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ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM MEDICINA
VETERINARIA - AREA DE REPRODUCAO BOVINA E
BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) tem por objetivo
descrever as atividades desenvolvidas e acompanhadas durante o periodo de realizacdo do
ECSMV. O local escolhido para a realizacao do estagio supervisionado foi a Central de Coleta
e Processamento de Sémen Bovino Renascer Biotecnologia, situada no Km 615 da BR 472,
Distrito de Guterrez, municipio de Barra do Quarai-RS. As atividades referentes ao estagio
curricular supervisionado desenvolveram-se entre os dias 05 de fevereiro e 30 de abril de
2018, sendo oito horas didrias, das 08:00 as 12:00 e das 14:00 as 18:00h, perfazendo uma
carga horéria total de 488 horas e foram concentradas na Central de Coleta e Processamento
de Sémen Bovino Renascer Biotecnologia. O ECSMV teve como supervisora a Médica
Veterinaria Cecilia Izabel Inés Urquiza Machado Pavin e orientagdo institucional do Prof® Dr.
Fabio Gallas Leivas. Foram acompanhadas 2.331 atividades de coleta de material biologico
para analise laboratorial, manejo sanitario, coleta de sémen, manejo de touros e demais
atividades de campo, além atividades laboratoriais como analise, processamento e
criopreservagdo de sémen. O ECSMV foi de extrema importancia como complemento na
formacdo técnica das atividades da graduacdo, sendo possivel colocar em préatica 0s
conhecimentos adquiridos durante o curso e obter uma melhor preparacdo para a inser¢ao no

mercado de trabalho, além da aquisi¢do de novos aprendizados.
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1 - INTRODUCAO

A utilizacdo das biotécnicas aplicadas a reproducdo animal tem aumentado
significativamente nos Gltimos anos contribuindo muito para o melhoramento genético dos
rebanhos, otimizagdo dos manejos reprodutivos e maximizacdo dos lucros. A inseminagéo
artificial € uma técnica desenvolvida ha muitos anos e de acordo com Gongalves (2008) a
primeira inseminacéo artificial bem-sucedida em mamiferos € datada de 1779 e foi obtida em
caes da raca Poodle pelo monge italiano e professor da Universidade de Pavia, Lazzaro
Spallanzani. Atualmente é uma das principais técnicas utilizadas na reproducéo bovina, que

por sua vez, impulsiona a producao e o mercado do sémen bovino.

A escolha do local de estagio foi estrategicamente estudada para que corroborasse com
0 aprendizado adquirido na Universidade, unindo a reprodugdo a campo e a biotecnologia
empregada nos laboratdrios. A Central de Coleta e Processamento de SEmen Bovino Renascer
Biotecnologia foi escolhida como o local de estagio, porque o estabelecimento emprega as
principais técnicas reprodutivas utilizadas na atualidade, utilizando o que h& de mais inovador

e moderno do mercado da biotecnologia da reproducgéo.

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria (ECSMV) é um
componente curricular obrigatério na graduacdo de Medicina Veterinaria. O ECSMV foi
realizado entre os dias 05 de fevereiro e 30 de abril de 2018, sendo oito horas diarias, das
08:00 as 12:00 e das 14:00 as 18:00h, e 40 horas semanais, perfazendo uma carga horaria total
de 488 horas, sob a orientacdo do Prof. Dr. Fabio Gallas Leivas e a supervisdo da Médica
Veterinaria Me. Cecilia lzabel Inés Urquiza Machado Pavin. O presente trabalho tem por
objetivo descrever e apresentar as atividades acompanhadas e realizadas durante 0 ECSMV

na area de reproducdo bovina e biotecnologia da reproducéo.
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2 — DESCRICOES DAS ATIVIDADES

2.1 Local de Realizacédo do estagio

O local escolhido para a realizacdo do estagio curricular supervisionado em Medicina
Veterinaria (ECSMV), foi a Renascer Biotecnologia Centro de Coleta e Processamento de
Sémen Agropecuaria Pavin Ltda. A supervisdo do ECSMV ficou a cargo da Responsavel
Técnica do Centro, Médica Veterinaria Me. Cecilia lzabel Inés Urquiza Machado Pavin e
orientagdo académica do professor Dr. Fabio Gallas Leivas.

A Renascer Biotecnologia Centro de Coleta e Processamento de Sémen Agropecuaria
Pavin Ltda, esté localizada na Rodovia BR 472, Km 613-615, Estancia Renascer, Distrito de
Guterrez - Barra do Quarai —RS. Teve o inicio de suas atividades em 11 de agosto de 2017
com o objetivo de comercializacdo de sémen bovino para o Brasil e exterior e insumos para
inseminacao artificial. Apés a analise da viabilidade econémica e da necessidade de mercado,
iniciou-se a construcdo da empresa, que contou com a consultoria do Médico Veterinario

Neimar Correa Severo, atualmente gerente de producdo da Alta Genetics do Brasil, que

orientou para que o projeto da Central estivesse pautado na qualidade em todos os aspectos.

FIGURA 01 — Fachada Renascer Biotecnologia Centro de Coleta e Processamento de Sémen
Agropecuaria Pavin Ltda.
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2.1.1 Equipe

A equipe é composta pelo Diretor Executivo da empresa Paulo Roberto Pavin,
agropecuarista e empresario com mais de 35 anos de atuagdo no mercado; Consultor Técnico
Neimar Correa Severo, Médico Veterinario, membro do Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal (CBRA); sdcio da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE); membro-
fundador da Associacdo Brasileira de Andrologia Animal (ABRAA) e atualmente diretor

comercial da ABRAA, desde sua fundacéo;

Paulo Roberto Pavin Filho, Engenheiro Agrénomo, responsavel pelo manejo
nutricional e pela area administrativa da Renascer Biotecnologia; Leonardo Pavin, Médico
Veterinario, responsavel pelo manejo nutricional e pela &rea comercial da Renascer
Biotecnologia; Natasha Frasson Pavin, Farmacéutica e mestre em Bioquimica, responsavel
pelo laboratério de processamento e congelamento de sémen; Cecilia Izabel Inés Urquiza
Machado Pavin, Médica Veterinaria e Mestre em Ciéncia Animal, responsavel pelo
laboratério de processamento e congelamento de sémen e responsavel técnica da Renascer
Biotecnologia. Leandro Rocha do Amaral, Médico Veterinario, responsavel pelo manejo
sanitario e coletas dos reprodutores da Renascer Biotecnologia. Mayara Costa Oyhenard,
Médica Veterinaria, responsavel pelo laboratdrio de processamento e congelamento de sémen.
Ainda conta com o apoio de trés tratadores, que sdo responsaveis pela alimentacdo, manejo e

coleta do sémen dos reprodutores, além de uma técnica de laboratdrio e uma secretéria.

2.1.2 Infraestrutura

O Centro de Coleta e Processamento de Sémen (CCPS) Renascer Biotecnologia possui
uma area total de 15 hectares destinada a alojar touros doadores de sémen, animais manequins,
instalacOes e edificacOes e area de isolamento sanitario. Também possui uma area de 90
hectares de pastagem irrigada por pivo central e mais 100 hectares de pastagem de inverno,

permitindo a produgéo de alimento o ano todo.
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As instalacOes e edificacOes utilizadas para alojamento dos animais, laboratorio e
quarentenério estdo isoladas por cercas de alambrado com 6 fios, com isolamento minimo de
25 metros de distancia da &rea administrativa, das areas de criatorios vizinhos e da rodovia.

O CCPS esta localizado em area drenada, em perfeitas condi¢fes de uso para manter
a salde e o bem-estar dos animais alojados e a boa qualidade do produto. Possui entradas e
saidas controladas, para pessoas e animais, com equipamento de desinfeccdo de veiculos

(rodolavios) que acessem o quarentenario e ao deposito de ragéo.

2.1.3 Laboratério

O CCPS conta com um laboratério de altissima qualidade no que se refere a
congelamento e processamento do sémen, a unidade laboratorial possui vestiario, sala de
manipulacdo de sémen e de preparacdo de meios, sala de controle de qualidade de sémen e
sala de limpeza e esterilizacdo do material.

O laboratorio é equipado com uma geladeira, banho-maria, balcdo refrigerado,
congelador de sémen Digitcool IMV, balanca analitica, maquina para o envase do sémen e
fechamento da palheta MRS4, Sistema Automatizado Para Anélise de Sémen (Computer
Assisted Spern Analysis — CASA) IVOS 1I- Hamilton Thorne, Fotbmetro ACCUCELL, dois
Microscopios, duas mesas aquecedoras. A sala de manipulacéo de sémen também possui um
6culo com porta dupla para a recep¢do do sémen. Toda a unidade laboratorial é revestida de
material de facil higienizag&o e protegida com tela contra a entrada de insetos e roedores nas

janelas.
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5

FIGURA 03 - a) Congelador de sémen Digitcool IMV; b) Interior do Digitcool; c) Digitcool com as
palhetas de sémen apds o processo de congelamento. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.1.4 Unidade de Coleta

A unidade de coleta do sémen encontra-se ao lado do laboratério e conta com area
coberta para a coleta de sémen, de facil higienizacdo, com cercas de protecdo, tronco de

contencgéo e pesagem dos animais com balanca eletrénica, troncos para contencao de animais
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manequins em coleta e cinco piquetes de espera para alojamento temporario dos reprodutores
durante o periodo de coleta

Possui também sala de limpeza e preparacdo de material de coleta de sémen, onde séo
preparados e armazenados 0s equipamentos e 0os matérias utilizados nos procedimentos de
coleta de sémen, além disso, conta com uma unidade de apoio constituida de vestiarios,
farmécia e deposito de material de limpeza.

Nas dependéncias da unidade de coleta possui um tronco tombador para casqueamento
dos animais possibilitando que os reprodutores sejam casqueados no proprio CCPS, nao

precisando serem deslocados para outro lugar a fim de ndo terem que voltar ao quarentenario

quando do retorno.

FIGURA 04 —a) Unidade de coleta; b) Tronco de contencdo com balanca digital; ¢) Tronco tombador
para casqueamento. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.1.5 Alojamento dos Reprodutores

A unidade de alojamento do rebanho residente é composta por 60 piquetes para touros
residentes e ainda possui espago para a construgdo de mais 120 piquetes, totalizando 180
animais residentes. Cada piquete mede 400m?, bebedouro, comedouro e manjedoura
individuais para a alimentacdo, possui mourdo anti-stress, area coberta e cama de areia que
asseguram boas condicdes de bem-estar animal.

Os piquetes estdo dispostos em linhas, separados por cercas com seis fios de arame,

além de fio com choque de contencao.
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FIGURA 05 — Alojamento dos reprodutores. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.1.6 Quarentenario

A unidade de quarentena é composta por 20 piquetes individuais com
aproximadamente 225 metros? cada, com area coberta, cocho para alimentacdo e bebedouro
individuais. Edificacdo com sala de preparacdo de material de coleta de sémen, laboratorio
para manipulagdo e anélise do sémen, banheiro, vestiario e depdsito de material, instalacdo
com tronco de contencdo e pesagem dos animais com balanca eletronica.

As cercas limitrofes possuem isolamento minimo de 25 metros das demais instalacfes
do CCPS, de criatérios vizinhos e da rodovia. Entrada independente, para animais que
ingressam no quarentenario ndo transitem pela &rea de alojamento do rebanho residente,

composta por desembarcador de animais.

2.1.7 Deposito de Ragoes

Deposito de racdo, localizada préximo a unidade administrativa, para armazenagem

dos componentes secos da dieta dos animais. O depdsito tem uma sala fechada onde €
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armazenada a racdo concentrada e o sal mineral. O restante da area funciona como depdsito

de serragem, depdsito de feno e local de preparacdo do volumoso fornecido aos animais.

2.1.8 Unidade de Armazenamento de Sémen

A unidade de armazenamento de sémen esta localizada no bloco principal da unidade
administrativa, tem por finalidade o armazenamento de sémen e de material de vendas, esta
unidade tem um acesso Unico e controlado para a area administrativa. Possui trés containers
de nitrogénio liquido para armazenamento de sémen (bancos de sémen), com capacidade de
320 mil doses (palhetas de 0,25ml) armazenadas em raques de 20 unidades ou 900 mil doses
a granel cada um dos bancos, o estoque também possui botijdes para manipulacéo e estoque

de sémen e nitrogénio liquido.

FIGURA 06 — a) Unidade de armazenamento de sémen contendo 03 (trés) bancos de sémen com
capacidade de 320mil doses armazenadas em raques. b) Interior de um dos bancos de armazenamento.
Fonte: Arquivo Pessoal.

2.2 Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas

Durante o Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV),
realizado na Renascer Biotecnologia - Centro de Coleta e Processamento de Sémen
Agropecuaria Pavin Ltda. foram realizadas e/ou acompanhadas diversas atividades
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relacionadas a coleta, processamento e armazenamento de sémen bovino assim como também
foi possivel acompanhar a admissao dos reprodutores ao quarentenario
TABELA 01 - Atividades desenvolvidas/acompanhadas durante o Estagio Curricular

Supervisionado em Medicina Veterinaria realizado no periodo de 05 de fevereiro a 30 de abril
de 2018.

Atividades Desenvolvidas NuUmero %
Exame androldgico em bovinos 08 0,34
Preparacdo de vagina artificial 680 29,17
Preparacdo dos touros para a coleta de sémen 378 16,21
Coleta de sémen com vagina artificial 520 22,30
Coleta de sémen com eletroejaculador 105 4,50
Anadlise espermatica (volume, concentracdo, motilidade e vigor) 155 6,64
Diluicdo/congelamento de sémen 25 1,07
Anédlise de morfologia e patologia espermatica 155 6,64
Teste de termo resisténcia (TTR) 97 4,16
Anélise de sémen no CASA-IVOS Il — Hamilton Thorne 208 8,92

Total 2331 100,00

2.2.1 Exame androldgico em bovinos

O exame androldgico é de extrema importancia para todos os reprodutores que
entrardo na estacdo de monta e principalmente para aqueles animais que sdao encaminhados

aos CCPS visando a coleta e congelamento de sémen.

Durante a realizacdo do ECSMV foram acompanhados oito exames androlégicos em
touros que chegaram ao quarentenario, em reprodutores que entrariam na bateria de coleta
para 0 processamento e congelamento de sémen e em animais que apresentaram algum
problema de infertilidade durante as coletas.

Os exames acompanhados tiveram o inicio pela anamnese, exame clinico geral e
exame clinico especifico do sistema reprodutor, sendo que os 6rgdos externos foram

examinados por inspec¢do e palpagdo e os 6rgdos internos foram examinados por palpacéo retal
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e ultrassonografia. O exame clinico especifico teve por finalidade a busca de alguma
anormalidade sendo verificado a presenga ou auséncia, as dimensdes, a simetria, a
consisténcia e a mobilidade dos componentes do sistema genital. Outro item de grande
importancia no momento do exame é a avaliacdo da compatibilidade do 6rgdo com a idade, o

desenvolvimento e com a raca do animal.

Apdbs o término dos exames clinicos foi realizada a coleta de sémen do reprodutor
utilizando o eletroejaculador, para isso o touro era devidamente contido em tronco de
contencdo. Foram avaliadas as caracteristicas fisicas do sémen coletado como 0 aspecto,
volume e cor, uma aliquota deste sémen era levada ao laboratério para avaliacdo da

concentracdo, motilidade, motilidade progressiva, vigor e a patologia espermatica.

Os parametros adotados para a aprovagdo dos reprodutores no exame androlégico
eram baseados no Grupo de Trabalho de Andrologia Bovina, instituido pela Portaria
n.109/2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento-MAPA (Brasil, 2009)
o0 qual preconiza que o sémen deve apresentar valor minimo de 70% de motilidade total, vigor
03 ou mais, avaliacdo da morfologia e patologia espermatica com no minimo 70% de
espermatozoides normais, valor maximo de toleréncia de até 20% para defeitos maiores,
maximo de até 30% de defeitos menores, respeitado o limite de 70% de normais e os limites

individuais de anormalidades de até 5% para defeitos maiores e 10% para defeitos menores.

Os exames andrologicos que foram acompanhados durante 0 ECSMV obtiveram 05
reprodutores aprovados e 03 reprovados, sendo que estes foram reprovados pelos seguintes
motivos: 01 reprodutor com azoospermia (animal adulto, com 14 anos, e que possui hérnia
escrotal, ECC 2,5), 01 touro com necrospermia (touro jovem, 3 anos, ECC 3,5) e 01 reprodutor
com motilidade espermatica total de 50% (animal adulto, 5 anos, ECC3,5). Os reprodutores
que foram reprovados encontravam-se no quarentenario e foram suplementados com
Vitaminas A, D e E e houve a substituicdo do feno na alimentacao por volumoso verde (Capim
Avries). N&o foi possivel acompanhar a evolugio destes animais pois houve o término do
periodo de estagio no intervalo entre as coletas.
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2.2.2 Preparacéo de vagina artificial

No periodo em que se realizou 0 ECSMV foi acompanhado e auxiliado a montagem
de 680 vaginas artificiais, sendo uma média de 27 VA’s por dia de coleta. A montagem da
VA inicia-se com a colocacdo do tubo de latex flexivel (mucosa) no interior do tubo rigido,
as bordas da mucosa sdo entdo evertidas e encaixadas nas extremidades da parte rigida da VA.
A mucosa é fixada com tiras de borracha proprias para a fixagédo, a porcao entre a mucosa e a
farte rigida da VA é preenchida com agua na temperatura de 40 a 42°C através de vélvula
existente do tubo rigido, espera-se que a temperatura no interior da VA fique em torno de 38
e 39°C no momento da utilizacdo, aproximando-se o maximo possivel da temperatura

fisiolégica dos bovinos.

Em uma das extremidades da VA era fixado um funil de silicone com um tubo coletor
na outra extremidade do funil, vale ressaltar que todos os materiais utilizados na referida
montagem e que entrardo em contato com o 6rgao genital do reprodutor, assim como com o

sémen, deverao estar estéreis. Ap6s a montagem da vagina artificial, esta é colocada em uma

estufa a 42°C juntamente com as demais VA’s prontas e que serdo utilizadas na coleta.
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FIGURA 07 — a) Vagina artificial (VA) sendo preparada para a utilizacdo, seta preta — tubo rigido da
VA, seta branca - tubo flexivel ou mucosa e seta vermelha — funil de silicone; b) VA pronta para
utilizagdo. Fonte: Arquivo Pessoal.

No momento da utiliza¢do cada uma das VA’s ¢ retirada da estufa individualmente e
o0 término da preparacdo € procedido com nova medicdo de temperatura, que deve estar entre
38 e 39°C, com a introducdo da VA em uma capa que protegera o do funil de silicone e o tubo
coletor de qualquer impacto que possa desconecta-los e também protegera o sémen coletado
da luz solar. Por altimo, e ndo menos importante, é feita a colocacdo de gel lubrificante na
extremidade da vagina artificial onde serd introduzido o pénis do reprodutor, observando

sempre para que a aplicacdo seja realizada somente na parte inicial da VA, evitando que o
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produto utilizado para a lubrificagdo entre em contato com o sémen no momento da coleta,

inutilizando a partida.

2.2.3 Preparacao dos touros para a coleta de sémen

Durante o ECSMV foram acompanhadas 378 preparacfes de reprodutores para a
coleta de sémen. Esta preparacdo trata-se basicamente da higienizacdo e toalete do prepucio

do touro imediatamente antes da coleta.

O animal era encaminhado até o tronco de contencdo onde o procedimento era
realizado, a higienizacdo do prepucio era feita esguichando &gua corrente atraveés de uma
mangueira de jardim e massageando a parte exterior do prepucio para retirar qualquer sujidade
que venha a cair dentro da VA no momento da coleta, inutilizando a partida ou até mesmo
machucando o pénis do reprodutor. Ap6s a lavagem o prepucio era seco com lencos

descartaveis para evitar que a d&gua escorra e também venha a contaminar o sémen.

Periodicamente € realizado o toalete nos pelos que circundam o preplcio do

reprodutor, sempre que estes estiverem maior que 1cm eram aparados.

No CCPS existiam reprodutores que eram coletados de forma que os mesmos ficassem
livres no local da coleta, porém, existiam touros que eram acostumados a usar bucal,
facilitando o manejo durante a coleta. O bucal era colocado no animal no momento da

preparacao.

2.2.4 Coleta de sémen com vagina artificial

Por ser o tipo de coleta mais indicado para a utilizagdo em CCPS a coleta com a vagina
artificial deve ser sempre cercada de cuidados para que se obtenha éxito no procedimento,
evitando expor o reprodutor ao eletroejaculador desnecessariamente.

Durante o periodo de ECSMV foi acompanhado um ndmero expressivo de coletas
utilizando a VA, totalizando 520 coletas. Foi possivel verificar diversos problemas
enfrentados quando se utiliza este método de coleta. A libido de alguns reprodutores era o

principal empecilho no momento da coleta quando se faz o uso da VA, além disso animais
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com temperamento muito agressivo e com problemas locomotores também enfrentavam uma
limitacdo quando se fala em coleta com vagina artificial, sendo indicado outros métodos de

coleta.

A coleta com VA tem o inicio do procedimento quando o reprodutor é liberado para a
area de coleta, onde ha em média duas vacas utilizadas como manequins, devidamente
contidas em tronco préprio para este tipo de procedimento. O touro escolhia em qual dos
manequins ira saltar e o responsavel pela coleta deve entdo posicionar-se sempre ao lado
direito do reprodutor, segurando a VA com a méo direita e ap6s a monta do touro desviar o
pénis do mesmo com a mao esquerda para que o 6rgao seja introduzido na VA e ndo no 6rgéo

do manequim.

FIGURA 08 — Tronco de contencdo de vacas manequins para a coleta de sémen utilizando vagina
artificial. Fonte: Arquivo Pessoal.

O CCPS Renascer Biotecnologia utiliza 0 método de desvio do pénis antes da coleta,
fazendo com que o touro salte na vaca e ndo consiga ejacular por ndo encontrar nem a VA,
nem a vagina da vaca. Este desvio é feito pelo responsavel da coleta é realizado uma ou duas
vezes antes da coleta propriamente dita. Tem por finalidade excitar e estimular o reprodutor a

produzir mais e melhor contetdo espermatico e em alguns casos fazer com que o reprodutor
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salte com o pénis pronto para a copula, pois existem animais que saltam com o membro ainda

€m repouso.

Apds um ou dois saltos do reprodutor utilizando o método de desvio do pénis o
responsavel pela coleta, ao observar que o reprodutor esta pronto para ser coletado, desvia
novamente o pénis segurando com a mao esquerda na base do 6rgao, parte que fica recoberta
pelo prepdcio, e entdo oferece a VA ao reprodutor que ao sentir a temperatura e a textura
similar a fisiologica da vaca faz o galeio (movimento caracteristico da ejaculada do touro) e

ejacula no interior da vagina artificial.

O coletador deve esperar o touro descer do manequim e acompanhar o animal com a
VA ainda preenchida pelo pénis, retirar, de preferéncia, somente ap6s o animal estar com
todos 0os membros em contato com o solo, evitando assim que o sémen seja perdido. A VA
deve ser conduzida imediatamente para o local onde o tubo coletor sera retirado do funil de

silicone, identificado, tampado e entregue no laboratério.

Alguns animais ndo conseguem ejacular apds o oferecimento da VA, fazendo diversas
penetraces e descendo do manequim sem dar o galeio, o responsavel pela coleta deve

verificar se a vagina artificial encontra-se com a temperatura e a presséo ideias para a coleta.

2.2.5 Coleta de sémen com eletroejaculador

Durante a realizacdo do ECSMV foram acompanhadas 105 coletas de sémen
utilizando o recurso do eletroejaculador, pois, este método é o segundo mais indicado para
coleta de sémen em um CCPS, tendo sido utilizado, em média, 05 vezes por dia de coleta.

O eletroejaculador era empregado principalmente em animais cujo o temperamento
impedia a realizagdo de coleta com VA. Também era utilizado em animais com baixo libido,
com dificuldades de monta devido a problemas locomotores, ou com anormalidades de
preplcio (estenose) e/ou pénis e também em animais que ndo expunham um pénis

suficientemente para a utilizagédo da vagina artificial.

As coletas utilizando o recurso do eletroejaculador eram realizadas sempre apds o

término dos procedimentos utilizando VA, evitando que houvesse interferéncia externa na
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libido dos demais reprodutores que eram coletados, devido ao estresse causado pelo transito

de outros animais proximo ao local de coleta com monta.

O reprodutor que seria coletado era sofreado em tronco de contencdo existente na
unidade de coleta, o prepucio do reprodutor era entdo lavado com agua corrente e apds seco
utilizando lenco descartavel de papel. O eletrodo do aparelho era entdo introduzido no anus
do touro, com o maximo de cuidado para ndo haver o rompimento da mucosa do reto e
observando para que a parte de metal estivesse voltada ventralmente. O eletroejaculador era
entdo ligado no modo automatico, o coletador posicionava-se na lateral do tronco e utilizando
um suporte metélico acoplado a um cone de latex e tubo coletor em uma das extremidades,
realizava a coleta. O coletador, quando necessario, segurava o pénis do touro, utilizando
sempre luvas de plastico descartaveis, com a finalidade de evitar que 0 membro tocasse o solo

ou ejaculasse fora do cone de latex.

Apds a ejaculacdo o tubo coletor era imediatamente desacoplado do cone de latex,
tampado, identificado e entregue no laboratério do CCPS. O eletroejaculador era entdo
desligado e o eletrodo retirado do reto do reprodutor. Alguns animais eram coletados mais de
uma vez, aguardando sempre a andlise do laboratério para a tomada de decisdo sobre a nova
coleta. Quando necessaria nova coleta, esta era realizada sempre ap6s um prazo minimo de

15 a 20 minutos para 0 novo procedimento.

Alguns dos reprodutores coletados com este recurso necessitavam de uma atencéo
maior na contencdo, pois estes, sempre que possivel, deitavam no tronco durante do
procedimento, sendo adotado para estes um método diferente de restricdo de movimentos, que
era a utilizacdo de cinta de suspensdo, que era acoplada na parte superior do tronco e
circundava o peito do animal, evitando que o touro pudesse deitar e lesionar seu membro
reprodutor ou até mesmo o causar ferimento no coletador que encontrava-se realizando o

procedimento com suas maos imediatamente abaixo do animal.

2.2.6 Andlise espermética (volume, concentracdo, motilidade e vigor)

Apos a realizagéo de cada coleta, a amostra era enviada imediatamente ao laboratorio
através de um 6culo com porta dupla que ligava o referido laboratoério a unidade de coleta. No

interior do 6culo continha um banho maria a seco na temperatura de 38°C, que tinha a
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finalidade de manter a partida do sémen na temperatura mais proxima possivel da fisiol6gica
bovina até o momento da manipulacéo da partida.

Assim que a partida era retirada do banho maria a seco, o seu volume era quantificado,
este procedimento realizava-se através do peso do ejaculado, utilizando uma balanca analitica
previamente tarada com o peso do tudo coletor sem a tampa e com o rotulo de identificacéo.
O peso obtido na balanca era convertido para volume através da multiplicagdo deste valor por
1,02.

Apbs a pesagem, era avaliada a concentracdo do sémen, utilizando o fotdmetro
ACCUCELL da IMV Technologies. A avaliagéo era procedida da seguinte forma: em uma
cubeta do fotbmetro eram adicionados 396ul de solucéo fisioldgica a 9% e 4ul do sémen a ser
avaliado, utilizando pipeta dosadora; com o equipamento previamente ligado e calibrado
(zerado) a cubeta era colocada no aparelho que fazia a leitura da amostra pela absorbancia da
luz através da cubeta preenchida pelo contetdo a ser quantificado.

No equipamento ACCUCELL era preenchido o valor em mililitros (ml) do volume do
ejaculado que estava sendo avaliado, apos feita a leitura da amostra o aparelho emitia
automaticamente a concentragdo espermatica por ml, a quantidade de doses em palhetas de
0,25ml que este ejaculado renderia e ainda a quantidade de diluente que deveria ser adicionado
ao ejaculado para que esse total de palhetas fosse envasado. Vale ressaltar que o equipamento
ja se encontrava previamente calibrado para que cada palheta contivesse o minimo de 25x10°

espermatozoides.

O préximo passo realizado era a avaliacdo da motilidade e do vigor dos
espermatozoides contidos na amostra, esta avaliagdo era realizada adicionando entre uma
lamina e uma laminula de vidro previamente aquecidas a 38°C, uma aliquota do ejaculado,
estas entdo eram levadas ao microscopio, contendo mesa aquecedora, onde através da
avaliacdo visual era atribuida uma porcentagem a motilidade total e uma nota (0 a 5) ao vigor

dos espermatozoides.

As partidas em que a porcentagem atribuida a motilidade total dos espermatozoides

era inferior a 70% e/ou o vigor inferior a nota 3, eram descartadas.

Todos os dados e resultados obtidos através das andlises realizadas, assim como a

identificacdo do reprodutor e 0 método de coleta eram preenchidos na ficha de avaliagéo.
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FIGURA 09 — Sala de analise espermatica e preparacdo de meios. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.2.7 Diluicao/congelamento de sémen

A partidas ficavam imersas em banho maria a 38°C, juntamente com o recipiente que
continha o diluente, para que quando adicionado na partida ambos estivessem com a mesma

temperatura, evitando choque térmico e consecutiva reducdo da motilidade espermatica.

O processo de diluicdo/congelamento iniciava-se imediatamente apds as avaliagdes de
volume, concentracdo, motilidade e vigor com a adi¢cdo de uma aliquota de diluente com
volume idéntico ao da partida, fazendo a diluicéo inicial de 1/1. Como todos 0s touros eram
coletados mais de uma vez, as partidas do mesmo reprodutor, quando aprovadas nas
avaliacdes e quando tivessem sido coletadas com intervalo menor de uma hora entre a primeira
e a ultima, eram unidas apoés a diluicdo inicial formando uma so partida. Caso o periodo entre
as coletas do mesmo reprodutor, fosse maior que uma hora e ambas fossem aprovadas nas
avaliacOes, estas ndo seriam unidas e formariam partidas separadas.

ApoOs a primeira diluicdo o restante do diluente, preconizado pelo equipamento
ACCUCELL para cada uma das partidas, era adicionado lentamente, com o objetivo de evitar
e/ou reduzir a morte de espermatozoides e consequente reducdo de motilidade pelo choque

osma@tico.
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O diluente utilizado era o OptiXcell 2, da empresa IMV Technologies, que era
previamente diluido em &gua ultrapura, que era filtrada pelo equipamento Milli-Q, na
proporcao de 2 partes de agua e 1 parte do diluente. O OptiXcell € 100% sintético e ndo faz o

uso de proteina animal em sua composicao.

Os recipientes com as partidas, devidamente diluidas, eram hermeticamente fechados
e depositados em um canister com agua, na mesma temperatura da partida, dgua esta retirada
do banho maria juntamente com o sémen ja diluido. O canister com a partida submersa em
agua, era entdo lavado a camara de resfriamento para que sua temperatura fosse reduzida
gradualmente até atingir 4°C. Sempre que a Ultima partida de sémen era colocada na cadmara
de resfriamento comecava-se uma contagem regressiva de quatro horas para iniciar entdo o

processo congelamento do sémen.

FIGURA 10 - a) Diluente OptiXcell 2 da IMV Technologies em frasco comercial; b) Frasco com
diluente OptiXcell 2 diluido em &gua ultrapura na proporgéo de 1:2. Fonte: Arquivo Pessoal.

Passadas as duas primeiras horas apds a colocacdo dos recipientes na camara de
resfriamento iniciava-se 0 processo de envase do sémen nas palhetas, utilizando o
equipamento MRS4 também da IMV Technologies. A maquina envasadora encontrava-se
instalada dentro da camara de resfriamento, evitando que o sémen fosse retirado da referida

camara e tivesse sua temperatura elevada novamente.
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FIGURA 11 — a) Camara de resfriamento contendo a maquina envasadora de palhetas MRS4; b)
Detalhe da a maquina envasadora de palhetas MRS4 em funcionamento. Fonte: Arquivo Pessoal.

O processo de envase iniciava-se com a montagem do equipamento de succdo da
envasadora, composto por quatro agulhas curtas responsaveis pela suc¢do, quatro agulhas
longas responsaveis pela insercdo do sémen na palheta e quatro mangueiras de latex
responsaveis pela conducdo do sémen do copo coletor até as agulhas injetoras.

As palhetas devidamente impressas com o nome do CCPS, nome do reprodutor, raca,
e nimero da partida (data da coleta) eram depositadas em local apropriado na méaquina
envasadora, assim como a partida do sémen, que era despejada no copo coletor do
equipamento. O envase entdo era procedido com o aparelho envasando as palhetas de 4 em 4,

encurtando o tempo do processo, e soldando as palhetas automaticamente ap6s cada envase.

Assim que as palhetas eram envasadas e devidamente lacradas, estas eras dispostas
manualmente lado a lado em rampas que tinham a capacidade de alocar 175 palhetas de
0,25ml. Todo este procedimento, assim como o anterior, também era realizado dentro da
camara de resfriamento, mantendo as doses a temperatura de 4°C. Ap0s todas as doses serem
alocadas nas devidas rampas, estas ficavam em repouso na camara aguardando o prazo

minimo para iniciar o processo de congelamento.

Passadas as 04 (quatro) horas protocolares, desde a colocacdo da ultima partida de
sémen na cdmara de resfriamento, era entdo dado inicio ao processo de congelamento com a
disposicdo das rampas com as palhetas justapostas no freezer de congelamento através de
temperatura controlada Digitcool da IMV Technologies que ja havia sido resfriado
previamente a 4°C. Apd@s dispostas todas as rampas no equipamento, este era fechado
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hermeticamente, através de fechaduras de pressdo existentes na tampa deste e era dado inicio

a curva de congelamento.

O freezer de congelamento através de temperatura controlada Digitcool era
comandado por um computador acoplado a este, que fazia com que 0 processo seguisse a
curva de congelamento de sémen recomendada pela IMV Technologies, fabricante do

equipamento e lider mundial em biotecnologia da reproducao.

Ap0s a término do processo de congelamento o Digitcool era aberto e as palhetas eram
retiradas das rampas, utilizando luva de protegdo contra temperatura, e mergulhadas no
nitrogénio liquido, sendo alocadas em um canister de um botijdo de transporte de sémen de
50 litros. As doses eram depositadas nas rampas e nos canisters respeitando sempre a
individualidade de cada partida, evitando que houvessem doses de diferentes partidas no

mesmo canister.

O processo de congelamento tinha continuagdo com o armazenamento das doses em
raques de aluminio (raqueamento), proprias para este fim. Devido a falta de tempo para que o
ragueamento fosse realizado no mesmo dia em que a coleta e o processo de congelamento,
este era entdo iniciado somente no dia seguinte. As doses eram retiradas do botijdo de
transporte juntamente com o canister e o nitrogénio contido neste, com o auxilio de pincas e
despejadas em caixas de isopor adaptadas (com as laterais mais baixas) para que fossem entao

raqueadas.

O processo de raqueamento era totalmente manual, as raques previamente
identificadas, assim como as doses, eram mergulhas no nitrogénio. Com o auxilio de pincas
as doses eram introduzidas nos tubetes das referidas raques, observando sempre para que fosse
colocada a quantia de dez doses por tubete, totalizando 20 doses por raque. O CCPS Renascer
Biotecnologia preconizava sempre o uso de equipamentos de protecdo individuais, assim
como roupas apropriadas para todas as pessoas que estivessem participando ou observando 0s

processos dentro do laboratorio.

As raques ja montadas eram levadas até o banco de armazenamento em um botijéo de

transporte e depositadas neste seguindo o arranjo pré-estabelecido pelo responsavel do banco.
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2.2.8 Andlise de morfologia e patologia espermatica

Foram acompanhadas, durante o ECSMV, 155 analises de morfologia e patologia
espermatica. Assim que o sémen era recebido pelo laboratério, uma aliquota de 10ul era
retirada da partida e diluida 1ml de solucdo formol salina (SFS) e armazenada em um
eppendorf devidamente identificado. Esta amostra era entdo enviada a sala de controle de

qualidade de sémen onde a analise era procedida.

A morfologia espermatica era realizada seguindo a técnica de preparacao Umida corada
com rosa bengala, ap6s colocar 10 uL de sémen sobre uma I&mina, 10 pL do corante rosa
bengala eram adicionados, homogeneizava-se e, em seguida, cobria-se com uma laminula,

retirando-se o0 excesso com papel absorvente.

Apds aproximadamente um minuto procedia-se a avaliagdo sob microscopia optica em
aumento de 1000x. Eram cotadas 200 células espermaticas, sendo registradas separadamente

cada tipo de patologia e/ou células normais.

A partida era entdo liberada ou descartada dependendo do resultado final, sendo que
sempre que houvessem mais de 30% de defeitos totais, mais de 20% de defeitos maiores, mais
de 5% de um mesmo defeito maior ou mais de 10% de um mesmo defeito menor a partida

inteira era descartada.

2.2.9 Teste de Termo Resisténcia

Durante o periodo de realizacdo do ECSMV foram acompanhados 97 Testes de Termo
Resisténcia (TTR). Os testes eram realizados com duas doses das partidas que haviam passado
pelo processo de criopreservagdo no dia anterior. O TTR era realizado da seguinte maneira:
duas doses por partida analisada eram descongeladas e mantidas em banho maria a
temperatura de 36°C por 04h, simulando o0 ambiente encontrado no trato reprodutivo da fémea
bovina, apds uma das palhetas era aberta e o contetdo era colocado entre 1dmina e laminula e

levado ao microscépio dptico com placa aquecedora.
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A partida entdo era avaliada e somente seria aprovada se a motilidade total fosse
superior a 20% e o vigor igual ou superior a dois. Caso a dose fosse reprovada a outra dose
passaria pela analise novamente, caso a contraprova confirmasse a reprovacao da partida esta

entdo seria retirada do banco de armazenamento e desprezada.

2.2.10 Analise de sémen no CASA-IVOS Il — Hamilton Thorne

O ECSMV possibilitou que fosse acompanhado 208 procedimentos de analise de
sémen utilizando o sistema computadorizado de andlise espermatica (CASA) IVOS Il —

Halmilton Thorne, Unico exemplar deste modelo em uso nos centros de coleta e

processamento de sémen bovino do Brasil.

FIGURA 12 — Sala de controle de qualidade de sémen. Fonte: Arquivo Pessoal.

Imediatamente ap0s o processo de criopreservacdo uma palheta era retirada de cada
uma das partidas criopreservadas, esta dose era entdo descongelada em descongelador
automatico e diluida em meio tampdo fosfato-salino (PBS), na mesma temperatura da dose,
na proporcao de 1:1. Uma aliquota de 20 um do sémen diluido era colocado em lamina
descartavel propria para a utilizacdo no equipamento, esta ldamina era introduzida no CASA
que fazia a analise da partida.
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As partidas analisadas eram aprovadas sempre que a motilidade total fosse de 35% ou
superior e a motilidade progressiva ndo fosse inferior a 20%, sendo que as reprovadas eram
totalmente descartadas. Das 208 analises acompanhadas 37 foram reprovadas na analise do
CASA, sendo 28 reprovadas pela baixa motilidade total e progressiva, seis reprovadas pela
baixa motilidade total somente e trés reprovadas pela motilidade progressiva abaixo do

esperado para a aprovacao.
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3 - DISCUSSAO

3.1 Importéncia da coleta e andlise na qualidade do sémen

O mercado do sémen bovino vem crescendo ano a ano, sendo uma das areas da
Biotecnologia que mais investe em pesquisas e melhorias visando a qualidade do sémen
produzido e comercializado. A coleta do sémen e a analise espermatica tem grande
importancia nesse processo, sendo as principais responsaveis pela obtencéo e pelo controle de
qualidade das partidas produzidas.

A coleta deve seguir rigorosos protocolos de manejo e assepsia para a obtencdo de uma
partida de sémen com os padrfes sanitarios e 0s parametros minimos para a aprovacao da
partida. As avaliacfes espermaticas também que tem um papel importante e de grande
relevancia na busca de um ejaculado de qualidade. As avalia¢6es in vivo despendem muito
tempo e recursos, tornando-se inviaveis quando se trata de um CCPS, sendo as avalia¢des in

vitro as mais indicadas para este tipo de anéalise.

3.2 Coleta de sémen

A coleta do sémen é considerada a principal atividade dos Centros de Coleta e
Processamento de Sémen, pois, esta relacionada diretamente a producdo da matéria prima.
Quando as coletas ndo conseguem atingir suas metas, toda a producdo do Centro estard

comprometida.

Existem varios métodos de coleta de sémen e segundo Silva, et al., (1993) os métodos
mais comuns e usados s@o a vagina artificial, eletroejaculador e massagem retal, e Palmer et
al., (2005) sugerem que massagem das ampolas dos ductos deferentes seria um dos métodos
mais simples de coleta de sémen em bovinos. Apesar de simples este método nao seria
indicado para a coleta de sémen em CCPS visando o congelamento da amostra, pois, segundo
Ohashi, (2008) este método de coleta tem baixa qualidade, baixa concentragdo espermaética e

alta contaminacao, servindo apenas para avaliagdo rapida, quando ndo se tenha outra opgéo e
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se queira avaliar a qualidade espermaética do reprodutor, sendo que este método ndo é utilizado
no CCPS Renascer Biotecnologia.

Palmer et al., (2005) demonstraram que amostras de sémen coletadas de bovinos via
massagem das ampolas dos ductos deferentes obtiveram menor porcentagem de motilidade
quando comparadas as amostras de sémen obtidas por eletroejaculacdo e ainda segundo
Ohashi et al., (2011) também apresentam menor qualidade em relacdo a coleta com vagina

artificial.

O eletroejaculador é o segundo método mais utilizado em CCPS e o principal método
utilizado por médicos veterinarios a campo para a realizacdo de exame androlégico, pois, ndo
necessita o prévio condicionamento do reprodutor a outras formas de coleta. Segundo Bearden
e Fuquay, (1984), o eletroejaculador foi desenvolvido em meados de 1940 e os primeiros
relatos do seu uso na veterinaria teriam sido feitos por Dziuk et al. (1954) que o utilizariam
na espécie ovina. De acordo com Barker, (1958) o objetivo do procedimento é estimular os
centros ejaculatérios através do plexo mesentérico posterior e ganglios simpatico-
parassimpaticos anatomicamente relacionados com minima estimulacdo dos 20 nervos
ciaticos e lombares. Apesar de permitir a coleta do sémen, o uso do eletroejaculador ndo
permite a avaliacdo da libido, uma das principais caracteristicas reprodutivas conforme
Ohashi, (2008). Para Chenoweth, (1983) o comportamento sexual de um touro inclui dois
componentes: desejo sexual ou libido e a habilidade de monta. A libido seria definida como a
vontade e a ansia para montar e para completar o servico, segundo Hultnas, (1959). Leon et
al., (1991) afirmam que a motilidade do sémen obtido por eletroejaculacdo é similar a do
sémen coletado com vagina artificial, porém, o sémen obtido pela vagina artificial apresenta
maior concentracdo antes do resfriamento e melhor motilidade progressiva depois do
congelamento em relacéo ao coletado com eletroejaculagdo. O método de coleta utilizando o
eletroejaculador é recomendado somente nos seguintes casos: reprodutores que tenham um
temperamento violento e ndo permitam a aproximacao de humanos; em animais que possuem
algum tipo de deficiéncia ou patologia nos membros de maneira que impeca a monta e
naqueles animais que possuem alguma deformidade no pénis e/ou prepucio e impossibilite o

uso de vagina artificial.

Um dos motivos do ndo uso do eletroejaculador nas coletas do CCPS é o estresse
causado nos reprodutores com este procedimento, o reprodutor associa 0 uso do tronco de
contencdo as coletas de sémen com este método, causando transtornos sempre que 0S mesmos

forem conduzidos ao tronco, tanto para coleta quanto para os demais manejos, sendo que pode
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afetar os resultados da avaliacdo seminal e até mesmo causar risco a integridade fisica do
reprodutor e da equipe responsavel pelo manejo.

A Renascer Biotecnologia preza pela qualidade do sémen produzido assim como
também tem o maior cuidado com o bem-estar dos reprodutores que ali estdo hospedados.
Visando manter o alto padrdo nestes quesitos o0 CCPS realiza a coleta de sémen com o uso de

vagina artificial sempre que possivel.

Mies Filho (1982) sugere que a vagina artificial seja 0 método universal para a coleta
de sémen de rotina. Segundo Bearden e Fuquay, (1984) a primeira vagina artificial teria sido
utilizada para a coleta de sémen de cdo por G. Amantea, professor de fisiologia humana na
Universidade de Roma e a partir deste modelo, cientistas russos padronizaram vaginas

artificiais adequadas para garanh&o, touro e carneiro.

E um método definido como parafisioldgico, isto &, ele permite que seja mantida a
libido normal do macho, a integridade do Orgdo reprodutivo externo, bem como as
caracteristicas bioldgicas do sémen, conforme afirma Bonadonna, (1969), apesar disto, um
dos limitadores do uso da vagina artificial € o condicionamento dos reprodutores a serem
coletados por este método, condicionamento este que requer tempo e é desaconselhado para
animais que ndo estdo acostumados com a presenca humana e sua manipulagdo, segundo
Palmer, (2005). Para serem coletados com este método os animais devem possuir habilidade
de monta, que segundo Anzar et al., (1993) é caracterizada pela postura do macho durante o

salto, a ejaculacdo e a desmonta.

A vagina artificial bovina é composta por tubo rigido de borracha ou Policloreto de
Vinila (PVC), de aproximadamente 40cm de comprimento e 6,5cm de diametro, aberto nas
duas extremidades. Em seu interior € colocado um tudo flexivel de latex, conhecido como
mucosa, sendo suas bordas evertidas sobre o tubo rigido e fixado com tiras de borracha
préprias para este procedimento, formando um compartimento entre ambos. Este
compartimento é preenchido com dgua morna e ar, visando obter uma temperatura entre 39,0

e 41,0°C no momento da coleta.

A pressdo no interior do compartimento é controlada através de uma valvula no tubo
rigido. Em uma das extremidades da vagina artificial é acoplado um funil com um tubo
coletor, onde sera depositado o0 sémen e, de acordo com Reichenbach et al., (2008) a segunda

extremidade forma a porc¢do vulvar da vagina artificial convencional, na qual o pénis sera
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introduzido. Macmillan et al., (1966) revelam que a vagina artificial deve receber atencéo

especial, principalmente quanto a temperatura da agua utilizada para o preenchimento desta.

A temperatura da VA é algo de extrema importancia no momento da coleta, pois, se
esta estiver abaixo do recomendado havera rejeicdo do reprodutor em ejacular, causando
estresse no animal e possivel recusa de proxima monta, assim como havera saltos em excesso
nas vacas manequins, sobrecarregando estas e podendo causar além de possivel processo
inflamatdrio das articulagbes o receio em ser montada novamente, dificultando manejos

posteriores destas e coletas subsequentes.

Assim como a temperatura abaixo do recomendado, o excesso de calor também
ocasiona transtornos, podendo causar lesdo de queimadura no pénis do reprodutor coletado, o
que poderd levar a futura falta de sensibilidade no 6rgdo reprodutor, ou até mesmo
contaminacdo bacteriana se a lesdo fosse de maior gravidade. Além dos problemas fisicos este
procedimento errdneo também causa problemas comportamentais nos reprodutores que ficam
receosos em saltar para serem coletados, colocando a perder todo o trabalho de

condicionamento prévio realizado com o intuito de coleta com VA.

Outro item importante no momento da coleta com este método é a pressao do interior
da vagina artificial, que pode ser aumentada ou reduzida utilizando a valvula do tubo rigido.
Esta pressdo juntamente com a temperatura da VA visa simular a estrutura fisioldgica interna
de uma vagina bovina, estimulando o reprodutor a ejacular nesta ao sentir estes estimulos.
Uma VA com pouca pressdo pode causar 0s mesmos efeitos negativos de uma VA com

temperatura inferior a recomendada.

Segundo Anzar et al., (1993) antes do salto, o touro interage com a fémea, realizando
comportamentos classificados como estimulos tateis, dentre estes estimulos estdo 0s
comportamentos de cheirar, lamber o perineo da fémea, cabecear e empurrar e apoiar 0 queixo.
Apresentam também o reflexo de Flehmen, que foi descrito por Reinhardt, (1983) como sendo
0 movimento de erguer a cabeca ap0s cheirar a genitalia da fémea, levantando o queixo com
aboca aberta, com a lingua plana e com everséo dos labios, fazendo com que as narinas fiquem
parcialmente fechadas, possibilitando a inalacdo do odor sui generis, oriundo da genitalia da

fémea investigada.

Os reprodutores que foram previamente condicionados a saltar para serem coletados

com VA apresentam alguns comportamentos que indicam que este esta pronto e prestes a



39

saltar, essas atitudes devem ser atentadas pelo coletador para ndo perder o momento do salto
e a respectiva coleta.

Quando da realizacédo do salto do reprodutor, o coletador deve desviar o pénis do touro
com uma das maos e apresentar a vagina artificial ao reprodutor com a outra mao, ao sentir o
calor e a pressdo da vagina artificial o animal fard o movimento de galeio, caracteristico da

ejaculacao dos bovinos e apés descera da fémea, finalizando a monta.

Os responsaveis pela coleta do CCPS fazem a excitacdo dos touros imediatamente
antes da coleta. Os touros que serdo manejados com bugal sdo levados até a vaca manequim
individualmente e colocados ao lado destas, ligeiramente mais caudal, ap6s alguns minutos o
reprodutor € direcionado ao 6rgdo genital da manequim para que possa entdo cheirar a
genitalia, apos este estimulo o reprodutor salta na vaca, devidamente contida, porém, ndo é
coletado nesse primeiro salto, sendo o pénis desviado da vagina da vaca e ndo Ihe é oferecida
a VA, o animal entdo € forcado a descer da manequim tendo o seu bucal puxado. Este
procedimento deixa o reprodutor mais excitado ainda, sendo que no préximo salto podera ser
repedido novamente o procedimento ou realizada a coleta do sémen com a VA. Esta deciséo
é tomada pelo coletador ao observar a existéncia ou a auséncia de excitacdo pelo reprodutor.

Os reprodutores que ndo sdo manejados com bugal séo soltos individualmente dentro
da unidade de coleta onde estéo as manequins devidamente contidas, o reprodutor escolhe em
qual destas ele montara ou podera ser direcionado a uma delas pelos tratadores e pelo
coletador. Ao chegar na manequim escolhida o reprodutor apresenta o comportamento
caracteristico de pré-monta, cheirando e lambendo o perineo e a vagina da vaca. O touro
realiza o salto na manequim tendo o pénis desviado assim como os demais reprodutores. O
animal é entdo forcado a descer da vaca utilizando, para isso, as méos que forcam o focinho

deste para que 0 mesmo desca e seja coletado somente apds o segundo ou terceiro salto.

Este procedimento também é utilizado em alguns animais que tem a libido muito alta
e sao muito ansiosos, saltando na manequim com o 6rgao reprodutor ainda em repouso, 0 que

acontece principalmente com reprodutores muito novos.

Foi constatado no laboratorio do CCPS que os touros coletados ap6s o prévio desvio
e a consequente maior excitacdo, apresentam um volume maior do ejaculado e também

motilidade e vigor acima dos resultados obtidos com as coletas sem este procedimento.
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No estagio foi possivel observar que cada reprodutor tem um comportamento proprio
assim como uma maneira de ser coletado. Os coletadores preparam a vagina artificial
individualmente para cada reprodutor conforme a preferéncia destes. Alguns sdo coletados em
VA com muita pressdo, outros com pouca, existem também aqueles que preferem a VA com

temperatura um pouco acima do recomendando.

A libido também seria um fator de muita importancia no momento da coleta com VA,
pois reprodutores sem libido ndo saltam na manequim impossibilitando a coleta. Visando
estimular estes reprodutores alguns métodos sao utilizados pelo CCPS como a sincronizagao
de estro de uma das manequins, a coleta com a manequim livre do tronco de contencéo e até
mesmo a utilizacdo de um macho castrado como manequim para alguns touros que se recusam
a saltar nas fémeas e saltam somente em outro macho. A sincronizacdo de estro, porém, nao
é realizada em todas as coletas, por ser invidvel devido a pouca quantidade de manequins e
por estimular os reprodutores a saltar somente quando estas estiverem em cio, desfazendo

assim todo o trabalho de condicionamento dos reprodutores realizado anteriormente.

O CCPS abre méo de todos os recursos para a coleta dos reprodutores com VA,
deixando o método de coleta com eletroejaculador somente para 0s reprodutores que nao
podem ser condicionados pela sua agressividade, para os que possuem algum problema que

dificulte a monta ou ainda naqueles que ndo saltam nas manequins por total falta de libido.

De acordo com Akhter et al., (2008) a coleta do sémen n&do é um procedimento estéril
e certo grau de contaminacao bacteriana ndo pode ser evitado. Genovez et al., (1999) também
afirmam que apesar de adotar as melhores e mais adequadas condicGes de coleta, pode ser
observada contaminagdo microbiana. Esta contaminacdo segundo Thibier e Guerin, (2000),
provém da superficie do pénis e prepucio, da area de coleta, de equipamentos e de possivel

manipulacdo inadequada da vagina artificial.

Todos os equipamentos utilizados nas coletas de sémen no CCPS Renascer
Biotecnologia eram esterilizados e os coletadores usavam luvas de plastico descartavel no
momento da coleta. Os reprodutores também eram higienizados imediatamente antes das
coletas, utilizando &gua corrente e lencos de papel descartaveis para a secagem da area do

prepucio com a finalidade de impedir que a agua entrasse em contato com o sémen coletado.

Por fim, vale ressaltar que o estado higiénico do sémen é importante para a viabilidade

do espermatozoide e para a fertilidade da vaca inseminada, conforme Jasial et al., (2000)
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fazendo com que o processo seja finalizado com éxito e ocorra a fecundagao do ovocito 1l e a

consequente origem de uma nova vida.

3.3 Sistema computadorizado de anélise espermatica (CASA)

A constante evolucdo das biotecnologias voltadas a reproducdo animal é fator
preponderante para utilizacdo de novos métodos de anélise e criopreservacao de sémen, tanto
para o uso em inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, clonagem ou até mesmo como
reserva genética de linhagens e/ou espécies com valor agregado relevante.

A andlise espermatica é indispensavel na busca de um sémen de qualidade e que
contenha os requisitos basicos para ser submetido ao processo de criopreservagdo e mantenha
um nivel aceitavel de motilidade e vigor ap0s a descongelacao, nesse sentido Varner et al.,
(1991) afirmam que a motilidade é um importante fator, constituindo um dos parametros

principais para predizer a fertilidade de uma amostra de sémen.

Segundo Pesch; Hoffmann, (2007) a criopreservacao de células espermaticas bovinas
para 0 uso em inseminacdo artificial € uma biotecnologia de grande impacto na reproducao
animal, porém, para que o sémen esteja apto ao processo de criopreservacdo, este devera
possuir alguns valores minimos nos critérios avaliados, pois, conforme afirma Yanagimachi
et al., (1994) para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e
potencialmente fertil é necessario que possua morfologia, atividade metabo6lica e membranas

normais.

No CCPS Renascer Biotecnologia a analise priméaria do sémen era realizada utilizando
uma porcdo do ejaculado logo que este chegava ao laboratério, que era depositada entre ldmina
e laminula e levada ao microscépio éptico, com placa aquecedora, onde este era analisado em

aumento de 400 vezes, predizendo o valor da motilidade total e vigor.

Embora a analise de células espermaticas sob microscopia Optica convencional,
representem a principal analise laboratorial utilizada pelas centrais de inseminac&o artificial,
conforme Arruda et al., (2005), estas possuem limitacdes quanto a fidedignidade dos
resultados, pois, a analise podera ser considerada subjetiva e segundo Arruda, (2000) s&o

influenciadas por uma alta variagéo entre observacoes e observadores.
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Na tentativa de minimizar os efeitos da avaliacdo convencional do sémen, diversos
sistemas de analise computadorizado de avaliacdo espermatica (Computer Assisted
Sperm Analysis - CASA) tém sido propostos e aplicados, visando também incrementar o

estudo da andrologia humana e das espécies animais conforme afirma Malmgren, (1997).

Amann e Katz (2004), afirmam que CASA refere-se a um sistema automatizado
(Hardware e Software) para visualizar e digitalizar imagens sucessivas dos espermatozoides,
processando, analisando e fornecendo informacgdes acuradas, precisas e significativas da
cinética individual das células, e também valores estatisticos médios sumarizados da
populagéo global. Ferreira et al., (1997) reafirmam este entendimento e ressaltam que para se
obter uma técnica que demonstre maior repetibilidade, o sistema computadorizado de analise
espermatica representa um método objetivo que gera informacdes importantes a respeito das

propriedades cinéticas de um ejaculado baseando-se na avaliagdo individual das células.

Os sistemas de andlise computadorizado de avaliagdo espermatica baseiam-se em
imagens fotogréficas digitalizadas obtidas sequencialmente dos espermatozoides a serem
analisados, buscando sempre a identificacdo e a localizacdo das mesmas células espermaticas
em todas as imagens sequenciais, definindo suas trajetérias que sd@o matematicamente

processadas, elaborando os resultados totais dos parametros avaliados.

Os resultados desses processamentos sdo refletidos em uma serie de parametros que
definem precisamente 0 exato movimento de cada espermatozoide, conforme afirmam
Quintero Moreno et al., (2003). Este tipo de analise ndo determina somente a porcentagem da
motilidade, mas também quantifica caracteristicas especificas do movimento espermatico,

segundo Malmgren, (1997)

O CCPS Renascer Biotecnologia, na busca da exceléncia dos servigcos prestados,
pesquisou no mercado internacional as mais inovadoras e modernas tecnologias de analise
espermatica e trouxe ao Brasil o Sistema Computadorizado de Anélise de Sémen IVOS Il —

Hamilton Thorne, tornando-se o Unico CCPS do pais a contar com este equipamento.
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FIGURA 13 - Sistema Computadorizado de Analise de Sémen (CASA) IVOS Il — Hamilton Thorne.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Segundo Technical Guide, Hamilton Thorne Biosciences, (2005) os sistemas CASA
da empresa Hamilton Thorne Bioscience utilizam-se de uma iluminagdo estroboscdpica de
662 nm para obter imagens precisas dos espermatozoides moveis. Essa iluminacdo atinge a
amostra a ser avaliada com uma serie de flashes de 1 a 3 milisegundos em uma frequéncia de
60 Hz. Efetivamente congelando a imagem do espermatozoide durante a captura da imagem,
a iluminacdo estroboscopica assegura imagens exatas das células em movimento, removendo

erros devido a imagens desfocadas

O protocolo utilizado pelo CCPS Renascer Biotecnologia preconiza que as partidas de
sémen, que apds serem analisadas em microscopia Optica convencional, devem passar pelo
processo de criopreservacdo somente se nessa analise obtivessem o minimo de 70% de
motilidade total e vigor igual ou superior a 03 (trés), conforme tabela de padréo seminal para

selecdo de reprodutores para monta natural.
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TABELA 02 - Padrdo seminal para selecdo de reprodutores para monta natural

Espécie Bovino Caprino Ovino Equino Suino
Motilidade 70 70 70 70 70
Vigor 3 3 3 3 3
Morfologia %

Sptz anormais 30% 20% 20% 30% 20%

Fonte: Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal. Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal. 22 ed., 1998.

Ap0s realizado o processo de criopreservacdo, uma amostra de cada partida era
descongelada e avaliada novamente, porém, desta vez a analise ficava a cargo do CASA IVOS
Il — Hamilton Thorne. Segundo Graham, (2001) durante o0 processo de
congelagdo/descongelacdo ocorre o decréscimo da populacdo espermatica viavel devido a
danos nas membranas espermaticas, citoesqueleto e ndcleo espermatico. Sabedores deste
decréscimo, visando cumprir as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) e buscando manter os mais altos padrdes de qualidade sanitaria e de
fertilidade, os responsaveis pelo CCPS, somente aprovavam as partidas em que a amostra
analisada pelo CASA obteve motilidade total minima de 35%, motilidade progressiva minima
de 20% e ndo menos que 25x10° espermatozoides por dose.

O CCPS utiliza este método de andlise espermaética, pois acredita que a fidedignidade
do resultado obtido com 0 CASA néo deixa ddvidas de que a amostra contém exatamente 0s
valores constantes no laudo da partida. As partidas nas quais o resultado da analise obtido com
0 CASA fossem inferiores aos exigido pelo protocolo do CCPS, em qualquer dos parametros,

eram totalmente descartadas.

O uso do protocolo, utilizando primeiramente a analise com microscopia oOptica e
posteriormente a computadorizada, é de suma importancia na identificacdo de partidas nas
quais 0s  espermatozoides  sejam mais  sensiveis a0  processo  de
congelamento/descongelamento, pois algumas das partidas analisadas, embora tenham sido

aprovadas na primeira andlise, foram reprovadas quando foi utilizado o CASA.

Além de buscar partidas com espermatozoides hipersensiveis a criopreservacéo, o
sistema de analise computadorizado também visa abolir os possiveis erros de analise humana,
pois com como ja citado anteriormente por Arruda, (2000) as analises por microscopia éptica

seriam influenciadas por uma alta variacéo entre observacgdes e observadores.
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Todas as partidas que foram reprovadas nas analises computadorizadas observadas no
estagio, exceto uma, foram aprovadas anteriormente em analise de microscopia optica com
valor de motilidade total e vigor préximos ao limite de aprovacdo, demonstrando que a
subjetividade da analise humana é totalmente absorvida quando se obtivesse uma anélise
computadorizada com extrema precisdo em seus resultados. A Unica anlise que apresentou
maior discrepancia dos resultados obtidos entre andlises de microscopia Optica e a
computadorizada foi a de um reprodutor que sabidamente produz espermatozoides

hipersensiveis ao processo de criopreservacao.

Outro diferencial que o CASA apresenta, além do resultado praticamente exato na
avaliacdo da motilidade total e progressiva, € o resultado da concentracdo aproximada de
espermatozoides por dose de sémen avaliada, sendo que a avaliacdo da concentracao
utilizando a contagem de espermatozoides na cdmara de Neubauer despenderia muito tempo
e seria de certa forma muito cansativa ao avaliador quando se tem que realizar este processo

em diversas doses em pouco tempo, como ocorreria na rotina de um CCPS.

Embora o custo de um CASA seja muito elevado para a sua utilizagdo em rotina, e seu
uso inviavel a campo, ele é considerado um instrumento inovador tecnologicamente e de
extrema importancia na busca de um sémen de qualidade tornando-se indispensavel quando
tratar-se de um CCPS, que deve manter um padrdo muito acima do aceitavel na motilidade,

vigor e concentragdo das doses armazenadas e comercializadas.

3.4 Analise da morfologia espermatica

As avaliacdes quantitativas do sémen sdo de grande importancia na busca de um
ejaculado fértil, porém, a morfologia espermatica também tem papel fundamental nesse
processo, sendo corresponsavel pelo sucesso ou pelo declinio na taxa de prenhez de um

rebanho inseminado.

Fernandes e Moraes, (2009) avaliam que o exame de sémen, juntamente com a
avaliacdo clinica fornecem muitas informacdes a respeito do reprodutor, assim a motilidade,
concentracdo e morfologia espermatica devem estar presentes na avaliacdo dos mesmos,

juntamente da anamnese e exame clinico, assim como Rao et al, (1980) que também entendem
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que o padrdo de qualidade do sémen baseia-se na proporg¢do de células mdveis e morfologia

espermatica.

Parkinson, (2004) avalia que apenas uma caracteristica do sémen ndo garante que as
outras venham a ser normais, portanto indica uma anélise multifatorial para fins de diagndstico
da funcionalidade e estrutura do espermatozoide, entendimento este reafirmado por Barth e
Oko, (1989) ao avaliarem que a motilidade e a producdo espermatica (concentracao e volume)
estdo relacionadas com a morfologia, podendo indicar até que ponto a motilidade e a producéo

espermatica estariam dentro dos padrdes fisioldgicos.

Williams, (1920) ja observava que alteragdes morfologicas dos espermatozoides
estariam associadas com baixa fertilidade em touros e a avaliagdo da morfologia espermatica
sob microscopia Optica, desde entdo, vem constituindo uma parte importante para a

investigacgdo da baixa fertilidade em touros.

Para a avaliacdo de rotina das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides,
podem ser utilizadas duas técnicas: esfregaco corado em microscépio de campo claro e
preparacdo Umida com microscopio de contraste de fase, segundo Freneau, (2011), os
esfregacos podem ser corados com Wright, Rosa de Bengala, Giemsa e eosina-nigrosina,

Karras e outros.

O espermatozoide € formado basicamente por cabeca, peca intermediaria e peca
principal da cauda. A cabeca é a parte mais importante do espermatozoide, contendo o nlcleo
do gameta masculino e acrossoma. A peca intermediaria contém mitocéndrias, responsaveis
pela producdo de trifosfato de adenosina (ATP), essencial para o movimento da célula
espermatica, e a cauda que tem como funcdo o deslocamento do espermatozoide pelo trato

reprodutor feminino.

As diferentes morfologias espermaticas sdo classificadas de varias maneiras, porém
durante muitos anos teriam sido classificadas pela regido a qual se encontraria o defeito, sendo
cabeca, acrossoma, cauda e peca intermediaria. Segundo Hoeard e Pace, (1988) outras
classifica¢Oes dividem os grupos de defeitos em primarios e secundarios, ou defeitos maiores
e menores, Freneau, (2011) considera que existam ainda anomalias terciarias, originadas pela
manipulacdo dos espermatozoides apds a ejaculagdo, que segundo Lagerlof, (1936) acontece
principalmente, quando os espermatozoides sdo expostos a ambiente hipotdnico ou ao frio,
induzindo as dobras nas caudas, enquanto manipulagfes bruscas podem causar 0

destacamento das cabecas ou fraturas das caudas.
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Blom, (1950) classificou os defeitos espermaticos em Primérios e Secundarios, de

acordo com a sua origem, assim vemos na tabela abaixo.

TABELA 03 — Defeitos Primarios e Secundarios segundo Blom, (1950)

Primarios Secundarios
Acrossoma (Granulo persistente ou Cauda dobrada ou enrolada com gota
Knobbed, destacado e outros)
Gota citoplasmatica proximal Gota citoplasmatica distal
Subdesenvolvido Cabeca isolada normal
Cabeca isolada patologica Abaxial, retroaxial e obliqua
Cabeca estreita na base Cauda dobrada ou enrolada

Cabeca piriforme
Cabeca pequena anormal
Contorno anormal
Cabeca c/ vacuolos nucleares (pouch
formation ou diadema, cratera)
Formas teratoldgicas
Peca intermediaria (saca-rolha
Corkscrew, fibrilagdo, desnuda, fratura,
edema, peca intermediaria rudimentar ou
stump, pseudo-gota e outros)
Cauda fortemente dobrada/enrolada
Cauda enrolada na cabeca
Cabeca curta, larga, gigante, pequena
Cabeca delgada

Para Saacke, (1998) os defeitos espermaticos podem ser classificados em
compensaveis e incompensaveis. Segundo o autor os defeitos compensaveis sdo aqueles de
importancia no transporte do espermatozoide pelo trato reprodutor feminino, até o bloqueio
da poliespermia, estes espermatozoides podem reduzir a fertilidade do ejaculado pela
incapacidade de alcancar a ampola da tuba uterina, assim como também sdo responsaveis por
uma reducdo na porcentagem da motilidade progressiva. Sao considerados defeitos
compensaveis, pois ainda segundo o Saacke, (1998), o aumento da quantidade de
espermatozoides funcionalmente competentes poderia compensar ou minimizar o problema

da fertilidade da partida com essas anomalias espermaticas.

Os defeitos incompensaveis ou ndo compensaveis seriam aqueles importantes para a
manutencdo da fertilizacdo e posteriormente a embriogénese, que foram associados a defeitos
na cromatina, assim como defeitos que alteram significativamente o formato da cabeca do

espermatozoide.
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Blom, (1973) classificou os defeitos em Maiores e Menores, associando a classificacéo
ao grau de importancia do defeito para a fertilidade, sendo que estes devem ser expressos em
porcentagem.

TABELA 04 — Classificagdo dos espermatozoides de acordo com os Defeitos Maiores e
Menores, segundo Blom, (1973)

Maiores Menores
Defeitos de Acrossoma (Knobbed, Gota citoplasmatica Distal
Granulo persistente, Destacado)

Gota Citoplasmatica Proximal Cabeca Delgada

Subdesenvolvido Cabeca curta, larga, gigante,
pequena

Cabeca isolada Patoldgica Cabeca isolada normal

Cabeca estreita na Base Insercdo Abaxial, retroaxial e
obliqua

Cabeca Piriforme Cauda dobrada ou enrolada

Cabeca Pequena Anormal

Contorno Anormal

Cabeca com vacuolos (Diadema ou
pouch formation)

Peca intermediaria (saca-rolha
Corkscrew, fibrilagéo, desnuda, fratura,
edema, peca
intermediaria rudimentar ou stump,
pseudogota e outros)

Formas Teratoldgicas

Cauda fortemente
dobrada/enrolada

Cauda enrolada na cabeca

Cauda dobrada ou enrolada com
gota

A classificacdo dos defeitos esperméaticos em maiores e menores € a mais empregada,
sendo que os defeitos maiores estéo relacionados com infertilidade e doencas testiculares ou
epididimarias, e que os defeitos menores sdo referentes a anomalias de menor impacto na
fertilidade. Estas anomalias tém diferentes causas, e podem ser oriundas desde a

espermatogénese até o final de seu transporte pelo trato reprodutor masculino.

Segundo Johnson et al., (2000), a espermatogénese é a soma total dos eventos que
ocorrem nos testiculos e que levam a producéo de espermatozoides, afirmacéo esta detalhada
por Kudryavtsev et al., (2003) ao afirmarem que constitui em uma série de divis@es celulares
sucessivas que ocorrem no epitélio dos tabulos seminiferos e que transformam uma célula

germinativa diploide em um gameta masculino haploide.
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Zerobin e Bertschinger, (1978) relatam que varios estudos mostram que alteracGes
morfologicas podem ter origem durante as diferentes fases de vida do espermatozoide, dentre
elas a espermatogénese, Garcia, (2004) ja relatava que a espermatogénese seria um evento
extremamente delicado e que qualquer fator capaz de alterar esse processo resultaria na

producdo de espermatozoides anormais.

Os defeitos mais comuns de serem encontrados em um espermograma bovino, segundo
Fernandes e Moraes, (2009) sdo: cauda dobrada, cauda fortemente dobrada ou enrolada e
cauda dobrada com gota. Estes sdo observados com maior frequéncia em ejaculados de touros
com alteragdes epididimais, em fungdo do ambiente hiposmotico, que favorecem as alteracoes
na cauda dos espermatozoides (AMANN e HAMMERSTED, 1993). Os defeitos de cauda
dobrada simplesmente podem ser ocasionados por reducdo brusca de temperatura, este defeito

quando associado a outros de cauda pode ser relacionado a problemas epididimarios.

Barth e Oko, (1989) relatam que defeitos de peca intermediaria em saca rolhas,
fraturada e stump, sdo defeitos originarios do tubulo seminifero devido a perda e/ou
desorganizacao dos feixes de fibras ou mitocéndrias da peca intermediaria. Para Blom, (1973)
os defeitos de cabeca indicam uma espermatogénese imperfeita, tendo origem no epitélio
seminifero, os mesmos diminuiriam no trajeto do ducto deferente até a ejaculacéo pois muitos
sdo fagocitados na via excretora e segundo Barth e Oko, (1989) a forma da cabeca do
espermatozoide seria derivada da forma do nacleo. Chenoweth, (2005) afirma que
modificacOes na cabeca espermatica estdo associadas a alteracfes transitorias ou permanentes
na espermiogénese, decorrentes de lesbes traumaticas testiculares, estresse caldrico, febre,
excesso de proteina na racdo (acima de 15% de proteina bruta), doencas sistémicas, uso
prolongado de corticoides, nas hipoplasias mais graves e, ainda, podem ser de origem

genética.

As anormalidades de acrossoma, quando em altas propor¢oes, sdo relacionadas com
esterilidade total dos machos, porém, quando em baixa frequéncia — de 1 a 2% — podem ser
encontradas em animais com fertilidade aparentemente normal, segundo afirmam Bane e
Nicander, (1965). Barth e Oko, (1989) afirmam que os defeitos de acrossoma incluem
acrossoma rompido, enrugado ou dobrado, destacado e knobbed acrosome ou granulo
persistente do acrossoma. O rompimento do acrossoma pode ter como causas falhas na
espermatogénese, durante a maturacao e transporte espermatico e também pode ocorrer apos
0 processo de criopreservacdo. Thundathil, et al (2000) afirmam que o defeito Knobbed, ou

granulo persistente pode ter origem de gene autossémico recessivo com heranca ligada ao
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sexo e ainda que espermatozoides contendo este defeito perdem ou reduzem sua capacidade
de anexar-se ao Gvulo, e segundo Mitchell, (1985) diminuem o transito no trato genital da

vaca.

Hermo et al., (1994) relatam que a gota proximal se origina nas fases finais da
espermiogénese e tem referéncia & manutencao dos corpos residuais oriundos das organelas
que compunham o citoplasma das espermatides. Essa gota, hada mais é do que um resquicio
do citoplasma da ponte intercelular, que liga as células germinativas oriundas da
espermiogénese, que ndo foi eliminado corretamente e ficou aderido & porcéo proximal da

peca intermediaria.

Segundo o Grupo de Trabalho de Andrologia Bovina, instituido pela Portaria
n.109/2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento-MAPA (Brasil, 2009)
para proceder a revisdo do “Manual para exame andrologico e avaliacdo do sémen animal”,
os ejaculados de touros devem seguir os padrdes abaixo relacionados:

- Espermatozoides normais - valor minimo de 70% de células normais. Esta é a caracteristica
isolada que tem maior importancia para a fertilidade do touro no rebanho;

- Defeitos maiores - o valor maximo de toleréncia de até 20%. O rigor ou toleréncia na
interpretacdo dessa caracteristica deve levar em consideracdo o quadro clinico e espermatico
do animal e inclusive a distribuicdo dos defeitos individuais;

- Defeitos menores - 0 valor maximo de tolerancia de até 30%, respeitado o limite de 70% de
normais e, inclusive, a distribuicdo dos defeitos individuais;

- Defeitos individuais - sugere-se que os limites individuais de anormalidades sejam de até

5% para defeitos maiores e 10% para defeitos menores

Diferente do que ocorre em CCPS a realizacao de exames androldgicos a campo, muitas
vezes suprimem a analise da morfologia espermatica, deixando de tomar conhecimento da
real situacdo reprodutiva do macho em questdo, aprovando animais poderiam apresentar
problemas de infertilidade. A ndo realizacdo desta anélise também pode causar prejuizos

econdmicos ao proprietario do rebanho, pois teria uma taxa de prenhez comprometida.

Durante a realizacdo do estagio foram acompanhados 155 (cento e cinquenta e cinco)
analises de morfologia e patologia espermatica, sendo que destas, 85,16% foram aprovadas,
revelando que cerca de 15% do sémen avaliado estavam com a sua fertilidade comprometida,

comprovando que a realizagdo de anélise de morfologia e patologia espermatica tem muita
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importancia no processo de obtencdo de um sémen de qualidade e a aprovagdo ou ndo de um

reprodutor para ingressar no rebanho em periodo de monta.

FIGURA 14 — a) Espermatozoide com fratura da peca intermediaria (seta preta) e espermatozoide
com cabeca isolada (seta branca); b) Espermatozoide com gota citoplasmatica distal; c)
Espermatozoide com cauda dobrada; d) Espermatozoide com cauda fortemente dobrada e gota
citoplasmatica; €) Espermatozoide com cauda enrolada; f) Espermatozoide com cauda fortemente
enrolada. Fonte (Martins, Done e Silva, 2016)

Os defeitos mais comuns encontrados nas analises acompanhadas durante 0 ECSMV
foram cauda dobrada, cauda fortemente dobrada ou enrolada e cauda dobrada com gota,
reiterando o que ja era constatado por Fernandes e Moraes, (2009). 5,16% das amostras que
foram reprovadas obtiveram mais de 5% de defeitos de cauda fortemente dobrada ou enrolada,
caracteristica esta de animais com alteracfes epididimais, em funcdo do ambiente
hiposmotico, que favorecem as alteraces na cauda dos espermatozoides como ja afirmado
anteriormente por Amann e Hammersted, (1993). O restante das partidas com morfologia
espermatica comprometida nas analises, obtiveram mais de 30% de defeitos totais.

A morfologia espermética também pode ser utilizada como indicador de alteragdes
relacionadas ao manejo dos animais, como estresse térmico, deficiéncias nutricionais ou
hormonais, uso continuo de medicamentos e até mesmo a obesidade. Muitos desses defeitos
podem ser corrigidos com uma simples mudanca no manejo. Visando a corre¢do das
anormalidades espermaticas reversiveis, a interacdo entre laboratorio e pessoal de campo deve

estar em sintonia para que as devidas corre¢des de manejo ocorram de forma eficaz.
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4 - CONCLUSAO

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi de extrema
importancia para a acompanhamento e a realizacdo de atividades praticas reforgando o
aprendizado adquirido durante o curso.

A realizacdo do ECSMV em um local com uma tecnologia inovadora, funcional e
extremamente eficiente no que se propde, foi uma experiéncia Unica e valiosa na formacao
académica e profissional, pois, muitos dos conhecimentos adquiridos no estagio serdo valiosos
no transcorrer da carreira profissional vindoura.

Por altimo e ndo menos importante, ressalto o convivio direto com a area de trabalho,
proprietarios, colegas, médicos veterinarios e demais colaboradores, que contribuiram
informando, orientando e auxiliando nas atividades desenvolvidas e nas tomadas de decisdes,
demonstrando que de nada basta ser um étimo profissional se ndo soubermos nos comunicar

e nos relacionar como publico ao qual teremos contato direto futuramente.
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ANEXO B - Ficha de Rotina do Laboratério de Analise Espermatica.
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ANEXO C - Laudo de Avaliacdo espermaética utilizando o Sistema Computadorizado de

Analise Espermatica (CASA).

RENASCEQ CENTRAL DE CONGELAMENTO F

BIOTECNOLOCGCIA PROCESSAMENTO DE SEMEN BOVING

IDENTIFICAGAO

Data e Hora da Anilise sexta-feira, 4 de maio de 2018 16:11:4
Identificacdo do Animal ABSOLUTO

Nimero da partida 0405145

RESULTADOS DA ANALISE

Contagem de Células 1357 - células (na amostra)
Concentracio Total 100,85 =80 M/mL
Células Moveis 50 35 0%
Células Progressivas 35 20 [
Células Rapidas a7 % Velocidade TOTAL 2224 pm/s
Células Médias 3 0 Velocidade MEDIA 122 pm/s
Células Lentas 7 % Velocidade RETILINEA 93,9  pm/s
Células Paradas 43 %
LAUDO DA ANALISE
Material APTO pela Central.
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