UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL
AREA DO CONHECIMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

BARBARA MANICA

RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR OBRIGATORIO: AREA DE
REPRODUCAO EQUINA

CAXIAS DO SUL
2021



BARBARA MANICA

RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR OBRIGATORIO: AREA DE
REPRODUCAO EQUINA

Relatério de Estagio Curricular Obrigatério
apresentado para obtencdo do titulo de
Bacharel em Medicina Veterindria pela
Universidade de Caxias do Sul na area de
reproducao equina.

Orientagéo: Prof. Dr. Fernando Caetano de
Oliveira.

CAXIAS DO SUL
2021



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me abencoar com cada oportunidade
que tive de aprendizado e de conhecer pessoas especiais durante minha formacéao
académica, tudo isto foi e estéd sendo de suma importancia para meu crescimento nao
s6 profissional, mas também pessoal. Obrigada por sempre me iluminar e guiar meus
passos na estrada da vida.

Aos meus pais, Bernardete e Ari e ao meu irmao Rafael que sempre me
apoiaram e estiveram disponiveis para me ajudar sempre que necessario. Obrigada
por tudo, amo vocés.

Aos meus avés maternos, Glaci e Olimpio, que me deram todo apoio e muitas
vezes se dispuseram a me ajudar sempre que necessario nos estagios que realizei.

Ao meu professor e orientador Prof. Dr. Fernando Caetano de Oliveira, que
se disponibilizou a me ajudar em tudo que precisei, e que sempre acreditou na minha
capacidade, contribuindo para que eu acreditasse nela, sempre me incentivando a ser
melhor.

Aos demais professores da graduacdo que contribuiram para a minha
formacdo profissional, trago comigo os ensinamentos e as lembrancas de cada um de
VOCEs, por menor que tenha sido nossa convivéncia.

Aos meus supervisores de estagio, Juliana e Reno, que se disponibilizaram a
me receber, e principalmente, me proporcionaram momentos Unicos de aprendizado
durante este periodo final da graduacdo. Também fica aqui meu agradecimento
especial pela oportunidade a Perla Fleury, médica veterinaria e diretora da In Vitro
Equinos, aos demais médicos veterinarios do local, Rafael, Thiago, Williams, Michel,
Ana Paula e Marcos por todo o conhecimento a mim passado. A todas as demais
equipes, laboratorio, selecéo de odcitos, limpeza, obrigada pela excelente recepcao e
convivéncia neste periodo que foi incrivel, levarei cada um de vocés comigo. A equipe
do Dr. Reno Roldi de Aradjo do Arion Lab, Aline e Mariana, obrigada meninas, vocés
me ensinaram muito além do que o processamento de exames e analises clinicas.

Aos meus amigos que estiveram ao meu lado durante a graduacgéo, e as
minhas amigas Luisa, Laura, Bianca, Larissa e Franciele, cada uma de vocés foi e é
muito importante para mim. Obrigada por todo o apoio, mesmo que de longe, vocés

Sao muito especiais para mim.



A médica veterinaria Angélica Pires Neves, a qual tive a oportunidade de
realizar meu primeiro estagio em reproducéo, tu foste minha inspiracéo na reproducéo
equina e € uma das profissionais que tanto admiro no meio do cavalo. Obrigada pelas
indicacdes, pelos ensinamentos, pelas conversas e acima de tudo pela amizade que
criamos.

E obviamente, sou grata aos cavalos, que me moveram e me motivaram
durante toda a graduacéo. Dedicarei todos meus esfor¢cos e conhecimentos a eles que
mudaram minha vida em diversos aspectos e ressignificaram a palavra amor para

mim. Viverei para voceés!



RESUMO

O estagio curricular obrigatério foi realizado na area de Reprodugdo Animal com
énfase na espécie equina, sob orientacdo académica do Prof. Dr. Fernando Caetano
de Oliveira. A primeira etapa foi realizada na In Vitro Clonagem Animal, localizada na
Fazenda Séao Francisco, na cidade de Mogi Mirim, estado de S&o Paulo, durante o
final do més de agosto e todo o més de setembro de 2021, totalizando 200 horas, sob
supervisao da médica veterinaria especialista em reproducéo equina Juliana Schleich
Fontes. A segunda etapa foi realizada acompanhando o médico veterinario Dr. Reno
Roldi de Araujo, que atua na cidade de Caxambu, estado de Minas Gerais, durante o
més de outubro até meados de novembro, totalizando 240 horas. Durante o periodo
de estagio na maternidade de clones equinos foi possivel acompanhar o manejo
sanitario, manejo nutricional, neonatologia e biotecnologias reprodutivas, também foi
possivel visitar a central de receptoras e realizar o acompanhamento ultrassonografico
semanal da gestacao, além de acompanhar os veterinarios em aspiracdes externas.
E por fim, na rotina de visitas realizadas aos haras com o Dr. Reno pude acompanhar
0 exame de ultrassonografia para controle folicular, avaliagdo gestacional, diagndstico
gestacional e aplicacdo das biotecnologias reprodutivas na raca Mangalarga
Marchador.

Palavras-chave: Biotecnologias reprodutivas. Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides. Aspiracao folicular.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da FAOSTAT (2017), o Brasil concentra em seu territorio o
quarto maior rebanho equino do mundo, com 5,5 milhdes de animais. Para tanto, o
cavalo consegue movimentar significativamente a economia do pais, sendo
responsavel por gerar mais de trés milhdes de empregos, diretos e indiretos,
arrecadando mais de R$ 16 bilhdes a cada ano.

O segundo estagio foi acompanhando a rotina a campo da reproducdo equina
e aplicacéo das biotecnologias reprodutivas do médico veterinario Dr. Reno Roldi de
Araujo, que atua na cidade de Caxambu-MG e regido, que atende aos haras da raca
Mangalarga Marchador.

Devido a esse cenario promissor, o criador de cavalo é estimulado a investir
em melhoramento genético, no desejo de obter animais melhores que seus pais,
aperfeicoando a realidade reprodutiva da espécie em seu estabelecimento. Assim, ha
uma maior disponibilidade de empregos para novos médicos veterinarios na area de
reproducao equina, participando ativamente do investimento desses criadores.

Como requisito parcial para obtencdo do grau de Médico Veterinario pela
Universidade de Caxias do Sul (UCS), o presente documento tem a finalidade de
descrever as atividades realizadas e acompanhadas no estagio curricular obrigat6rio
durante o periodo de setembro de 2021 a novembro de 2021. O estagio foi realizado
na In Vitro Equinos localizada na fazenda S&o Francisco em Mogi Mirim/SP,
gerenciada pela Diretora Financeira e Médica Veterinaria Dra. Perla Dagher Cassoli
Fleury, onde desde 2005 dedica-se ao trabalho de armazenamento celular de grandes
animais.

O principal objetivo do estagio curricular foi a vivéncia da reproducdo equina
em dois locais distintos, o primeiro com emprego de técnicas modernas e o segundo,
onde se aplicam inumeras biotecnologias da reproducdo, como a transferéncia de
embrides, observando o papel do Médico Veterinario nesses dois diferentes
segmentos da reproducdo equina. Este relatorio caracteriza os dois locais de
realizagdo do estagio curricular, descreve a rotina acompanhada, as atividades

desenvolvidas e os procedimentos realizados durante o periodo.
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2 ESTAGIO 1: IN VITRO EQUINOS

O primeiro estagio curricular foi realizado no periodo de 30 de agosto de 2021
a 30 de setembro de 2021 na In Vitro Equinos, sob supervisdo da médica veterinaria
Dra. Juliana Schleich Fonte. Foi possivel acompanhar durante o estagio a rotina de
partos, manejo alimentar e sanitario com os clones, aspiracao folicular para injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoéides (ICSI) e para clonagem e acompanhamento

gestacional das éguas receptoras de embrides.

2.1 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A In Vitro Clonagem Animal é uma empresa pioneira no Brasil por utilizar
biotécnicas inovadoras como a clonagem animal e a producéo in vitro de embrides
equinos pela técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).
Fundada em 2005, esta localizada na Fazenda Séo Francisco na cidade de Mogi
Mirim, estado de S&o Paulo. Além da sede, a In Vitro possui uma central que aloja
aproximadamente 80 éguas receptoras de embriées na cidade de Santo Antdnio da
Posse, estado de Sdo Paulo, ha 35 km de Mogi Mirim.

A sede da empresa possui 3 hectares, com 4 baias maternidade, 8 piguetes
para potros ao pé, potros desmamados e éguas prenhes no terco final da gestacéo,
além de uma lanchonete coberta com quinze cochos de alimentacéo (Figura 1). Nos
15 dias prévios a data prevista do parto, a égua prenhe fica isolada em um piquete
para parir, apés o parto é transferida juntamente com o neonato para a cocheira
maternidade.

Os clones equinos sao principalmente das racas Mangalarga Marchador e
Mangalarga Paulista, totalizando 15 clones de potro e 11 éguas receptoras, além de
5 éguas no terco final da gestacdo e 1 égua doadora, em estadia para aspiracao
folicular e posterior producdo de embrides por ICSI.

Atualmente, o quadro de profissionais da In Vitro é de 10 médicos veterinarios,
1 bidlogo e 3 técnicos agricolas que sdo responsaveis pela rotina de aspiracédo
folicular, selecdo de odcitos, producdo de embrides in vitro e transferéncia dos
mesmos, clonagem, manejo e neonatologia equina, controle folicular, diagnostico e

acompanhamento gestacional.
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Figura 1- Estrutura da In Vitro Equinos. A) Cocheiras maternidade.
B) Lanchonete com cochos cobertos para alimentagao.

Fonte: arquivo pessoal (2021).

O laboratorio junto a propriedade é um ambiente restrito, visto que necessita
de temperatura controlada, bem como fluxo de pessoas. La sdo realizados o0s
seguintes processos: maturacdo de odcitos in vitro, ICSI, cultivo in vitro e envase de
embrides. Estes embrides podem ser destinados a inovulacdo em égua receptora ou

a vitrificagédo, conforme decisdo do cliente.

2.2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Diariamente, a refeicdo ofertada na lanchonete era a racdo, programada para
as 07 horas e as 15 horas a todos os animais que comiam separados conforme sua
alocacao por lotes nos piquetes. As éguas prenhes e as éguas lactantes recebiam a
racdo Nutriage!, os potros ao pé e alguns dos potros desmamados recebiam Care?,
os demais potros desmamados também recebiam Nutriage.

Era adicionado sobre a racdo dos potros ao pé pela manhd e a tarde o

suplemento Crescer, a base de algas marinhas que contém probiéticos e prebidticos,

1 Proteina bruta (min.) 15%; Extrato etéreo (min.) 4%; Fibra bruta (max.) 12%; Matéria mineral (méax.)
12%; Calcio (méx.) 1,8%; Fésforo (min.) 0,5%; Energia digestivel (min.) 3.200kcal/kg.

2 Proteina bruta (min.) 18%; Extrato etéreo (min.) 3,5%; Fibra bruta (max.) 10%; Matéria mineral
(max.) 10%; Calcio (max.) 1,5%; Fosforo (min.) 0,6%; Energia digestivel (min.) 3.200kcal/kg.
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gue auxilia no desenvolvimento e crescimento destes potros. O Mono-hidrocloreto de
L-Lisina 98,5% era misturado a racdo somente pela manha, este também tem a funcéo
de colaborar para o crescimento de potros. O feno de azevém era distribuido pelos
piquetes logo apos as refeicdes na lanchonete.

Eguas receptoras de embrides produzidos in vitro para clonagem tém maior
probabilidade de desenvolver placentite (ref). Portanto, junto a racéo, as éguas
prenhes recebiam uma dose profilatica para placentite de Pentoxifilina pasta
equivalente a 0,002mg/kg e Sulfametoxazol 20% + Trimetoprima 4% solucao.

As aspiracdes foliculares eram realizadas nas centrais que solicitavam o
servico. Entdo, na data agendada uma equipe especializada se deslocava até o local
para realizar a aspiracdo nas éguas previamente examinadas. Enquanto uma égua
era preparada, o técnico ficava responsavel por selecionar os odcitos ja coletados pelo

médico veterinario, que retornava com a equipe para o laboratério da In Vitro.

Tabela 1 - Atividades acompanhadas, nimero (n) e porcentagem, durante o estagio curricular
obrigatério em Medicina Veterinaria na In Vitro Brasil Clonagem Animal S/A, de 30 de agosto a 30 de
setembro de 2021.

Atividade N Porcentagem
Controle folicular 189 58,15
Aspiracao folicular 51 15,7
Coleta de sangue e resenha a7 14,47
Acompanhamento de gestacéao 36 11,08
Acompanhamento de parto 1 0,3
Lavado uterino 1 0,3
TOTAL 325 100

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

2.2.1 Ciclo estral da égua

A égua, por ser poliéstrica estacional de dias longos, entra em anestro no
inverno e reinicia a ciclar na primavera (REECE, 2017). Portanto, necessita de
luminosidade para diminuicdo da producédo de melatonina pela glandula pineal,
hormonio este que inibe a producdo do GnRH (horménio liberador de gonadotrofina)
pelo hipotalamo. Conforme Ginther (1992), o GnRH, como o préprio nome sugere,

estimula a liberagcdo do hormonio luteinizante (LH) e do hormdnio foliculo estimulante
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(FSH) através da hipofise, ambos irdo atuar sobre os ovérios, dependendo da
influéncia da Progesterona (P4) ou do Estrogeno (E2).

A progesterona é dominante quando a égua se encontra em diestro e o FSH
é liberado. Este hormonio ira ativar e recrutar alguns dos odécitos e a formacéo do
foliculo se d& pelo acumulo de fluido entorno do odcito. Geralmente, somente um
foliculo se torna dominante a cada ciclo estral, este ir4 ativar a liberacdo de Inibina,
um horménio que inibird o crescimento dos demais foliculos e causara atresia,
fazendo com que regridam de tamanho (SARAIVA, 2010).

Conforme o foliculo dominante cresce, a secrecdo de estrogeno vai
aumentando, fazendo com que a égua entre em estro, o foliculo vai se deslocando
para a fossa ovulatéria do ovario. O LH € entdo liberado e ocorre a ovulacéo, 24h apos
acontece a luteinizacdo das células da granulosa. O corpo luteo (CL) formado
permanece no ovario até o 14° dia pdés ovulacao que secretard progesterona para a
preparacdo endometrial. Caso ndo ocorra a fertilizacdo do odcito, o LH liberara
prostaglandinas que causardo lutedlise e, consequentemente, regressao do CL.
Assim, a égua esta apta a iniciar mais um ciclo estral, que tem duracdo média de 21

dias (Ginther, 1992). A Imagem 2 ilustra o esquema hormonal do ciclo estral da égua.

Imagem 2- Esquema do ciclo estral da égua e os horménios envolvidos.

Fase folicular Fase |

Fonte: RANGEL, 2018.

2.2.2 Transferéncia de embrides

A equideocultura tem papel importantissimo no agronegocio mundial com o
mercado em crescente constante. Com isso, a procura por animais de genética
superior e melhor desempenho esportivo aumentou (ALMEIDA, 2010). Logo,

conforme Bertozzo (2014), as biotecnologias reprodutivas tiveram mais procura, e a
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transferéncia de embrides, com grande aumento nas ultimas décadas, hoje € a técnica
mais utilizada.

A transferéncia de embribes (TE), bem como as demais biotecnologias
reprodutivas, tem como intuito maior eficiéncia reprodutiva de éguas de alto potencial
genético e especialmente das que ndo podem levar uma gestacao a termo, seja por
serem atletas, idosas ou por possuirem problemas reprodutivos que as impe¢cam de
gestar por serem inférteis ou subférteis (ALVARENGA, 2017).

A TE, além de ser um método nao invasivo, otimiza a perpetuacdo de
caracteristicas desejaveis na espécie utilizando éguas doadoras e sémen de
garanhfes de alto valor genético e zootécnico (SILVA, 2003). Ap6s o sucesso do
estudo pioneiro realizado por Oguri e Tsutsumi (1972), no Japéao e no Brasil em 1987
realizado pela primeira vez por Fleury, hoje a técnica de TE n&o invasiva é
comercialmente utilizada na espécie equina em todos os paises. Conforme Alvarenga
e Fleury (1999), as taxas de prenhez foram aumentando gradativamente nas ultimas
décadas com a utilizacdo e o avanco desta biotécnica aplicada a espécie equina,

passando de 12,5% para 74,55% de sucesso.

2.2.3 Producéo in vitro de embrides (PIVE)

Na espécie equina, a fertilizac&o in vitro tem baixa taxa de sucesso, visto que
o espermatozoide tem dificuldade de penetrar a zona pellcida do odcito in vitro
(BRINSKO, 2011). Por isso, a aspiracdo folicular de od6citos para injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) tem se mostrado um bom método com
grandes taxas de nascimento de potros (CARNEIRO, 2016).

O processo para a producdao in vitro de embrides (PIVE) segue as seguintes
etapas, respectivamente: coleta de o6citos por aspiracdo folicular, selecéo,
maturacgéo, fecundacao por ICSI, formacdo do embrido, cultivo embrionério e posterior
inovulacdo do embrido ou vitrificacdo. Todos processos supracitados séo realizados

in vitro, tendo assim maior taxa de sucesso.

2.2.3.1 Aspiragéo folicular transvaginal

A coleta de odcitos usando a aspiracao folicular transvaginal guiada por

ultrassom (US) é uma técnica avancada para a producdo de embribes que
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revolucionou a induastria equina (RODRIGUEZ, 2021). Também conhecido como
“‘Ovum Pick Up” (OPU), este método pouco invasivo foi realizado e descrito pela
primeira vez por Brick et al (1992) que efetivaram a aspiracéo de quatro foliculos que
variaram de 30mm a 37mm, com recuperacao de um odcito, sendo aprimorada desde
entdo. Alguns parametros ja ficam pré-estabelecidos antes de iniciar a OPU, tais como
a temperatura do banho, a pressdo da bomba de vacuo e o protocolo anestésico, este
ultimo costuma ser padrdo do local ou do profissional que esta atuando (SA et al,
2017).

Segundo Coutinho da Silva (2008), o complexo cumulus oophorus (COC) de
foliculos imaturos é fortemente aderido a parede folicular reduzindo assim a taxa de
coleta de odcitos que fica em torno de 30%. Porém, com o aprimoramento da técnica
e a escarificacao folicular elevou-se essa taxa para 70% na espécie equina, por isso,
estabeleceu-se a aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios com mais de 8mm. Ainda,
conforme estudo realizado, as lesdes ovarianas causadas pela pungdo com agulha
nao influenciou a funcéo ovariana no ciclo seguinte e nao interferiu diretamente com
a fertilidade (FRANCO et al, 2014).

Na In Vitro, as éguas submetidas a OPU nao recebiam nenhum protocolo
hormonal com o intuito de puncionar o maior numero de foliculos antrais (>8mm). No
entanto, visto que os odcitos sdo imaturos, estes devem seguir maturacdo in vitro.
Para o procedimento, era utilizada uma guia Mindray® com uma probe micro convexa
de 5MHz, acoplada a extensdo da guia passa uma agulha de calibre 12G que
punciona e escarifica o foliculo, para cada égua era vestida uma camisa sanitaria na
guia. Além disso, integravam uma bomba de vacuo regulada a 150mmHg de pressao
e junto ao sistema uma garrafa coletora de 500mL que armazenava o fluido folicular

aspirado (Figura 3).

Figura 3- Materiais utilizados para OPU. A) Mesa de aspiragdo montada com US,
banho maria, bomba de vacuo, haste guia, agulha e equipos instalados. B) Guia de
aspiracdo aberta com probe micro convexa.
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Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Prévio ao procedimento, a égua era posicionada em tronco de contencao
onde era realizada a avaliacao folicular por US transretal. Uma vez apta a OPU, era
iniciado o preparo com a égua, inicialmente aplicava-se um agonista alfa 2-
adrenérgico, o cloridrato de detomidina na dose de 0,01mg/kg por via endovenosa.
Apos cinco minutos da aplicacao do primeiro farmaco, administrava-se entdo hioscina
sbdica na dose de 10mg/kg e tartarato de butorfanol na dose de 0,01 mg/kg, ambos
medicamentos com intuito de promover a analgesia e espasmo visceral prévio a
puncéo folicular, protocolo medicamentoso adotado pela In Vitro.

Posterior a isso, retirava-se todo o bolo fecal da ampola retal para facilitar o
manuseio dos ovarios. Em seguida era realizada a antissepsia da regido perineal,
vulva e vagina da égua com sabdo neutro e 4gua corrente, por fim mantinha-se a
regido seca e limpa até o momento do procedimento.

Entdo, a guia era introduzida por via transvaginal até chegar a regido de
encontro com o ovario, guiada por US. Na palpacéo transretal, o0 médico veterinario
direcionava o ovério desejado na lateral da cérvix, onde esta localizado o fundo de
saco vaginal. No momento em que as duas partes eram mantidas em contato, a
puncdo com a agulha era efetivada. Cada foliculo era lavado (flushing) de cinco a dez
vezes com um volume de aproximadamente 1 ml por vez, com solucdo DPBS
contendo heparina e antibidtico, especifica para OPU. Junto com o flushing, o
operador realizava movimentos com a guia na tentativa de escarificar a parede do
foliculo, fazendo assim com que houvesse o desprendimento do complexo cumulus

oophorus da parede folicular (Figura 4).
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Figura 4- Aspiracao folicular guiada por US. A) . B) Imagem ultrassonogréfica de
foliculo sendo puncionado por agulha (seta).

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
Finalizada a OPU em ambos os ovarios, era administrado entdo como

analgésico e anti-inflamatério Flunixin Meglumine na dose de 1,1mg/kg IV e loimbina
(Reset® - Botupharma) na dose de 0,1mg/kg IV como antagonista alfa adrenérgico.
Em seguida, por via IM, era administrada uma dose profilatica (12mg/kg) de Ceftiofur
(Excede® - Zoetis), antibidtico do grupo das cefalosporinas.

Imediatamente apos o término da aspiracao folicular de cada égua, o copo
coletor era levado ao laboratério instalado no local. Para a selecdo dos odcitos
presentes no fluido folicular era necessario passar por um filtro coletor todo o conteuado
aspirado, que muitas vezes se apresentava sanguinolento devido a escarificacdo dos
foliculos, mas sem interferéncia na qualidade oocitéaria.

Apods passado pelo filtro e lavado novamente com solucdo DPBS, o fluido final
era acomodado sobre uma placa de Petri para a selecdo dos odcitos sobre a lupa.
Uma vez encontrados, sdo depositados sobre sucessivas gotas de meio especifico,
transferindo-os de gota a gota com o objetivo de lavar cada oécito adequadamente.
Este processo de lavagem é repetido por volta de cinco vezes para garantir que
nenhuma impureza permanec¢a em sua superficie antes de seguir para o envase
(Figura 5).

Figura 5- Processos da selecdo de oocitos em laboratério. A) Filtragem do fluido
folicular com solucdo DPBS. B) Deposicéo do liquido ja lavado para placa de Petri
com jato de meio na tela do filtro. C) Busca e sele¢éo de odcitos sob a lupa. D)
Odcitos selecionados depositados nas gotas de meio especifico para lavagem final.
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Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Terminada a coleta e selecdo, os odcitos (Figura 6) eram acomodados na
transportadora de odcitos (TO) e la permaneciam por 24h a uma temperatura
controlada de 22,5°C. Passado este periodo, os odcitos eram retirados do meio de
transporte e inseridos em meio de maturagdo especifico produzido pela In Vitro onde
irlam maturar em estufa a uma temperatura de 37°C. A Ultima etapa deste processo

pés maturagao era a realizagéo da ICSI.

Figura 6- Odcitos selecionados de égua da raca Mangalarga Marchador,
depositados em gota de meio especifico pés lavagem, prontos para serem
envasados em tubos com meio de transporte.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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2.2.3.2 Injecao intracitoplasmética de espermatozoides

A ICSI é um método de fertilizacdo in vitro de odcitos. Com isso, um Unico
espermatozoide é selecionado com uma pipeta sobre um micromanipulador acoplado
ao microscopio e € entéo injetado no odcito (BRINSKO, 2011) (Figura 7). Este avanco
tem contribuido para o uso na fertilizacdo equina assistida para garanhdes com
quantidade ou qualidade de sémen limitada ou para éguas subférteis (CARNEVALE,
2016).

Figura 7- Odcito equino, ap6s recuperacao por aspiracao folicular guiada por US.

Fonte: BRINSKO (2011).

Para a realizacdo da técnica de ICSI, os od6citos que chegam a In Vitro sdo
maturados até atingirem metafase I, em seguida sdo desnudados e apenas 0s 006citos
gue apresentam corpusculo polar aparente sdo utilizados. Eles, entdo, recebem a
injecao intracitoplasmatica com um Unico espermatozoide, que pode ser oriundo de
sémen fresco ou congelado. 90% da ICSI realizada no laboratério da In Vitro é
realizada com sémen congelado, por escolha do cliente.

Previamente a ICSI, a amostra de sémen € lavada e deixada em meio
especifico que reduz a motilidade e a aderéncia de um Unico espermatozoide a ser
aspirado pela pipeta. Apos pipetado pela cauda, ele é introduzido no citoplasma do
odcito utilizando equipamento especifico chamado Piezo Xpert® (Figura 8). A partir
disso, cada odcito que recebeu uma injecado de espermatozoide segue para a estufa
onde permanece de 24 a 48h para clivagem.
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Figura 8- Realizacdo da técnica de ICSI no laboratorio da In Vitro com odcito ja
maturado e desnudo.

Fonte: In Vitro Clonagem (2018).

A taxa de maturacéo de o0citos equinos da In Vitro fica proxima de 70%, ja o
namero de embrides por égua pode variar conforme sua idade. Apés a clivagem do
embrido, muitos clientes optam por vitrifica-los, sendo que 98% sao vitrificados e
permanecem na In Vitro e apenas 2% destes embrides sao transferidos a fresco para

doadoras.
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3 ESTAGIO 2: RENO ROLDI DE ARAUJO

O estagio foi realizado no periodo de 01 de outubro de 2021 a 12 de novembro
de 2021, sob supervisdo do médico veterinario Dr. Reno Roldi de Araujo. Durante o
estagio foi possivel acompanhar a rotina a campo com aplicacdo das biotecnologias
reprodutivas voltadas a espécie equina.

3.1 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O médico veterinario Dr. Reno Roldi de Araujo exerce sua profissdo de forma
autbnoma, realizando atendimentos na area de reproducdo equina e eventualmente
atendimentos clinicos na propriedade dos clientes. Atende em alguns haras da cidade
de Caxambu e regido, estado de Minas Gerais. Também possui um laboratério de
andlises clinicas veterinarias localizado em Caxambu-MG. Durante esta temporada
pude acompanhar a rotina reprodutiva intensa de trés haras da raca Mangalarga
Marchador, os quais eram atendidos pelo médico veterinario.

A estrutura fisica dependia de cada local atendido, para o0 manejo algumas
propriedades contavam com lanchonete para palpacao e outros com um Unico tronco
de contencéo. Todos locais apresentavam um ambiente seguro e adequado para
realizacdo da rotina de reproducdo como palpacdo retal e avaliacdo por
ultrassonografia, inseminacao artificial, lavagem uterina, coleta e transferéncia de
embrido e coleta de sémen de garanh&o.

Cada um dos locais contava com um espaco para organizacdo de
equipamentos de laboratdrio para analise e manipulacéo de embrido e de sémen, bem
como para aquecimento de agua e descongelamento de palhetas de sémen
congelado. Todos os haras possuiam mais de um garanh&o, os quais eram utilizados
ou para coleta de sémen seguida de inseminacgéo, ou para monta controlada.

No caso de utilizacdo de sémen refrigerado de garanhdes de outros haras,
este era enviado somente nas segundas, quartas e sextas-feiras. Por isso, nestes
mesmos dias a rotina era mais intensa iniciando as 07h e estendendo-se até as 22h.
Ja quando a escolha do proprietario era utilizar sémen congelado, a administracéo de
GnRH era pela manha e o controle folicular era realizado a noite, garantindo assim

que a égua fosse inseminada logo apos a ovulacao.
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3.2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo foi possivel acompanhar a rotina que era baseada em
acompanhamento folicular de éguas doadoras de embrido e matrizes, sincronizacéo
de doadoras, coleta de sémen com vagina artificial, inseminacéo artificial com sémen
fresco, refrigerado e congelado, coleta e transferéncia de embrido e lavagem uterina.

Cada local era visitado conforme a necessidade de acompanhamento das
éguas ou de lavado de embrido e inseminacdo. O haras 1 recebia atendimento diario
de segunda a sabado, e eventualmente aos domingos, visto que possuia um nimero
expressivo de éguas doadoras, matrizes e receptoras. Os haras 2 e 3 recebiam visitas
de segunda a sdbado, porém os dias fixos eram segundas, quartas e sextas-feiras,
nos demais somente se necessario.

Na Tabela 2 estdo descritas as atividades acompanhadas durante o estagio

realizado com o Dr. Reno Roldi de Aradjo em Caxambu, Minas Gerais.

Tabela 2- Atividades acompanhadas, numero (n) e porcentagem, durante o estagio
curricular obrigatério em Medicina Veterinaria com o Dr. Reno Roldi de Araujo, de 01
de outubro a 12 de novembro de 2021.

Atividade N Porcentagem
Controle folicular 1051 82,05
Inseminacéao artificial 60 4,68
Diagnostico de gestacao 59 4,60
Coleta de sémen 37 2,89
Lavado uterino 26 2,03
Implante de P4 19 1,48
Acompanhamento de monta natural 15 1,17
Transferéncia de embrido 14 1,10
TOTAL 1281 100

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

3.2.1 Controle folicular

Diariamente, as rotinas de controle folicular eram realizadas através da
palpacéo retal e do exame complementar de ultrassonografia transretal. O médico

veterinario possuia dois aparelhos de ultrassom, ambos da marca Domed® modelo
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DM10V Pro. As éguas paridas eram palpadas pela primeira vez no sétimo dia pos-
parto, sendo o cio do potro utilizado na maioria dos casos. Todos os dados da
palpacado, ultrassonografia, procedimentos e medicacdes eram anotados em um
caderno e ao final do dia as informacdes eram repassadas para um book de trabalho
reprodutivo individual de cada fémea, separadas por haras e subdivididas por
doadoras, matrizes e receptoras.

O cio do potro é conhecido como o primeiro estro pés-parto da égua. Entre os
dias 4 e 7 pos-parto, o epitélio luminal apresenta-se intacto, desaparecem as
dilatacdes das glandulas endometriais e completando-se a reabsor¢cdo das
microcarinculas no dia 7. Em torno do 14° dia, o endométrio pode apresentar
aparéncia histologica de utero normal pré gestante (BLANCHARD e VARNER, 1993).

A previsao da ovulacdo e 0 momento da cobertura eram definidos através do
exame do Utero e dos foliculos ovarianos. Ao ultrassom, observavam-se a ecotextura
e a presenca de liquido intrauterino. Os foliculos eram avaliados através do tamanho,
forma e flutuacdo. Na maioria dos casos, as éguas que apresentassem edema uterino
3 ou 4 (aumento das pregas endometriais) com foliculos = 35 mm de diametro,
flutuantes e ovdides eram encaminhadas para a monta controlada ou inseminadas
com sémen fresco.

Segundo McCue, Scoggin e Lindholm (2011), os sinais que indicam a
proximidade da ovulagdo sao: diminuicdo dos sinais de estro, tamanho folicular =
35mm de diametro, a forma folicular torna-se ovoide direcionando-se para a fossa

ovulatéria 24 horas antes da ovulacao e a diminuicdo do edema uterino.

3.2.2 Inducgéo da ovulagéo

A deslorelina € um hormanio sintético analogo ao GnRH indicado para induzir
a ovulacao em éguas com foliculos ovarianos = 35 mm de diametro. Este agente induz
a luteinizacdo ovariana por provocar a liberacdo do LH. Cerca de 80% das éguas
ovulam dentro de 48 horas apos aplicacéo da deslorelina (BRINSKO, 2011).

O hCG (gonadotrofina coribnica humana) € um hormonio que possui acao
semelhante ao LH acelerando a maturacgao folicular e, consequentemente ocorrendo
mais cedo a ovulacdo. Este hormonio deve ser administrado em éguas com foliculos
de diametro = 35 mm. E recomendada a utilizagao do hCG intravenoso em dose Unica

entre 1500 a 3500 UI. O tratamento tem custo baixo e bastante eficacia, pois cerca de
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90% das éguas ovulam entre 36-48 horas apoés aplicacdo (SQUIRES, 2011). Utilizava-
se 1mL de Deslorelina® (acetato de deslorelina) por via IM ou 2000Ul de Chorulon®
(hCG) IV como indutores da ovulacao.

As doadoras inseminadas com sémen fresco ou sémen refrigerado eram, na
maioria dos casos, induzidas um dia antes da inseminacdao artificial (IA). J& as éguas
doadoras e matrizes que eram inseminadas com sémen congelado tinham sua
ovulacdo induzida geralmente as 18h, buscando com isso, a realizacdo da IA as 6h
da manha do segundo dia p6s-inducdo, com cerca de 36 horas de intervalo entre a
inducdo e a ovulagcdo. Mesmo com esse manejo controlado, algumas fémeas
ovulavam antes do tempo previsto fazendo com que todas fossem palpadas de quatro
em quatro horas para um controle mais preciso do momento da ovulacéo, visto que o

sémen congelado possui apenas 6h de atividade no trato reprodutivo da égua.

3.2.3 Lutedlise

A prostaglandina F2a (PGF2a) esta intimamente relacionada a reproducgao,
sendo liberada no trato reprodutivo em funcéo de estimulos enddécrinos, neurais e
fisicos. PGF2a atua como hormdnio luteolitico, modulando a fase do diestro, a fungao
e a duracdo do ciclo estral em éguas. Na fémea equina néo prenhe a liberacédo de
PGF2a endbégena ocorre entre os dias 14 e 15 pds-ovulagéo causando a lise do corpo
luteo (SQUIRES, 2011; STAEMPFLI, 2011).

Em centrais de reproducdo e haras, as prostaglandinas exdgenas mais
frequentemente administradas sdo PGF2a natural, dinoprost trometamina (PGF2a
sintética) e o cloprostenol sodico (analogo da prostaglandina sintética). E necessario
que a aplicacdo seja realizada entre 0 6° e 0 15° dia do diestro, pois o0 corpo liteo ndo
€ responsivo as prostaglandinas nos cinco primeiros dias da fase luteinica. Apés a
aplicacdo, a égua pode apresentar efeitos adversos como sudorese e desconforto
abdominal. O retorno ao cio inicia de 48 a 72 horas, dependendo do tamanho folicular
no dia da aplicagdo (SQUIRES, 2011; STAEMPFLI, 2011).

Utilizava-se o Lutalyse® (dinoprost trometamina) na dose 7,5 mg/égua IM no
sexto dia apds a ovulagdo como agente luteolitico, dose padréo para todos os

animais.
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3.2.4 Monta controlada

As coberturas ocorriam em um local aberto, com piso de areia ou concreto,
conforme estrutura do haras. A égua tinha sua regido vulvar higienizada através de
lavagem com agua e sabado neutro. Posteriormente, a regido lavada era secada e a
cauda ligada com atadura. A fémea era contida utilizando-se peias, cabresto e
cachimbo. O garanh&o era entdo conduzido até a mesma, aproximando-se desta
sempre pela cabeca. No momento da monta, o médico veterinario afastava a cauda
para o lado, auxiliando na penetracdo do pénis. Apos a ejaculacéo, a regiao do pénis

e prepucio era higienizada com agua morna.

3.2.5 Diagnéstico e acompanhamento da gestacao por ultrassom

O diagnéstico de gestacdo era realizado através do exame de ultrassonografia
transretal no 11° dia pos-ovulacao (Figura 9). Caso nao fosse constatada a vesicula
embrionaria, a égua era novamente examinada no 14° dia pés-ovulacédo. Estando a
égua prenhe, o acompanhamento da gestacdo por ultrassom era realizado na fase

embrionéria no 20° e 30° dias (Figura 10) e na fase fetal no 60°, 120° e 180° dias.

Figura 9- Diagnostico de gestacdo no décimo primeiro dia pos ovulacdo em
égua matriz.

DOMED 19 3327-5537 MI:0.30 TI5:0.10
REPROD EQUINOS L7V-A/5.3M

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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Figura 10- Avaliacédo de gestacdo, embrido com aproximadamente trinta dias.

DOMED 193327-5537
REPROD EQUINOS

e

Fonte: Arquivo pessoal (202).
3.2.6 Coleta e analise de sémen

As coletas de sémen eram realizadas conforme a demanda para IA das éguas.
Os garanhdes coletados eram de propriedade de cada haras, geralmente utilizados
nas éguas para |IA ou para realizar monta controlada em matrizes e doadoras. O haras
3 utilizava somente sémen de seus garanhdes para inseminacao das éguas, portanto
nao usavam sémen congelado, tampouco de fora. As coletas ocorriam nas segundas,
guartas e sextas-feiras.

O pénis de cada garanhao era sempre higienizado com 4gua morna antes da
coleta, realizando uma boa limpeza na fossa da glande. Os reprodutores eram
coletados (Figura 11) com vagina artificial, modelo Botucatu®, preenchida com agua
morna de a uma temperatura interna entre 47°a 52°C. A vagina era montada com uma
mucosa de plastico descartavel e um copo coletor, que continha dentro um saco
plastico para armazenamento do sémen e um filtro para separagédo da fracdo de gel
do ejaculado e possiveis sujidades. A ejaculacdo era confirmada pela palpacdo da
base do pénis sentindo-se os pulsos ejaculatorios e observada pelo movimento de

bandeira da cauda do macho.
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Figura 11- Coleta de sémen com utilizacdo de égua em estro e uso de vagina
artificial

Font Aruio eol (2021.

Apos a coleta, o sémen era encaminhado ao laboratorio, onde se retirava o
filtro com o gel, este era descartado. A amostra era colocada em uma proveta para
anotacdo do volume. A motilidade e vigor espermaticos eram avaliados
subjetivamente através da visualizacdo de uma gota de sémen entre uma lamina e
laminula em um microscépio 6ptico. Apos a avaliacdo do ejaculado fresco, procedia-
se a preparacdo da dose que seria utilizada para IA. O sémen era entdo diluido com

Botusémen® GOLD, na proporcédo 1:1 de diluente e sémen.
3.2.7 Inseminacéo artificial

Foram acompanhadas inseminacdes artificiais (Tabela 3) com sémen fresco,

resfriado e congelado, totalizando 60 IA.

Tabela 3- Inseminacdes artificiais acompanhadas durante o periodo do estagio
curricular obrigatoério.

Inseminacdo artificial SF SC TOTAL

IA prenhez 41 (82%) 5 (50%) 46 (76,67)
IA coleta de embrido 9 (18%) 5 (50%) 14 (23,33)
TOTAL 50 (100%) 10 (100%) 60 (100%)

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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Antes da IA, a égua era sempre palpada e através da US transretal verificava-
se o(s) foliculo(s) ovariano(s) e a condicao uterina (grau de edema). A base da cola
era ligada com atadura, levando a cauda amarrada pela ponta em direcao ao flanco,
atando-a na prépria égua mantendo a regiao do perineo livre. A vulva e a fossa do
clitéris eram lavadas com agua e sabdo. Em inseminac6es com sémen fresco e
resfriado, a pipeta de inseminacao era passada pela cérvix e o sémen depositado na
ponta do corno uterino onde se encontrava o foliculo ovulatério. Na IA com sémen
congelado, as palhetas eram descongeladas em banho-maria a 37°C, por um minuto,
sendo a inseminacao realizada com pipeta flexivel na ponta do corno uterino ipsilateral
a ovulacao.

As éguas inseminadas eram palpadas no dia seguinte, avaliando ovulacéo e
condicdo uterina, sendo novamente inseminadas caso ndo houvessem ovulado em
até 48 horas apos a primeira IA. Se houvesse muito liquido intrauterino (LIU) eram
lavadas com solucao de RL até o conteudo sair translucido, recebendo trés doses de

ocitocina por dia até o terceiro dia pos ovulagéo.

3.2.8 Sincronizacéao de receptoras

As éguas receptoras eram utilizadas entre o quarto (D4) e sétimo dia (D7) p06s-
ovulacdo, com preferéncia para o quinto dia (D5). A sincronizacéo das receptoras era
realizada a partir da ovulacdo da doadora. Entdo, separava-se de trés a quatro
receptoras para cada doadora, de acordo com a disponibilidade de estro no dia.
Induzia-se a ovulacdo das receptoras, dois dias apés a confirmacdo da ovulacdo da
doadora, mantendo-a D4 no dia da transferéncia. Eventualmente, alguma receptora
nao era utilizada no D4, mantendo-se como uma opc¢ao para os demais dias, até o
D7, quando entdo era administrada medicacéo luteolitica.

Era utilizado como protocolo hormonal de receptoras anovulatorias,
primeiramente, a administracdo de estrégeno na dose de 2mg/égua por via IM. Os
estrogenos acabam simulando as condi¢des hormonais de estro, além de estimular a
expressao de receptores no Utero para P4, semelhante ao ciclo estral das éguas
ciclicas previamente a ovulacdo (AUPPERLE et. al., 2000).

Apbs 72 horas da aplicacao do estroégeno, através da ultrassonografia verifica-
se a presenca de edema uterino. Com o edema formado, ocorre a aplicagéo de P4 ou

altrenogest injetavel, simulando a ovulacéo, considerada como DO (CARNEVALE et
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al, 2000). A TE é executada 4 a 7 dias ap0Os a aplicacdo do progestageno. Apés o
diagnostico gestacional positivo, a égua é mantida com aplicagbes semanais de P4
de longa acéo (LA) até que a placenta assuma a secrecao de progesterona, aos 120
dias de idade fetal.

Outra opcgdo também utilizada pelo médico veterinario para a sincronizagéo
de receptoras em anestro era o dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de
progesterona, Primer® 1g (Progesterona). Apos constatar por palpacéao retal e US que
a égua apresentava foliculos ovarianos de 25mm, o implante era preparado, retirando
o corddo plastico e borrifando Terra-Cortril spray (Acetato de Oxitetraciclina +
Dexametasona) para prevenir uma possivel vaginite, em seguida era introduzido na
vagina. O dispositivo era retirado somente para a inovulacdo do embrido e apos
recolocado, permanecendo de 8 a 9 dias.

Nos dois dias que antecediam a retirada do implante, a égua recebia uma
dose de 1500mg de P4-300® (Acetato de Isoflupredona), via IM, para manter o nivel
de progesterona elevado no momento da retirada do implante. Também se fazia
necessaria a suplementacdo com P4-300® na dose de 1500mg/égua, IM,

semanalmente até o 120° dia de gestacao.

3.2.9 Coleta de embriao

As coletas de embrido eram normalmente realizadas no 8° dia pés-ovulacéo,
sendo somente realizadas no 9° dia pés-ovulacdo em éguas inseminadas com sémen
congelado ou em éguas muito velhas. Antes da coleta, as receptoras eram palpadas
e realizada a avaliacdo do CL, edema uterino, tdnus e cérvix. Prévia a coleta era
realizada a limpeza da regiéo perineal.

A recuperacdo embriondria era realizada pelo sistema fechado de uma via. O
médico veterinario direcionava a passagem da sonda de silicone pela cérvix, depois
da retirada de ar do sistema. O baldo da sonda era inflado e a mesma era tracionada
gentilmente para tras selando a cérvice. Um litro de ringer lactato morno (30-35°C) era
depositado no uUtero. Para retirada desse liquido, apdés massagem do utero por
palpacéo retal, abriam-se os “clips” acoplados ao sistema, um deles antes do filtro do

embrido e o outro apos o filtro.



30

Em seguida, um litro de ringer lactato era novamente infundido e retirado. A
cada passagem pelo filtro, era observado se o embrido ja estava no copo coletor,

interrompendo-se a coleta ao encontra-lo (Figura 12).

Figura 12- Embrido com 8 dias (indicado pela seta) sobre o filtro do copo coletor, de
égua doadora da raca Mangalarga Marchador.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

3.2.10 Manipulagdo do embrido

O filtro era levado ao laboratério apds a lavagem. O conteudo era colocado
em uma placa de Petri para a procura do embrido com o auxilio de uma lupa (Figura
13). Quando um embrido era encontrado, esse era lavado, sendo em média passado
por seis gotas de cerca de um 1mL de holding (meio de lavagem de embrido que

contém nutrientes e antibioticos) (Figura 14).
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Figural3- Organizacao do laboratério e equipamentos para manipulacdo do

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Figura 14- Mesa aquecedora regulada em 37°C com meio holding e placa de Petri.

s
Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Apos a lavagem, o embrido era colocado em uma pequena placa que continha
o mesmo holding, a espera da transferéncia. Para ser inovulado o embrido era
envasado em uma pipeta de IA em solugdes alternadas de solugdo de manutencéo e
ar (Figura 15). A primeira coluna era composta de solugéo, a segunda de ar, a terceira
de solucdo com embrido, a quarta de ar e a quinta de solugdo. Uma camisa sanitaria

plastica estéril era utilizada para cobrir a pipeta.
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Figura 15- Pipeta contendo o embrido ja envasado, note as colunas alternadas
com solucéo e ar.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

3.2.11 Inovulacao do embrido

Antes da transferéncia, realizava-se a escolha da receptora que seria
utilizada. Para cada embrido recuperado existia em média 2 a 3 éguas disponiveis.
ApoOs a escolha da receptora, sua regido perineal era bem limpa, com agua e sabéao,
sendo a porcgédo interior dos labios vulvares lavada abundantemente com RL. No
momento da inovulacdo, o médico veterinario posicionava a mao na vagina, guiando
a pipeta pela cérvix e antes de ultrapassa-la, a camisa sanitaria era tracionada para
tras, sendo o embrido depositado no corpo uterino.

Todas as éguas receptoras de embrido, ap6s serem inovuladas, recebiam
uma dose de 10mg de Chemitril Injetavel 10% (Enrofloxacina) associada a 1mL/50kg
de Flumax® (Flunixina meglumina), IM, e Altrengest® (Altrenogest) na dose de
1mL/égua. Durante o periodo de estagio foram acompanhadas 16 coletas de embrido
com 14 embrides recuperados, obtendo uma taxa de recuperacdo embrionaria de
87,5%% (14/16).
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4 CONCLUSAO

O estagio curricular obrigatério na area de reproducdo equina requer do
estudante uma bagagem tedrica para poder aliar este conhecimento ao raciocinio
pratico. Além de dominar a fisiologia, € importante ter o conhecimento basico das
biotecnologias reprodutivas empregadas na espécie equina para um
acompanhamento da rotina na temporada de reproducéao.

Nos dois locais de estagio foi possivel acompanhar procedimentos e inclusive
realizar inUmeros deles. Aliando teoria e prética o conhecimento se expande e aos
poucos se aperfeicoa. Além disso, a oportunidade de debater e questionar sobre os
procedimentos faz com que o conhecimento aumente.

Em sintese, o estagio curricular obrigatério, além de um momento de
aprendizado constante, permitiu ao aluno imergir na realidade dos profissionais que
com isso trabalham, observando as dificuldades de trabalhar na area, além de
oportunizar a obtencdo de uma rede de contatos com a qual podera contar para

indicacdes de trabalho, troca de conhecimento e amizade.
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