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RESUMO



O estéagio curricular obrigatorio foi realizados na area de Reproducao Animal com
énfase na espécie equina, sob orientacdo académica do Prof. Me. Fernando Paix&o
Lisboa. A primeira etapa foi realizada na Central Equina de Reproducédo (CER),
localizada na cidade de Boituva, estado de Sao Paulo, durante os meses de janeiro e
fevereiro de 2020, totalizando 448 horas, sob supervisdo do médico veterinario
Orpheu Avila Junior. A segunda foi realizada no Departamento de Reprodugdo Animal
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizada na cidade de
Botucatu, estado de S&o Paulo em marco de 2020, totalizando 174 horas, sob
supervisdo da Prof. Dra. Eunice Oba. Durante o periodo de estagio pode-se
acompanhar a rotina reprodutiva de uma central de reprodugcdo equina e a rotina
clinica reprodutiva de um hospital veterinario, sendo desenvolvidos diferentes temas
como manejo sanitario, manejo nutricional, neonatologia, biotecnologias reprodutivas,
clinica e cirurgia de equinos, além de atendimento ambulatorial reprodutivo de
ruminantes e carnivoros.

Palavras-chave: Estagio curricular. Reproducao equina. Biotecnologias reprodutivas.
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1 INTRODUCAO

A equideocultura no Brasil é geradora de cerca de 3 milhdes de empregos
diretos e indiretos, tendo grande importancia no mercado nacional (LIMA; CINTRA,
2016). Em 2014, o rebanho equino brasileiro foi estimado em 5 milhdes de cabecas,
estando distribuido principalmente nos estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul,
porém este numero foi atualizado para 5,6 milhées em 2016, o que demonstra a
importancia do segmento no mercado nacional (LIMA; CINTRA, 2016; IBGE, 2016).

O Brasil € o0 pais que mais produz embrides equinos no mundo, sendo
responsavel por 43% do mercado, seguido pela Argentina e Estados Unidos da
América , com 29 e 18%, respectivamente. (LOSINNO; UROSEVIC, 2015). Dentre as
principais atividades que valorizam o médico veterinario na reproducéo equina, além
da aplicacéo de biotecnologias reprodutivas tradicionais, relacionam-se 0 manejo de
éguas problema e de patologias do trato reprodutivo de garanhdes.

O criptorquidismo, lesdes escrotais, hipoplasias e degeneracdes testiculares,
afeccBes do pénis e prepucio, epididimo e das glandulas sexuais acessorias, assim
como as neoplasias sdo comumente descritas em garanhdes (EDWARDS, 2008). Ja
em fémeas, a endometrite € a principal causadora de infertiidade (LEBLANC;
CAUSEY, 2009). Além da inflamacdo endometrial, piometra, cistos uterinos e
alteracGes anatdbmicas também sdo comumente observados na espécie (MCKINNON
et al., 2011).

O estagio curricular foi realizado em dois locais de grande importancia na
reproducdo equina brasileira: a Central Equina de Reproducdo (CER) e o
Departamento de Reprodugcdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”, campus de Botucatu,
responsavel por pesquisas de grande impacto na area da reproducdo animal. O
presente trabalho tem como objetivo relatar as atividades realizadas durante o estagio
curricular obrigatorio realizado na area de reproducdo equina, associando-as a uma

revisao bibliografica do assunto.



2 ESTAGIO 1: CENTRAL EQUINA DE REPRODUCAO

O estégio foi realizado no periodo de 02 de janeiro de 2020 a 26 de fevereiro
de 2020, sob orientacdo do médico veterinario Orpheu Avila Junior, na Central Equina
de Reproducdo (CER), totalizando 448 horas. Durante o periodo do estagio pude
acompanhar a rotina da central de reproducédo, incluindo manejo reprodutivo,

nutricional, sanitario e clinico dos animais la alojados.

2.1 LOCALIZACAO E ESTRUTURA

A CER est4 localizada no municipio de Boituva, estado de Sao Paulo. A
estrutura da central conta com um laboratdério para manipulacdo de sémen e embrides,
sala de limpeza e esterilizacdo de materiais, sala para montagem da vagina artificial,
manequim para coleta de sémen, tronco individual para coleta de embrides e
inseminacao artificial e uma mangueira para manejo dos animais com trés troncos
para palpacdo retal de éguas e transferéncia de embrides. A central abriga
principalmente equinos das racas Puro Sangue Lusitano e Puro Sangue Arabe,
totalizando 311 animais, sendo 300 fémeas e 11 machos.

A estrutura € composta por 38 cocheiras, onde alojam-se as éguas doadoras
de embribes, machos em treinamento e um garanhao utilizado na reproducéo. Ainda,
apresenta 20 piquetes, os quais abrigam principalmente éguas receptoras de embrido,
éguas com potro ao pé e algumas doadoras de embrides. Além da estrutura geral
apresentada acima, a CER conta ainda com quatro piquetes e duas cocheiras para a
quarentena, onde sdo alojadas as receptoras recém-chegadas.

O laboratério para manipulacdo de sémen e embribes conta com um
microscoépio, um monitor acoplado a uma camera para avaliacdo de sémen durante a
microscopia, uma geladeira, uma placa aquecedora, um banho-maria, duas
centrifugas, uma maquina de congelamento de sémen, um estereomicroscopio, cinco
botijdes de nitrogénio, além de material para manipulagéo e transferéncia de embrides

e manipulacéo e congelacédo de sémen.



10

Figura 1 - laboratério de manipulacdo de sémen e embrides.

Fonte: Arquivo pessoal.

A sala para limpeza de materiais possui uma bancada contendo uma estufa
mantida a 80°C, uma autoclave e instrumentos para higienizacdo dos materiais
utilizados na rotina. A sala para montagem da vagina artificial comporta um tanque de
agua, materiais necessarios para montagem da vagina e ainda uma estufa, onde se
encontravam as placas de culturas bacterianas coletadas das éguas. A central conta

ainda com uma sala para o armazenamento de botijées de nitrogénio.

Figura 2 - (A) Sala de limpeza dos materiais. (B) Sala de montagem da vagina.

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.2 ROTINA DA CENTRAL DE REPRODUCAO

A CER tem uma rotina baseada no manejo das éguas doadoras e receptoras,
0 que inclui: controle folicular através da palpacao retal e avaliagédo ultrassonografica;
inseminacdes artificiais com sémen fresco, refrigerado e congelado; coleta,
manipulacdo de sémen e envio de amostras de sémen refrigerado; congelacéo de
sémen; coleta, manipulacdo e inovulacdo de embrides; e diagnéstico e
acompanhamento de gestacdo. Somando a rotina reprodutiva, realizava-se o manejo
sanitario do rebanho e ainda alguns atendimentos clinicos conforme a demanda de
rotina.

A central de reproducédo contava com duas médicas veterinarias residentes
que atuavam em tempo integral realizando controle folicular e sincronizacdo de éguas
doadoras e receptoras de embrides, inseminacao artificial (IA), atendimentos clinicos
gerais, diagnostico de gestacao, coleta, manipulacao e congelacdo de sémen e ainda,
coleta, manipulacéo e transferéncia de embrides (TE). Além disso, a CER contava
com um médico veterinario volante, responsavel pelo atendimento das propriedades
as quais a central prestava servicos como IA e TE. Este veterinario ainda era
responsavel pela administracdo do estabelecimento e por supervisionar o trabalho
prestado pelas residentes, auxiliando conforme a necessidade no manejo da

propriedade.

2.2.1 Manejo das doadoras

Durante o periodo de estagio, estiveram alojadas 35 éguas doadoras de
embrido, que se dividiam entre as cocheiras e piguete. As éguas confinadas recebiam
feno 3 vezes ao dia, racdo conforme necessidade individual, semente de linhaca 2
vezes ao dia e sal mineral ad libitum. As éguas mantidas nos piquetes tinham acesso

ao tifton plantado, sal mineral ad libitum, além de receber racdo duas vezes ao dia.

Figura 3 - Cocheiras das éguas doadoras de embrido.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Segundo Rodrigues e colaboradores (2011), o escore de condi¢cdo corporal
(ECC) das éguas esta diretamente correlacionado ao tamanho de foliculo dominante
e consequente recuperacdo embrionaria, sendo um fator a ser controlado no rebanho
para que a eficiéncia reprodutiva seja maior. Além disso, éguas com baixo ECC (<5)
tiveram um maior periodo entre ovulagées quando comparadas a éguas com ECC >5
(BENDER et al., 2014). Entretanto, a obesidade também pode ser um fator maléfico
na vida das doadoras, uma vez que, 0 excesso de gordura corporal esta
correlacionado ao desenvolvimento de resisténcia a insulina nestes animais
(JOHNSON, 2002).

A linhaca é considerada uma fonte rica em &cidos graxos essenciais como
omega 3 e 6, fibras e compostos fendlicos que atuam como agentes antioxidantes
(GALVAO et al., 2008). Segundo um experimento realizado por Soncin e
colaboradores, a adicdo de 10% de semente de linhaca na dieta dos cavalos se
demonstrou positiva quando relacionada a digestibilidade de fibra na dieta, ainda que,
ndo tenha influenciado na taxa de crescimento folicular das éguas. A suplementacéo
com linhaca na dieta destes animais tinha como objetivo minimizar os possiveis
problemas digestodrios agravados pelo sistema de criacao intensivo.

Diariamente, antes do inicio das atividades diarias, as residentes definiam a
lista de éguas a serem manejadas, seja para controle folicular, IA ou TE, a qual era
repassada para funcionarios e estagiarios.

2.2.2 Manejo de receptoras de embrides
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O rebanho de receptoras era composto por 260 éguas, assim, com a alta
densidade de animais, a nutricdo das éguas era considerada um desafio para a
central. O equino, por ser um herbivoro ndo ruminante, mantém grande parte da sua
demanda nutricional pela ingestdo de gramineas, necessitando de uma grande
porcentagem de alimento volumoso na dieta (BRANDI; FURTADO, 2009). Com isso,
meétodos alternativos de alimentacdo eram associados para que o escore de condi¢cao
corporal do rebanho fosse preservado.

As receptoras vazias eram mantidas em trés lotes, divididos em trés piquetes
diferentes com plantacdo de Tifton 85 e Capim Tanzania. O manejo alimentar era
realizado uma vez ao dia, onde as éguas recebiam silagem de milho, feno, racéo e
sal mineral ad libitum. J4, as receptoras prenhes dividiam-se em dois lotes, os quais
também recebiam silagem de milho, feno e racao.

Segundo Santos e colaboradores (2002), a utilizacdo de silagem de milho é
uma boa alternativa nas dietas de equinos mantidos em pastagens, ndo sendo
prejudicial ao desenvolvimento dos animais quando produzida e armazenada em
condicdes ideais. Em 2009, Blazkova, Homolka e MarSalek comprovaram a eficiéncia
da utilizacdo da silagem de milho relacionada a quantidade de matéria seca fornecida
aos animais com alta digestibilidade.

O manejo diario das receptoras vazias dependia da fase do ciclo estral em
que elas se encontravam. Diariamente as médicas veterinarias realizavam uma
selecdo dos animais que necessitavam acompanhamento folicular, aplicacoes
hormonais e tratamentos, ou ainda, que estavam em programa de transferéncia de
embrides. As éguas selecionadas no dia eram avaliadas no turno da manha, para que
no periodo da tarde fossem realizadas as transferéncias de embrides.

As receptoras prenhes eram avaliadas uma vez por semana, onde as que
apresentavam ciclo artificial ou algum fator de risco para que a gestacdo se
mantivesse apenas com 0S corpos lateos, recebiam uma dose de 1,8 g de
progesterona IM até completar os 120 dias de gestacdo. As éguas até os 30 dias de
gestacdo eram avaliadas semanalmente, e as demais, acima de 30 dias eram
avaliadas a cada 15 dias. As receptoras de embrides convencionais eram liberadas
da central com 60 dias de gestacéo, j4 as fémeas receptoras de embrides de ICSI
(injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide) e clone eram liberadas com 90 dias
de gestacéo.
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Dentre as principais causas de perdas gestacionais precoces em éguas
encontram-se: endometrite, fibrose periglandular e cistos uterinos, deficiéncia de
progesterona, alteracdes cromossomais, estresse, local de implantagdo da vesicula
embrionéria, nutricdo e idade materna (SENA et al., 2016).

2.2.3 Manejo do garanhéo

A central conta com a presenca 11 equinos machos, entretanto, apenas um
anico em atividade reprodutiva, assim, 0 mesmo encontra-se em uma cocheira junto
ao conjunto de baias onde se estabelecem as éguas doadoras de embrido. Todos 0s
machos confinados possuiam o mesmo manejo nutricional das doadoras alojadas nas
cocheiras. O garanhao utilizado como reprodutor possuia apenas 2 anos e meio de
idade, e possivelmente, em funcdo da imaturidade sexual, apresentava um sémen de
baixa qualidade. Com o intuito de promover melhora da qualidade seminal, o
reprodutor foi submetido a um tratamento que incluia a utilizacdo de 50 ml de Botumix
Garanhdo Plus® (composto vitaminico contendo L-carnitina, selénio e zinco)
associado a 18 gramas de pentoxifilina SID por via oral e 0,05 mg de Fertagyl®
(Gonadorelina) BID por via intramuscular durante 20 dias.

Em 2017, Sancler-Silva comprovou a eficiéncia da administracdo de 17mg/kg
BID de pentoxifilina em garanhdes. Segundo o estudo, os equinos tratados com o
farmaco tiveram uma maior motilidade total, além de peroxidacao lipidica, mecanismo
de apoptose e defeitos esperméaticos diminuidos.

A pentoxifilina e a L-carnitina foram descritas por estarem relacionadas a
motilidade espermética em ratos, além da L-carnitina estar atrelada a glicoconjugacao
envolvida entre espermatozoide e zona pellcida nestes animais, influenciando na
fertilidade do macho (ALIABADI; KARIMI; TALAEI-KHOZANI, 2013). A administracéo
oral de L-carnitina foi capaz de aumentar a qualidade espermatica de garanhdes
quando administrada na dose de 15 g SID durante 120 dias (LIMA, 2003).

Em um estudo realizado por Contri e colaboradores (2011), a suplementacao
com substancias antioxidantes nao teve efeito na qualidade seminal, entretanto, os

autores ressaltaram que a dose utilizada na pesquisa provavelmente € inferior a

1 Botumix Garanhao Plus — Botupharma, Botucatu, SP.
2 Fertagyl — MSD Saude Animal, Sédo Paulo, SP.
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necessidade dietética dos garanhdes. A concentracdo das substancias presentes no

Botumix® Garanhdo Plus sdo superiores as fornecidas na pesquisa.

2.2.4 Manejo sanitario

O manejo sanitario é realizado periodicamente em todo rebanho, onde se
aplicam vacinas contra a Raiva, Encefalomielite equina leste e oeste, Influenza
equina, Herpesvirus equino tipo 1 e 4 e Tétano anualmente, Leptospirose a cada 6
meses e ainda, nas éguas prenhes é realizado protocolo contra Herpesvirus tipo 1 e
4 no 5°, 7° e 9° més de gestacao. A aplicacdo de vermifugo no rebanho era realizada
a cada dois meses com rotacao de principio ativo. Os potros iniciavam o protocolo de

vacinacao e antiparasitario a partir com 6 meses de idade.
2.3 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

No decorrer do estagio realizado na Central Equina de Reproducado foi
possivel acompanhar diversos procedimentos relacionados as biotecnologias

aplicadas a reproducédo equina, os quais estédo descritos na tabela abaixo.

Tabela 1 - Atividades desenvolvidas na CER.

(continua)

Atividade N %

Controle folicular 2530 67,32
Diagndstico de gestacao 33 0,88
Avaliacao gestacional 561 14,93
Antibioticoterapia intrauterina 3 0,08
Lavado uterino terapéutico 29 0,77
Inseminacéo artificial com sémen refrigerado/fresco 21 0,56
Inseminacao artificial com sémen congelado 11 0,29
Colheita de embrido 38 101

(continuacéo)

Transferéncia de embrido 65 1,73
Colheita e manipulacdo de sémen 24 0,64

3 Botumix
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Congelacao de sémen 2 0,05
Colheita de sémen da cauda do epididimo 1 0,03
Tratamento uterino com 0zonio 39 1,04
Atendimento cirurgico 2 0,05
Atendimento clinico 10 0,27
Exame de compra de receptoras 25 0,67
Coleta de sangue e resenhas 78 2,08
Vermifugagédo e vacinagéo 259 6,89
Coleta de cultura e antibiograma uterinos 8 0,21
Coleta de citologia uterina 7 0,19
Aspiracao folicular 4 0,11
Utilizacao de implante intravaginal de P4 8 0,21
TOTAL 3758 100

Fonte: Arquivo pessoal.

2.3.1 Manejo de égua problema

Conforme descrito por LeBlanc e McKinnon (2011), uma égua é considerada
“problema” quando, mesmo que em condigdes ideais de manejo reprodutivo e sendo
submetida a garanhdes férteis, ndo é capaz de conceber, perde a gestacdo apds 60
dias de prenhez ou ndo apresenta um ciclo estral normal.

A endometrite € a maior causa de infertilidade e subfertilidade em éguas,
sendo caracterizada pelo desenvolvimento de uma resposta inflamatéria endometrial
classificada por sua origem infecciosa ou nao infecciosa (COLBERN et al., 1987;
TROEDSSON, 2011). Dentre os fatores que predispde a endometrite encontram-se:
falha em conceber um embrido ou gestar em 3 ciclos seguidos utilizando um macho
fértil, alteracbes anatdmicas e perda da contratilidade uterina (FERRIS, 2016).

Alteracbes reprodutivas como acumulo de liquido intrauterino e edema
exacerbado foram observadas em éguas doadoras e receptoras durante o estagio.
Assim, essas fémeas passavam por um manejo especifico, a fim de diagnosticar e
tratar possiveis alteracdes reprodutivas que pudessem interferir nos indices de

fertilidade do programa.
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2.2.1.1 Diagndstico

O diagnostico das éguas era estabelecido pela associacdo de diferentes
fatores, dentre eles o historico da fémea, alteracbes anatdbmicas e avaliagdo
ultrassonografica.

O histérico da fémea € importante para iniciar-se o diagnéstico de uma
possivel patologia. Segundo Zent (2011), a raca, idade, passado reprodutivo,
performance atlética, manejo alimentar e sanitario sdo importantes na avaliagdo de
possiveis interferéncias na habilidade reprodutiva das éguas.

A avaliacdo das éguas consideradas “problemas” era realizada diariamente
ou conforme a necessidade individual, para que o avan¢o do quadro clinico fosse
observado. A utilizacdo de imagens ultrassonograficas é capaz de mostrar o
crescimento folicular e alteracdes ovarianas, estimar o estagio do ciclo estral pelo
aspecto uterino, diagnosticar gestacdes, realizar sexagem fetal e avaliar possiveis
patologias uterinas (PYCOCK, 2011).

Segundo Abd-El-Razek e colaboradores (2019), a ultrassonografia € uma
ferramenta indispensavel para o diagnoéstico de endometrite, sendo capaz de
diagnosticar 70% dos casos de endometrite através da avaliacdo ultrassonografica
uterina. Dentre os fatores avaliados nas imagens estdo: espessamento da parede
uterina, presenca de edema endometrial e fluido intrauterino (ABD-EL-RAZEK et al.,
2019).

Através das evidéncias encontradas no histérico e na avaliacao
ultrassonografica (edema exacerbado, presenca de fluido intrauterino ou pontos
hiperecdicos na mucosa uterina), eram coletadas amostras para realizacdo de
citologia, cultura e antibiograma dos animais com suspeita de endometrite.

A associacao entre citologia endometrial, cultura e antibiograma era realizada
a fim de se diagnosticar se as fémeas apresentavam endometrite, e qual sua origem:
infecciosa ou ndo infecciosa. Todas as coletas de amostras eram realizadas durante
o estro, quando os animais apresentavam edema e crescimento folicular. Durante o
estro, as defesas uterinas encontram-se no potencial maximo, uma vez que, estao
preparadas para receberem o sémen do garanhdo. Assim, se neutréfilos ou bactérias
sdo encontrados durante este periodo, indicam um problema existente (LEBLANC,
2011).
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Previamente citologia endometrial e cultura, as éguas passavam por uma
higienizacdo da regido perineal com utilizacdo de clorexidina 2% e agua, a fim de

minimizar as chances de contaminagéo do aparelho reprodutor interno e da amostra.

2.2.1.1.1 Citologia endometrial

A endometrite é caracterizada pela mobilizacdo de neutrdéfilos para o limen
uterino em resposta a um agente inflamatério, podendo utilizar-se da citologia
endometrial para diagnéstico da patologia (SILVA-RUA et al., 2016). A citologia € um
método rapido para observar-se a reacdo inflamatéria endometrial, e pode ser
utilizada como diagnostico inicial de endometrite, até que se obtenham os resultados
da cultura para determinagéo da etiologia (FERRIS, 2016). Segundo LeBlanc (2011),
€ uma ferramenta rotineiramente utilizada, entretanto, alguns patdgenos nao estao
relacionados ao desenvolvimento de endometrite com diagnostico citolégico, sendo
imprescindivel a associacdo do historico clinico e outros métodos diagnésticos como
a cultura microbioldgica.

A coleta da amostra citolégica era realizada com auxilio de um coletor
citolégico uterino estéril para éguas. Introduzia-se o coletor na cérvix da fémea com
auxilio do dedo indicador, apds tracionava-se a protecdo externa do coletor e
realizava-se um movimento de rolagem com a escova citolégica, assim, protegia-se
novamente a escova e retirava-se o coletor do Utero do animal. Este procedimento era
realizado a fim de minimizar a coleta de possiveis neutréfilos que ndo estivessem no
endométrio e sim na vagina da égua.

Apbs a coleta, rolava-se a escova com o material endometrial em uma lamina
de ponta fosca, sem que houvesse reposi¢cdo celular. Com auxilio de uma mesa
aguecedora a 37°C secava-se a amostra e ap0s corava-se com auxilio de corante
Pandtico rapido®, retirava-se o excesso com agua e deixava-se secar novamente o

material sob a mesa aquecedora.

4 Pandtico rapido — Laborclin, Sao Paulo, SP.
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Figura 4 - Citologia endometrial apresentando inflamacao severa.

Fonte: Arquivo pessoal.

A analise da lamina era realizada com auxilio de microscopio, utilizando
aumento de 1000x com Gleo de imerséo. A técnica utilizada para contagem celular foi
descrita por Riddle, LeBlanc e Stromberg (2007), a qual contava-se o0 niamero de
polimorfonucleares (PMNs) presentes em 10 campos da lamina, realizando uma
média do numero entre o total dos campos e considerando 0-2 PMNs uma citologia
normal, 2-5 PMNs inflamacao moderada, >5 PMNs inflamacg&o severa do endomeétrio.
Contudo, quando a lamina ndo se apresentava uniforme, optava-se pela contagem de
300 células totais, considerando a presenca de 2% de PMNs resultado positivo para
endometrite (KOZDROWSKI et al., 2015).

Segundo Walter e colaboradores (2012), o nimero de neutréfilos encontrados
na citologia uterina de éguas pode ser relacionado a cultura positiva para
Streptococcus [-hemolitico, sendo os patégenos mais comuns causadores de
endometrite seguido pela Escherichia coli (KATILA, 2016). J&, em éguas com historico
de infertilidade ha 2 anos, testadas para endometrite bacteriana causada por
Chlamydia abortus, observou-se apenas um animal com inflamacdo endometrial
visivel através de citologia, demonstrando que essa bactéria raramente vai gerar

resposta citologica positiva (NERVO et al., 2019).
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2.2.1.1.2 Cultura e antibiograma

A cultura e o antibiograma eram realizados exclusivamente nas éguas
doadoras de embrido devido o seu custo para a central. Assim, éguas receptoras com
historico de endometrite recorrente e perda embrionaria precoce apos 2 ciclos
seguidos eram descartadas. O material para cultura era coletado com auxilio de
coletor de swab estéril para éguas, o qual era inserido no Utero com auxilio do dedo
indicador, e submetido ao movimento de rolagem apdés a retirada da protecao externa
do coletor, assim como para coleta da amostra citologica. Apds, protegia-se a amostra
novamente e retirava-se o coletor do trato reprodutivo da fémea.

A amostra era fixada em uma placa de Petri contendo Agar Sangue e Agar
MacCokey®®. Inicialmente o swab era rolado na porcéo da placa contendo o Agar
Sangue, e apos, no Agar MacConkey, uma vez que, o segundo é capaz de inibir o
crescimento de bactérias gram-positivas podendo alterar o resultado da cultura.

A placa de petri era devidamente identificada com o nome da égua e data de
coleta e entdo armazenada em uma estufa mantida a 37 °C durante 48 horas, sendo
as amostras examinadas a cada 48 horas, conforme descrito por Ricketts (2011)
(Figura 5). Ap6s as 48 horas, observavam-se as caracteristicas macroscépicas do

crescimento microbiolégico e seus aspectos morfologicos.

Figura 5 - Crescimento bacteriano apés 48 horas de incubacao.
] — -

Fonte: arquivo pessoal.

SAgar sangue e Agar MacConkey — NewProv, Pinhais, PR.
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ApoOs 48 horas de crescimento bacteriano, com auxilio de uma alca de
inoculacao, coletava-se diferentes porcdes do crescimento bacteriano e diluia-se em
solugdo salina conforme o padrdo de turbidez 0,5 da escala nefelométrica de
McFarland obtida no Nefelobac®®. Assim, aplicava-se com auxilio de um swab estéril
a solucao contendo os microorganismos em uma placa de petri com meio Mueller
Hinton. Apds, utilizando uma pinga, colocavam-se os discos contendo os agentes
antimicrobianos na superficie da placa, que era mantida a 37°C durante 24 horas.
Dentre os farmacos testados encontravam-se ampicilina, ceftiofur, enrofloxacina,
gentamicina, ciprofloxacina, amicacina, sulfadiazina associada a trimetoprim e

penicilina (Figura 6).

Figura 6 - (A) Kit utilizado na realizagéo do antibiograma. (B) Resposta aos
agentes antimicrobianos ap6s 24 horas de incubacao.

Fonte: Arquivo pessoal.

Em 24 horas ap0s a aplicacdo dos discos contendo os antibiéticos, observava-
se a resisténcia do patdégeno ao agente farmacologico através da mensuragao do raio
do halo formado em torno do disco. Assim, determinava-se a susceptibilidade e
consequentemente o tratamento de cada animal.

A cultura é importante para o diagndéstico de endometrite, entretanto, ressalta-
se a importancia da associagdo dos outros métodos diagnosticos como histérico
clinico, citologia endometrial e ultrassonografia, uma vez que, as contaminacdes

ambientais das amostras sdo comuns, devendo-se investigar se 0S microrganismos

6 Nefelobac — Probac, Sao Paulo, SP.
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presentes sao realmente patogénicos para a espécie (KATILA, 2016). Entretanto, é
comum observar-se resultados negativos nos casos de endometrite cronica, sendo
necesséria a realizacdo de PCR para identificacdo do DNA bacteriano nos casos de
éguas com historico de infertilidade (NERVO et al., 2019).

A observacao da susceptibilidade dos patégenos aos farmacos € essencial
para que se obtenha um tratamento de sucesso, uma vez que, a resisténcia bacteriana
esta cada vez mais presente na rotina clinica (BONEV; HOOPER; PARISOT, 2008).
Em uma pesquisa realizada por Silva e colaboradores (1999) foi ressaltada a
importancia do reconhecimento do patdgeno causador de endometrite, uma vez que

nenhum farmaco que agiu de forma uniforme a diferentes microrganismos.

2.2.2.1 Principais tratamentos utilizados na CER

Os tratamentos eram programados de acordo com os sinais clinicos de cada
€égua, ainda que os resultados da cultura e antibiograma néo estivessem concluidos.
Isso acontecia para que o ciclo das éguas fosse aproveitado, e que durante o préximo
ciclo estral, as mesmas pudessem ser colocadas no programa de transferéncia de
embribes no caso das éguas receptoras.

Os principais tratamentos utilizados na CER eram os lavados uterinos com
ringer ozonizado ou com DMSO diluido a 10% em ringer, entretanto, algumas éguas
doadoras com histérico de infertilidade recebiam infusdes de antibiéticos conforme o
resultado do antibiograma. Todas as éguas doadoras submetidas a lavados uterinos
ou que tivessem historico de acumulo de fluido intrauterino eram submetidas a um
protocolo com administracéo de 20 Ul de ocitocina IM a cada 4 horas até o 3° dia apés
a ovulagao.

Os tratamentos sempre eram realizados durante o periodo do estro das
éguas. Na fase folicular as fémeas apresentam uma maior resposta imunolégica em
decorréncia dos maiores niveis de estrogeno quando comparados a progesterona
(COLBERN et al., 1987). Além disso, neste periodo a cérvix encontra relaxada e
observa-se uma maior defesa uterina, com aumento de linfocitos, fator de necrose
tumoral, interleucinas e neutréfilos (LYLE, 2011).

2.2.2.1.1 Ozonioterapia
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As éguas, principalmente as receptoras, que apresentavam alteracdes
ultrassonograficas como edema >3 segundo a escala descrita por McCue, Scoggin e
Lindholm (2011) e fluido uterino, eram submetidas ao tratamento com ringer lactato
ozonizado, o qual era obtido por meio de uma infusdo de 50 mcg de 0z6nio durante
10 minutos dentro de cada litro de soro.

Inicialmente era infundido um litro de ringer lactato através de uma sonda
uterina, apds, 0 mesmo era recuperado e era infundido trés litros de ringer ozonizado
separadamente, 0 quais permaneciam no Utero durante 10 minutos cada um. Ao
recuperar o ultimo litro de ringer ozonizado, era mantido no Utero de cada animal cerca
de 300 microlitros da solucéo até o préximo lavado uterino. O tratamento era realizado
durante trés dias, uma vez ao dia, ou até que ocorresse a ovulagéo. Eguas em diestro

nao recebiam tratamento.

Figura 7 - Processo de ozonizacao do ringer lactato.
R |

- |
-A L

Fonte: Arquivo pessoal.

O tratamento tinha como objetivo tratar endometrite, ainda que, nem sempre
houvesse diagnadstico citolégico ou cultura bacteriana, o quadro de endometrite era
determinado pelo edema e presenca de fluido. No entanto, a observacédo de pouca
guantidade de fluido intrauterino e edema 3 pode ocorrer no estro sem envolvimento
patolégico (MCCUE; SCOGGIN; LINDHOLM, 2011). Mesmo assim, 0 veterinario
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responsavel optava pelo tratamento visto que a ozonioterapia, ainda que utilizada em
casos de endometrites infecciosas nao favorece a formacéao de resisténcia bacteriana.

A utilizacdo de ozbnio como terapia alterativa na medicina veterinaria ainda
esta sendo desenvolvida e necessita de estudos para que sejam estipuladas doses e
possiveis efeitos adversos no organismo, entretanto, se conhece o papel antioxidante,
antimicrobiano e imunoestimulante da molécula (NASCENTE et al., 2019; SCIORSCI
et al., 2020).

A molécula de ozbnio é capaz de interagir com moléculas orgéanicas e
inorganicas, gerando sua oxidacdo completa. Reage através de ligacGes bioldgicas
com outras substancias de ligacdes duplas e triplas como proteinas, aminoacidos,
acidos graxos e outras partes da membrana celular (REPCIUC; CRECAN; OANA,
2016).

O efeito antimicrobiano da agua ozonizada foi evidenciado por Giuliani e
colaboradores (2018), a fim de criar uma alternativa a resisténcia aos antimicrobianos.
Os autores testaram a agua ozonizada contendo 4000 mcg de ozbnio frente a
diferentes bactérias como Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, observando atividade
bactericida em todas amostras com aplicacdo da solugdo durante 40 minutos
(GIULIANI et al., 2018).

Os principais agentes causadores da endometrite bacteriana sao
Streptococcus equi spp. zooepidemicus, Staphylococcus sp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (TROEDSSON, 2011). Sendo
assim, a ozonioterapia torna-se uma alternativa de tratamento para a patologia, ainda
que se facam necesséarias maiores pesquisas relacionadas ao tempo de acao da
molécula e concentracao inibitéria minima.

Em vacas, a insuflacéo uterina com ozénio foi capaz de reduzir a endometrite
subclinica e aumentar a eficiéncia reprodutiva pdés-parto dos animais. Apos a
ozonioterapia observou-se a diminuicdo dos neutrofilos presentes na citologia
endometrial, além da diminuicio de 23 dias no intervalo entre o
parto/concepcdo(ESCANDON et al., 2020).

Das éguas tratadas com ringer ozonizado durante o periodo de estagio, 60%
responderam positivamente ao tratamento e encontram-se gestantes. Entretanto,

devido os tratamentos serem realizados apenas quando elas estivessem
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apresentando um edema alto, comumente as fémeas ovulavam antes que os trés dias

seguidos de tratamento fossem concluidos.

2.2.2.1.2 Lavagem uterina com DMSO

Apoés a ovulacgéo, as éguas doadoras com histérico de endometrite persistente
pés-cobertura, ou ainda, que apresentavam edema ou fluido intrauterino eram
submetidas ao lavado uterino com solucéo de dimetilsulfoxido (DMSQO) 10%, diluida
em ringer lactato. Inicialmente as fémeas eram lavadas com dois litros de ringer lactato
puro, e apos, com dois litros da solu¢cdo de DMSO durante 3 dias.

O DMSO é um solvente utilizado desde 1950 em humanos e animais. Possui
acdo analgésica, anti-inflamatéria, antifingica e antibacteriana, além de possuir alta
capacidade de penetracdo de membrana (KATILA, 20162%). Segundo Ley e
colaboradores (1989), infusées de 60 ml de DMSO diluido entre 10 e 30% no Utero de
éguas ndo causam qualquer alteracdo histolégica uterina, podendo ser utilizadas no
tratamento de endometrite.

Esse tratamento tinha como objetivo reduzir a reacao inflamatéria causada
pelo sémen no trato reprodutivo da fémea, minimizando a producéo de fluido e edema,
melhorando a eficiéncia reprodutiva das éguas. Além disso, o DMSO nas
concentracbes de 20% e 10% demonstrou-se eficaz no controle do crescimento
bacteriano de bactérias como Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente (FARIAS et al., 2018).

2.2.2.1.3 Tratamento com ocitocina

Tanto as éguas submetidas ao lavado uterino com ozonioterapia quanto as
gue recebiam o tratamento com solugcdo de DMSO 10% descritos nos itens acima,
recebiam aplicacdo de 20 Ul de ocitocina a cada 4 horas até 3 dias apés a ovulacao.
Além disso, algumas doadoras com historico de acumulo de fluido intrauterino
passavam a receber ocitocina a cada 4 horas, a fim de melhorar o ambiente uterino e
consequentemente as taxas de recuperacdo embrionarias.

A ocitocina € um hormdnio capaz de aumentar os indices de fertilidade, uma
vez que, auxilia na contracdo miometrial e consequente limpeza fisica uterina (FARIA;

GRADELA, 2010). Contudo, a meia-vida da ocitocina no organismo das éguas € de 6



26

a 8 minutos e as contra¢des uterinas por ela promovidas duram cerca de 30 minutos,
sendo necessarias aplicacdes recorrentes a fim de promover diversas contracdes para

realizacédo de limpeza mecénica do utero (PACCAMONTI et al., 1999).

2.2.2.1.4 Tratamento para foliculo anovulatério hemorragico

O foliculo anovulatério hemorragico (HAF) consiste em um foliculo com
tamanho pré-ovulatério (>35 mm) incapaz de colapsar liberando o 04cito, ou seja,
ovular (CRABTREE, 2020). Cerca de 5% das éguas desenvolvem HAF durante a
temporada reprodutiva, e destas, 20% ocorre durante os periodos transicionais, ou
seja, no inicio da primavera e inicio do outono (GINTHER et al., 2007).

Existem duas formas de HAF em equinos, foliculos anovulatorios persistentes
(PAFs) os quais persistem durante diversos ciclos, sem que ocorra luteinizacao e
interferéncia nos demais ciclos, regredindo de forma espontanea, e foliculos nao
rompidos luteinizados (LUFs), considerados funcionais e capazes de secretar
progesterona (MCCUE; SQUIRES, 2002). Segundo McCue e Squires (2002), 85% das

patologias foliculares consistem na formacédo de estruturas luteais anovulatorias.

Figura 8 - Foliculo anovulatorio hemorragico (HAF).

Fonte: Arquivo pessoal.

O tratamento para que ocorra lutedlise destas estruturas ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Alguns autores sugerem a administracdo de prostaglandina

em altas doses para ocorra a regressao, contudo, ndo irdo responder da mesma
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maneira a administracéo de prostaglandina como um corpo luteo normal (CRABTREE,
2020).

As éguas doadoras com historico de desenvolvimento de HAF eram
previamente tratadas com Sulpirida 20 mg sid desde a inducdo da ovulagédo até o
momento da ovulacdo a fim de que ocorresse um crescimento folicular normal, sem
formacao de qualquer patologia.

Segundo Mari et al. (2009), a sulpirida é um farmaco antagonista
dopaminérgico capaz de aumentar o numero de receptores para FSH e LH, além de
estimular a atividade ovariana de éguas em anestro profundo. Com isso, a utilizacédo
de sulpirida no caso das éguas com historico de desenvolvimento de HAF tinha o
intuito de estimular a luteinizacéo pelo aumento dos receptores de LH, na tentativa de
impedir o estabelecimento do foliculo anovulatorio.

Entretanto, em um estudo realizado por Ginther e colaboradores (2006),
fémeas que desenvolveram HAF ndo apresentaram divergéncia entre as
concentracbes de FSH e LH quando comparadas ao grupo controle. O
desenvolvimento de HAF foi associado apenas a uma maior concentracao de estradiol
e uma maior vascularidade folicular previamente ao dia em que se esperava que
ocorresse a ovulacado (GINTHER et al., 2006).

Na CER, as éguas que formassem um HAF ganhavam um tempo de descanso
de 7 dias, onde ndo recebiam qualquer tipo de farmaco ou manipulacdo. Apds, eram
avaliadas para observacdo da atividade ovariana e uterina, evidenciando possivel
regressao do foliculo patoldgico, ou ainda, atividade funcional do mesmo. Assim, nos
casos em que fosse observada uma massa luteal funcional, secretora de
progesterona, através da auséncia de edema uterino, optava-se pela administracéo
de 5 mg de dinoprost ou 0,25 mg de cloprostenol por via intramuscular a cada 5 dias

até a regressao completa da estrutura.

2.3.2 Transferéncia de embrido

A transferéncia de embrido era o principal servi¢o prestado pela central, uma
vez que, se tratavam de éguas que possuiam alto valor zootécnico, além de
pertencerem a ragas que permitam o numero ilimitado de embrides registrados por
égua doadora no caso do Puro-Sangue Arabe, conforme mencionado no

Regulamento do Servigo de Registro Genealdgico do Cavalo Arabe (2019), ou que
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permitam o registro de 3 embrides por ano civil no caso das doadoras Puro-Sangue
Lusitano, conforme descrito no Regulamento do Livro Genealdgico do Cavalo da Raca
Lusitana (2016).

2.3.1.1 Selecéao de receptoras

As receptoras de embrides eram selecionadas por diferentes aspectos.
Inicialmente, prévio a compra das mesmas, as éguas passavam por uma inspecao,
onde era avaliada a altura minima de cernelha de 1 metro e 40 centimetros e a
denticdo do animal, a fim de determinar a idade, onde ndo eram selecionadas éguas
com mais de 10 anos. Pesquisas sugerem que a transferéncia de embrides de
doadoras grandes para receptoras menores possa gerar uma limitagcdo no
crescimento fetal, gerando um potro de estatura inferior ao potencial genético da
doadora, além disso, sugere-se que éguas receptoras tenham entre 3 e 15 anos
(MCCUE; SQUIRES, 2015).

Apés era realizada a palpacdo retal e ultrassonografia para avaliacdo do
aparelho reprodutor da fémea, onde se observavam 0s ovarios, mucosa uterina,
presenca de cistos ou possiveis alteracdes como liquido uterino. Realizava-se
também a inspecao da genitalia externa, onde se avaliava a conformacao vulvar e
perineal. Uma palpacao vaginal era realizada para que a integridade da cérvix fosse
aferida, e se a mesma encontrava-se condizente com o que havia sido observado na
ultrassonografia uterina.

Segundo McCue, Scoggin e Lindholm (2011), durante o estro espera-se
observar edema uterino, crescimento folicular e cérvix relaxada. Ja o edema uterino
ou relaxamento cervical durante o diestro podem indicar possiveis patologias como
endometrite e incompeténcia cervical, uma vez que, a cérvix sO encontra relaxada
durante o estro e o parto (TROEDSSON, 2011; LEBLANC; MCKINNON, 2011).

Durante o programa de transferéncia de embribes, as receptoras eram
organizadas conforme o numero de embrides esperados a cada semana, de forma
programada. Utilizavam-se éguas em D2 até D8, sendo DO o dia da ovulacdo ou da
aplicacdo de progesterona, no caso das receptoras de ciclo artificial. Com isso,
utilizava-se um quadro onde eram relacionadas todas as receptoras disponiveis no
dia da transferéncia e as mesmas eram examinadas para observacdo das

caracteristicas uterinas e ovarianas.
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A selecéo da receptora respeitava caracteristicas como o dia da ovulacdo em
relacdo a doadora, dando-se preferéncia para éguas em D5, qualidade do ciclo estral,
presenca e qualidade do corpo luteo, tdnus uterino, tdnus cervical, auséncia de edema
uterino e tamanho da receptora em relacdo a doadora (MCCUE; SQUIRES, 2015).
Segundo Lopes (2015) as receptoras podem ser utilizadas com seguranca entre D4 e
D7, entretanto, esse periodo pode ser prolongado pela utilizacdo de farmacos como a

progesterona.

2.3.1.2 Colheita do embrido

O embrido era colhido através de lavagem uterina utilizando uma sonda
bivona, com via simples. Inicialmente, eram retiradas todas as fezes presentes no reto
da égua, apés, com auxilio de uma corda, a cauda do animal era fixada e protegida
com uma bandagem, diminuindo a contaminacéo pelo contato dos pelos do animal
com a vulva. Assim, realizava-se a higienizacdo da vulva e do perineo com digliconato
de clorexidina 2% e 0 enxague com agua corrente, apés, a mesma era secada e era

aplicado gel lubrificante na rima dos labios vulvares.

Figura 9 - Colheita de embrido equino.
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Fonte: Arquivo pessoal.
O médico veterinario que iria realizar a coleta de embri&o invertia uma luva de
palpacéo retal para que a contaminagao uterina fosse reduzida. Assim, direcionava a

sonda bivona através da cérvix e inflava o cuff com 50 mL de ar para que a mesma
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fosse fixada no Utero. A méo era retirada da vagina e introduzida no reto do animal.
Simultaneamente, um assistente introduzia 1 litro de ringer lactato aquecido a 37°C
na sonda, e quando o veterinario alertasse que o Utero estava completamente
distendido, retirava-se o soro acoplado e colocava-se o filtro de embrido para que o
ringer fosse retirado. O procedimento repetia-se até que o embrido fosse recuperado,
ou por no minimo 5 vezes. Apos a coleta, sendo ela positiva ou ndo, era administrado

250 mg de Cloprostenol ou 5 mg de Dinoprost por via IM.

2.3.1.3 Manipulacdo do embrido

Com a coleta, encaminhava-se ao laboratorio o filtro contendo cerca de 15 ml
de ringer remanescentes do lavado, transferia-se esse liquido a uma placa de Petri
descartavel com tracos verticais previamente realizados a fim de facilitar a busca pelo
embrido. A localizacdo do embrido era realizada com auxilio de estéreomicroscopio
com aumento de 10 vezes.

A manipulacdo do embrido variava conforme a classificagao da sua qualidade
morfologica e integridade. Assim, o embrido era avaliado conforme o estagio de
desenvolvimento, tamanho, formato, integridade da zona pelucida, uniformidade dos
blastdmeros, degeneracbes, anormalidades lesdes capsulares ou de zona pellcida.
Através da qualidade embrionaria, era classificado entre 4 graus, sendo 1 excelente e
4 degenerado (MCCUE, SQUIRES, 2015).

Os embrides eram manipulados com auxilio de manipulador e palhetas
estéreis de 0,5 ou 0,25 ml, conforme o didmetro do embrido coletado. Os embrides
que apresentassem debris celulares eram higienizados numa placa de Petri
descartavel, de 100 x 20 mm, onde colocavam-se 5 gotas de meio de holding, e
conforme a troca de gotas, trocava-se a palheta estéril simultaneamente a fim de
minimizar possivel reacdo inflamatoria causada no Utero das receptoras apos a
transferéncia. Nos casos em que fosse visualizada alguma lesdo capsular, 0 embriao
era colocado em uma placa de Petri de 35 x 10 mm, imerso em meio holding por cerca
de 12 horas, a fim de reestabelecer a integridade. J4 nos casos em que o embrido
coletado era considerado grau 1, sem debris ou qualquer sujidade aderida, ele era
diretamente transferido para a placa de Petri de 35 x 10 mm contendo o meio de

manutencao embrionaria.
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Figura 10 - (A) Embrido grau 1. (B) Embrido grau 2.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.3.1.4 Inovulacao

O embrido era inovulado com um inovulador de embrido equino, protegido
com uma bainha e uma camisa sanitaria. Acoplava-se ao inovuladoruma palheta de
0,25 ou 0,5 ml que armazenava o embrido entre gotas de holding e bolhas de ar
(Figura).

Figura 11 - llustracdo do envasamento do embrido utilizando palheta estéril.

Embriao Bolha de ar Holding

\ \’
( 10 o ]I 1 ] )

Fonte: Arquivo pessoal.

Ao realizar-se a inovulagdo do embrido, evitava-se a manipulacéo cervical, a
fim de minimizar a secrecdo de prostaglandinas enddgenas, contudo, quando as
éguas eram muito manipuladas durante a transferéncia, optava-se pela administracdo
de progesterona ou ainda, dexametasona. A progesterona pode ser utilizada para
melhorar-se 0 ambiente uterino, controlando o ténus e a secretabilidade das glandulas
endometriais, jA os anti-inflamatérios minimizam a secrecdo de prostaglandinas,



32

sendo estas, responsaveis pela realizacdo da lutedlise (LOPES, 2015; MCCUE;
SQUIRES, 2015).

Na central, todas as colheitas de embrido eram realizadas em D8, quando
embrides de sémen fresco ou refrigerado, e em D9 em embrides de sémen congelado.
Assim, eram geralmente classificados como blastocistos iniciais ou blastocistos
expandidos, apresentando de 150 — 300 ym (MCCUE; SQUIRES, 2015). Eguas
idosas podem apresentar um desenvolvimento embrionario retardado, sendo
recomendada a recuperacao do embrido entre D8 e D9
(SQUIRES;MCCUE;VANDERWALL, 1999).

Grande parte dos embrides transferidos na central eram encaminhados por
outros meédicos veterinérios, assim, chegavam na central armazenados em um
criotubo contendo holding ou envasados em palhetas estéreis de 0,25 nos casos de
embribes de ICSI ou clones. Das 65 transferéncias de embrides acompanhadas
durante o estagio, 74% confirmaram a gestacdo, e destas, 83% foram transferidas
para receptoras entre D4 e D6 apés a ovulacao, comprovando a indicacdo de MC Cue
e Squires (2015) que D6 e D5 sejam as melhores escolhas para TE.

Figura 12 - Confirmacédo de gestacédo de embrido D12.

Fonte: Arquivo pessoal.

A inovulacdo de blastocistos expandidos, maiores que 1000 pm, coletados
apos o D9, sdo incapazes de serem transferidos com a utilizagdo de palhetas estéreis,
devido o seu diametro. Assim, estes embrides, conforme descrito por McCue e Squires
(2015), podem ser inovulados com auxilio de uma pipeta de inseminacao artificial para

éguas acoplada a uma seringa de 1 ou 3 ml. Através dessa técnica, o0 embrido tambéem
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€ envasado com utilizacdo de holding, formando espacos contendo o meio para

manutencdo embrionaria e bolhas de ar, similar ao descrito na Figura 11.

2.3.3 Coleta e manipulacdo de sémen

As coletas de sémen eram realizadas conforme a solicitacdo de doses, nas
segundas, quartas e sextas-feiras, no periodo da manha. O garanhao era direcionado
ao local de coleta sempre pelo mesmo funcionario. Inicialmente o macho rufiava uma
€égua em estro, que era posicionada lateralmente ao manequim de coleta. Ao expor o
pénis, 0 mesmo era higienizado com agua morna para que o esmegma fosse retirado.

Para que a coleta fosse realizada, utilizava-se uma vagina artificial modelo
Botucatu®’. No interior da mesma eram colocados 4 litros de 4gua aquecida a 60° C,
uma mucosa plastica e um recipiente acoplado contendo um filtro onde o sémen seria
armazenado. Apés a ejaculacéo, a valvula inferior da vagina era aberta para que parte
da 4gua fosse retirada. O recipiente contendo o sémen era retirado e encaminhado
ao laboratério para o mesmo fosse manipulado.

Inicialmente media-se o volume da amostra com auxilio de uma proveta e
adicionava-se diluente Botu-Sémen®® na proporc¢édo 1:1, esperando-se 5 minutos para
gue o diluente pudesse agir. Apos, com auxilio de lamina e laminula era estimada a
motilidade espermatica e a concentragdo espermatica com auxilio de uma camara de
Neubauer. Na camara era colocada uma amostra de sémen diluida em agua destilada,
na proporcao 1:20. Cinco quadrados de cada lado da camara eram contados, e ao
final, somados e divididos por 2 caso ndo apresentassem uma diferenca maior que
10% entre o total de espermatozoides contados em cada um dos lados.

Apés a separacdo das amostras para analise de motilidade e concentracédo
espermatica, transferia-se o sémen da proveta para tubos falcon de 50 ml, onde
adicionava-se na porcdo inferior, 3 ml de RedCushion®, meio coloidal de alta
densidade para minimizar os efeitos deletérios que a centrifugacédo possa causar nos
espermatozoides, e centrifugava-se a amostra a 1000 G durante 20 minutos. Apés,
retirava-se o pellet de espermatozoides que se encontrava entre o RedCushion® e o

plasma seminal, e transferia-se 0s mesmos para outro tubo falcon de 50 ml. A dose

7 Vagina Artificial modelo Botucatu — Botupharma, Botucatu, SP.
8 Botu-Sémen- Botupharma, Botucatu, SP.
9 RedCushion — Botupharma, Botucatu, SP.
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de sémen era entdo preparada com adicédo de diluente Botu-Sémen Special®'® para
gue contenha no minimo 1 bilhdo de espermatozoides méveis numa diluicdo de 50
x108 de espermatozoides por ml.

O sémen era armazenado em um recipiente para transporte especifico
(BotulA®11) e colocado em uma caixa de isopor para transporte de sémen (Botuflex®?)
contendo 2 gelos reciclaveis. Como o volume de uma dose inseminante diluida desta
forma fica em torno de 30 a 50 ml, outro frasco contendo agua deve ser acondicionado
dentro da caixa de transporte, visto que para que a caixa realize uma curva adequada
até 5°C é necessario que o volume interno de solucéo esteja entre 150 e 200 ml.

Conforme descrito por Canisso et al. (2008), a diluicdo espermatica ideal
encontra-se na faixa dos 25 x 10° de espermatozoides por ml, entretanto, em alguns
casos pode chegar a 100 x 10°, conforme o tempo de armazenamento desejado da

amostra.

10 Botu-Sémen Special - Botupharma, Botucatu, SP.
11 BotulA — Botupharma, Botucatu, SP.
12 Botuflex — Botupharma, Botucatu, SP.
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3 ESTAGIO 2: DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO FMVZ-UNESP/BOTUCATU

O estégio foi realizado no periodo de 01 de mar¢o de 2020 a 19 de marco de
2020, sob orientacdo da Prof. Dra. Eunice Oba, no Departamento de Reproducao
Animal, pertencente a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP) no campus de Botucatu/SP, totalizando 174 horas. Durante este periodo
pude acompanhar a rotina ambulatorial de reproducéo animal de pequenos e grandes
animais, incluindo casos clinicos, cirdrgicos e biotecnologias aplicadas a reproducao

animal.

3.1 DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO ANIMAL

O Departamento de Reproducao Animal é constituido por um ambulatério de
grandes animais, um ambulatério de pequenos animais, um bloco cirdrgico de
pequenos animais, um laboratorio para realizacdo de FIV e o laboratorio de
reproducdo (CERAN). A rotina do departamento era desenvolvida por 6 médicos
veterinarios residentes e 5 estagiarios curriculares. Os residentes e estagiarios
realizavam um rodizio entre as areas semanalmente, sendo capaz o
acompanhamento dos diferentes atendimentos reprodutivos ali prestados.

O ambulatério de pequenos animais era constituido por 3 consultérios, o0s
quais possuiam uma estrutura basica para a realizacdo de uma consulta clinica
reprodutiva especifica, contendo aparelho de ultrassonografia e microscopio para a
realizacdo de citologia vaginal. O bloco cirirgico era completo, contendo sala de
paramentacdo e limpeza, sala cirargica contendo mesa cirldrgica para pequenos
animais e aparelho de anestesia inalatoria, além de uma area reservada para o
primeiro atendimento e estabilizacdo dos neonatos, contendo cilindro de oxigénio e
duas incubadoras.

O ambulatorio de grandes animais era formado por dois troncos de contencéo
para equinos, um tronco de contencdo para bovinos e uma area paralela, contendo
um manequim para coleta de sémen de bovinos e equinos. Ali era realizada a rotina
diaria, avaliando-se conforme a necessidade, as éguas ali estabelecidas para
realizacdo de experimentos de mestrado e doutorado, com auxilio de palpacéo retal e
ultrassonografia. Ainda, conforme a necessidade era realizada a colheita de sémen

dos garanhdes ali alojados e atendimento de animais externos que eram
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encaminhados para o departamento. O departamento possuia 15 cocheiras e 9
piquetes para o alojamento dos animais utilizados em experimentos e 0s pacientes

externos.

Figura 13 - (A) Manequim para coleta de sémen. (B) Troncos de contencao para
palpacéo de éguas.
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Fonte: Arquivo pessoal.

3.2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estagio, tive a oportunidade de acompanhar
principalmente a rotina de grandes animais, incluindo palpacéo retal e ultrassonografia
em éguas e vacas, coletas de sémen equino e bovino, inseminacdes artificiais e
colheitas de embrido. Além disso, alguns atendimentos clinicos de pequenos animais
e projetos de pesquisa com criopreservacdo de embrides equinos e coleta e

manipulacdo de sémen equino.

Tabela 2 - Atividades e casos clinicos acompanhados no Departamento de
Reproducao Animal FMVZ-UNESP/Botucatu.

(continua)
Atividade N %
Controle folicular 114 51,1
Inseminacéo artificial em éguas 4 1,8
Limpeza de ferida 15 6,7
Coleta de sémen equino 23 10,3
Coleta de embrido equino 4 1,8

Exame andrologico em garanhao 4 1,8




(continuacéo)

Uretroscopia em garanhao 1 0,4
Histeroscopia em égua 1 0,4
Congelacao de sémen equino 1 0,4
Coleta de sémen fracionada em garanh&o 3 1,3
Fistula uretral em garanhao 1 0,4
Cesérea em cadela 1 0,4
Atendimento de neonatos 6 2,7
Diagnostico de gestacdo em cadela 1 0,4
Retirada de pontos em caninos 4 1,8
Piometra em cadela 1 0,4
Coleta de sémen e IA em canino 1 0,4
Coleta de citologia vaginal em cadela 6 2,7
Palpacao retal em vaca 25 11,2
Exame androlégico em touro 4 1,8
Balanopostite em touro 1 0,4
Degeneracao testicular em touro 1 0,4
Coleta de sémen bovino 1 0,4
Total 223 100,0

Fonte: Arquivo pessoal.
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4 CASO CLINICO: HEMOSPERMIA EM GARANHAO

A hemospermia é a condicdo onde o sémen encontra-se contaminado com
sangue. Este fato pode ser decorrente de diferentes causas relacionadas a patologias
uretrais, tais como traumas e laceracdes (VARNER et al., 2000). Segundo Varner e
Schlafer (2015), a presenca de sangue no ejaculado pode ser atribuida também por
patologias como vesiculite, epididimite e orquite.

Um garanh&o, Quarto de Milha, de 8 anos de idade, com 490 quilos, foi
encaminhado ao Departamento de Reproducdo Animal da FMVZ com a queixa
principal de hemospermia. Segundo o veterinario responsavel pelo encaminhamento,
o animal era submetido a coleta de sémen semanalmente, o qual se apresentava com
aspecto sanguinolento. O garanhao ja havia apresentado o mesmo quadro clinico ha
2 anos, quando foi tratado para a presenca de uma fistula uretral.

Inicialmente, foi realizado exame fisico completo, observando os parametros
dentro da normalidade. As mucosas encontravam-se réseas, tempo de preenchimento
capilar 2, temperatura retal 38,2° C, frequéncias cardiaca e respiratoria de 60 e 16,
respectivamente, e motilidade gastrointestinal normal. Apos, foi optado para que o
sémen do animal fosse colhido de forma fracionada, a fim de visualizar a porcéo
seminal acometida, possibilitando localizar a possivel lesdo causadora da
hemospermia no garanhdo.

Conforme relatado por Oliveira et al. (2015), a coleta de sémen fracionada
auxilia no diagnéstico das patologias reprodutivas dos garanhdes, pois nos casos de
vesiculite seminal, diagnéstico diferencial para a hemospermia, a terceira fracdo do
ejaculado encontra-se afetada. Segundo Andrade Junior (2017), quando todo sémen
coletado apresenta-se com aspecto sanguinolento, sugere-se sua origem uretral ou
testicular.

Previamente ao animal ejacular, ja era possivel observar o sangramento
uretral, comprovando a presenca de alguma lesdo na uretra distal. Com a coleta, o
sémen foi fracionado em 4 porcdes, entretanto, devido a semelhanca de coloracao
entre as primeiras duas porc¢des, as mesmas foram armazenadas no mesmo tubo

Falcon de 50 ml.
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Figura 14 - Sémen fracionado apos a coleta.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apbs a coleta, foi realizada a analise do sémen. O volume foi mensurado com
auxilio de uma proveta, a concentracdo espermatica foi realizada com auxilio de uma
camara de Neubauer, e a motilidade espermética foi obtida através de analise
computadorizada de movimento espermatico (CASA). Os dados obtidos foram

listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros seminais.

Parametro Resultado
Volume (mL) 25
Concentracéo espermatica (10%/mL) 230
Motilidade total (%) 89
Motilidade progressiva (%) 33
Espermatozoides rapidos (%) 70

Fonte: Arquivo pessoal.

Foi realizado um esfregaco do sémen colhido e o mesmo foi corado com
Pandtico rapido®'3. Nesta avaliacado foi possivel observar 3% de células da linhagem
espermatogénica, sendo elas: 1 célula de Sertoli, 1 espermatécito secundario e 1

espermétide arredondada, além de incontaveis hemacias. Para observagdo das

13 panético rapido — Laborclin, Sdo Paulo, SP.
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patologias espermaticas foi fixada uma amostra de sémen em solucédo de formol salino
10%, avaliada no microscépio com contraste de fase com 1000x de aumento e 6leo

de imersao. Assim, foram observadas as patologias citadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Patologia espermatica.

Defeitos maiores Defeitos menores

Acrossomo 8 Cabeca

Cabeca 2 Cauda 3
Forma teratoldgica 1 Gota citoplasmatica distal 1
Peca intermediaria 12

Cauda 23

Formas duplas 1

Total (%) 47  Total (%) 5

Fonte: Arquivo pessoal.

A producdo espermatica sofre influéncia de diversos fatores, dentre eles a
idade do garanhdo, sazonalidade, fatores ambientais e estresse. Os garanhdes
comumente apresentam cerca de 50 % de espermatozoides normais, entretanto, a
tolerancia para que os defeitos ndo influenciem na fertilidade incluem até 10% de
células germinativas prematuras e até 30% de defeitos de cabeca e peca
intermediaria, sendo que a maioria dos garanhdes que apresentam 60% de
espermatozoides morfologicamente normais compensam os defeitos observados no
ejaculado (CARD, 2005). Contudo, segundo o Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (1998), consideram-se aptos a reproducdo os garanhdes que apresentarem
até 40% de defeitos totais, sendo deles, até 20% de defeitos maiores.

Com a analise completa do sémen, foi dado segmento ao exame androldgico
do equino, onde foi avaliado o aparelho genital externo do animal. Observou-se entéo
assimetria testicular, atribuida a uma rotacdo do testiculo esquerdo, facilmente
reversivel. O formato dos testiculos estava ovoide, a consisténcia fibroelastica, com
auséncia de sensibilidade dolorosa e presenca de mobilidade, caracterizando um
exame genital normal.

A torcdo testicular pode ser causa de degeneracdes testiculares em

garanh0es (EDWARDS, 2008). Entretanto, como o quadro apresentado pelo equino
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era facilmente reversivel e visivelmente recente, ndo apresentou qualquer efeito
negativo no trato reprodutor do animal.

Apbs a coleta, optou-se pela realizacdo de ultrassonografia testicular, para
observar alguma possivel alteracdo de parénquima, entretanto, nenhuma alteracédo
visivel foi evidenciada.

A fim de auxiliar na localizac&o da lesdo causadora da hemorragia, foi optado
pela realizagdo de uretroscopia, a qual foi realizada com o animal sedado, utilizando
protocolo com cloridrato de xilazina & 10% e cloridrato de detomidina a 1% associadas,
na dose de 0,8 mg/kg e 6 a 10 pg/kg, respectivamente (SCHEEREN et al., 2019). Com
a exposicao do pénis, foi realizada a assepsia do mesmo com auxilio de agua e
clorexidina 2%, sendo retirado qualquer tipo de contaminagcdo que pudesse ser
transportada com a passagem do endoscépio.

Para realizacédo da endoscopia, utilizou-se um endoscépio flexivel de 100 cm
de comprimento e 10 mm de diametro lubrificado com lidocaina. Ao iniciar-se a
endoscopia, além de observar-se uma les@o na porgéo externa da uretra (Figura 15A),
foram evidenciadas diversas lesbes hemorragicas na regido da distal da uretra,
caracterizando o quadro de uretrite (Figura 15B). Com o seguimento do exame, foi
visualizada uma fistula uretral na regido do arco isquiatico, comprovando a origem do

sangramento (Figura 15C).

Figura 15 - (A) Lesédo na porcao externa da uretra. (B) Les6es hemorragicas na
mucosa uretral. (C) Fistula uretral.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ao realizar-se endoscopias uretrais em garanhdes, deve-se atentar a

passagem do endoscopio na porgcao uretral localizada proximo ao arco isquiatico,
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sendo uma regido onde comumente evidencia-se a presenca de fistulas uretrais de
origem idiopatica (PEARSON; CAMPBELL; TIBARY, 2013).

Com o diagnéstico de uretrite e fistula uretral, optou-se pelo tratamento com
infus&o com solugéo de Policresuleno 4%, durante 4 dias. O tratamento era realizado
com auxilio de uma pipeta flexivel de 70 cm, a qual era direcionada até a altura do
arco isquiatico onde era infundida a solucdo. Além disso, foi optado pela aplicacdo
topica de 1 mL da mesma solucao na porcao externa da uretra, a fim de cauterizar a
les&o externa e altamente vascularizada.

A utilizacdo do protocolo com Policresuleno 4% para o tratamento de fistula
uretral foi descrito por Sancler-Silva e colaboradores (2018) e demonstrou-se eficiente
na cauterizagdo quimica das les6es, sendo menos invasivo, de menor custo e com
recuperacdo mais rdpida que o tratamento cirdrgico convencional. Segundo o0s
autores, ndo se deve aplicar a solugdo acida por um tempo maior que 4 dias
consecutivos, uma vez que a mesma pode alterar a microflora uretral, causando uma
reacdo inflamatoria (SANCLER-SILVA et al., 2018).

Uma semana apoés o fim do tratamento, realizou-se a coleta de sémen do
garanhao a fim de verificar a efetividade do protocolo utilizado para tratar as lesdes.
Uma vez que, conforme descrito por Sancler-Silva e colaboradores (2018), a maioria
dos garanhdes com fistula uretral, uma semana apds o tratamento utilizando a solucao
acida de Policresuleno 4%, apresentam lesfes devidamente cauterizadas com
cicatrizacdo completa em até 3 semanas.

Com isso, realizou-se 3 coletas seguidas, a primeira coleta foi fracionada
(Figura), entretanto, ndo foi observada qualquer diferenca de coloracdo entre as
por¢coes do ejaculado, assim, optou-se para que as demais colheitas fossem
realizadas sem fracionar o sémen. Os dois primeiros ejaculados apresentara
coloracdo levemente avermelhada, entretanto, ao coletar o animal pela terceira vez
consecutiva, com intervalo de 15 minutos, foi possivel observar uma quantidade maior

de sangue na amostra (Figura 16).
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Figura 16 - (A) Primeira coleta seminal apds o tratamento. (B) Segunda coleta
seminal apos o tratamento. (C) Terceira coleta seminal apds o tratamento.

Fonte: Arquivo pessoal.

.

Com a primeira amostra de sémen coletada, foi realizada patologia

espermatica através do mesmo método descrito anteriormente, com utilizacdo de

contraste de fase, e obtiveram-se as caracteristicas apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Patologia espermatica apés tratamento.

Fonte: Arquivo pessoal.

Defeitos maiores

Defeitos menores

Acrossomo 9 Gota Citoplasmatica Distal 3
Cabecga 5

Gota Citoplasmatica

Proximal 4

Peca Intermediéria 17

Cauda 8

Total 43 Total 3

Em relacéo ao primeiro resultado da patologia espermética, observou-se uma

diminuicdo na porcentagem de defeitos maiores e menores, ainda que, 0 numero de

defeitos maiores de peca intermediaria, na segunda patologia, tenha sido maior.

Segundo Papa e colaboradores (2018), alteragbes de acrossomo podem ser

atribuidas a manipulacéo seminal. As alteracdes de peca intermediéria podem ser de

origem hereditaria assim como as patologias de cauda, que séo tanto hereditarias

como causadas por choque osmdético ou térmico, disfuncdes no epididimo e altos

niveis de zinco no ejaculado. As gotas citoplasmaticas tanto distais quanto proximais
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ocorrem em decorréncia de uma alteracdo do transito do espermatozoide no
epididimo, sendo geralmente de origem hereditaria, degeneracéo testicular ou falhas
na termorregulacdo, que acarretam em um desequilibrio de sodio e potassio e
consequente maturacao espermatica (PAPA et al., 2018).

Conforme o resultado observado ap0s o primeiro tratamento e a semana de
descanso, foi optado pela realizacdo de um segundo protocolo com a infusdo de
Policresuleno 4% a fim de reduzir ainda mais a hemorragia presente no ejaculado.
Apéds a segunda aplicacdo do protocolo, o animal retornou a propriedade com a
recomendacao de repouso reprodutivo durante 30 dias, uma vez que o Departamento
de Reproducéo Animal iria cessar suas atividades temporariamente, impossibilitando
gue 0 mesmo permanecesse internado.

A causa de fistula uretral ainda é desconhecida, entretanto, sugere-se que a
predisposicdo do seu desenvolvimento na regido do arco isquiatico acontece pela
diminuicao do diametro uretral nessa regido, ocasionando uma maior pressao durante
a erecao e ejaculacdo e gerando uma comunicagcdo entre a uretra e 0 COrpo
esponjoso, a qual gera hemorragia (TAINTOR et al., 2004).

Segundo Pearson, Campbell e Tibary (2013), a presenca de sangue no
ejaculado pode reduzir drasticamente as taxas gestacionais, ainda que tal mecanismo
seja desconhecido. Andrade Junior (2017) sugeriu que o efeito deletério do sangue
no ejaculado seja atribuido as hemacias, uma vez que, éguas inseminadas com
sémen contendo plasma sanguineo nao sofreram altera¢cdes de fertilidade. Conforme
descrito por Turner e colaboradores (2016), a quantidade de sangue presente no
sémen capaz de prejudicar a fertilidade dos garanhfes é desconhecida, entretanto,
sabe-se que 5% de contaminacgdo sanguinea nao foi capaz de reduzir a fertilidade dos
animais.

Dentre os tratamentos para patologias causadoras de hemospermia em
garanhdes encontra-se 0 repouso reprodutivo, causando perdas econbmicas na
industria equina (PEARSON; CAMPBELL; TIBARY, 2013). Segundo Sancler-Silva e

7

colaboradores (2018), o descanso da atividade reprodutiva € essencial para a
efetividade do tratamento, pois o estimulo sexual é capaz de gerar novos
sangramentos causando dificuldade na cicatrizacéo da lesé&o.

Conforme descrito por Turner (2011), o repouso sexual para controlar a
hemospermia causada por lesdes traumaticas, uretrite e lesdes idiopaticas de uretra

como a fistula uretral, pode durar de semanas ha meses para se tornar eficiente. E
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ainda assim, em algumas situacdes, quando recolocados nos programas reprodutivos,
0S animais podem apresentar um quadro recorrente, tendo um prognostico
desfavoravel (TURNER, 2011).
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de biotécnicas reprodutivas esta cada vez mais presente no
mercado da equideocultura brasileira, atuando diretamente no crescimento do
mercado do cavalo. Assim, técnicas como inseminacao artificial, congelacdo de
sémen, transferéncia de embrides, injecao intracitoplasmatica de espermatozoides,
clonagem, dentre outras, garantem a otimizacdo genética de animais de alto valor
zootécnico, promovendo o crescimento das ragas através da implementacdo dos
genes desejados no rebanho equino.

Durante o estagio tive a oportunidade de acompanhar e aprender com a rotina
de dois centros de referéncia na reproducdo equina brasileira, com profissionais
referéncias e que priorizam a atualizag&o das técnicas e desenvolvimento tecnoldgico,
a fim de garantir um melhor resultado.

Com os estéagios fui capaz de adquirir novos conhecimentos e desenvolver a
parte tedrico-prética relacionada a medicina veterinaria na area de reproducao animal,
tendo oportunidades de desenvolver principalmente técnicas de tratamentos
intrauterinos em éguas, aplicacées de medicamentos, inseminacéao artificial, coletas
de sémen, desenvolvimento e leitura de laminas de citologia endometrial, congelacao

de sémen, dentre outras oportunidades Unicas que me foram proporcionadas.
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