FSH.
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Esses horménios possuem efeito direto ou indireto nos ovérios, fornecendo

maior suporte de FSH, desta forma estimulando a maturacéo de varios foliculos.

Existem fatores relacionados a superovulagdo que podem influenciar
negativamente no processo como um todo, reduzindo a quantidade de embribes
coletados. Estes fatores estdo relacionados a responsividade folicular ao FSH,
falhas no corpo luteo e ordem de coletas e também, fatores relacionados ao
manejo como O estresse térmico, escore corporal e dieta. Primeiramente
utilizavam-se eCG em altas doses, levando a baixas taxas ovulatérias e alta
inducao de cistos foliculares. Outro fator prejudicial da utilizacdo de altas doses
de eCG é a resposta imunoldgica gerada pelas aplicacdes deste horménio, que
em fémeas que foram submetidas a varias superestimulacdes, o efeito tende a
reduzir por conta da resposta imune destruindo este hormonio. Posteriormente
comecou a utilizacdo de extratos hipofisarios de cérebro suinos, que contem
FSH e LH, porém h& muita variacdo na quantidade de cada horménio
dependendo da qualidade do processamento deste extrato. (GOMES et al.,
2014)

O protocolo demonstrado na Figura 7 se inicia com a introducao de
implante intravaginal de silicone impregnado com 0,33 g de progesterona em
forma de T (CIDR®, InterAg, Nova Zelandia), no dia denominado DO, juntamente
com aplicacdo de PGF2a (d-Cloprostenol) (Prolise, TECNOPEC LTDA. Séo
Paulo), na dose de 0,5mL por animal pela via intramuscular no periodo da tarde.
No D4 iniciam-se as aplicacbes de FSH (PLUSET®, Hertape Calier), com
diluicdo de 250 Ul.ml?, no periodo da tarde, com aplicagdo de 2,5 mL
intramuscular; D5 aplicacdo no periodo da manha de 2,5 mL e no periodo da
tarde 1,5 mL de FSH; D6 aplicacdo de PGF2a e também 1,5 mL de FSH no
periodo da manhd, no turno da tarde aplicacdo de 1ml de FSH e retirada do
implante intravaginal. D7 aplicacdo de 1 mL de FSH no periodo da manh&, e no

turno da tarde inicia a cobertura destas fémeas.
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FIGURA 7. PROTOCOLO DE SUPEROVULACAO UTILIZANDO FSH.

0,5ml
Prolise
+
2.5ml 1,6ml
FSH FSH
I
Embrides
T CIDR® T 1ml FSH -
1 1 | | !
Do D4 D5 D6 D7 D8 D14
0,5 Prolise 2.5ml 1.5ml 1ml
FSH FSH FsSH
Coberturas

Fonte: Arquivo pessoal.

Esta etapa pode ser realizada de duas formas, com a monta natural ou
com inseminacao artificial (IA), sendo esta, a forma mais eficaz de maximizar a
capacidade de geracdo de descendentes de um reprodutor. Para a realizacao
desta técnica existem diferentes vias e métodos para concluir o objetivo final que
€ a fecundacao do 6vulo liberado na ovulacéo. Para isto é feita a escolha do tipo
do sémen, este fresco, refrigerado ou congelado, dependendo da forma que sera
aplicado no aparelho reprodutor da fémea (OLIVEIRA & FONSECA, 2013).

Este procedimento pode ser realizado de diferentes formas, dependendo
do tipo de sémen escolhido, sendo fresco, refrigerado ou congelado. O objetivo
€ a deposicado do sémen na por¢do mais cranial do sistema reprodutor feminino,
reduzindo o tempo para que ocorra a fecundacao. S&do descritos métodos como
inseminacao artificial vaginal, com a deposi¢cdo de sémen fresco com baixas
diluicbes (500 x 10°® espermatozéides por dose) direto na vagina das fémeas.
Porém este método apresenta baixas taxas de prenhez comparado as demais

técnicas.

A inseminacgdo pericervical é realizada a partir da localizagdo do 0stio
cervical, através de espéculo vaginal e luz, depositando o sémen dentro do
orificio, sem a tentativa de ultrapassar mais anéis cervicais. Também é indicado
a utilizacdo de sémen fresco com diluigho maior (200 a 300 x 10°¢

espermatozoides por dose).

A inseminacdo cervical profunda ou intrauterina pela via cervical, &
realizada a partir da localizacdo do 6stio cervical (espéculo e luz), uso de

instrumentos para fixar a cérvix (pin¢as e aplicadores), deposicédo de sémen mais
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profunda possivel (entre 2 — 4 cm), com transposicdo dos anéis cervicais.
Necessita de um técnico capacitado e bem treinado. Em cabras esta técnica tem
melhor resultado devido a facilidade de transpor os anéis. Em ovelhas € mais
reduzida a taxa de prenhez, requer cuidados ao manuseio para ndo ocorrer a
perfuracdo da cérvix e também do corpo do utero, indica-se uso de sémen fresco
com alta diluicdo (100 — 150 x 10° espermatozoides por dose), a efetividade

desta técnica esta diretamente relacionada a quantidade de anéis transpostos.

Por fim a inseminacgéo intrauterina por laparoscopia, que € uma técnica
cirdrgica que requer matérias de alto valor, sendo realizada exclusivamente por
veterinarios. Nesta técnica a deposicdo de sémen é feita diretamente dentro dos
cornos uterinos, sendo necessario anestesia e/ou sedacao, tricotomia onde sera
feita a introducdo do laparoscépio, e antibioticoterapia em alguns casos. E
possivel a utilizacdo de sémen fresco, resfriado ou congelado/descongelado
(100 x 108 espermatozoides por dose). Devido a ser um procedimento cirdrgico,
existem riscos como a perfuracdo da bexiga, perfuragdes gastrointestinais e de
vasos sanguineos, porém é a técnica que apresenta a maior taxa de fertilidade
devido a posicdo em que é depositada o sémen, o mais proximo possivel da tuba
uterina (FONSECA et al., 2014).

Inicialmente era realizada a tricotomia da regido da base da cauda,
retirada de fezes da ampola retal, higienizacdo da regido perianal com agua
limpa e detergente, para retirada de todo material fecal da regido do anus e da
vulva, sem necessidade de utilizar produtos a base de alcool. Apos a limpeza, a
fémea era posicionada dentro da maca elevadora de contengcdo, em posicao
quadrupedal, para evitar movimentacdes bruscas da fémea durante a coleta,

como pode ser observado na Figura 8.
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FIGURA 8. CONTENGCAO EM MACA ELEVADORA PARA REALIZACAO DA
TENTATIVA DE TRANSPOSIGAO CERVICAL E COLETA DE EMBRIOES EM
OVELHAS.

Fonte: EMBRAPA

Para a realizacdo da coleta transcervical em ovelhas é necessario induzir
a dilatacdo da cérvix, mimetizando o estado da cérvix quando esta no estro, onde
h& uma dilatacdo natural da cérvix para facilitar a passagem do sémen. Assim
era utilizado um protocolo denominado Protocolo Embrapa de dilatacéo cervical
com a utilizacao de cloprostenol, estrégeno e ocitocina, descrito na Tabela 2. O
protocolo teve inicio no dia anterior a coleta, cerca de 17-18 horas antes da hora

marcada para coleta.

A tentativa de transposicdo cervical em ovelhas sem protocolo de
dilatacdo cervical tem um indice muito baixo de sucesso, sendo em sua maioria
impossivel a transposicdo (GUSMAO, et al., 2009), ja& em cabras a taxa de
passagem é mais elevada mesmo sem protocolo de dilatacdo. (ANDRIOLI et al.,
1999)
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TABELA 2. PROTOCOLO EMBRAPA DE RELAXAMENTO CERVICAL E LAVAGEM
UTERINA PELA VIA CERVICAL EM OVELHAS.

FARMACO Dose Tempo pré-coleta Via de
administracéo
Benzoato de 1 mg 18h IM
Estradiol
d-Cloprostenol 37,5 ug 18h IM
Ocitocina 50 Ul 20min \%

Tempo pré-coleta — Tempo anterior ao inicio da colheita de embrides
IM — Intramuscular

IV — Intravenoso

Primeiramente era aplicado 50 Ul de ocitocina 1V, entdo eram iniciados os
procedimentos de sedacdo e analgesia, e apds 0 tempo necessario para inicio

do efeito da ocitocina, 20 min, a fémea é elevada em maca elevadora.

Feita a contencéo da fémea, era realizada a anestesia no espaco epidural
na regido sacrococcigea com 2 mL de lidocaina a 1%, apés a area de aplicagcéo
ser higienizada adequadamente. Posteriormente foi aplacado Acepromazina 1%
na proporcao de 1mL/100kg, gerando uma leve sedacdo na paciente, desta
forma facilitando o manejo do espéculo e pincamento. Também foram aplicados
5 ml de escopolamina, na concentracdo de 4mg, pelas vias IM e IV, fornecendo

uma analgesia visceral.

Em seguida era introduzido um espéculo vaginal do tipo Collins de nimero
0 a 3, dependendo do tamanho externo da vulva e interno da vagina respeitando-
se a anatomia da fémea, para explorar a vagina e cérvix, de modo a visualizar
nitidamente a projecdo do ultimo anel cervical, denominado Ostio cervical, e
apresenta diferentes formas, variando em tamanho e forma entre individuos

(KERSHAW et al., 2005), como pode ser observado na Figura 9 e Figura 10.
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FIGURA 9. CLASSIFICAGAO RELACIONADA A APARENCIA EXTERNA
DA CERVIX EM OVELHAS. (A) BICO DE PATO, (B) FENDA, (C) ROSA, (D)
PAPILA E (E) ABA.

Fonte: KERSHAW et al. (2005)

Com auxilio de luz e pincas, é feito o pingamento com uma pinca de
apreensdo de Allis (26 cm), modificada (com os dentes gastos), atraumatica,
para fixacdo da cérvix. Apos a fixagcdo com a pinga de Allis é feito o pingamento
utilizando duas pincas de Pozzi, lateralmente ao 0stio cervical, resguardando a
ndo oclusdo do lumen cervical, assim dificultando ou impossibilitando a
passagem. ApOs o0 pingamento com as pingas de Pozzi (Figura 11), é retirado o
espéculo e introduzido a gaze embebida em lidocaina, que é depositada no
fundo do saco vaginal, para melhorar o conforto e analgesia do local. Apds dois
minutos iniciava-se a tracdo da cérvix, tracionando lateralmente e com
intensidade leve para relaxar a musculatura. Entéo era possivel visualizar o 6stio

cervical e a entrada do primeiro anel (Figura 10).



FIGURA 10. VISUALIZACAO DO
OSTIO CERVICAL DE OVELHA, COM
UTILIZACAO  DE  ESPECULO
VAGINAL DE COLLINS, DURANTE

PERIODO DO ESTAGIO.

Fonte: EMBRAPA

FIGURA 11. DEMONSTRAQAO DA VISUAI:IZAC}AO DO OSTIO
CERVICAL DE OVELHA, APOS A REALIZACAO DO PINCAMENTO
LATERAL DA CERVIX COM PINCAS DE POZZI.

Fonte: FONSECA et al. 2016
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Apés a visualizacdo do 6stio cervical (Figura 12), era iniciado a tentativa
de passagem dos anéis cervicais com uma haste de aco cilindrica de ponta
romba, desenvolvida justamente para este fim, com o intuito de dilatar mais os
anéis, e descobrir as aberturas de todos os anéis. Com a introducdo da haste
dentro da cérvix, era possivel a utilizacdo dos dedos do técnico por baixo e por
cima da cérvix, no intuito de movimenta-la, para manipular ela de forma a facilitar
a passagem pelos anéis. ApOs a passagem de alguns anéis, era realizada a
colocacdo do dedo médio dentro do reto da fémea, para conseguir continuar
manipulando a cérvix, devido ao comprimento da mesma. Era realizada com
cautela a manipulacdo com a haste, ndo forcando demais a passagem pela
cérvix, para ndo ocorrer rupturas cervicais, pois se ocorrese nao era possivel

realizar a coleta, desta forma era abortada a tentativa.

FIGURA 12. OBSERVACAO DO OSTIO CERVICAL DE OVELHA,
APOS PINCAMENTO E TRAGCAO DA CERVIX COM PINGAS DE
POZzI, PARA COLHEITA DE EMBRIOES PELA VIA
TRANSCERVICAL, REALIZADO DURANTE PERIODO DO
ESTAGIO.

Fonte EMBRAPA
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Quando ultrapassados todos os anéis, era sensivel a ndo resisténcia da
haste quando introduzida e tracionada. A haste era deixada por alguns minutos
dentro da cérvix para dilatar e moldar o caminho dos anéis para o proximo

processo, que era a introducao de uma sonda guiada por um mandril.

Fazia-se a retirada da haste rapidamente e em seguida ja era introduzido
do mandril com a sonda, iniciando novamente a tentativa de passagem da cérvix,
aproveitando o modelamento realizado pela haste, sendo possivel passar 0s
dois ou trés primeiros anéis facilmente. Novamente com a devida precaucao para
nao ocorrer perfuracdo da cérvix e do Utero caso ultrapassasse a cérvix, era
realizada a manipulacédo com os dedos e com o mandril para realizar a passagem
dos demais anéis. ApoOs a transposicdo dos anéis era direcionado lateralmente
para seguir dentro de um corno uterino de escolha, que fora diagnosticado com
0 exame ultrassonogréafico no dia anterior a coleta. Era visualizado e quantificado
0 numero de corpos luteos em cada ovario, desta forma indicando quantos
possiveis embrides seriam coletados em cada corno, como é possivel observar

na Figura 13, na qual possui dois corpos luteos.

Também podem ser realizadas laparoscopias para visualizacdo dos
ovarios e quantificacdo do niamero de corpos lateos presentes, porém € uma

técnica mais invasiva, comparada a utilizacdo da ultrassonografia.

FIGURA 13. IMAGENS EM MODO DOPPLER COLORIDO E MODO B DE OVARIO
CONTENDO DOIS CORPOS LUTEOS E UM FOLICULO.

e ‘= “'O -

L

.
-

-
-

CL — Corpo luteo
FOL - Foliculo
Fonte: EMBRAPA
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Entdo, é introduzido levemente a sonda, para dentro do Utero e retirando
o mandril, para ndo dobrar a sonda no interior do Utero e alcancar o mais préximo

possivel da tuba uterina.

Apoés a introducao da sonda, era injetado 2 mL de ar para confirmar se
estava realmente no Utero. Se houvesse pressao a sonda ainda estava na cérvix,

sendo retirada a sonda e reiniciado o processo com o mandril.

Caso fosse confirmada a posi¢cao da sonda dentro do Utero, a sonda era
acoplada ao sistema de lavagem uterina desenvolvido e patenteado pela
Embrapa. S&o introduzidos 20 mL de solucao especifica para coleta de embrides
(DMPBS, Biodux), aquecido a 37° C, para lubrificar o sistema e para o primeiro
lavado uterino ndo ser depositado diretamente sobre a peneira do filtro. Entdo
eram inseridos 180 ml de DMPBS por corno uterino, em doses de 10 mL por vez,
e por gravidade este liquido que € inserido no Utero retorna pelo sistema até o
filtro (Figura 14).

Ap6s lavagem dos dois cornos, era feita novamente a limpeza do sistema
com 20 mL de solucéo, para prevenir que algum embrido possa ter permanecido
dentro do sistema. Eram realizadas manobras com a sonda dentro do Utero para
recolhimento de todo o liquido, puxando a sonda e empurrando, para sugar
possiveis bolsdes de liquido que podem se formar dentro dos cornos uterinos.
No total eram inseridos 360 ml de solugéo por ovelha.

A taxa de recuperacédo varia de acordo com o método de coleta, porém
em sua maioria as taxas de coleta sdo muito elevadas, superiores a 90%, para

ambas espécies, caprina e ovina (FONSECA et al. 2016).
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FIGURA 14. COLETA DE EMBRIOES PELA VIA TRANSCERVICAL EM OVELHAS.
OBSERVAGAO DA QUANTIDADE DE LIQUIDO RECUPERADA APOS APLICAGCAO
DE PBS INTRAUTERINO ATRAVES DE SISTEMA DE LAVAGEM UTERINA
DESENVOLVIDO PELA EMBRAPA.
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Fonte: EMBRAPA
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Apés o procedimento de lavagem uterina, era realizada a
antibioticoterapia e o animal estava apto a retornar para sua baia. Comparado
ao procedimento cirargico, que o animal necessita de anestesia geral, que € um
fator de risco, somado as complicacdes que o procedimento cirdrgico pode
causar com sucessivas coletas, como aderéncia uterina, impedindo novas
coletas, o fator estressante de jejum, hidrico e alimentar, que ndo € necessario
na coleta pela via transcervical. Sao varios fatores positivos em relacao a coleta
ndo cirargica com relagéo a cirurgica, porém a técnica transcervical necessita de
um profissional bem treinado e capacitado para realizacdo, devido a

complexidade do processo de transposicao da cérvix.

Apbs a coleta, o restante do lavado uterino que permaneceu no filtro,
cerca de 20 a 30 ml, onde estavam as estruturas coletadas e possiveis embrides,
era depositado em uma placa de Petri com marcacdes de quadrados, e
visualizado em um estereomicroscopio com aumento de 2x (Figura 15), para a
procura dos embrides. Entdo eram retirados desta primeira placa e passados
para outra placa de Petri contendo DMPBS, depositando todos proximos para
contagem.

Figura 15. Visualizagdo de estruturas coletadas via transcervical em uma ovelha
superovulada da raga Lacaune, contendo embrides em estado de blastocisto e morula.

Fonte: EMBRAPA
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Apbs o término da andlise e classificacdo dos embrides e ou estruturas
coletas, o proximo passo era o congelamento destes embrides, porém nao foi

possivel acompanhar este procedimento durante o periodo de estagio.
3.3 EXAMES ULTRASSONOGRAFICOS

Outra ferramenta que fornece um suporte ao programa é a realizagdo de
exames ultrassonograficos antes e durante a realizagdo do programa, sendo
possivel diagnosticar disturbios reprodutivos, acompanhar o efeito estimulatorio
nos ovarios, as respostas da fémea ao protocolo, principalmente antes da coleta,
para certificar se € viadvel a realizacdo da coleta, e a contagem de quantos
possiveis embribes serdo coletados em cada lado do Utero. E possivel a
utilizacao desta forma menos invasiva de avaliacdo ovariana em substituicdo da

laparoscopia em ovinos (PINTO et al., 2016).

Durante o procedimento de inducdo de superovulacdo foram realizados
exames ultrassonogréaficos do sistema reprodutor das ovelhas, utilizando dois
equipamentos, Mindray 3300 DP Vet, com probe retal linear e frequéncia de 7,5
MHz. E um Mindray M5 Vet, com software Doppler Colorido e probe retal linear
com frequéncia de 7,5 MHz. E possivel visualizar na Figura 16 como eram
realizados 0os exames nos pacientes contidos em um tronco especifico para

pequenos ruminantes.
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FIGURA 16. ULTRASSONOGRAFIA TRANSRETAL EM PEQUENOS RUMINANTES
PARA ACOMPANHAMENTO DE PROTOCOLO DE INDUCAO DE CORPO LUTEO
ACESSORIO EM CABRAS E OVELHAS, REALIZADO DURANTE PERIODO DO
ESTAGIO CURRICULAR OBRIGATORIO.

Fonte: EMBRAPA

Logo no DO foram realizados exames ultrassonograficos de todas as
ovelhas que passaram pelo protocolo diariamente até a data de inicio das
coberturas, acompanhando a regressao de corpos luteos de ciclos anteriores, e
regressao folicular, e inicio de uma nova onda de foliculos, até 0 momento onde
iniciou-se as aplicagbes de FSH. Onde foi observado a resposta destas ovelhas
ao protocolo, com o aumento do tamanho de varios foliculos em ambos os
ovarios, diferenciando da fisiologia, onde apenas 1 a 2 foliculos em média
dependendo da raca, chegam ao tamanho pré-ovulatério que varia de 7 a 10 mm
(RAVINDRA et al., 1994).

No dia anterior das coletas dos embrides foram realizados novos exames,
para contagem de corpos luteos presentes, como forma de contagem de quantos
embrides poderiam ser coletados, indicando também qual o melhor lado para
comecar, onde possui maior quantidade de possiveis embrides, como pode ser
observado na Figura 13, apresentando 2 corpos liteos.
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3.4 EXPERIMENTOS ACOMPANHADOS

Durante periodo do estigio foi possivel acompanhar experimentos
envolvendo protocolos de indug&o de corpo luteo acessério em cabras e ovelhas,

e observacéo e classificacdo de muco cervical em cabras e ovelhas.

Um grupo de 24 animais envolvendo 12 cabras e 12 ovelhas foram
sincronizadas com implante intravaginal por seis dias e aplicacdo apos a
colocacao do implante de uma dose de PGF, e posteriormente com aplicacdes
de PGF e eCG no dia anterior a retirada do implante com progesterona. Foram
realizados exames ultrassonogréficos a partir do dia da colocac¢do do implante

intravaginal, até a confirmacéo da ovulacdo apd0s as coberturas.

Apos a retirada do implante, as fémeas foram colocadas em baias junto a
um reprodutor para deteccéo de cio. Sendo este apresentado apenas 24 horas
apos a retirada dos implantes.

A partir da data da exposicdo das fémeas aos machos, foram realizadas
fotografias da regido cervical das fémeas, com utilizacdo de espéculo e luz para
melhor visualizagdo da cérvix. Também realizadas amostras citolégicas da
parede vaginal com swab, e apds fixacdo em lamina e coradas com reagentes

especificos para células epiteliais.

Foram realizadas coletas de sangue a partir da data da colocacao do
implante, diariamente no periodo da manhd, com tubo a vacuo com
anticoagulante. ApGs as coletas as amostras de sangue eram centrifugadas, e
entdo retirado o plasma e depositado em microtubo de 1,5 mL, e entédo
armazenados em congelador com temperatura de - 24°C para posterior andlise

da progesterona sanguinea.

As coberturas foram realizadas da seguinte forma: Foram divididas em
dois grupos as fémeas, metade iria receber uma monta e ap6s 12 horas seriam
inseminadas, e outra metade receberiam duas montas dos machos, com espaco
de 12 horas, caso apresentasse cio. O carneiro utilizado era da raca Santa Inés,
e 0 sémen utilizado era de um carneiro da raca Lacaune. Ja para as cabras, 0
bode utilizado era da raca Pardo Alpino, e o sémen de um Anglo Nubiano. Sendo

possivel acompanhar e realizar inseminagéo tanto em cabras como ovelhas.
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O muco era classificado conforme apresentacéo da coloracdo do muco e
presenca ou nao de estrias. Sendo de 1 a 5, 1 - completamente cristalino, 2 -

cristalinos com estrias brancas, 3 — estriado, 4 - estriado/caseoso e 5 - caseo0so.

Apés uma semana da data de cobertura destas 24 fémeas, apenas 21,
sendo 11 ovelhas e 10 cabras, receberam uma aplicacdo Unica de 300Ul de
gonadotrofina coriénica humana (hCG), dando inicio ao experimento de indugéo
de corpo luteo acessorio, aproveitando que estas ja estavam sincronizadas

devido ao protocolo de indugéo de cio utilizado anteriormente.

As coletas de sangue continuaram, porém com intervalos entre dias,
sendo o DO, no dia da aplicagdo e ap0s nos, D7, D11, D13, D17, D21 e D30.
Sendo realizadas e centrifugadas do mesmo método no experimento anterior de

muco cervical.

A inducdo de corpo luteo acessoOrio tem como objetivo, aumentar a
guantidade de progesterona sérica no sangue, desta forma aumentar a taxa de
gestacdo. Podem ser utilizados diferentes farmacos para inducédo de ovulacao
acessoria, como por exemplo, GnRH, hCG e o préprio LH; Atuando de forma
direta ou indireta no ovério, proporcionando suporte para os foliculos com

capacidade ovulatoria de realizarem a ovulacdo (FERNANDEZ, et al. 2018).

Fisiologicamente, ap6s uma ovulacdo durante o ciclo estral, ha o
recrutamento de uma nova onda de foliculos, onde no sétimo dia apls a
ovulacdo do ultimo ciclo, existem foliculos com capacidade ovulatéria, porém
estes ndo conseguem ovular, devido ao feedback negativo que a progesterona
produzida pelo corpo lateo presente causando diminuicdo de liberacdo de
estrogeno e LH que sdo necessarios para que ocorra a ovulacdo. Entdo sao
utilizados farmacos, para inducdo de ovulacdo, assim havendo formacédo de
corpos luteos acessorios, que também produzem progesterona, havendo uma
maior propor¢do deste hormonio no sangue das fémeas que recebem o
protocolo, maior nimero de corpos lateos e maior taxa de gestacdo, assim

aumentando a producao do sistema de criacdo (LANKFORD, et al. 2010).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar muitos
procedimentos na area de reproducdo animal, grande ndmero de atividades
foram desenvolvidas. Proporcionando a obtencdo conhecimento pratico e tedrico
mais aplicado. O estagio foi de grande valia para a formagdo académica e

profissional, aumentando a confianga do graduando.

Foi possivel conhecer muitas pessoas de renome na area, inclusive o
supervisor, que € referéncia na area de reproducao. Abrindo novos horizontes e
formando amizades. Trabalhando em conjunto com outros colegas de estagio e
alunos da poés-graduacao, sendo fundamental um bom trabalho em equipe.

O estagio curricular proporciona um grande acumulo de conhecimento
para o graduando, sendo de vital importancia durante o periodo académico.

Preparando o aluno para o mercado de trabalho.
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